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鸡爪槭金陵丹枫组培再生体系的建立
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　　摘要：鸡爪槭新品种金陵丹枫叶色绚烂，是优质的彩叶树种。以金陵丹枫带芽茎段为外植体，７５％乙醇 ４０ｓ＋
０１％氯化汞２０ｍｉｎ消毒效果最佳。以ＮＮ６９为基本培养基，筛选获得最适宜的启动培养基为ＮＮ６９＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ，
增殖培养基为ＮＮ６９＋０．４ｍｇ／ＬＫＴ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ，生根培养基为ＮＮ６９＋０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ。探讨了金陵丹枫不定芽对
羧苄青霉素和潮霉素的敏感性，筛选获得羧苄青霉素的临界值为３００～４００ｍｇ／Ｌ，潮霉素的临界值为２５ｍｇ／Ｌ。
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　　金陵丹枫是槭树科槭属植物鸡爪槭（Ａｃｅｒ
ｐａｌｍａｔｕｍ）的一个园艺品种，由江苏省农业科学院经
过多年选育而成［１］。其叶片掌状５～７裂，叶片边缘
具有重锯齿，叶基部近心脏形，新叶为亮红色，观赏

期达１００ｄ以上。金陵丹枫已获得江苏省林木良种
认定证书和植物新品种权证书；可孤植、群植或作

为高档盆栽用，具有极高的观赏和应用价值。

在金陵丹枫种苗的生产中，通常采用嫁接的方

式，但是嫁接成活率受多种外界因素影响较大，如

砧木和接穗的质量，嫁接季节和温度、湿度等，不利

于大规模生产［２］。金陵丹枫扦插不易生根，繁殖较

困难，因此亟待建立金陵丹枫的组培再生体系，解

决批量生产的问题。目前，国内虽有少量鸡爪槭品

种已建立了组培再生体系，如金陵黄枫、赤枫、日本

红枫等［３－６］，但是不同品种的鸡爪槭对不同培养基

和植物激素的适应性差异很大，还需要针对不同品

种研究其适宜的组培繁殖技术。

本研究以金陵丹枫当年生枝条作为外植体，通

过启动培养、增殖培养和生根培养等阶段，筛选最

适宜金陵丹枫生长的激素浓度，同时还研究了金陵

丹枫 不 定 芽 对 不 同 浓 度 的 羧 苄 青 霉 素

（ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎ，简称 Ｃａｒｂ）和潮霉素（ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ，简
称Ｈｙｇ）的敏感性，以期为金陵丹枫转基因体系的建
立提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
鸡爪槭品种金陵丹枫健康无病害的当年新鲜

枝条，采集于江苏省农业科学院槭树良种基地。试

验于２０１９年５月开始进行，试验地点为江苏省农业
科学院休闲农业研究所实验室。
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１．２　培养条件
培养基为 ＮＮ６９，购于北京酷来搏科技有限公

司，添加蔗糖２０ｇ／Ｌ、琼脂５ｇ／Ｌ，调整ｐＨ值至５．７。
其他试剂均购于北京索莱宝科技有限公司。本试

验光照强度为１００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光周期为１６ｈ—
８ｈ（光照—黑暗），温度为（２５±２）℃。
１．３　试验方法
１．３．１　外植体消毒　将采集到的金陵丹枫当年生
新鲜枝条剪去叶片，切取约３ｃｍ的带芽茎段，用洗
洁剂清洗，自来水流水冲洗１ｈ。使用７５％乙醇和
０．１％氯化汞组合消毒不同时间，同时添加 ０．２％
Ｔｗｅｅｎ－２０，消毒完毕后使用无菌水漂洗３次，在无
菌滤纸上晾干表面水分后，接种到ＮＮ６９培养基中，
每瓶接种３个外植体，每个处理重复３次。随时观
察其污染率，防止交叉感染，筛选最佳外植体消毒

时间。

１．３．２　启动培养　将上述获得的无菌外植体分别
接种到含有不同生长素（ＩＡＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ、６－ＢＡ和
ＴＤＺ）不同浓度配比的 ＮＮ６９培养基中（表２），培养
４５ｄ后，统计腋芽诱导率，观察腋芽萌动及后续生
长状况。每个处理重复３次，筛选最佳启动培养基。
１．３．３　增殖培养　将生长状况良好、长约１ｃｍ的
腋芽剪下，放入含有不同浓度的细胞分裂素（６－ＢＡ
和ＫＴ）和生长素（ＩＢＡ和ＮＡＡ）配比的ＮＮ６９培养基
中，培养４５ｄ后统计平均增殖系数。每个处理重复
３次，筛选最佳增殖培养基。
１．３．４　生根培养　将经过增殖培养获得的约１ｃｍ
丛生芽分别剪下，转移到含有不同浓度生长素 ＩＡＡ
（０．１、０．２、０．３、０．４、０．５ｍｇ／Ｌ）、ＩＢＡ（０．１、０．２、０．３、
０．４、０．５ｍｇ／Ｌ）和 ＮＡＡ（０．１、０．２、０．３、０．４、
０．５ｍｇ／Ｌ）配比的 ＮＮ６９培养基中，培养３０ｄ后统
计生根数及平均根长。每个处理重复３次，筛选获
得最佳生根培养基。

１．３．５　羧苄青霉素（Ｃａｒｂ）抗性试验　选取增殖培
养基上获得的生长状况良好的健壮不定芽接种到

含有不同浓度 Ｃａｒｂ（０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、
７００ｍｇ／Ｌ）的增殖培养基中，培养４５ｄ后统计不定
芽的诱导率及平均增殖系数，同时观察不定芽的成

活率及生长状况。每个处理重复３次，每个处理５０
个芽。

１．３．６　潮霉素（Ｈｙｇ）抗性试验　选取增殖培养基
上获得的生长状况良好的健壮不定芽接种到含有

不同浓度 Ｈｙｇ（０、２．５、５．０、７．５、１０、１２．５、１５．０、

１７．５ｍｇ／Ｌ）的增殖培养基中，培养４５ｄ后统计不定
芽的增值率及增殖系数，同时观察不定芽的成活率及

生长状况。每个处理重复３次，每个处理５０个芽。
１．４　数据分析

试验数据采用Ｅｘｃｅｌ２０１６和ＳＰＳＳ１９．０进行统
计整理及分析，差异显著性采用 ＡＮＯＶＡ分析，
Ｄｕｎｃａｎｓ检验（Ｐ＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　不同消毒处理对外植体的影响
将田间采集的外植体茎段用不同的消毒时间

进行处理（表１）。金陵丹枫外植体使用７５％乙醇
消毒４０ｓ和０．１％氯化汞消毒２０ｍｉｎ的组合处理
时，既能保证金陵丹枫外植体具有较低的污染率

（１７．６％），又 能 保 持 较 高 的 腋 芽 萌 发 率
（９０３％）。因此，选用该处理对金陵丹枫外植体
消毒效果最佳。

表１　不同消毒处理对外植体的影响

处理

７５％乙醇（ｓ）０．１％氯化汞（ｍｉｎ）
污染率

（％）
萌发率

（％）

２０ １０ ２９．８±２．１ｃ ９１．６±２．５ａ

４０ ２０ １７．６±３．３ｂ ９０．３±２．９ａ

６０ ３０ １０．１±２．７ａ ７６．７±１．１ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表２

至表６同。

２．２　不同激素配比对外植体启动培养的影响
将无菌外植体接种到不同激素配比的 ＮＮ６９培

养基中，接种约１０ｄ后腋芽开始萌动，同时茎基部
开始形成愈伤组织。接种４５ｄ后统计腋芽诱导率
（表２），在 ＮＮ６９培养基中添加单种激素对金陵丹
枫外植体启动培养的影响显著优于同时添加多种

激素。其中添加ＩＢＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ时，腋芽诱导
率最高，为（９０．６±３．１）％，腋芽生长快且长势健
壮。最终选择该培养基为金陵丹枫最佳培养基。

２．３　不同激素配比对芽增殖培养的影响
将无菌外植体在启动培养基上生长的腋芽剪

下，放入不同激素浓度配比的 ＮＮ６９培养基中培养
４５ｄ后，统计观察腋芽平均增殖系数（增殖系数 ＝
产生的丛生芽数／接种的腋芽数 ×１００％）。统计结
果见表３，金陵丹枫腋芽在不同激素组合的增殖培
养基中的平均增殖系数差异显著。６－ＢＡ和 ＩＢＡ
组合的平均增殖系数为３．１～３．６，ＴＤＺ和ＩＢＡ组合
的平均增殖系数为２．２～２．９，ＫＴ和ＩＢＡ组合的平
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表２　不同激素配比对外植体启动培养的影响

处理
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＩＡＡ ＩＢＡ ＮＡＡ ６－ＢＡ ＴＤＺ
芽诱导率

（％）

Ｔ１ ０．１ ０ ０ ０ ０ ７０．１±６．９ｆ

Ｔ２ ０．２ ０ ０ ０ ０ ６１．３±２．３ｅ

Ｔ３ ０ ０．１ ０ ０ ０ ９０．６±３．１ｈ

Ｔ４ ０ ０．２ ０ ０ ０ ８２．２±５．２ｇ

Ｔ５ ０ ０ ０．１ ０ ０ ５３．９±７．６ｃ

Ｔ６ ０ ０ ０．２ ０ ０ ５６．２±３．９ｄ

Ｔ７ ０ ０ ０ ０．４ ０ ５１．７±５．７ｂ

Ｔ８ ０ ０ ０ ０．５ ０ ５９．８±２．１ｅ

Ｔ９ ０ ０ ０ ０ ０．０５ ６２．６±６．２ｅ

Ｔ１０ ０ ０ ０ ０ ０．１ ５５．２±３．８ｄ

Ｔ１１ ０．１ ０ ０ ０．３ ０ ４６．７±７．１ａ

Ｔ１２ ０ ０．１ ０ ０．３ ０ ５０．５±５．９ｂ

Ｔ１３ ０ ０ ０．１ ０．３ ０ ４５．２±７．３ａ

均增殖系数为６．２～８．３，明显优于其他激素组合。
其中在添加０．４ｍｇ／ＬＫＴ和０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ的ＮＮ６９
培养基中腋芽的增殖系数最高，为８．３，显著高于添
加其他激素组合的培养基，且该培养基上生长的丛

生芽状态良好，长势健壮，利于进行生根培养。

２．４　不同浓度生长素对生根的影响
将在增殖培养基上产生的丛生芽剪下，分别转

移到含有不同生长素浓度的 ＮＮ６９培养基中，观察
统计不定芽的生根状况。试验结果显示，金陵丹枫

不定芽在添加不同生长素的培养基中生根状况差

表３　不同激素配比对芽增殖培养的影响

处理
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＴＤＺ ＫＴ ＩＢＡ
平均增殖系数

（％）

Ｔ１ ０．５ ０ ０ ０．１ ３．１±０．５ｂ

Ｔ２ ０．６ ０ ０ ０．１ ３．３±０．２ｃ

Ｔ３ ０．７ ０ ０ ０．１ ３．６±０．３ｄ

Ｔ４ ０．８ ０ ０ ０．１ ３．２±０．２ｃ

Ｔ５ ０ ０．２ ０ ０．１ ２．２±０．１ａ

Ｔ６ ０ ０．４ ０ ０．１ ２．９±０．３ｂ

Ｔ７ ０ ０．６ ０ ０．１ ２．８±０．４ｂ

Ｔ８ ０ ０．８ ０ ０．１ ２．３±０．３ａ

Ｔ９ ０ ０ ０．２ ０．１ ７．５±０．７ｈ

Ｔ１０ ０ ０ ０．４ ０．１ ８．３±０．６ｇ

Ｔ１１ ０ ０ ０．６ ０．１ ７．１±０．５ｆ

Ｔ１２ ０ ０ ０．８ ０．１ ６．２±０．６ｅ

异显著。在添加 ＩＡＡ的培养基上，生根率仅为
５５９％～６５．４％，平均根系量仅为２．５～３．７，平均
根长仅为１．９～２．９ｃｍ。在添加 ＩＢＡ的培养基上，
生根率显著升高，为７５．９％ ～９５．６％，平均根系量
为４．３～７．１条，平均根长为３．０～３．９ｃｍ。在添加
ＮＡＡ的培养基上，生根率仅为６７．８％ ～８０．１％，平
均根系量仅为３．１～３．９条，平均根长仅为２．３～
２．９ｃｍ。不定芽在添加０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ的培养基上，
生根率最高，平均根系量和平均根长最大，小苗长

势最好（表４）。鸡爪槭金陵丹枫丛生芽分化及生根
情况见图１。

表４　不同浓度生长素对生根的影响

处理
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＩＡＡ ＩＢＡ ＮＡＡ
生根率

（％）
平均根系量

（条）

平均根长

（ｃｍ）

Ｔ１ ０．１ ０ ０ ５５．９±５．７ａ ２．５±０．５ａ １．９±０．３ａ

Ｔ２ ０．２ ０ ０ ６２．６±４．３ｂ ２．９±０．４ｂ ２．５±０．５ｃ

Ｔ３ ０．３ ０ ０ ７０．３±５．１ｄ ３．７±０．６ｄ ２．９±０．４ｅ

Ｔ４ ０．４ ０ ０ ６５．４±３．９ｃ ３．３±０．５ｃ ２．６±０．３ｄ

Ｔ５ ０．５ ０ ０ ６０．８±４．７ｂ ３．６±０．３ｄ ２．７±０．３ｄ

Ｔ６ ０ ０．１ ０ ７５．９±５．５ｅ ４．５±０．９ｆ ３．１±０．５ｆ

Ｔ７ ０ ０．２ ０ ８３．１±３．９ｇ ６．６±１．２ｈ ３．５±０．２ｇ

Ｔ８ ０ ０．３ ０ ９５．６±５．１ｉ ７．１±１．１ｉ ３．９±０．３ｈ

Ｔ９ ０ ０．４ ０ ９０．３±３．７ｈ ５．９±０．８ｇ ３．３±０．２ｇ

Ｔ１０ ０ ０．５ ０ ８５．６±４．１ｇ ４．３±０．８ｆ ３．０±０．４ｆ

Ｔ１１ ０ ０ ０．１ ６７．８±４．８ｃ ３．１±０．５ｃ ２．３±０．３ｂ

Ｔ１２ ０ ０ ０．２ ７０．３±３．６ｄ ３．５±０．３ｄ ２．７±０．２ｄ

Ｔ１３ ０ ０ ０．３ ７７．６±５．２ｆ ３．３±０．３ｃ ２．５±０．２ｃ

Ｔ１４ ０ ０ ０．４ ７８．３±４．６ｆ ３．６±０．５ｄ ２．７±０．４ｄ

Ｔ１５ ０ ０ ０．５ ８０．１±５．８ｇ ３．９±０．７ｅ ２．９±０．５ｅ
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２．５　不同浓度的羧苄青霉素对诱导丛生芽的影响
抗生素Ｃａｒｂ可以有效抑制农杆菌的生长，同时

也会抑制丛生芽的诱导和增殖。随着 Ｃａｒｂ浓度的
增高，金陵丹枫丛生芽的诱导率和平均增殖系数显

著降低（表５），表明金陵丹枫丛生芽对Ｃａｒｂ非常敏
感。Ｃａｒｂ浓度为 ７００ｍｇ／Ｌ时，丛生芽诱导率仅为
４５．９％，且丛生芽基本停止增殖。

表５　不同浓度的羧苄青霉素对诱导丛生芽的影响

羧苄青霉素浓度

（ｍｇ／Ｌ）
丛生芽诱导率

（％） 平均增殖系数

０ ９５．６±３．７ｇ ８．３±０．５ｈ

１００ ９０．９±４．２ｆ ７．１±０．７ｇ

２００ ８７．７±３．５ｆ ６．５±０．４ｆ

３００ ８２．６±３．１ｅ ５．７±０．５ｅ

４００ ７５．２±２．７ｄ ４．６±０．３ｄ

５００ ７０．１±１．６ｃ ４．１±０．２ｃ

６００ ５９．８±５．９ｂ ２．０±０．２ｂ

７００ ４５．９±３．３ａ １．５±０．２ａ

２．６　不同浓度的潮霉素对诱导丛生芽的影响
抗生素Ｈｙｇ在遗传转化筛选过程中起着重要

作用。Ｈｙｇ也会抑制丛生芽的诱导和增殖，甚至会
导致丛生芽白化死亡。Ｈｙｇ对金陵丹枫丛生芽的生
长影响尤为明显。当 Ｈｙｇ浓度为１０．０ｍｇ／Ｌ时，丛
生芽的诱导率仅为２０．３％，且丛生芽几乎不增殖。
当Ｈｙｇ浓度为１２．５ｍｇ／Ｌ时，丛生芽不被诱导，且
２０．６％丛生芽出现白化死亡现象（表６）。

表６　不同浓度的潮霉素对诱导丛生芽的影响

潮霉素浓度

（ｍｇ／Ｌ）
丛生芽诱导率

（％） 平均增殖系数

０ ９５．６±３．７ｅ ８．３±０．５ｅ

２．５ ８０．１±４．１ｄ ３．１±０．３ｄ

５．０ ６９．９±３．６ｃ ２．６±０．２ｃ

７．５ ５０．２±３．３ｂ １．７±０．２ｂ

１０．０ ２０．３±３．５ａ １．２±０．２ａ

１２．５ ０ ２０．６％丛生芽白化死亡

１５．０ ０ ５３．４％丛生芽白化死亡

１７．５ ０ ８３．７％丛生芽白化死亡

３　结论与讨论

组培再生技术具有繁殖速度快、繁殖系数大、

繁殖后代整齐一致等优点，被广泛应用于各种植物

种苗繁育中。但是由于物种之间的差异，许多木本

植物仍面临组培再生困难的问题。本研究以鸡爪

槭金陵丹枫为研究对象，建立了组培再生技术体

系。以当年生枝条为外植体，７５％乙醇消毒 ４０ｓ，
０１％氯化汞消毒２０ｍｉｎ，流水冲洗后接种到ＮＮ６９＋
０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ的培养基上进行启动培养，诱导腋芽
萌发。将萌发的腋芽切下，接种到ＮＮ６９＋０．４ｍｇ／Ｌ
ＫＴＮＮ６９＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ的培养基上进行增殖培
养，诱导产生丛生芽。从产生的丛生芽切下的单个

不定芽接种到ＮＮ６９＋０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ的培养基上进
行生根培养，长成带根小苗后可以移栽到穴盘。通

过金陵丹枫不定芽对羧苄青霉素和潮霉素的敏感
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性的研究，发现当 Ｃａｒｂ浓度为７００ｍｇ／Ｌ或者 Ｈｙｇ
浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，丛生芽基本停止增殖。

进行组培再生体系的建立第１步是要解决外植
体的污染问题。由于本试验的外植体取自大田的

当年生枝条，附生菌较多，故采用了７５％乙醇消毒
和０．１％氯化汞消毒组合消毒的方式，这与前人的
研究结果［３］一致。在组培过程中，常用的基本培养

基有ＭＳ［７］、ＷＰＭ［８］、ＮＮ６９［９］、Ｂ５［１０］、Ｗｈｉｔｅ［１１］等，不
同基本培养基对槭属植物再生体系的建立具有重

要影响。鸡爪槭赤枫使用了ＭＳ培养基作为基本培
养基［４］，日本红枫青龙使用了ＷＰＭ培养基［５］，鸡爪

槭金陵黄枫使用了ＮＮ６９培养基［３］。本试验也选择

ＮＮ６９作为基本培养基进行培养。植物生长调节剂
是组培再生体系建立过程中不可或缺的物质，其种

类、浓度和配比等是诱导腋芽生长、腋芽增殖和不

定芽生根的关键因子［１２－１３］。鸡爪槭赤枫［４］、复叶

槭［１３］、红翅槭［１４］和尖尾槭［１５］均采用了 ６－ＢＡ和
ＩＡＡ的组合实现了腋芽的增殖。鸡爪槭金陵黄枫利
用ＴＤＺ和ＮＡＡ组合使用时，腋芽增殖系数最高［３］。

日本红枫青龙在 ＴＤＺ和 ＩＢＡ组合中增殖最快［５］。

这说明槭属植物对激素种类和浓度的感知具有较

大差异，不同基因型的槭属植物需要不同激素浓度

和配比。

羧苄青霉素对根癌农杆菌具有很好的抑制作

用，但是高浓度的羧苄青霉素会抑制不定芽的生长

和增殖，浓度过低又不足以抑制农杆菌生长。在贡

菊叶片诱导不定芽的过程中，当羧苄青霉素为

２５０ｍｇ／Ｌ时，不定芽的诱导不受影响［１６］。蓝莓与

树莓在分化阶段羧苄青霉素的临界值为 ２００～
３００ｍｇ／ｋｇ［１７］。金陵丹枫不定芽对羧苄青霉素的临
界值则为３００～４００ｍｇ／Ｌ。在转基因体系建立过程
中，潮霉素作为抗性筛选标记具有重要作用。潮霉素

浓度过高会导致植物细胞死亡，严重抑制植株生长。

不同物种对潮霉素的敏感性差异巨大。巨霸杨对潮

霉素临界浓度为４～６ｍｇ／Ｌ［１８］。甘蔗在愈伤组织形
成过程中，潮霉素的筛选浓度为３０ｍｇ／Ｌ［１９］。金陵丹
枫不定芽对潮霉素较为敏感，潮霉素浓度为２５ｍｇ／Ｌ
时，已经影响丛生芽的诱导率和增殖系数。

本研究建立了鸡爪槭金陵丹枫组培再生体系，

为大量工厂化育苗提供了技术支撑；并且开展了不

定芽对羧苄青霉素和潮霉素的抗性试验，筛选出了

临界浓度，以期为金陵丹枫遗传转化体系的建立和

优化提供参考，同时为进一步目的基因导入和分子

遗传育种改良奠定了基础。
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［１３］李艳敏，孟月娥，赵秀山，等．金叶复叶槭组织培养技术研究

［Ｊ］．河南农业科学，２００８，３７（７）：９８－９９．

［１４］唐　丽，钟秋平，刘显梅，等．红翅槭的组织培养及再生技术

［Ｊ］．北方园艺，２０１０（９）：１３６－１３８．

［１５］ＤｕｒｋｏｖｉｃＪ．ＲｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆＡｃｅｒｃａｕｄａｔｉｆｏｌｉｕｍＨａｙａｔａｐｌａｎｔｌｅｔｓ

ｆｒｏｍｊｕｖｅｎｉｌｅｅｘｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２００３，２１（１１）：

１０６０－１０６４．　

［１６］徐亚男，任镘蓉，岳圆圆，等．贡菊再生体系建立及羧苄青霉素

浓度筛选［Ｊ］．延边大学农学学报，２０１９，４１（３）：４１－４５．

［１７］张寅玲，黄俊轩，李建科，等．羧苄青霉素对几种浆果分化及生

长的影响研究［Ｊ］．北方园艺，２０１０（１６）：１３５－１３７．

［１８］王桂英，刘晓杰，李珊珊，等．巨霸杨组培再生体系的建立及潮

霉素抗性试验［Ｊ］．北方园艺，２０１５（１３）：９８－１０２．

［１９］姚　丽，吴才文，曾千春．甘蔗遗传转化中不同阶段潮霉素抗性

筛选［Ｊ］．中国糖料，２０１０（２）：１７－１９．

—８５— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１期


