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　　摘要：
!

木为五加科
!

木属植物，具有很高的经济价值和药用价值。以
!

木嫩茎为材料进行了其胚状体的诱导和

植株再生研究，结果表明：
!

木愈伤诱导的最佳培养基为ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，诱导率达１００％；
!

木胚状体诱导和

增殖的最佳培养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ，胚状体分化率达５０％以上，增殖倍数达１１．３３７倍；胚状
体分化成苗的最佳培养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＺＴ＋０．０５ｍｇ／ＬＩＡＡ，分化率达４．０６９；壮苗生根的最佳培养基为１／２ＭＳ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ，生根率达９８．６％。
　　关键词：

!

木；组织培养；胚状体
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!

木（Ａｒａｌｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）别名乌龙头，为五加科
!

木属的多

年生落叶灌木或小乔木，是山林地区所产的药、菜两用的名贵

野菜［１］，被誉为“山野菜之王”。
!

木的鲜嫩芽富含人体所需

的多种氨基酸和大量的矿质元素［２］。
!

木的干燥根皮、茎皮及

叶均可入药，长期食用可调节神经，强身健体，延年益寿［３］。

近年来，由于野生资源的过度开采，造成
!

木供不应求的

局面。
!

木的繁殖方法分为种子繁殖和营养繁殖。由于其种

子细小难收集，深度休眠，需要对其进行４～５个月的层积处
理，给种子繁殖带来了极大的不便［４］。营养繁殖包括根、茎

繁殖等，但由于
!

木茎中心髓组织较大，茎插不容易生根［５］，

因此根段繁殖是其主要繁殖方式，但繁殖系数低，且不利于野

生资源的保护［４］。

采用组织培养进行快速繁殖是加快
!

木繁殖速度的有效

途径，且能保持其优良性状。近２０年来，
!

木属植物在组织

培养方面取得较大进展，已建立了辽东
!

木（Ａ．ｅｌａｔａ，又名龙
牙

!

木）成熟的快繁体系［６］，基本建立了长白
!

木（Ａ．
ｃｏｎｔｉｎｅｎｔａｌｉｓ）［７］、云南

!

木（Ａ．ｔｈｏｍｓｎｉｉ）［８］、食用土当归（Ａ．
ｃｏｒｄａｔａ）［９］等种的快繁体系，辽东

!

木等甚至已经通过体细

胞胚的培养制作出了能够自然发芽的人工种子［１０］。目前有

关
!

木组织培养的研究结果较少。

再生植株的形成共有２条途径。通过丛生芽途径繁殖的
苗木相对较弱小，成苗需要专门壮苗生根，耗时长，扩繁慢。

而通过体细胞胚增殖分化途径，得到的胚状体不但能实现快

速大量增殖，而且分化的小苗健壮完整。目前
!

木属植物普

遍存在的主要问题是体细胞胚定向分化成苗的控制因素尚不

清楚，成苗率低，玻璃化较严重，结果存在偶然性［１１－１２］，因此，

研究
!

木体细胞胚定向分化成苗尤为重要。

本试验建立了
!

木愈伤诱导、诱导愈伤分化胚状体、胚状

体分化成苗、幼苗生根壮苗整个快繁体系，着重研究了植物激
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素对
!

木愈伤分化成胚状体的影响和胚状体分化成苗的影

响，以期为建立和完善
!

木高效的快繁体系提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为甘肃省陇南市宕昌县山区野生

!

木嫩茎。

１．２　试验方法
１．２．１　愈伤的诱导　剪取

!

木带叶的嫩茎为外植体，用无菌

水洗净，先用 ７０％乙醇浸泡 ３０ｓ，无菌水冲洗 １次，再用
０．１％ 氯化汞消毒１０ｍｉｎ，无菌水冲洗５次。然后将带叶的
嫩茎切成０．５ｃｍ的茎段，接种于愈伤诱导培养基表面。愈伤
诱导的培养基为ＭＳ＋琼脂７ｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ，在此基础上，
单独添加激素 ６－ＢＡ或 ２，４－Ｄ，浓度梯度为 ０、０．５、１．０、
１５、２．０ｍｇ／Ｌ，探究不同激素对愈伤诱导的影响。培养条件
为光照强度２０００ｌｘ，光照时间１２ｈ／ｄ，培养温度（２５±１）℃。
培养１周后，开始观察和统计每种处理愈伤组织的褐化程度、
生长量和愈伤诱导率，筛选

!

木愈伤诱导的最佳培养基。愈

伤诱导率＝愈伤数／外植体个数×１００％。
１．２．２　胚状体的诱导和增殖　选取诱导培养基中健康的愈
伤组织为材料，接种于胚状体诱导培养基中。胚状体诱导培

养基为ＭＳ＋琼脂７ｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋活性炭２ｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．４ｍｇ／Ｌ，在此基础上，单独添加激素 ＺＴ或 ２，４－Ｄ或
６－ＢＡ，浓度梯度为０、０．５、１、１．５、２ｍｇ／Ｌ，探究不同激素对胚
状体诱导的影响。胚状体诱导４５ｄ后，转入胚状体增殖培养
基（同胚状体诱导培养基）增殖，探究不同激素对胚状体增殖

的影响，增殖周期为４５ｄ。在胚状体诱导和增殖培养后，分别
观察和统计胚状体诱导和增殖情况，筛选出

!

木胚状体诱导

和增殖的最佳培养基。胚状体增殖倍数 ＝增殖出的胚状体
数／接种的胚状体数。
１．２．３　胚状体分化成苗　选取子叶期的胚状体作为接种材
料，接种于分化培养基中。分化培养基为 ＭＳ＋ＩＡＡ
０．０５ｍｇ／Ｌ＋琼脂７ｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋活性炭２ｇ／Ｌ，在此基
础上，单独添加激素 ＺＴ或６－ＢＡ，浓度梯度分别为０、０．２、
０５、１、１．５、２ｍｇ／Ｌ；或单独添加 ＫＴ，浓度梯度为０、１、２、３、４、
５ｍｇ／Ｌ，探究不同激素对胚状体分化的影响。６０ｄ后统计胚
状体分化的情况。分化率＝分化出的苗数／接种的胚状体数。
１．２．４　幼苗的壮苗和生根　选取刚分化出真叶的幼芽为接种
材料，接入壮苗和生根培养基中。壮苗和生根培养基为

１／２ＭＳ＋琼脂７ｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋活性炭２ｇ／Ｌ，在此基础
上，单独添加激素ＩＡＡ、ＮＡＡ或ＩＢＡ，浓度梯度为０、０．０２、００５、
０．１、０４、１ｍｇ／Ｌ，探究不同激素对幼苗壮苗和生根的影响。
３０ｄ后统计生根数、根长、根生长状况，筛选出壮苗和生根的最
佳培养基。生根率＝生根外植体数／接种的外植体数×１００％。
１．２．５　数据统计与分析　试验每个处理接种３０瓶，重复３
次。数据采用 ＳＰＳＳ软件进行变量分析（ＡＮＯＶＡ），以
Ｄｕｎｃａｎｓ在０．０５水平上进行显著性差异分析。

２　结果与分析

２．１　不同激素对愈伤诱导的影响
从表１可以看出，不同浓度的２，４－Ｄ处理

!

木嫩茎，均

能诱导出愈伤，其生长量随２，４－Ｄ浓度增加先增加后降低。

当２，４－Ｄ浓度为１．５ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织诱导和生长最快，且
愈伤只有轻微褐化现象，为

!

木嫩茎诱导愈伤的最佳浓度。

不同浓度６－ＢＡ处理均出现愈伤严重褐化的现象，且愈伤诱
导率非常低。当６－ＢＡ浓度为１ｍｇ／Ｌ或１．５ｍｇ／Ｌ时，愈伤
诱导率仅为１３．８９％。因此适合

!

木外植体脱分化并诱导出

愈伤的培养基是ＭＳ＋２，４－Ｄ１．５ｍｇ／Ｌ（图１－Ａ）。
表１　不同激素对

!

木愈伤诱导的影响

激素
浓度

（ｍｇ／Ｌ） 褐化程度 生长量
愈伤诱导率

（％）
２，４－Ｄ ０   ２．５０±０．０５ｄ

０．５   １００±０ａ
１   １００±０ａ
１．５   １００±０ａ
２   １００±０ａ

６－ＢＡ ０．５   ５．５６±０．０４８ｃ
１   １３．８９±０．０４８ｂ
１．５   １３．８９±０．４８ｂ
２   ８．３３±０ｂｃ

　　注：褐化程度：“”表示褐化轻微，“”表示褐化较为严重，
“”表示褐化严重，影响进一步分化。生长量中，“”表示略有

生长，“”表示每块接种材料增殖１ｃｍ３以下，“”表示每块

接种材料增殖１ｃｍ３以上。
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２．２　不同激素对胚状体诱导和增殖的影响
将愈伤接入胚状体分化培养基中，３０ｄ后，愈伤出现明

显的绿色胚点。４５ｄ后，绿色胚点增多，并出现突起的淡绿
色芽尖。从表２可以看出，不同浓度ＺＴ处理得到的胚性愈伤
很少，基本没有胚点分化。ＺＴ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ时愈伤生长
最为健康，其他浓度的 ＺＴ处理诱导出的愈伤有少量水渍化
现象。不同浓度２，４－Ｄ处理得到的胚性愈伤很少，很少有
绿色胚点或嫩黄色胚点，仅在１ｍｇ／Ｌ时胚状体分化效果较
好，愈伤能够分化出２～３个绿色胚点，且无水渍化无褐化现
象。６－ＢＡ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ或１ｍｇ／Ｌ时对愈伤诱导出胚状
体的效果较好，愈伤有较多的绿色胚点，且有鱼雷期胚状体，

生长良好。６－ＢＡ浓度大于１ｍｇ／Ｌ后，对胚状体的诱导效果
较差，愈伤有轻微褐化现象，分化出的少量芽体还被愈伤紧密

包裹。因此，
!

木胚状体诱导以０．５ｍｇ／Ｌ或１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
配合０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ的效果最好。

选取诱导出的胚状体为接种材料，对胚状体增殖情况开

展研究（表２）。不同浓度 ＺＴ处理下的胚状体玻璃化现象严
重，分化的胚状体多畸形。不同浓度２，４－Ｄ处理的胚状体
增殖倍数低，有玻璃化和退化成愈伤的现象。２，４－Ｄ浓度为
１ｍｇ／Ｌ时胚状体增殖倍数显著高于其他浓度处理，低浓度
（０．５ｍｇ／Ｌ）容易引起胚状体玻璃化，而高浓度（１．５、２ｍｇ／Ｌ）
容易引起胚状体再变成愈伤。６－ＢＡ处理的胚状体增殖较
快，以０．５ｍｇ／Ｌ的６－ＢＡ增殖倍数最大，为１１．３３７倍，与其
他各组处理存在显著差异。在 ６－ＢＡ浓度大于 ０．５ｍｇ／Ｌ
后，增殖倍数随着浓度增加而逐渐降低，６－ＢＡ浓度达到
２ｍｇ／Ｌ时，增殖系数急剧减少，胚状体质量大幅度降低。通
过胚状体的诱导和增殖的整体效果可知，０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ配
合０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ对

!

木胚状体诱导和增殖的效果最好

（图１－Ｂ、图１－Ｃ）。

表２　不同激素对
!

木胚状体诱导和增殖的影响

激素
浓度

（ｍｇ／Ｌ） 胚状体 成型苗 增殖倍数

ＺＴ ０  － ２．８０１±０．０１９ｆｇｈ
０．５  － ２．７８９±０．０５１ｇｈ
１  － ３．０１８±０．０３５ｆ
１．５  － ２．５０３±０．０４９ｉ
２  － ２．４９９±０．１０６ｉ

２，４－Ｄ ０．５  － ２．８９３±０．１８３ｆｇ
１  － ４．６９３±０．２３５ｄ
１．５  － ３．５４２±０．１９４ｅ
２  － １．９１１±０．０６３ｊ

６－ＢＡ ０．２  － ７．１２１±０．１１２ｃ
０．５  － １１．３３７±０．１０８ａ
１   ９．９１５±０．１３８ｂ
１．５   ７．１７４±０．１ｃ
２   ２．５８５±０．１４５ｈｉ

　　注：“胚状体”列中，“”表示优良胚状体占有总生物量的比例
为２０％以下，“”表示２０％ ～３０％，“”表示 ＞３０％ ～４０％，
“”表示＞４０％～５０％，“”表示５０％以上。成型苗指
分化出２张以上真叶的完整苗，“－”表示基本没有，“”表示每瓶３
株以下，“”表示每瓶３～５株。

２．３　不同激素对胚状体分化成幼苗的影响
选取质量较好的胚状体为接种材料，探究不同激素对胚

状体分化成幼苗的影响。从表３可以看出，不同浓度６－ＢＡ
处理中，以０．５ｍｇ／Ｌ或１ｍｇ／Ｌ浓度时胚状体分化成苗率相
对较高，苗长和根长生长状况也较好。当 ６－ＢＡ浓度达到
１．５ｍｇ／Ｌ以上时，诱导的苗株严重畸形、玻璃化。不同浓度
ＺＴ处理中，诱导苗分化的分化率均比相同浓度的６－ＢＡ处
理明显提高，且植株长势健壮，根系发达。ＺＴ１ｍｇ／Ｌ或
１．５ｍｇ／Ｌ浓度处理，苗较为健壮；而 ＺＴ０．５ｍｇ／Ｌ处理时分
化率最高，达４．０６９，与其他各组处理存在显著差异。当 ＺＴ
浓度达到２ｍｇ／Ｌ时，苗株的生长状况较差，且分化率下降至
１．６２５。ＫＴ诱导胚状体分化试验表明，分化率较低，接入的材
料容易死亡，已分化的幼苗生长状态较差，幼苗纤细矮小，叶

淡黄色。综合分析表明，可选用 ０．５ｍｇ／ＬＺＴ＋０．０５ｍｇ／Ｌ
ＩＡＡ作为胚状体分化成幼苗的培养基，通过壮苗可得到大量
健壮的苗株（图１－Ｄ）。

表３　不同激素对
!

木胚状体分化的影响

激素
浓度

（ｍｇ／Ｌ）
平均苗长

（ｃｍ）
平均主根数

（条）

平均根长

（ｃｍ） 分化率

６－ＢＡ ０ ０．５ ０．６ ０．８ ０．１９４±０．０８７ｈ
０．５ ４．１ １．１ １．９ ２．０１４±０．１２７ｄ
１ ５．７ １．２ ５．２ ２．５４２±０．２５ｃ
１．５ ０ ０ ０ ０ｈ
２ ０ ０ ０ ０ｈ

ＺＴ ０．５ ５．４ ２．７ ５．７ ４．０６９±０．２２９ａ
１ ７．１ ３．５ ６．９ ３．８８９±０．２１４ａ
１．５ ８．１ ３．３ ６．２ ３．１３９±０．１２７ｂ
２ ３．７ ２．６ ３．６ １．６２５ｅ±０．１１ｅ

ＫＴ １ １．１ ０．７ ０．９ ０．６２３±０．０６４ｇ
２ １ ０．６ １．２ ０．８１９±０．０２４ｇ
３ １．４ ０．８ １．６ １．２７８±０．１０５ｆ
４ ０．６ ０．３ ０．５ ０．７５±０．０７２ｇ
５ ０．４ ０．３ ０．３ ０．６９４±０．０８７ｇ

２．４　不同激素对幼苗壮苗和生根的影响
将有３张以上真叶且生长状态一致的幼苗，接入不同生

根培养基，观察和统计不同激素对幼苗壮苗和生根的影响

（表４）。结果表明，０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ处理生根率最高，达到
９８．６％，与其余各组生根率存在显著差异。当激素浓度达到
１ｍｇ／Ｌ时，ＩＡＡ、ＮＡＡ、ＩＢＡ３种激素处理均出现幼苗大量枯死
的现象，说明高浓度的生长素不适合幼苗生长及生根。以上

结果表明，
!

木壮苗和生根诱导的最佳培养基是 １／２ＭＳ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ（图１－Ｅ）。

３　讨论

本试验前期在诱导
!

木外植体愈伤过程中发现，嫩茎和

幼叶诱导愈伤的速度存在较大差异，嫩茎诱导出愈伤的速度

快，且愈伤组织质地疏松，颜色偏白色；而幼叶诱导愈伤速度

慢，但是愈伤组织质地致密，颜色偏向淡黄色，故本研究选用

嫩茎作为外植体材料进一步扩大试验。这与李正楠等发现龙

芽
!

木同一植株的不同部位做外植体诱导愈伤的难易程度和

愈伤的胚性化难易存在很大的差异［１３－１４］。本试验在胚状体

诱导与增殖过程中发现，当培养基中不加入激素时胚状体难

以分化，且分化出的少量胚状体生长畸形严重，说明外源激素

是胚状体分化的必要因素，这与王仲慧等的外源激素对半夏

胚状体诱导的结果［１５］相似。６－ＢＡ、ＺＴ、２，４－Ｄ对胚状体诱
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表４　不同激素对
!

木生根的影响

激素
浓度

（ｍｇ／Ｌ）
生根率

（％）

ＮＡＡ ０ ２７．８±６．４ｉ
０．０２ ５５．６±６．４ｅｆ
０．０５ ６５．３±８．７ｃｄｅ
０．１ ９８．６±２．４ａ
０．４ ７７．８±８．７ｂｃ
１ １１．１±４．８ｊ

ＩＡＡ ０．０２ ４４．４±６．４ｆｇｈ
０．０５ ４５．８±７．２ｆｇ
０．１ ８０．６±６．４ｂ
０．４ ６１．１±１０．５ｄｅ
１ ３６．１±８．７ｇｈｉ

ＩＢＡ ０．０２ ３１．９±６．４ｈｉ
０．０５ ３８．９±８．７ｇｈｉ
０．１ ７２．２±４．８ｂｃｄ
０．４ ６２．５±４．２ｄｅ
１ ５２．１±８．８ｅｆ

导效果差异较大，６－ＢＡ诱导随着继代次数的增加，只要激
素浓度缓慢减少，胚状体诱导数量越来越多。２，４－Ｄ继代诱
导过程中，第二次继代产生大量胚状体在继续培养１５ｄ左右
后胚状体全部枯萎。闵子扬等发现胚状体诱导出后，转接诱

导时间对胚状体继续发育影响极大［１６］。达克东等认为胚状

体对外源激素反应灵敏，只有外源激素与内源激素达到某种

平衡时才能诱导胚状体继续发育［１７－１８］。由此可知，胚状体在

继代培养过程中不断在体内积累了可观的激素，多次继代需

要不断降低诱导激素的浓度。

近年来，体细胞胚的发生机制的研究已经比较深入，大部

分研究者认为胚状体是由一个细胞分裂的，因为植物细胞的

全能性证明它们有单细胞繁殖的强大潜力，认为体细胞胚发

生过程是由一个圆形细胞经过激素刺激后胚性化［１０］，胚性细

胞在愈伤内或表面分裂成顶细胞和基细胞，后发育成为胚状

体。在本试验２，４－Ｄ
!

木诱导胚状体的第一次继代和第三

次继代中，出现了愈伤组织表面出现绿色斑点，后聚集突起成

为鱼雷期或子叶期胚状体的现象，与单细胞发育成胚状体的

描述差异较大，更与多个细胞聚集生成胚状体的描述相

似［１９］，所以笔者认为胚状体诱导中以单细胞起源为主，并与

多细胞集合体共存，具体情况因为诱导激素的种类和浓度不

同而存在着差异。

本试验发现，
!

木胚状体由增殖培养基转接到幼苗分化

培养基上培养时，未分化出２张以上真叶的胚状体接入后极
易玻璃化或者死亡，而分化出真叶后分离接入或者将几个鱼

雷期［２０］胚状体与其相连的愈伤组织一同接入苗分化培养基

之后则能极大提高成活率和分化率。吕晋惠等认为，胚状体

的分化是因为胚状体内源激素与外源激素达到某种平衡之后

才会发生，据此而论，胚状体分化出真叶后拥有较强的产生激

素的能力，所以能够完成进一步的分化［１８］。胚状体聚集之后

提高分化率可能是因为相互连接的胚状体能够共同完成激素

的互通调节，优先完成一个或几个胚状体的分化，而后反过来

支持其他胚状体分化，提高分化率。

本研究结果表明，
!

木愈伤诱导的最佳培养基为ＭＳ＋１．
５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，诱导率达１００％；

!

木胚状体诱导和增殖的

最佳培养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ，胚状
体分化率达５０％以上，增殖倍数达１１．３３７倍；胚状体分化成
苗的最佳培养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＺＴ＋０．０５ｍｇ／ＬＩＡＡ，分化
率达４．０６９；壮苗生根的最佳培养基为 １／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ，生根率达９８．６％。
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响因素研究［Ｊ］．核农学报，２０１５，２９（８）：１４７１－１４７８．
［１６］闵子扬，李　涵，邹　甜，等．南瓜未授粉子房离体培养及植株

再生［Ｊ］．植物学报，２０１６，５１（１）：７４－８０．
［１７］达克东，张　松，高东升，等．丽格海棠叶片培养胚状体发生和

植株再生［Ｊ］．园艺学报，２００１，２８（２）：１８０－１８１．
［１８］吕晋惠，吴月亮，孙　磊，等．菊花叶片不定芽再生体系的研究

［Ｊ］．北京林业大学学报，２００５，２７（４）：９７－１００．
［１９］ＯｒｔｉｚＪＰＡ，ＦａｍａＧ，ＶａｌｌｅｊｏｓＲＨ，ｅｔａｌ．ｃｙｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌ

ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｗｈｅａｔ（Ｔｒｉｔｉｅｎｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍＬ．）［Ｊ］．Ｂｉｏｃｅｌｌ，１９９６，２０（１）：６１－６６．

［２０］秦公伟，曹小勇，徐　皓，等．西洋参体细胞胚成熟萌发研究
［Ｊ］．北方园艺，２０１５（２４）：８４－８７．
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