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　　摘要：以北海道黄杨叶片为材料进行愈伤组织诱导及细胞增殖培养试验，同时开展不同浓度ＮａＣｌ胁迫下愈伤组
织培养，探讨外源激素对叶片离体培养的影响及其愈伤组织的耐盐性。结果表明，北海道黄杨叶片诱导愈伤组织最适

培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂６．３ｇ／Ｌ，有利于愈伤组织增殖的激素为２，４－Ｄ
０．５ｍｇ／Ｌ；０．２％ ＮａＣｌ胁迫对愈伤组织生长影响较小，ＮａＣｌ浓度高于０．４％时，随盐浓度升高愈伤组织脯氨酸含量增
加，生长量急剧降低。
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　　北海道黄杨（ＥｕｏｎｙｍｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓＬ．）是卫矛科卫矛属的
常绿阔叶乔木，它具有极强的耐寒性，能耐－２３．９℃低温［１］。

北海道黄杨具有树体高大挺拔、四季常青、冬天有红果可供观

赏等特点，同时还有较强的净化空气的效果，适合作为绿化美

化环境树种［２］。

我国盐碱地总面积约３４６０万ｈｍ２以上，耕地盐碱化７６０
万ｈｍ２，大约２０％的土地发生盐碱化［３］。我国盐碱地主要分

布在东北、华北的农产区，特别是经济比较发达的沿海城市和

生态环境比较脆弱的西北内陆区域。要改变这些盐碱地区温

带城市中落叶树种比较单调的模式，发展多层次的城市绿化，

需要多种四季常青、环境污染小的耐盐树种。

通过植物组织培养技术筛选培育耐盐性相对比较高的植

物品种是提高盐碱地的利用率、减少土地浪费的有效解决方法

之一。目前，国内外对北海道黄杨的离体培养已有部分研究，

但大多集中在离体快繁方面，而利用愈伤组织培养来开展抗性

育种研究极少。开展北海道的离体叶片愈伤组织培养及离体

细胞盐胁迫研究，可为筛选北海道黄杨耐盐细胞系及抗盐突变

株的选育奠定基础，并可为植物抗盐育种研究提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以完整无受损病虫的北海道黄杨新生叶片为试验材料。

１．２　试验方法
１．２．１　外植体消毒　将叶片用流水冲洗３０ｍｉｎ，无菌条件下
在７５％乙醇中浸泡３０ｓ后，用无菌水冲洗３次，再用０．１％氯
化汞浸泡６ｍｉｎ，后用无菌水清洗４～５次。将叶片放置于无
菌滤纸上吸干水分，剪为１ｃｍ２左右带叶脉的方形叶块，叶背

向下平铺接种于不同配方的培养基上。

１．２．２　初代培养试验　基本培养基采用ＭＳ（蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼
脂６．３ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８左右），附加不同浓度的６－ＢＡ、ＮＡＡ、
２，４－Ｄ，共设１０个处理。培养温度２５℃，光照强度１２００～
１５００ｌｘ，光照时间１２～１４ｈ／ｄ。接种后每隔７ｄ观察统计１
次诱导率。

１．２．３　愈伤组织增殖培养　无菌条件下将叶片四周长出的
愈伤组织切下，用刀片压碎至小颗粒状，均匀接入到继代增殖

培养基中。基本培养基采用ＭＳ（蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂６．３ｇ／Ｌ，
ｐＨ值为５．８左右），附加不同浓度的ＮＡＡ、２，４－Ｄ，共设６个
处理。培养温度２５℃，暗培养。接种后每隔７ｄ观察１次愈
伤组织变化。

１．２．４　愈伤组织盐胁迫培养　将增殖培养获得的愈伤组织
称重记录后，按“２．２．３”节方法均匀接种到含不同浓度的
ＮａＣｌ的培养基中。基本培养基采用“２．２．３”节所筛选优化的
配方，ＮａＣｌ浓度设置 ０（ＣＫ）、０．２％、０．４％、０．６％、０．８％、
１０％，培养条件同上。接种后每隔７ｄ观察１次北海道黄杨
愈伤组织在ＮａＣｌ胁迫下的生长情况，测定游离脯氨酸含量。

２　结果与分析

２．１　不同激素浓度对叶片愈伤组织诱导的影响
叶片接种３０ｄ后由愈伤组织诱导情况见表１。从表１可

以看出，Ａ２处理愈伤组织诱导率高达８２．３％，但诱导愈伤组
织量很小；而 Ａ８、Ａ１０处理诱导率相对较高，均为８０％，且愈
伤组织的形成量也较多；Ａ７处理诱导率相对较低，为５９％，
但诱导形成的单块愈伤组织体积较大。

　　将未诱导出愈伤组织、诱导出少量愈伤组织和诱导出少
量愈伤组织且褐化的３种叶片再次转接入Ａ８、Ａ１０处理中进
行培养。经过１０ｄ后，原本未诱导出愈伤组织的叶片四周开
始长出黄白色的愈伤组织，质地疏松为颗粒状；而原有少量愈

伤组织的叶片四周也开始继续增殖愈伤组织，同样为黄白色，

质地疏松；诱导出愈伤组织但愈伤组织褐化的叶片，能够在本

已褐化了的组织周围长出新的浅黄色半透明状愈伤组织，其

质地柔软疏松。
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表１　不同激素对叶片诱导愈伤组织的影响

编号
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ２，４－Ｄ ＮＡＡ
诱导率

（％）
褐化率

（％）
污染率

（％） 愈伤组织生长状况

Ａ１ ０．５ ４５．０ ４５．０ ５５．０ 生长量小，易褐化

Ａ２ １．０ ８２．３ ５８．８ １７．６ 厚约０．０５ｃｍ
Ａ３ １．５ ５６．５ ３４．８ １３．０ 厚约０．１ｃｍ
Ａ４ ２．０ ４５．８ ３７．５ ２９．２ 厚约０．３ｃｍ，不易褐化
Ａ５ ０．２ ３７．５ １５．４ ７５．０ 白色晶状，厚约０．３ｃｍ
Ａ６ ０．５ ５７．１ ８．３ ３３．３ 厚约０．６～１．０ｃｍ，黄褐色，部分白色透明状
Ａ７ １．０ ５９．０ ７．１ ０ 黄绿色，厚约１．０～１．５ｃｍ
Ａ８ １．５ ８０．０ ９．１ ０ 黄绿色，厚约０．５～０．８ｃｍ
Ａ９ ０．５ ０．５ ４０．０ ４０．０ ２０．０ 厚约０．３ｃｍ
Ａ１０ ０．５ ０．２ ８０．０ ２２．５ ７．５ 厚约０．３～０．４ｃｍ，黄白色

２．２　不同激素浓度对愈伤组织增殖的影响
将叶片诱导获得的愈伤组织接入 ６种增殖培养基中，

１４ｄ后愈伤组织呈黄白色、质地坚硬的小块状。用浓度为
０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的培养基对愈伤组织的增殖效果最好，其
次为添加２，４－Ｄ１．０ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ的处理，增殖效
果也比较好，愈伤组织增殖量较多；而浓度为 ０．２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ、ＮＡＡ的处理虽然都对愈伤组织有增殖效果，但是增
殖的速度非常慢，且增殖量非常少（表２）。同时发现在接种
２０ｄ后，所有愈伤组织都开始出现褐化，且增殖速度越快、增
殖量越多愈伤组织出现褐化现象的时间越早，并且褐化程度

也越严重；此时的愈伤组织颜色为褐色，质地变软，不再呈坚

硬的小块状。接种３０ｄ后，全部愈伤组织褐化。因此继代增
殖转接周期以１８～２０ｄ为宜。
２．３　ＮａＣｌ胁迫对愈伤组织的影响
２．３．１　ＮａＣｌ胁迫对愈伤组织生长的影响
２．３．１．１　愈伤组织在不同浓度ＮａＣｌ胁迫下的形态特征　将

表２　不同浓度激素处理对愈伤组织增殖的影响

编号
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ ＮＡＡ
生长情况

Ｂ１ ０．２ ＋
Ｂ２ ０．５ ＋＋＋＋
Ｂ３ １．０ ＋＋＋
Ｂ４ ０．２ ＋
Ｂ５ ０．５ ＋＋＋
Ｂ６ １．０ ＋

　　注：愈伤组织质量＋少，＋＋较多，＋＋＋多，＋＋＋＋极多。

增殖培养获得的愈伤组织接入含 ＮａＣｌ培养基中，１４ｄ后，愈
伤组织发生轻微的褐化现象，且随着培养时间的延长褐化现

象逐渐严重。其中处理１、处理２仍有部分愈伤组织可保持
增殖生长，而处理３－处理６的愈伤组织生长量随着 ＮａＣｌ浓
度的逐渐升高而减少，并且出现较为严重的褐化现象。培养

２０ｄ的愈伤组织生长状况见图１。从图１可以看出，生长量
均随着ＮａＣｌ浓度增大而减小，同时褐化现象越来越明显。

２．３．１．２　ＮａＣｌ胁迫对愈伤组织生长量的影响　愈伤组织在
６个ＮａＣｌ浓度处理下培养２０ｄ左右，取出愈伤组织进行称量，
并与愈伤组织接种前鲜质量取差值，计算出这段时间内不同浓度

ＮａＣｌ胁迫下北海道黄杨愈伤组织鲜质量增长量的平均值。从图
２可以看出，在ＮａＣｌ胁迫下，北海道黄杨愈伤组织的鲜质量
增长量均呈下降趋势，当 ＮａＣｌ浓度达０．２％时，愈伤组织鲜
质量增长量与对照相比降低 １８．６９％；当 ＮａＣｌ浓度增大到
０４％，增长量与对照相比降低５８．７２％，愈伤组织增长量明
显减少，且褐化情况也比较严重。表明０．２％ ＮａＣｌ对北海道
黄杨愈伤组织生长影响较小，ＮａＣｌ含量大于０．４％时对其生
长起到了明显的抑制作用。

２．３．２　ＮａＣｌ胁迫下愈伤组织游离脯氨酸含量的变化　植物
在正常状态下，其体内脯氨酸含量比较低而且较为平稳，当植

物遇到干旱、盐碱等逆境时，其体内脯氨酸含量会急剧上升，

而且其脯氨酸积累指数与植物的抗逆性有关，因此，游离脯氨

酸含量常作为植物抗逆性检测的生理指标之一。
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　　不同浓度ＮａＣｌ胁迫下，北海道黄杨愈伤组织中游离脯氨
酸的含量见图３。北海道黄杨愈伤组织中游离脯氨酸的含量
随盐浓度升高呈现先比较平缓后急剧上升趋势，在无盐及低

浓度盐胁迫的情况下，愈伤组织内的游离脯氨酸含量均较低，

随着培养基中ＮａＣｌ浓度升高，脯氨酸含量变化呈急剧上升趋
势，在盐浓度相对较高（１．０％）时游离辅基酸含量最高，达
１８４．２μｇ／ｇ。

３　讨论

在诱导叶片愈伤组织阶段，２，４－Ｄ１．５ｍｇ／Ｌ、６－ＢＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ这２个激素配比对愈伤组织的诱

导效果最好，诱导率最高。在试验中发现在叶片培养前期诱

导出愈伤组织量很低的叶片，在转移到 ６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ的培养基中进行２次培养后，会促进叶片四周
切口处愈伤组织的形成，诱导出愈伤组织厚度为 １．０～
１．５ｃｍ。在愈伤组织增殖培养中，愈伤组织增殖生长启动时
间比较晚，１５ｄ左右开始启动，而在 ３０ｄ时出现褐化现象；
０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ对愈伤组织增殖效果最好。

在加入不同浓度 ＮａＣｌ的培养基中进行愈伤组织培养，
ＮａＣｌ浓度为０．２％时愈伤组织长势没有受到太大影响，当
ＮａＣｌ含量上升到０．４％以上时，愈伤组织生长量出现明显的
下降趋势，褐化现象逐渐严重，游离脯氨酸含量增加。因此，

在后续研究中可选用大于０．４％的浓度作为耐盐细胞的诱变
与筛选的ＮａＣｌ浓度。
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多因素组合对中华石蝴蝶继代增殖和生根培养的影响，并诱导获得的无菌苗在试管中开花。结果显示，不同的生长调

节剂配比对中华石蝴蝶继代培养和生根培养的影响不同，ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＡＡ利
于芽继代增殖，ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｇ／Ｌ活性炭适于诱导生根获得再生植株，ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ利于试管苗开花，持续继代可抑制中华石蝴蝶的试管开花。
　　关键词：中华石蝴蝶；组织培养；继代增殖；生根培养；试管开花
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　　中华石蝴蝶（ＰｅｔｒｏｃｏｓｍｅａｓｉｎｅｎｓｉｓＯｌｉｖ．）为苦苣苔科石蝴
蝶属多年生草本植物，产于云南北部、四川和湖北西部，生于

低山阴处的石上。目前，苦苣苔科（Ｇｅｓｎｅｒｉａｃｅａｅ）植物在全世
界约有１４０属２０００余种，中国有５８属（其中 ２８属特产中
国）４６３种，从辽宁到海南均有分布，多数属、种分布于云南、
广西、广东等省（区）热带及亚热带石灰岩的陡崖上［１］。苦苣

苔植物很多品种花色艳丽，极具观赏价值。此外，芒毛苣苔

属、非洲紫苣苔属、大岩桐属，中国产的吊石苣苔、蚂蟥七、牛

耳朵等具有药用价值［２］。由于许多苦苣苔科植物分布区域

狭窄，对生长条件要求苛刻，加上民间的过度采挖，使许多苦

苣苔科植物的野生资源濒临绝种［３］。

中华石蝴蝶不仅花色美丽，可作为观赏花卉，同时也是一

种中药材，以全草入药，具有清热解表、健脾和胃等功效，可用

于治疗感冒、小儿疳积等症状［４］。本研究通过对中华石蝴蝶
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