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摘要：以江苏省中国科学院植物研究所保存的南京椴组织培养无菌幼苗为材料，通过对不同组织来源的植物材料、
不同光照强度及植物生长调节剂处理条件下愈伤组织的诱导速度及诱导率进行观察统计，确定出适宜的南京椴胚

性愈伤组织诱导培养基配方及条件。 试验结果表明，高效诱导南京椴愈伤组织最佳外植体为叶柄；诱导培养基配

方为 ＭＳ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＢＡ＋１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ；处理条件为外植体暗培养 １０ ｄ，之后在光照强度 ５００ ｌｘ 下光培养 ５—７ ｄ，
然后再转到光照强度 ２ ０００ ｌｘ 下培养。
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　 　 南京椴（Ｔｉｌｉａ ｍｉｑｕｅｌｉａｎａ Ｍａｘｉｍ）属椴树科椴树

属，是少数以南京命名的树种之一，为我国特有

种［１⁃２］。 南京椴应用价值广泛，不仅可用于园林观

赏，作为蜜源，还具有一定的生态价值和文化价

值［３⁃４］。 然而，南京椴资源十分有限，国内主要集中

在江苏、安徽和浙江等地，呈点状分散分布，群体数

量较少，自然更新能力差，种群结构呈衰退型，部分

种群仅有少数单株散生于林间，种群极不稳定；加
之南京椴生境受人为破坏严重，群体数量及个体数

量不断减少［５⁃８］。 目前，南京椴的育苗繁殖工作仍

处于起步阶段，其研究主要集中于种子发芽［９⁃１０］、扦
插繁殖［１１⁃１２］与直接器官发生的组织培养［１３⁃１５］ 方面。
国内椴属植物研究中，仅有少量关于南京椴愈伤组

织诱导的研究报道［１６］。 究其原因，主要是南京椴分

布范围不断缩小，社会认知度不高，其应用价值没

有被充分挖掘和利用，而批量化繁育南京椴种苗的

企业则倾向于通过简单增加播种量的方式提高育

苗量，对其他繁育方式关注度不高。 本研究旨在通

过摸索植物生长调节剂、光照和外植体等条件，简
化并明确南京椴胚性愈伤组织诱导所需的条件，为
种苗繁育和遗传转化提供技术支持，为种质资源的

保存和创新打下基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 外植体选择试验

试验材料选取江苏省中国科学院植物研究所

继代保存的南京椴组织培养无菌幼苗［１５］。 在长势

良好的无菌苗高度 ５ ｃｍ 左右时，分别剪下叶片、茎
和叶柄。 选取的叶要尽量大，以便后续切割，选取

的茎段应尽量长且粗壮。 同批次无菌苗的叶片、茎
和叶柄以手术刀分离后，将叶片切成大小为 １􀆰 ５ ｃｍ２

左右的小块，叶柄和茎段则切成长 １􀆰 ５ ｃｍ 左右的小

段。 将各外植体分别接种于培养基上，置培养瓶于

纸箱中进行愈伤组织诱导的暗培养，温度在 ２４ ℃左

右。 待有愈伤组织长出后，转入相应强度的光照下

培养。 根据前期预试验结果及他人研究结果［１６］，选
择在光照培养后第 ２０ 天进行统计，并对出愈率、褐
化率和死亡率分别进行统计分析（ ｎ ＞ ３０）。 出愈

率（％）＝ （诱导出愈伤组织的外植体个数 ／接种的外

植体个数） ×１００；褐化率（％） ＝ （褐化的外植体个

数 ／接种的外植体个数） ×１００；死亡率（％） ＝ （死亡

的外植体个数 ／接种的外植体个数）×１００。
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１􀆰 ２　 植物生长调节剂筛选试验

愈伤组织诱导及其继代培养在 ＭＳ 基础培养基

中进行，培养基添加 ３０ ｇ ／ Ｌ 蔗糖与 ８ ｇ ／ Ｌ 琼脂后，分
别加入对应质量浓度的植物生长调节剂，ｐＨ 调整在

５􀆰 ８—６􀆰 ０，每个培养瓶中分装 ４０ ｍＬ，在 １２１ ℃下灭

菌 ２０ ｍｉｎ。 植物生长调节剂配比见表 １。
表 １　 植物生长调节剂质量浓度 ｍｇ ／ Ｌ

配方编号 ６⁃ＢＡ ２，４⁃Ｄ

Ａ ０ ０

Ｂ ０􀆰 １ １􀆰 ０

Ｃ ０􀆰 １ １􀆰 ５

Ｄ ０􀆰 １ ２􀆰 ０

Ｅ ０􀆰 １ ３􀆰 ０

１􀆰 ３　 光照强度选择试验

待愈伤组织长出后，放入光照下培养，培养基

配方为 ＭＳ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ ＬＢＡ＋１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ，光照度

分别为低光照强度（５００ ｌｘ）和高光照强度（２ ０００

ｌｘ）。 使用不同层数的半透明黑塑料膜包裹培养瓶

以获得不同光照强度，使用光照强度计（ＨＡＮＮＡ，
ＨＩ９７５００）测定相应光照强度。 比较在高光照强度

下培养 ２０ ｄ 后，再转入低光照强度培养 ３，６，１０ ｄ
时，愈伤组织的褐变情况。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同培养基配方中不同外植体来源的愈伤组

织诱导结果

不同培养基配方中不同外植体来源的愈伤组

织诱导结果见表 ２，其出愈率、褐化率、死亡率的结

果统计分析如表 ３。 可以看出，２，４⁃Ｄ 和 ６⁃ＢＡ 对于

南京椴诱导愈伤组织是必需的。 但是高质量浓度

或者低质量浓度的 ２，４⁃Ｄ 对于愈伤组织的诱导都会

产生负面的影响。 在 ２，４⁃Ｄ 质量浓度为 １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ
时，诱导愈伤组织的效果最佳。

表 ２　 不同培养基配方中各种外植体愈伤组织诱导状况

配
方
编
号

叶柄 茎段 叶片

样本
数 ／ 块

出愈
数 ／ 块

褐化
数 ／ 块

死亡
数 ／ 块

样本
数 ／ 块

出愈
数 ／ 块

褐化
数 ／ 块

死亡
数 ／ 块

样本
数 ／ 块

出愈
数 ／ 块

褐化
数 ／ 块

死亡
数 ／ 块

Ａ ６６ ０ ０ ３５ ６０ ０ ０ ３７ ６５ ０ ０ ３９

Ｂ ６５ ５６ ０ ７ ６５ ４０ １ ５ ６６ ４７ １ ７

Ｃ ６５ ６５ ０ ０ ６６ ６４ ０ ０ ６７ ６０ ０ ３

Ｄ ６７ ６７ ５ ０ ６４ ６４ ７ ０ ６５ ６５ ５ ０

Ｅ ６６ ５３ ７ ０ ６５ ５０ ８ ０ ６５ ５２ ６ ０

表 ３　 不同培养基配方中出愈率、褐化率及死亡率 ％

指标 外植体
配方编号

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

叶柄 ０ ８６􀆰 １５ １００􀆰 ００ １００􀆰 ００ ８０􀆰 ３０

出愈率 茎段 ０ ６１􀆰 ５４ ９６􀆰 ９７ １００􀆰 ００ ７６􀆰 ９２

叶片 ０ ７１􀆰 ２１ ８９􀆰 ５５ １００􀆰 ００ ８０􀆰 ００

叶柄 ０ ０ ０ ７􀆰 ４６ １０􀆰 ６１

褐化率 茎段 ０ １􀆰 ５４ ０ １０􀆰 ９４ １２􀆰 ３１

叶片 ０ １􀆰 ５２ ０ ７􀆰 ６９ ９􀆰 ２３

叶柄 ５３􀆰 ０３ １０􀆰 ７７ ０ ０ ０

死亡率 茎段 ６１􀆰 ６７ ７􀆰 ６９ ０ ０ ０

叶片 ６０􀆰 ００ １０􀆰 ６１ ４􀆰 ４８ ０ ０

　 　 Ａ 配方为不含植物生长调节剂的基础培养基，
暗培养阶段各外植体均没有任何愈伤组织形成，转
入光培养阶段后部分外植体死亡；在含植物生长调

节剂的处理组中，Ｄ 配方 ３ 种外植体的出愈率均为

１００􀆰 ００％，且死亡率均为 ０，但其褐化率分别为叶柄

７􀆰 ４６％、茎段 １０􀆰 ９４％及叶片 ７􀆰 ６９％；Ｃ 配方出愈率

略低，分别为叶柄 １００􀆰 ００％、茎段 ９６􀆰 ９７％（６４ ／ ６６）
及叶片 ８９􀆰 ５５％（６０ ／ ６７），但愈伤褐化率均为 ０，死亡

９１
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率分别为叶柄 ０、茎段 ０ 及叶片 ４􀆰 ４８％；Ｂ，Ｅ 配方的

出愈率接近，均未超过 ９０％，Ｃ 配方褐化率较低，死
亡率较高，而 Ｅ 配方则相反，褐化率在所有配方中

是最高的，但其愈伤死亡率均为 ０。
２􀆰 ２　 不同外植体对愈伤诱导的影响

由表 ４ 可以看出，３ 种外植体的诱导情况具有

一定差异，叶柄的出愈率为 ７３􀆰 ２５％，高于茎段和叶

片，后 ２ 者出愈率接近，分别为 ６８􀆰 １３％和 ６８􀆰 ２９％。
而死亡率则相反，叶片最高为 １４􀆰 ９４％，其次为茎段

１３􀆰 １３％，最低为叶柄 １２􀆰 ７７％。 茎段褐化率最高，为
５􀆰 ００％，叶柄和叶片褐化率分别为 ３􀆰 ６５％和 ３􀆰 ６６％。

表 ４　 不同外植体的诱导结果

外植体 样本数 ／ 块 出愈数 ／ 块 死亡数 ／ 块 褐化数 ／ 块 出愈率％ 死亡率％ 褐化率％

叶柄 ３２９ ２４１ ４２ １２ ７３􀆰 ２５ １２􀆰 ７７ ３􀆰 ６５

茎段 ３２０ ２１８ ４２ １６ ６８􀆰 １３ １３􀆰 １３ ５􀆰 ００

叶片 ３２８ ２２４ ４９ １２ ６８􀆰 ２９ １４􀆰 ９４ ３􀆰 ６６

２􀆰 ３　 光照条件对南京椴愈伤组织诱导的影响

试验发现，在暗培养之后的光培养过程中，低
光照强度（５００ ｌｘ）的培养明显减缓了愈伤组织的褐

化（见表 ５）。 直接转入高光照强度（２ ０００ ｌｘ）的愈

伤组织，在培养 ２０ ｄ 后，褐化率为 ８０％。 随着低光

强度培养时间的增加，褐化率逐渐下降。 ３ ｄ 低光

强度培养组的褐化率为 ２６􀆰 ６７％，６ ｄ 后的褐化率为

１６􀆰 ６７％，９ ｄ 后的褐化率为 １３􀆰 ３３％。
表 ５　 不同光照条件下愈伤组织褐化率

５００ ｌｘ 培养时间 ／ ｄ 样本数 ／ 块 褐化数 ／ 块 褐化率％

０ ３０ ２４ ８０􀆰 ００

３ ３０ ８ ２６􀆰 ６７

６ ３０ ５ １６􀆰 ６７

９ ３０ ４ １３􀆰 ３３

３　 结论与讨论

２０２０ 年度国家自然科学基金项目指南专门指

出：一些重要领域如森林培育学、经济林学和林木

遗传育种学等未能凝练出本领域重要的基础科学

问题，林木遗传育种研究缺少完善的辅助育种和早

期选择体系，关于基因同源克隆及异源功能验证项

目仍旧多属跟踪性研究，存在同质化现象［１７］。 这一

问题在南京椴遗传育种及基础研究里十分突出，目
前已发表的各项研究仅限于对其生理生化方面的

分析讨论，分子生物学相关研究工作尚处于起步阶

段。 虽然目前对南京椴的研究不够深入，但及时建

立一个成熟的南京椴同源转化体系不仅可以方便

分子生物学研究工作的开展与深入，完成对南京椴

重要基因的功能验证，更能加速种质资源创新速

度，成为南京椴林木育种的加速器。 同时也可以在

此基础上为其他椴树属植物的同源转化体系的构

建提供借鉴。 而提供大量合格愈伤组织，则是建立

南京椴同源转化体系的基础。
本研究旨在通过摸索植物生长调节剂条件、光

照条件和外植体条件，简化南京椴胚性愈伤组织诱

导需要的外部因素，从而能为下一步体胚诱导试验

生产合格愈伤组织。 同类型工作之前仅刘芳在其

硕士学位论文中进行了探索［１６］。
不同植物生长调节剂质量浓度配比条件对南

京椴愈伤诱导的影响有决定性作用。 研究表明，许
多木本植物的愈伤组织诱导需要 ２， ４⁃Ｄ 的参

与［１８⁃２０］。 本研究结果分析表明，ＭＳ 基础培养基加

上 ３０ ｇ ／ Ｌ 蔗糖和 ８ ｇ ／ Ｌ 琼脂后，植物生长调节剂质

量浓度为 ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＢＡ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ 的培养

基配方对诱导南京椴愈伤组织的诱导率最高、死亡

率最低，但褐化率在 ７􀆰 ４６％—１０􀆰 ９４％。 ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ
ＢＡ＋１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ 的培养基配方对诱导愈伤组织

的诱导率次高，为 ８９􀆰 ５５％—１００％，但其褐化率均为

０，且死亡率仅叶片有 ４􀆰 ４８％，其余 ２ 种外植体均为

０。 刘芳在试验中使用了 ＢＡ＋２，４⁃Ｄ 及 ＢＡ＋ＮＡＡ 植

物生长调节剂组合，分别进行浓度梯度差异试验，
发现 ＢＡ＋ＮＡＡ 无法诱导愈伤形成；而 ＢＡ＋２，４⁃Ｄ 组

合中，２，４⁃Ｄ 的最佳质量浓度区间为 ０􀆰 ５—１􀆰 ０ ｍｇ ／
Ｌ。 其 ２，４⁃Ｄ 的最佳质量浓度区间与本试验结论略

有差异，可能与使用外植体材料的生理状态及物种

基因型有关。
在外植体的选择上，叶柄要比叶片和茎段在出

愈率、褐化率上更加适合作为诱导愈伤组织的外植

体。 但组织培养生产的无菌叶片数量上要远远多

于叶柄，大批量生产愈伤组织时，叶片也可作为外

植体加以使用。 刘芳试验则选择叶片、茎段及根尖

作为外植体来源，认为叶片最适宜作为外植体，但

０２
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其试验中也发现叶片近叶柄部位诱导速度最快，愈
伤组织质量最好。

组织培养褐变的成因是复杂的，外植体材料的

生理状态、基因型、生长部位与大小，培养基成分、
培养温度与光照等多种因素，都会导致褐变的发

生。 多酚氧化酶（ＰＰＯ）在受伤组织中的活性升高，
通过作用于酚类物质， 将其氧化为醌类物质， 从而

引起外植体和愈伤组织褐化［２１⁃２２］。 在培养基中加

入抗氧化剂或吸附剂，是防止外植体褐变的有效方

法。 刘芳在培养基中添加抗氧化剂 Ｖｃ，发现在暗培

养条件下，Ｖｃ 的抗褐化效果较好，能够有效控制愈

伤组织褐化现象；但光培养条件下，基本不能发挥

抗褐化的功效。 研究表明，低温驯化也可以显著提

高某些植物愈伤组织的抗氧化酶活性［２３］。 本试验

从简化愈伤组织诱导的外部条件考虑，选择 ２ 种不

同光照度条件进行对比，发现过早、过高的光照培

养，对愈伤组织的生长有显著负作用，高光照度条

件下，愈伤组织死亡率及褐化率均高于低光照度

条件。
通过对试验结果的分析，以叶柄为外植体，在

ＭＳ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＢＡ＋ １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ 的培养基上暗

培养 １０ ｄ 后在光照强度 ５００ ｌｘ 下光培养 ５—７ ｄ，然
后再转到正常光照（２ ０００ ｌｘ）培养，为高效诱导南京

椴愈伤组织的方法。
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