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　　摘要：四季红红枫是一种重要的园林绿化树种，为获得足够多的外植体材料并建立“四季红”红枫的离体快速繁
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　　红枫品种“四季红”（Ａｃｅｒｐａｌｍａｔｕｍ‘Ｔｒｏｍｐｅｎｂｕｒｇ’）是槭
树科的落叶小乔木。其叶形优美，红色鲜艳持久，树姿美观，

是一种非常美丽的观叶稀有树种［１］，具有很高的开发利用价

值。“四季红”的主要繁殖方法有播种繁殖、扦插繁殖和嫁接

繁殖［２］，但是红枫种子繁殖方式成活率较低，一般在３０％ ～
４０％［３－４］，而扦插繁殖与嫁接繁殖效率受母树年龄与环境因

素影响较大。组织培养不仅可以克服种子繁殖中存在的诸多

问题，而且可以克服扦插繁殖速度慢、难生根、繁殖率低的缺

点，还能保持母体的遗传特性，是解决优良种苗快速繁殖的最

佳方式。但是笔者观察到红枫“四季红”品种的休眠芽不仅

萌动较慢，而且只有部分能够展叶，其他多数休眠芽一直停留

在休眠状态，因此如果要建立该品种的离体快速繁殖体系，必

须解决外植体材料来源困难的问题。为获得足够多的用于离

体培养的外植体材料，本研究分别在活体条件和离体条件下

外施植物激素，探讨植物激素对红枫休眠芽萌发的影响。

１　材料与方法

１．１　试验材料
研究材料为南京桥林林业科技有限公司的红枫“四季

红”品种的嫁接盆栽苗，地径为３ｃｍ，苗高１ｍ，休眠芽均处于
休眠状态。

１．２　试验方法
１．２．１　活体条件下赤霉素对茎段休眠芽萌发的影响　“四
季红”红枫原种购自加拿大，目前在市场上出现得很少，国内

只有少数公司进行培育，市场供不应求。本试验中用到的材

料为嫁接再生植株，由于嫁接难度大因而材料稀少，因此，本

试验选取 ２４株嫁接盆栽苗，进行不同浓度（０、０．０５、
０．１０ｍｇ／Ｌ）的赤霉素处理，每组８株。每隔３ｄ喷施１次，共

处理９次，２７ｄ后统计休眠芽萌发个数。
１．２．２　离体条件下ＴＤＺ和ＮＡＡ对休眠芽萌发的影响
１．２．２．１　外植体灭菌处理　从未经 ＧＡ处理的植株上剪下
带有休眠芽的茎段，每个茎段长约４ｃｍ，分别标号，用于后期
组织培养。剪取材料时用镊子夹取，再放入收纳袋，避免手指

上的油脂触碰到茎段，难以表面灭菌，造成后期组培污染。

在灭菌处理之前，先用自来水冲洗２０ｍｉｎ，并用毛刷轻轻
刷去上面的杂质，然后设计不同灭菌方式。消毒处理采用３
因子２水平的Ｌ４（２

３）正交试验设计，分别利用７０％乙醇（１０、
１５ｓ）、吐温８０（加２滴、不加）和０．１％ ＨｇＣｌ２（１０、１５ｍｉｎ）进
行处理。各处理后均用无菌水冲洗５遍，均处理３０个外植
体，２５ｄ后统计污染率和萌发率，筛选出最佳灭菌方式。
１．２．２．２　培养基的设计　本试验根据报道的美国红枫组培
方法［５－６］，以ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＢＡ为基础，分别测定ＴＤＺ和ＮＡＡ
对休眠芽萌发的影响。生长调节剂的浓度和种类采用２因素
３水平Ｌ９（３

２）正交试验设计（表１），其中 ＴＤＺ的浓度分别为
０、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ的浓度分别为０．５０、０．７５、１．００ｍｇ／Ｌ。

表１　休眠芽萌发培养Ｌ９（３２）正交试验因子水平

水平
ＴＤＺ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

１ ０ ０．５０
２ ０．５ ０．７５
３ １．０ １．００

　　培养基中蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂６．４ｇ／Ｌ，ｐＨ值为５．７，分装
至三角瓶中后于１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ。每瓶接种１个外植
体，每个处理接１０瓶，３次重复。接种后每天观察休眠芽的
萌动趋势，２５ｄ后统计接种数（除去污染数）、萌芽率并观察
芽的长势，寻找最合适的培养基。培养期间及时随机取出污

染的瓶子，以避免交叉污染，因此统计的接种数为去除污染数

后的总数。

１．２．２．３　培养环境　培养材料于（２５±２）℃光培养１６ｈ，暗
培养８ｈ，在相对湿度５０％～７０％的环境下进行培养，每２５ｄ
继代培养１次。
１．２．２．４　数据分析方法　培养２５ｄ后统计各个处理的污染
率、萌芽率等指标。指标计算方法如下：污染率 ＝（污染的休
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眠芽数目／接种的休眠芽数目）×１００％；萌芽率 ＝（未污染休
眠芽萌动数目／未污染的休眠芽数目）×１００％。

用Ｅｘｃｅｌ软件计算在活体条件下试验组和对照组数据的
显著性，用ＳＰＳＳ软件分析离体条件下最佳组合培养基。

２　结果与分析

２．１　赤霉素处理对茎段休眠芽萌发的影响
根据不同处理条件下休眠芽萌发情况（图１），休眠芽的

萌发率随着所施 ＧＡ浓度升高而升高。当赤霉素浓度为
０．１０ｍｇ／Ｌ时，萌发率最高，平均每天萌发２个休眠芽，２７ｄ
后，平均每株萌发数达到 ２０个（图 ２－Ｃ）；赤霉素浓度为
０．０５ｍｇ／Ｌ时，平均每天萌发１个休眠芽，２７ｄ后，平均每株
萌发数达到１２个（图２－Ｂ）；而对照组平均每６ｄ左右萌发１
个休眠芽，２７ｄ后只有顶部枝条发芽，平均每株萌发８个（图
２－Ａ）。经ＧＡ处理后，休眠芽萌发时间提前，在处理３ｄ后，

休眠芽开始萌发，而对照组则在处理６ｄ后开始萌发。将处
理２７ｄ后各组休眠芽萌发个数用Ｅｘｃｅｌ进行显著性分析可以
得出，Ｐ值为０．０４３＜０．０５，说明赤霉素对休眠芽萌发促进效
果显著，浓度为０．１０ｍｇ／Ｌ时萌发效果最好。

２．２　离体条件下休眠芽萌发培养
２．２．１　不同消毒方式的影响　选择适当的消毒剂组合并确
定合适的消毒时间是建立外植体无菌体系的重要基础。本试

验对“四季红”红枫带芽茎段用７０％乙醇表面消毒２０～３０ｓ，
无菌水冲洗５次，然后用０．１％ＨｇＣｌ２灭菌５～７ｍｉｎ（加或不
加吐温８０）进行表面灭菌，用无菌水冲洗５次后，接种到休眠
芽萌发培养基上，消毒剂组合效果见表２。

表２　不同消毒剂组合的灭菌效果

试验号 ７０％乙醇 吐温８００．１％ ＨｇＣｌ２
污染率

（％）
萌发率

（％）

１ ２０ｓ 加 ５ｍｉｎ ３６．０９ ６０．７４
２ ２０ｓ 不加 ７ｍｉｎ ４０．００ ７０．５６
３ ３０ｓ 加 ５ｍｉｎ ４．６０ ８７．５５
４ ３０ｓ 不加 ７ｍｉｎ ４３．３３ ６３．０６
ｋ１１ ３８．０５ ２０．３５ ３９．７１
ｋ１２ ２３．９７ ４１．６７ ２２．３０
Ｒ污染率 １４．０８ ２１．３２ １７．４１
优水平 Ａ２ Ｂ１ Ｃ２
ｋ２１ ６５．６５ ７４．１５ ７４．１５
ｋ２２ ７３．３１ ６６．８１ ６６．８１
Ｒ萌发率 ７．６６ ７．３４ ７．３４
优水平 Ａ２ Ｂ１

　　方差分析结果表明，根据污染率试验结果，吐温８０对外
植体灭菌效果影响最大，其次是０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌时间，最后
是乙醇灭菌时间。综合污染率及萌发率试验结果，Ａ２Ｂ１Ｃ１为
最优组合，即乙醇处理３０ｓ，含吐温８０的０．１％ＨｇＣｌ２灭菌

５ｍｉｎ，该处理条件下污染率为４．６０％，与其他处理差异极显
著（Ｐ＜０．０１）。吐温８０可增加灭菌液的溶解度，使消毒液能
充分与植物材料接触，不会造成材料的损伤，数据结果表明，

吐温并未对萌发率造成干扰。

２．２．３　离体培养条件下 ＴＤＺ和 ＮＡＡ对休眠芽萌发的影响
　由表３可以看出，不同生长调节剂及配比对休眠芽的萌发
效果存在一定的差异。当浓度为０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ与不同浓度
ＮＡＡ配比时，萌发率最好。如表３所示，１．００ｍｇ／ＬＮＡＡ和
０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ组合为正交试验最佳组合，休眠芽的萌发率最
高，萌发率为７３．３％，而且萌发状态较好，在接种培养１０ｄ后
芽苞膨大（图 ３－Ｂ），随后开始慢慢展叶，２０ｄ后展出新叶
（图３－Ｃ），３０ｄ后基于稳定，３５ｄ后完全展叶，叶柄长约１ｃｍ
（图３－Ｄ）。其次，０．７５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ，萌发率
为６６．７％；最后为０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ，萌发率为
６６．７％。当ＴＤＺ浓度提高到１．０ｍｇ／Ｌ时，萌发率明显下降，
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ萌发率为２０％，０．７５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ萌发率为 ４０％，１．００ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ萌发率为６０％。由此看出，在相同浓度ＴＤＺ条
件下休眠芽萌发率随ＮＡＡ浓度升高而升高。同时，试验结果
表明当ＴＤＺ浓度高于０．５ｍｇ／Ｌ时，茎段底部玻璃化现象的频
率增加，玻璃化程度加重将抑制植物的生长，萌发率开始下降。

这与谢寅峰等的青钱柳休眠芽萌发诱导研究结果［７］一致。

３　结论与讨论

赤霉素是一种高效广普性植物激素，赤霉素处理会促进
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表３　ＴＤＺ和ＮＡＡ对休眠芽萌发的影响

序号
ＴＤＺ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

萌发率

（％）

１ ０ ０．５０ ０
２ ０ ０．７５ ０
３ ０ １．００ ０
４ ０．５ ０．５０ ６０．０
５ ０．５ ０．７５ ６６．７
６ ０．５ １．００ ７３．３
７ １．０ ０．５０ ２０．０
８ １．０ ０．７５ ４０．０
９ １．０ １．００ ６０．０
ｋ１ ０ ２６．７
ｋ２ ６６．７ ３５．６
ｋ３ ４０．０ ４４．４
Ｒ ６６．７ １７．７

优水平 Ａ２ Ｂ３

植物可溶性糖和蛋白质的合成，促进植物细胞及茎段伸长、叶

片扩大，加速生长和发育，使作物提早成熟［８］。薛志成用 ５～

１０ｍｇ／Ｌ赤霉素溶液处理１５ｍｉｎ，有利于马铃薯休眠芽的萌
发［９］。本研究首次对“四季红”红枫休眠芽喷施赤霉素，探讨

外源激素对休眠芽萌发的影响，在３组试验中，对照组萌发率
明显低于试验组，说明赤霉素有利于“四季红”红枫休眠芽的

萌发，而且萌发速率随着浓度的升高而升高。结果显示，当赤

霉素浓度为０．１０ｍｇ／Ｌ时，休眠芽萌发效率最佳。
外源植物激素对外植体的形态建成及其调控起着十分重

要的作用，其种类的选择和浓度的搭配影响着植株的再生方

式。ＴＤＺ是科学家们发现的具有植物细胞分裂素活性的一类
生长调节物质，可以促进植物芽的再生和繁殖，打破芽的休

眠，并且可以通过配合其他植物激素和生理活性物质的作用

来调节植物的生长发育过程［１０－１３］。Ｈｕｔｃｈｉｓｏｎ等利用热带果
树的带腋芽茎段为外植体，在培养基中添加ＴＤＺ，已成功诱导
腋芽萌发［１４－１６］。本试验参考美国红枫ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＢＡ的
培养条件，在培养基中添加不同浓度的 ＴＤＺ和 ＮＡＡ，结果显
示，当添加０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ时，能快速有效的
促进休眠芽萌发。

　　本试验分别在自然条件和离体条件下，初步探讨了四季
红红枫休眠芽萌发的影响因子，通过调整外源激素的浓度，达

到休眠芽快速萌发的效果，为稳定而高效的组织培养与快繁

技术体系的建立奠定了基础。
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