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野生梭梭的离体培养和植株再生
3

杜敏华 ,惠丰立 ,刘　征 ,柴春月
(南阳师范学院 生命科学与技术学院 ,河南 南阳 473061)

[摘 　要 ] 　以野生梭梭带腋芽茎段为外植体进行离体再生研究 ,探讨不同植物生长调节剂、硝酸银和蔗糖的质

量浓度对其愈伤组织诱导、不定芽分化和生根的影响。结果表明 ,野生梭梭带腋芽茎段愈伤组织诱导的最佳培养基

为 MS + 2 ,42D 2. 0 mg/ L + 62BA 0. 5 mg/ L + 蔗糖 30 g/ L + 琼脂 6. 0 g/ L ,诱导率为 100 % ;不定芽分化的最佳培养

基为 MS + NAA 0. 5 mg/ L + TDZ 1. 0 mg/ L + AgNO3 3. 5 mg/ L + 蔗糖 26 g/ L + 琼脂 6. 5 g/ L ,不定芽分化率为

97. 8 % ;影响野生梭梭再生的最主要因素是 NAA ,其次是 TDZ和 AgNO3 ,蔗糖影响最小。
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Plant regeneration in vitro from stem shoots explants of wild
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Abstract : The regeneration system of Wild Halox y lon am modend ron i n vi t ro was st udied wit h stem

shoot s as explant s to investigate t he effect s of different plant growt h regulators ,AgNO3 and sucrose etc on

H. am modend ron stem shoot s callus induction ,bud differentiation and rooting of explant s. Result s showed

t he optimal medium for callus induction was MS + 2 ,42D 2. 0 mg/ L + 62BA 0. 5 mg/ L + sucrose 30 g/ L +

agar 6. 0 g/ L ,and t he induction f requency was 100 % ; the best bud differentiation medium was MS + 0. 5

mg/ L NAA + 1. 0 mg/ L TDZ + 3. 5 mg/ L AgNO3 + 26 g/ L sucrose + 6. 5 g/ L agar ,and the bud differenti2
ation rate was 97. 8 % ; the major factors affecting t he bud differentiation and bud multiplying of H.

am modend ron plant s were NAA and TDZ in t he first place and AgNO3 ,and sucrose in the next place.
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　　梭梭 ( H alox y lon am modend ron ( C. A. Mey)

Bunge) 为藜科 ( Chenopodiaceae) 梭梭属 ( H alox y2
lon B unge) 灌木 ,耐干旱、严寒 ,喜沙性 ,平均高 2～3

m ,有的高达 5 m ,分布在北纬 36°～48°、东经 60°～

111°的干旱沙漠地带 ,被称为“沙漠植被之王”,是戈

壁沙漠最优良的防风固沙植被之一[1 ] 。然而由于人

们长期以来盲目采挖其根部寄生的肉苁蓉

(Cistanche deserticole ,一种珍贵的中药材) ,造成梭

梭自然更新困难 ,区域性发展滞缓濒危 ,因而梭梭与

同属的白梭梭 ( H. persicum) 一起被列为我国首批

渐危种保护植物[223 ] 。

梭梭主要靠种子繁殖 ,自花结实率低 ,种子发芽

保存期短 ,发芽率衰退明显 ,因而开展梭梭的无性繁

殖方法研究显得尤为重要[425 ] 。目前 ,尚未见梭梭枝

条扦插成功的报道 ,梭梭属植物组织培养方面的研究

也很少 ,仅限于 Ramirez 等[6 ] 对无叶梭梭 ( H. aphyl2
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lum)胚性细胞的初步诱导 , Parveen 等[7 ] 以梭梭 ( H.

aphyllum)无菌苗带芽茎尖为试材进行的离体培养 ,

以及施茜等[8 ] 利用梭梭 ( Haloxylon ammodendron) 无

菌苗的子叶、下胚轴、茎尖为材料进行的愈伤组织诱

导和植株再生的比较性尝试。目前国内外尚未见以

带腋芽茎段为外植体建立的梭梭离体再生体系报道。

本试验以梭梭 ( H. am moden d ren) 的带腋芽茎

段为试材 ,采用正交试验设计 ,系统地研究了影响植

株再生体系建立的因素 ,以期筛选出各阶段的最佳

培养条件 ,解决梭梭分化率低、增殖缓慢、生根困难

等问题 ,为实现其快速无性繁殖、扩大种源生产、保

存优良品种提供行之有效的方法。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

梭梭 ( H. am modend ron) 种苗由宁夏农林科学

院沙漠治理研究所提供。

1. 2 　试验方法

1. 2. 1 　材料处理 　取梭梭当年生带腋芽茎段 ,自来

水冲洗 1～2 h 后 ,用体积分数 75 %酒精处理 18 s ,

再用体积分数 0. 1 %升汞 (加体积分数 0. 1 %吐温2
20)浸泡 9～13 min ,稍加摇动 ,取出后用无菌水冲

洗 4～6 次。

1. 2. 2 　初代培养 　用消毒滤纸吸干表面水分 ,将茎

段剪成 0. 5～1. 0 cm 左右的小段 ,每段带 1 个腋芽 ,

迅速接入愈伤组织诱导培养基 ,每瓶接种一个外植

体。愈伤组织诱导培养基以 MS + 蔗糖 30 g/ L + 琼

脂 6. 0 g/ L 为基本培养基 ,加不同质量浓度的 2 ,42
D 和 62BA ,暗处理 15 d 后 ,转入光照培养。

1. 2. 3 　不定芽分化培养 　挑取新鲜、颗粒状的愈伤

组织 ,接入附加不同配比植物生长调节剂的 MS 培

养基中 ,诱导芽分化和增殖。分化和增殖培养基选

用改良 MS + 6. 5 g/ L 琼脂 ,采用 L 16 (45 ) 正交设

计 ,添加不同质量浓度的 TDZ、NAA、AgNO3 和蔗糖

等植物生长调节剂 ,进行不定芽分化和增殖培养基的

优选 ,以不添加植物生长调节剂为对照。以培养 30 d

的不定芽分化率为考察指标。试验设计见表 1。

表 1 　梭梭不定芽分化 L 16 (45 )正交试验设计

Table 1 　Orthogonal test L 16 (45 ) design layout of differentiated adventitious buds of Halox y lon ammodend ren

水平
Level

因子 Factors

AgNO3/
(mg ·L - 1)

蔗糖/ (g ·L - 1)
Sucrose

NAA/
(mg ·L - 1)

TDZ/
(mg ·L - 1)

A B C D

对照 CK

1 2. 5 26 0. 1 0. 2 1

2 3. 5 36 0. 3 0. 5 2

3 4. 5 46 0. 5 0. 8 3

4 5. 5 56 0. 7 1. 0 4

1. 2. 4 　生根培养 　将分化培养所得的 1. 8～3. 5

cm 的新梢转入生根培养基中进行生根培养 ,培养基

选用 1/ 2 MS + IBA 0. 15 mg/ L + NAA 0. 25 mg/ L +

蔗糖 30 g/ L + 琼脂 5. 5 g/ L 。

1. 2. 5 　培养条件 　培养基 p H 为 5. 8～6. 0 ,白天温

度为 (25 ±1) ℃,夜晚为 (20 ±1) ℃,空气相对湿度

60 %～65 % ,光照强度 2 800 lx ,每日光照时间为 13～

15 h。

1. 2. 6 　指标计算与数据统计方法 　愈伤组织诱导

率/ % = (形成愈伤的外植体数/ 接种外植体数) ×

100 % ;不定芽分化率/ % = (形成不定芽的外植体

数/ 接种外植体数) ×100 % ;生根率/ % = (生根外植

体数/ 接种外植体数) ×100 % ;繁殖系数 = 增殖芽

数/ 接种芽数。

每组试验重复 3 次 ,每次试验各处理数不少于

60 个外植体 , 数据采用 SPSS10. 0 软件进行统计分

析。

2 　结果与分析

2. 1 　梭梭愈伤组织的诱导与继代培养

表 2 表明 ,2 ,42D 对梭梭茎段愈伤组织的诱导

影响很大 ,当培养基中只有 62BA 而缺少 2 ,42D 时 ,

所有组合均无愈伤组织产生。随 2 ,42D 质量浓度升

高 ,愈伤组织产生速度增快 ,4～6 d 即可见切口处膨

大 ,30 d 左右浅黄白色愈伤组织可覆盖整个外植体 ;

但当 2 ,42D 质量浓度超过 2. 0 mg/ L 时 ,愈伤组织

变硬 ,容易褐化。当培养基中 2 ,42D 质量浓度为2. 0

mg/ L 、62BA 为 0. 5 mg/ L 时 ,不仅愈伤组织诱导率

为 100 % ,而且松散的愈伤组织比例最高 ,为 30 %～

55 %。故诱导愈伤组织的最佳培养基为 MS + 2 ,42
D 2. 0 mg/ L + 62BA 0. 5 mg/ L 。

本试验愈伤组织继代培养时适当降低 2 ,42D 质

量浓度 ,选用培养基 MS + 2 ,42D 1. 5 mg/ L + 62BA

0. 5 mg/ L 作为继代培养基。挑取松散易碎的愈伤
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组织接种于琼脂固化的继代培养基上 ,继代培养 4～6

代才可得到具有分化能力、颗粒状的红色愈伤组织。

继代时间视愈伤组织生长量而异 ,一般以 26～28 d 为

宜。继代培养 5～8 d 后愈伤组织即可恢复生长。
表 2 　不同植物生长调节剂配比对梭梭愈伤组织诱导率的影响

Table 2 　Effect s of different hormones combination on callus induction f requency of Halox y lon ammodend ren

2 ,42D/ (mg ·L - 1) 62BA/ (mg ·L - 1)
愈伤组织诱导率/ %
Frequency of callus

induction
2 ,42D/ (mg ·L - 1) 62BA/ (mg ·L - 1)

愈伤组织诱导率/ %
Frequency of callus

induction

0. 0 0. 0 0. 0 2. 0 1. 0 100. 0

1. 0 0. 0 76. 0 2. 5 1. 0 92. 5

1. 5 0. 0 81. 0 3. 0 1. 0 91. 2

2. 0 0. 0 83. 0 0. 0 1. 5 0. 0

2. 5 0. 0 90. 0 1. 0 1. 5 90. 4

3. 0 0. 0 87. 0 1. 5 1. 5 95. 5

0. 0 0. 5 0. 0 2. 0 1. 5 92. 8

1. 0 0. 5 87. 5 2. 5 1. 5 94. 3

1. 5 0. 5 96. 8 3. 0 1. 5 89. 3

2. 0 0. 5 100. 0 0. 0 2. 0 0. 0

2. 5 0. 5 100. 0 1. 0 2. 0 91. 7

3. 0 0. 5 100. 0 1. 5 2. 0 93. 5

0. 0 1. 0 0. 0 2. 0 2. 0 94. 3

1. 0 1. 0 89. 3 2. 5 2. 0 95. 6

1. 5 1. 0 97. 8 3. 0 2. 0 91. 5

2. 2 　不同生长调节剂对梭梭不定芽分化与增殖的

影响

表 3 表明 ,各生长调节剂对梭梭不定芽分化率

影响的大小顺序是 NAA > TDZ > AgNO3 > 蔗糖 ,4

种生长调节剂的极差均比对照大 ,说明其变异是可

靠的。
表 3 　梭梭不定芽分化 L 16 (45 )正交试验的结果

Table 3 　Differentiated adventitious buds of Halox y lon ammodend ren in the Orthogonal test L 16 (45 )

处理
Treat ment

AgNO3/
(mg ·L - 1)

蔗糖/ (g ·L - 1)
Sucrose

NAA/
(mg ·L - 1)

TDZ/
(mg ·L - 1)

A B C D

对照
CK

接种数
Incubation

number

分化数
Differentiation

number

不定芽分化率/ %
Differentiation

rate

1 1 1 1 1 1 82 40 48. 8

2 1 2 2 2 2 80 26 32. 6

3 1 3 3 3 3 86 65 75. 6

4 1 4 4 4 4 83 60 72. 8

5 2 1 2 3 4 79 65 82. 3

6 2 2 1 4 3 79 60 76. 3

7 2 3 4 1 2 84 76 90. 8

8 2 4 3 2 1 86 75 87. 2

9 3 1 3 4 2 85 82 96. 2

10 3 2 4 3 1 85 41 48. 5

11 3 3 1 2 4 92 18 19. 5

12 3 4 2 1 3 77 30 38. 9

13 4 1 4 2 3 82 33 40. 3

14 4 2 3 1 4 79 66 83. 5

15 4 3 2 4 1 83 62 74. 2

16 4 4 1 3 2 87 22 25. 2

T1 229. 8 267. 6 169. 8 262. 0 258. 7

T2 336. 6 240. 9 228. 0 179. 6 244. 8

T3 203. 1 259. 5 342. 5 231. 6 231. 1

T4 223. 2 224. 1 252. 4 319. 5 258. 1

t 1 57. 45 66. 90 42. 45 65. 50 64. 68

t 2 84. 15 60. 23 57. 00 44. 90 61. 20

t 3 50. 78 64. 88 85. 63 57. 90 57. 78

t 4 55. 80 56. 03 63. 10 79. 80 64. 53

R 33. 37 10. 87 43. 18 34. 98 6. 90
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　　表 4 表明 ,不同质量浓度 NAA 对梭梭不定芽

分化的影响达极显著水平 ,不同质量浓度 TDZ 和

AgNO3 对梭梭不定芽分化的影响达显著水平 ,蔗糖

对梭梭不定芽分化无显著影响 ,这与直观分析结果

一致。由表 3 可知 ,梭梭不定芽分化的最佳生长调

节剂组合为 A2B1 C3 D4 , 即 AgNO3 3. 5 mg/ L +

NAA 0. 5 mg/ L + TDZ 1. 0 mg/ L + 蔗糖 26 g/ L 。

以该组合进行梭梭不定芽分化继代培养 ,其分化率

可达 97. 8 %。

表 4 　梭梭不定芽分化率的方差分析结果

Table 4 　Variance analysis of the differentiation rates of Halox y lon ammodend ren

变异来源
Origin of variation

自由度
DF

平方和
SS

均方
MS

均方比
F

F0. 05 F0. 01

AgNO3 3 2 703. 03 901. 01 21. 02 3 9. 280 29. 46

蔗糖 Sucrose 3 284. 51 94. 84 2. 21 9. 280 29. 46

NAA 3 3 866. 18 1 288. 94 30. 07 3 3 9. 280 29. 46

TDZ 3 2 567. 48 855. 83 19. 96 3 9. 280 29. 46

误差 Error 3 128. 06 42. 87

总计 Total 15 9 549. 26

　　注 : 3 为 0. 05 显著性水平 ; 3 3 为 0. 01 显著性水平。

Note : 3 means significant difference at P = 0 . 05 ; 3 3 means significant difference at P = 0 . 01 .

2. 3 　梭梭的生根培养与移栽

待梭梭不定芽长至 1. 8～3. 5 cm 时 ,转至生根

培养基培养。根据本中心实验室的前期研究可知 ,

最适宜于梭梭生根的培养基为 1/ 2MS + IBA 0. 15

mg/ L + NAA 0. 25 mg/ L + 蔗糖 30 g/ L + 琼脂 5. 5

g/ L + 活性炭 3 g/ L 。在生根培养基上生长 30～35

d ,可见白色根点长出 ,生根率达 89. 5 % ;40～45 d

后 ,长出较长的根 ;炼苗 3～5 d ,将生根苗从培养基

中取出 ,流水洗去根上的培养基 ,移栽到蛭石、珍珠

岩、腐叶土质量比为 1 ∶1 ∶1 的基质中 ,成活率可达

95. 6 %。

3 　讨　论

3. 1 　梭梭离体带芽茎段再生体系的建立与优化

本试验以野生梭梭离体带芽茎段为试材 ,采用

2 ,42D 与 62BA 不同质量浓度组合研究其对野生梭

梭愈伤组织的诱导效果 ,通过正交试验设计对影响

不定芽分化的因子进行了分析 ,优化了其植株再生

体系 ,初步找到了野生梭梭离体培养和植株再生的

主要影响因子 ,建立了高效的野生梭梭离体培养再

生体系。该体系不定芽分化率高于 Parveen 等[7 ] 报

道的最高分化率 (91. 6 %) ,愈伤组织诱导率与施茜

等[8 ]的结果 (100 %)相符 ,较好地解决了野生梭梭不

定芽分化率低、增殖缓慢、生根困难等问题。

与其他外植体[628 ]相比 ,用带腋芽茎段进行培养

形成不定芽的比例大 ,增殖率高 ,且变异性小。这可

能是由于芽是植物体的生长中心 ,同时也是植物体

合成生长素的重要场所 ,在生理生化状况 ,尤其是在

内源激素的水平上与其他外植体存在较大差异 ,且

带芽茎段的分生能力强 ,因而有利于芽的分化 ,这就

决定了不同外植体具有各自不同的离体培养表现。

3. 2 　不同植物生长调节剂对梭梭再生体系的影响

在大多数植物组织培养的研究中 ,通常使用

2 ,42D诱导愈伤组织的产生 ,使用浓度为 10 - 5 ～

10 - 7 mol/ L [9 ] 。本试验结果表明 ,2 ,42D 对梭梭茎

段愈伤组织的诱导影响很大 ,随 2 ,42D 质量浓度升

高 ,愈伤组织产生速度明显增快 ,但 2 ,42D 质量浓度

超过 2. 0 mg/ L 时愈伤组织变硬 ,容易褐化 ,故诱导

梭梭茎段产生愈伤组织的 2 ,42D 质量浓度以 2. 0

mg/ L 为宜。但是 2 , 42D 属中等毒性的植物生长调

节剂 ,有一定的致癌作用及残留效应 ,大鼠急性口服

后 LD50为 375 mg/ kg[9 ] ,因此在植物的组织培养过

程中应慎重使用[10 ] 。NAA 是一种生长素 ,在组织

培养中通常被用于诱导细胞的分裂和根的分化。本

试验中 NAA 质量浓度为 0. 5 mg/ L 时 ,最利于梭梭

不定芽的形成。

TDZ (N2苯基 N’2噻二唑252脲 , t hidiazuron) 为

人工合成的取代脲类 ,是一种新型的植物生长调节

剂 ,具有比嘌呤细胞分裂素更强的细胞分裂活性 ,通

常使用浓度为 10 - 9～10 - 5 mol/ L , 大鼠急性口服后

LD50 > 4 000 mg/ kg ,无致畸、致癌、致突变作用[10 ] ,

目前已成功应用于某些植物的愈伤组织、体细胞胚

及不定芽的诱导与增殖中[11212 ] ,但应用于梭梭属植

物的组织培养还未见相关报道。本试验中 TDZ 是

促进不定芽分化和增殖的主要因子 ,其质量浓度为

1. 0 mg/ L 时最适于不定芽的形成和分化 ,而且

TDZ与 NAA 的质量浓度配比值较低 ,就可产生较

好的效果 ,有利于进一步降低组织培养成本。TDZ
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在适宜的分化培养基上能够促进植物愈伤组织迅速

形成不定芽 ,但在本试验中发现 ,在含有 TDZ 的培

养基中长期继代的梭梭幼苗 ,会表现出玻璃化、茎融

合及矮小等特征 ,因此应及时将其转入幼苗生长培

养基中。

3. 3 　其他试验因子对梭梭再生体系的影响

通常认为 ,AgNO3 对一些梭梭属植物的再生分

化有一定的影响 ,适量的 AgNO3 能显著提高不定

芽的分化频率。本试验中 AgNO3 质量浓度为 3. 5

mg/ L 时最有利于梭梭不定芽的形成。AgNO3 可逆

转乙烯的抑制作用 ,防止外植体产生过多乙烯对不

定芽形成的抑制作用[13 ] 。加入 AgNO3 对初代培养

和继代培养中的黄化现象也有一定的抑制功效 ,具

有控制芽黄化的作用[14 ] 。蔗糖除起维持渗透压和

提供碳源的作用外 ,还对离体培养过程中器官的发

生具有影响[15216 ] ,如能影响丛生芽的发生频率。
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