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摘要：［目的］建立蒙古沙冬青子叶节丛生芽再生体系。［方法］以蒙古沙冬青子叶节为外植体，研究种子萌发培养

基中６ＢＡ浓度、子叶节萌发天数、丛生芽诱导的基本培养基及６ＢＡ浓度对丛生芽诱导的影响和外源激素对丛生芽
伸长及生根的影响。［结果］表明：（１）添加６ＢＡ的萌发培养基与不添加的相比能够显著促进子叶节的生长及子叶
节丛生芽的诱导，且６ＢＡ浓度在２．０ｍｇ·Ｌ－１时，诱导率最高可达７３．３％，平均芽数２．２６个；（２）种子萌发天数对
子叶节丛生芽的诱导有显著影响，萌发７ｄ的子叶节丛生芽诱导率最高，诱导率为７４．７％，但与萌发９、１１ｄ的子叶
节丛生芽诱导率差异不显著；（３）ＭＳ和Ｂ５培养基对丛生芽诱导的影响差异不显著，但 Ｂ５抑制褐化的效果显著好
于ＭＳ；（４）采用１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋０．３ｍｇ·Ｌ－１ＩＡＡ激素组合有利于丛生芽伸长，伸长率为６０．５％；（５）不同浓度
生长素组合均能促进丛生芽幼苗生根，１．０ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ生根率最大，生根数最多。［结论］最佳蒙古沙冬青子叶节
丛生芽再生体系为：以在ＭＳ＋２．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ培养基中黑暗培养７ １１ｄ的幼苗子叶节为外植体，在 Ｂ５＋１．０
ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ培养基中诱导丛生芽，待丛生芽长约０．３ ０．５ｃｍ后，转入 Ｂ５＋１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋０．３ｍｇ·Ｌ－１

ＩＡＡ培养基中进行伸长培养，当丛生芽伸长至２ ３ｃｍ时，单株切下转入１／２Ｂ５＋１．０ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ培养基中生根，
该体系与愈伤组织培养相比能缩短培养时间，改善褐化严重、玻璃化等问题，可为蒙古沙冬青的扩繁及进一步开展

遗传转化奠定基础。
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蒙古沙冬青（Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ（Ｍａｘ
ｉｍ．ｅｘＫｏｍ．）Ｃｈｅｎｇｆ．），又称大沙冬青，属豆科沙
冬青属（ＡｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓＣｈｅｎｇｆ．）常绿阔叶灌木，在
我国主要分布于内蒙古、甘肃、宁夏的荒漠地区，具

有极强的抗旱、抗寒、抗盐碱性和耐蚀性［１－２］，在防

沙固沙、防止水土流失等方面具有重要的生态价值。

此外，蒙古沙冬青提取物中被证实含有白藜芦醇、生

物碱和黄酮类化合物等多种活性成分，具有抗肿瘤、

抗炎、抗自由基、抗病毒等药理作用［３－５］。蒙古沙冬

青作为一种重要的生态、药用种质资源其开发应用

前景十分广阔，但自身狭小的分布范围和近年人类

活动造成的生境破坏，其数量正在不断减少，现已被

列为国家二级保护植物［６］。对珍稀濒危种质资源采

用组织培养的方式进行快速繁殖是重要的保护手段

之一。许多研究学者早在２０世纪８０年代就开始尝
试采用蒙古沙冬青无菌幼苗的子叶、胚轴或茎段进

行愈伤组织诱导与芽的分化［７－１１］。近年，新的研究

也多是选用上述外植体诱导培养再生植株［１２－１３］。

通过体细胞胚胎发生的方式进行再生植株诱导，在

培养过程中存在愈伤组织易褐化、难继代，分化率

低，玻璃化现象严重等问题。本研究选取蒙古沙冬

青子叶节为外植体，进行丛生芽诱导培养再生植株，

以器官直接分化途径建立的快速繁殖体系，可以明

显降低组培褐化率，缩短培养周期，为蒙古沙冬青的

种质资源保护提供技术支撑，为进一步开展遗传转

化获得抗性更加优良的蒙古沙冬青奠定基础。

１　材料与方法
１．１　植物材料

蒙古沙冬青种子于２０１６年９月采自甘肃省武

威市民勤县沙生植物园。

１．２　方法
１．２．１　培养条件　种子萌发基本培养基为 ＭＳ，黑
暗、１９ ２４℃温度下萌发；丛生芽诱导基本培养基
为ＭＳ、Ｂ５，伸长、生根基本培养基为Ｂ５；诱导、伸长、
生根培养温度１９ ２４℃，光照时间１４ｈ·ｄ－１，光照
强度１２００ｌｕｘ。以上培养基均含６ｇ·Ｌ－１琼脂，３０ｇ
·Ｌ－１蔗糖，ｐＨ值５．８。
１．２．２　种子处理　挑选饱满、大小一致的蒙古沙冬
青种子，用自来水冲洗干净，在无菌条件下用７５％
的乙醇浸泡１ｍｉｎ，无菌水冲洗２ ３次后用０．１％
ＨｇＣｌ２浸泡２５ｍｉｎ，用无菌水冲洗４ ５次，滤纸吸
干表面水份。

１．２．３　蒙古沙冬青子叶节再生体系的建立
１．２．３．１　种子萌发培养基中６ＢＡ浓度的筛选及子
叶节外植体的获得　将蒙古沙冬青种子接种到含不
同６ＢＡ浓度（０．０、１．０、２．０、３．０、５．０ｍｇ·Ｌ－１）的
ＭＳ培养基中，黑暗培养７ｄ，取萌发的幼苗，保留子
叶近胚轴的分生组织部分约 ２ｍｍ和上胚轴约 ３
ｍｍ，切去其余部分，然后在２片子叶的胚芽处将胚
轴纵向切成均等的二半，剔除腋芽后在子叶与胚轴

交接处划开２ ３个伤口，得到２个子叶节外植体。
将外植体的近轴面朝上，倾斜４５℃插入添加１．０ｍｇ
·Ｌ－１６ＢＡ的ＭＳ培养基中诱导丛生芽，每处理各
接种１０瓶，每瓶接种８个，培养３０ｄ后统计丛生芽
诱导率及出芽数，以确定萌发培养基中６ＢＡ的适宜
浓度。

丛生芽诱导率 ＝出芽外植体数／接种外植体数
×１００％
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平均芽数＝总芽数／出芽外植体数
１．２．３．２　种子萌发天数对丛生芽诱导的影响　取
在萌发培养基中黑暗培养１、３、５、７、９、１１、１３、１５ｄ
的蒙古沙冬青幼苗，切取子叶节外植体接种于含

１０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ的 ＭＳ培养基中诱导丛生芽，每
处理各接种１０瓶，每瓶接种８个，培养３０ｄ后统计
丛生芽诱导率及出芽数，以确定最适宜的萌发天数。

１．２．３．３　丛生芽诱导基本培养基的筛选　将黑暗
培养７ｄ的蒙古沙冬青幼苗的子叶节外植体分别接
种于含１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ的 ＭＳ培养基和 Ｂ５培养
基中诱导丛生芽，每处理各接种１０瓶，每瓶接种８
个，培养３０ｄ后统计丛生芽诱导率及出芽数，确定
诱导丛生芽的最适基本培养基。

１．２．３．４　丛生芽诱导培养基中６ＢＡ浓度的筛选　
将黑暗培养７ｄ的蒙古沙冬青幼苗的子叶节外植体
分别接种于含不同浓度６ＢＡ（０．５、１．０、１．５、２．５ｍｇ
·Ｌ－１）的 Ｂ５培养基中诱导丛生芽，每处理各接种
１０瓶，每瓶接种８个，培养３０ｄ后统计丛生芽诱导
率及出芽数，确定丛生芽诱导培养基中最适 ６ＢＡ
浓度。

１．２．３．５　伸长培养基的确定　子叶节处的丛生芽
长约０．３ ０．５ｃｍ后，剔除剩余子叶，分别转入含
１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ并附加不同的浓度配比 ＧＡ３和
ＩＡＡ的Ｂ５培养基中进行伸长培养，每处理各接种
１０瓶，每瓶接种４个，３０ｄ后统计丛生芽伸长率及

伸长长度，确定最佳伸长培养基。

丛生芽伸长率 ＝抽茎外植体数／接种外植体数
×１００％
丛生芽伸长长度（ｃｍ）＝伸长后的长度 －伸长

前的长度

１．２．３．６　不同生长素对生根的影响　当丛生芽伸
长至２ ３ｃｍ时，单株切下转接到添加不同浓度生
长素和生长素组合的１／２Ｂ５培养基中诱导生根，每
处理各接种１０瓶，每瓶接种４个，３０ｄ时统计生根
率和根数，确定适宜生根的生长素及最适浓度。以

根长达到０．５ｃｍ作为生根的标准。
生根率＝生根的外植体总数／接种外植体总数

×１００％
平均生根数＝生根条数／生根的外植体总数

１．３　数据处理
利用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计分析，确定

不同阶段各处理平均值之间在０．０５和０．０１概率水
平上的差异显著性。

２　结果与分析
２．１　萌发培养基中６ＢＡ浓度的确定

表１表明：萌发培养基中６ＢＡ的浓度对蒙古沙
冬青幼苗生长和子叶节外植体丛生芽的诱导影响显

著，在添加６ＢＡ的 ＭＳ培养基中，蒙古沙冬青幼苗
的胚轴均比不添加的粗大，且获得的子叶节外植体

表１　萌发培养基中６ＢＡ浓度对蒙古沙冬青子叶节生长和子叶节丛生芽诱导的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ６ＢＡｉｎｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｏｎｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

ｃｌｕｓｔｅｒｂｕｄｆｒｏｍｏｆＡｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

６ＢＡ浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／（ｍｇ·Ｌ－１）

诱导率

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／％

平均芽数

Ａｖｅｒａｇｅｂｕｄ
ｎｕｍｂｅｒ／个

生长状况

Ｇｒｏｗｔｈｓｔａｔｕｓ

１ ０．０ １８．２１±０．３８Ｃ ０．４０±０．２３Ｄ
子叶节胚轴细弱，零星有芽。

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｏｆｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｗａｓｔｈｉｎａｎｄｂｕｄｓｗｅｒｅｉｎａｆｅｗｅｒｎｕｍｂｅｒ．

２ １．０ ３６．０８±０．６２Ｂ １．４８±０．１２Ｃ
子叶节胚轴细弱，芽数清晰，后期有明显茎叶。

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｏｆｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｗａｓｔｈｉｎ；ｂｕｄｓｃａｎｂｅｃｌｅａｒｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅ
ｎｏｒｍａｌｓｔｅｍａｎｄｌｅａｖｅｓｉｎｔｈｅｌａｔｔｅｒｓｔａｇｅｓ．

３ ２．０ ７３．３２±０．５１Ａ ２．０６±０．１１Ｂ
子叶节胚轴粗壮，芽数清晰，后期有明显茎叶。

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｏｆｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｗａｓｔｈｉｃｋ；ｂｕｄｓｃａｎｂｅｃｌｅａｒｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅ
ｎｏｒｍａｌｓｔｅｍａｎｄｌｅａｖｅｓｉｎｔｈｅｌａｔｔｅｒｓｔａｇｅｓ．

４ ３．０ ７５．０４±０．３３Ａ ２．２６±０．１７Ｂ
子叶节胚轴粗壮，芽数清晰，后期有明显茎叶，但部分叶片有畸形。

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｏｆｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｗａｓｔｈｉｃｋ；ｂｕｄｓｃａｎｂｅｃｌｅａｒｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｎｄｂｏｔｈｎｏｒｍａｌ
ａｎｄｍａｌｆｏｒｍｅｄｓｔｅｍａｎｄｌｅａｖｅｓｗｅｒｅａｖａｉｌａｂｌｅｉｎｔｈｅｌａｔｔｅｒｓｔａｇｅｓ．

５ ５．０ ７４．８３±０．５６Ａ ５．０２±０．３３Ａ
子叶节胚轴粗壮，芽多细密呈簇状，无有效芽。

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｏｆｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｗａｓｔｈｉｃｋ；ｂｕｄｓｗｅｒｅｄｅｎｓｅｌｙｃｌｕｓｔｅｒｅｄａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏ
ｎｏｒｍａｌｂｕｄｓ．

　　注：表中计算结果为平均值±标准误，同列不同大写字母表示在０．０１水平差异显著，下同。
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｏｆｅｖｅｒｙｒｏｗｗｅｒｅｍｅａｎｓ±ＳＥ（α＜０．０１）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．
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在丛生芽诱导阶段的诱导率和平均芽数均显著高于

不添加６ＢＡ的萌发处理。使用５．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ
萌发培养基获得的子叶节进行从生芽诱导时丛生芽

数最多，但子叶节处芽呈簇聚集生长，形态矮小、细

弱，无有效芽。使用３．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ萌发培养基获
得的子叶节进行从生芽诱导时，丛生芽诱导率最高，

但后期生长部分叶片有畸形。因此，综合考虑蒙古沙

冬青幼苗生长和子叶节外植体丛生芽诱导状况，确定

萌发培养基中６ＢＡ的最佳浓度为２．０ｍｇ·Ｌ－１。
２．２　种子萌发天数对丛生芽诱导的影响

不同萌发天数的蒙古沙冬青子叶节均能诱导出

丛生芽，丛生芽诱导率及芽数随种子萌发天数的增

加呈先增加后降低的趋势（表２）。不同处理间，丛
生芽诱导率存在不同程度的差异显著性，其中，种子

萌发１ｄ的子叶节外植体丛生芽诱导率最低，种子
萌发７ｄ的子叶节丛生芽诱导率最高，但与萌发９、
１１ｄ的子叶节丛生芽诱导率差异不显著。种子萌发
１ １１ｄ，由子叶节分化产生的丛生芽芽数差异不显
著。综合考虑丛生芽诱导率及平均芽数，种子萌发

７ １１ｄ后得到的子叶节外植体是诱导子叶节丛生
芽分化的最佳材料。

表２　萌发天数对蒙古沙冬青
子叶节丛生芽诱导的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｄａｙｓｏｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ
ｃｌｕｓｔｅｒｂｕｄｆｒｏｍｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓｏｆ

Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

种子萌发天数

Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｄａｙｓ／ｄ

诱导率

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ
／％

平均芽数

Ａｖｅｒａｇｅｂｕｄｎｕｍｂｅｒ
／个

１ １ １８．３３±０．４２Ｅ １．９９±０．０６Ａ

２ ３ ２７．３５±０．２３Ｄ ２．０１±０．１０Ａ

３ ５ ３５．１６±０．２０Ｃ ２．００±０．１１Ａ

４ ７ ７４．７０±０．５６Ａ ２．１３±０．０６Ａ

５ ９ ７４．５３±０．５７Ａ ２．１０±０．０２Ａ

６ １１ ７４．３８±０．４２Ａ ２．０６±０．１０Ａ

７ １３ ５１．２６±０．４２Ｂ １．８９±０．０４Ｂ

８ １５ ２７．３７±０．２３Ｄ １．５６±０．２６Ｃ

２．３　丛生芽诱导基本培养基的确定
含有相同浓度６ＢＡ的ＭＳ培养基和Ｂ５培养基

对丛生芽诱导率和丛生芽数的影响差异不显著，但

Ｂ５培养基抑制褐化的效果显著好于 ＭＳ培养基（表
３），丛生芽生长３０ｄ时，生长状况良好。故选择 Ｂ５
培养基为丛生芽诱导的基本培养基。

表３　基本培养基对蒙古沙冬青子叶节丛生芽诱导的影响
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｂａｓａｌｍｅｄｉｕｍｏｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｌｕｓｔｅｒｂｕｄｆｒｏｍｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓｏｆＡｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

培养基

Ｍｅｄｉｕｍ
诱导率

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ／％
平均芽数

Ａｖｅｒａｇｅｂｕｄｎｕｍｂｅｒ／个
生长状况

Ｇｒｏｗｔｈｓｔａｔｕｓ

ＭＳ ７３．３５±０．２６Ａ ２．０６±０．２２Ａ
丛生芽生长２０ ３０ｄ时，叶缘、芽尖易褐化，３０ｄ以上易褐变死亡。
Ｌｅａｆｍａｒｇｉｎａｎｄｓｈｏｏｔｔｉｐｗｅｒｅｅａｓｙｔｏｂｒｏｗｎｉｎｇｗｈｅｎｃｌｕｓｔｅｒｂｕｄｓｗｅｒｅ２０ ３０ｄａｙｓｏｌｄ
ａｎｄｔｈｅｙｗｅｒｅｅａｓｙｔｏｄｅａｔｈｆｏｒｂｒｏｗｎｉｎｇａｆｔｅｒ３０ｄ．

Ｂ５ ７５．０２±０．３４Ａ ２．１０±０．２３Ａ
丛生芽生长３０ｄ时，芽与叶片翠绿，生长健康。
Ｂｕｄｓａｎｄｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｇｒｅｅｎａｎｄｈｅａｌｔｈｙａｆｔｅｒ３０ｄｏｆｇｒｏｗｔｈ．

２．４　丛生芽诱导培养基中６ＢＡ浓度的确定
蒙古沙冬青子叶节外植体在含不同浓度６ＢＡ

的Ｂ５培养基中都能产生丛生芽（表４），随着６ＢＡ

浓度的增高，丛生芽诱导率逐渐升高，当６ＢＡ浓度
为１．０、１．５、２．５ｍｇ·Ｌ－１时，丛生芽诱导率差异不显
著；但随着６ＢＡ的浓度的增大，平均芽数增多且差

表４　丛生芽诱导培养基中６ＢＡ浓度对子叶节丛生芽诱导的影响
Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ６ＢＡｉｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｏｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｌｕｓｔｅｒｂｕｄｆｒｏｍｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓｏｆ

Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

６ＢＡ浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／（ｍｇ·Ｌ－１）

诱导率

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／％

平均芽数

Ａｖｅｒａｇｅｂｕｄ
ｎｕｍｂｅｒ／个

生长状况

Ｇｒｏｗｔｈｓｔａｔｕｓ

１ ０．５ ７３．９±０．１７Ｂ １．４５±０．１９Ｄ 芽数较少，生长缓慢。Ｂｕｄｓｗｅｒｅｆｅｗｅｒａｎｄｓｌｏｗｇｒｏｗｉｎｇ．

２ １．０ ７８．１±０．２０Ａ ２．２６±０．３８Ｃ
芽数清晰，后期有明显茎叶。

Ｂｕｄｓｃａｎｂｅｃｌｅａｒｌｙｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｒｍａｌｓｔｅｍａｎｄｌｅａｖｅｓｉｎｔｈｅｌａｔｔｅｒｓｔａｇｅｓ．

３ １．５ ７８．９±０．１２Ａ ３．３７±０．２６Ｂ
芽呈簇状，后期有茎叶，但部分为畸形叶。

Ｂｕｄｓｗｅｒｅｃｌｕｓｔｅｒｅｄａｎｄｂｏｔｈｎｏｒｍａｌａｎｄｍａｌｆｏｒｍｅｄｓｔｅｍａｎｄｌｅａｖｅｓｗｅｒｅａｖａｉｌａｂｌｅｉｎ
ｔｈｅｌａｔｔｅｒｓｔａｇｅｓ．

４ ２．５ ７９．６±０．２３Ａ ４．２６±０．５４Ａ
芽多细密呈簇状，无有效芽。

Ｂｕｄｓｗｅｒｅｄｅｎｓｅｌｙｃｌｕｓｔｅｒｅｄａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｎｏｒｍａｌｂｕｄｓ．
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异极显著，当６ＢＡ浓度为１．５、２．５ｍｇ·Ｌ－１时，平
均芽数虽多但呈簇状，后期生长发育不佳。因此，丛

生芽诱导培养基中 ６ＢＡ的最适浓度为 １．０ｍｇ
·Ｌ－１。
２．５　伸长培养基的确定

赤霉素能显著促进植物茎叶的伸长与生长，但

本研究（表５）发现：添加不同浓度赤霉素的激素组
合，虽然能促进茎叶的生长，但玻璃化现象严重，茎

叶均呈不同程度的黄绿色透明状态，生长后期，无有

效叶片，易褐化死亡；无赤霉素的激素组合，叶片呈

正常绿色，当激素组合为６ＢＡ１．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＩＡＡ
０．３ｍｇ·Ｌ－１时，茎叶伸长速度加快，与６ＢＡ１．０ｍｇ
·Ｌ－１＋ＩＡＡ０．５ｍｇ·Ｌ－１激素组合差异不显著。因
此，选用含有６ＢＡ１．０ｍｇ·Ｌ－１＋ＩＡＡ０．３ｍｇ·Ｌ－１

激素组合的Ｂ５培养基作为蒙古沙冬青丛生芽伸长
的最适培养基。

表５　不同激素组合对蒙古沙冬青子叶节丛生芽伸长培养的影响
Ｔａｂｌｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｈｏｒｍｏｎｅｓｏｎｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆｃｌｕｓｔｅｒｂｕｄｆｒｏｍ

ｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓｏｆＡｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

激素浓度

Ｈｏｒｍｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ·Ｌ－１）
６ＢＡ ＧＡ３ ＩＡＡ

伸长率

Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｒａｔｅ
／％

伸长长度

Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈ
／ｃｍ

生长状况

Ｇｒｏｗｔｈｓｔａｔｕｓ

１ １．０ ０．１ ０．０ ２０．３１±０．２９ＣＤ ０．５５±０．３２ＣＤ
叶片细长，茎叶呈黄绿略透明，玻璃化。

Ｓｔｅｍａｎｄｎａｒｒｏｗａｎｄｌｏｎｇｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎｗｉｔｈｓｏｍｅ
ｗｈａｔｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔａｎｄｖｉｔｒｉｆｉｅｄ．

２ １．０ ０．３ ０．０ １６．７０±０．７３Ｄ ０．３５±０．１１Ｄ
叶片细长，茎叶呈黄绿略透明，玻璃化。

Ｓｔｅｍａｎｄｎａｒｒｏｗａｎｄｌｏｎｇｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎｗｉｔｈｓｏｍｅ
ｗｈａｔｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔａｎｄｖｉｔｒｉｆｉｅｄ．

３ １．０ ０．５ ０．０ ５．０２±０．５４Ｅ ０．２０±０．０４Ｅ
叶片增长增宽，黄绿透明，玻璃化。

Ｌｅａｖｅｓｂｅｃａｍｅｗｉｄｅｎ，ｗｅｒｅｅｌｏｎｇａｔｅ，ｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎｗｉｔｈｔｒａｎｓ
ｐａｒｅｎｔａｎｄｖｉｔｒｉｆｉｅｄ．

４ １．０ １．０ ０．０ －
叶片增长增宽，叶片黄绿透明，玻璃化，茎无伸长。

Ｌｅａｖｅｓｂｅｃａｍｅｗｉｄｅｎ，ｗｅｒｅｅｌｏｎｇａｔｅ，ｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎｗｉｔｈｔｒａｎｓ
ｐａｒｅｎｔａｎｄｖｉｔｒｉｆｉｅｄ．Ｓｔｅｍｈａｄｎｏｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ．

５ １．０ １．５ ０．０ －
叶片增长增宽，叶片黄绿透明，玻璃化，茎无伸长。

Ｌｅａｖｅｓｂｅｃａｍｅｗｉｄｅｎ，ｗｅｒｅｅｌｏｎｇａｔｅ，ｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎｗｉｔｈｔｒａｎｓ
ｐａｒｅｎｔａｎｄｖｉｔｒｉｆｉｅｄ．Ｓｔｅｍｈａｄｎｏｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ．

６ １．０ ０．０ ０．１ ２０．７２±０．４２Ｃ ０．６５±０．１６Ｃ
叶片正常绿色，茎伸长缓慢。

Ｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｎｏｒｍａｌａｎｄｇｒｅｅｎ．Ｓｔｅｍｗｅｒｅｓｌｏｗｌｙｅｌｏｎｇａｔｅ．

７ １．０ ０．０ ０．２ ４０．３５±０．３１Ｂ ０．９２±０．２３ＢＣ
叶片正常绿色，茎伸长。

Ｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｎｏｒｍａｌａｎｄｇｒｅｅｎ．Ｓｔｅｍｗｅｒｅｅｌｏｎｇａｔｅ．

８ １．０ ０．０ ０．３ ６０．５５±０．２０Ａ １．１５±０．１２ＡＢ
叶片正常绿色，茎伸长快速。

Ｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｎｏｒｍａｌａｎｄｇｒｅｅｎ．Ｓｔｅｍｅｌｏｎｇａｔｅｄｆａｓｔ．

９ １．０ ０．０ ０．５ ６１．０６±０．１６Ａ １．０５±０．０９ＡＢ
叶片正常绿色，茎伸长快速。

Ｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｎｏｒｍａｌａｎｄｇｒｅｅｎ．Ｓｔｅｍｅｌｏｎｇａｔｅｄｆａｓｔ．

２．６　不同生长素及浓度对生根的影响
不同浓度单一生长素和不同浓度 ＩＡＡ与 ＮＡＡ

组合可以不同程度的促进蒙古沙冬青丛生芽幼苗生

根（表６），当ＩＢＡ浓度为１．０ｍｇ·Ｌ－１时，生根率最
大，平均生根数最多。因此，选用１．０ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ
用于诱导蒙古沙冬青幼苗生根。

３　讨论
以子叶节为外植体进行丛生芽诱导建立组培再

生体系是不发生愈伤组织的器官型的再生方式，此

再生方式具有诱导率高、再生周期短、变异率低、再

生植株易成活等优点，目前已广泛应用于大豆植株

再生和遗传转化技术体系的研究中［１４］。蒙古沙冬

青属第三代古地中海沿岸的植物，是豆科中比较原

始的种［２］。本研究采用蒙古沙冬青无菌苗的子叶节

为外植体，诱导丛生芽获得高频率的再生植株在蒙

古沙冬青组织培养研究中尚属首次。

本研究结果表明，在蒙古沙冬青种子萌发初期，

培养基中６ＢＡ的添加与否对获得的子叶节诱导丛
生芽有显著影响。外源细胞分裂素能使子叶节膨大

增粗，说明子叶节处的分生细胞生长活跃，从而有利

于诱导丛生芽，这与王伟［１５］在研究大豆子叶节丛生
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表６　不同生长素及浓度对蒙古沙冬青生根的影响
Ｔａｂｌｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｕｘｉｎｓａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎｒｏｏｔｉｎｇｏｆＡｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

激素浓度

Ｈｏｒｍｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＩＢＡ ＩＡＡ ＮＡＡ

生根率

Ｒｏｏｔｉｎｇｒａｔｅ
／％

平均生根数

Ａｖｅｒａｇｅｒｏｏｔ
ｎｕｍｂｅｒ／条

１ ０．０ ０．０ ０．０ ０．００ ０．００
２ ０．５ ０．０ ０．０ ４０．７６±０．３６Ｄ １．０２±０．１０Ｄ
３ １．０ ０．０ ０．０ ５２．８３±０．２９Ａ ２．３３±０．３８Ａ
４ ２．０ ０．０ ０．０ ４６．３３±０．４３Ｂ ２．００±０．２９ＡＢ
５ ０．０ ０．５ ０．０ ２０．５１±０．５２ＩＪ ０．５６±０．３８Ｅ
６ ０．０ １．０ ０．０ ２８．９０±０．３１Ｈ ０．９８±０．２２Ｄ
７ ０．０ ２．０ ０．０ ３０．３３±０．１９Ｇ １．０１±０．１９Ｄ
８ ０．０ ０．０ ０．５ ２１．２７±０．２８Ｉ ０．７８±０．３１ＤＥ
９ ０．０ ０．０ １．０ ３０．６３±０．４３Ｇ １．２３±０．４０ＣＤ
１０ ０．０ ０．０ ２．０ ３６．７２±０．２０Ｆ １．０７±０．１２Ｄ
１１ ０．０ １．０ ０．５ ２０．４１±０．５６Ｊ １．３３±０．１９ＣＤ
１２ ０．０ １．５ ０．５ ４２．６５±０．２４Ｃ １．８７±０．０７Ｂ
１３ ０．０ ２．０ ０．５ ３８．５０±０．２４Ｅ １．５６±０．１７Ｃ

芽诱导时的结论一致。６ＢＡ浓度并非越高越有利
于丛生芽后期的生长，在添加高浓度的 ６ＢＡ（３、５
ｍｇ·Ｌ－１）萌发培养基中，丛生芽生长后期会出现畸
形芽或因为数量过多，芽与芽之间产生抑制而无有

效芽，从而降低再生频率。

种子萌发天数即种子萌发时的生理状态与丛生

芽的诱导率密切相关，种子萌发１ｄ时，由于萌发时
间短，种皮未自然脱落，胚轴未伸出，２片子叶较难
分离。种子萌发３ ５ｄ时，子叶黄色，胚轴伸长，但
较短且细弱，获取子叶节外植体时容易断裂。种子

萌发７ １１ｄ时，子叶变成浅黄绿色，胚轴伸出且增
粗（图１Ａ），２片子叶较易从中轴线分离；而种子萌
发天数超过１１ｄ，丛生芽诱导率和出芽数下降，可能
是随着萌发天数的增加，胚芽逐渐伸长，顶端生长逐

步占据优势，子叶节处分生组织的分生能力逐渐减

弱所致。故种子萌发７ １１ｄ时子叶节组织分裂能
力最强，是最适宜的子叶节外植体材料。

Ａ．萌发７ １１ｄ的蒙古沙冬青种子；Ｂ．子叶节诱导的丛生芽形成；Ｃ．丛生芽生长３０ ４５ｄ；Ｄ．丛生芽伸长至２ ３ｃｍ；Ｅ．生根３０ ４０

ｄ，根长１．５ ２ｃｍ；Ｆ．生根７０ ９０ｄ

Ａ．Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ７－１１ｄ；Ｂ．Ｃｌｕｓｔｅｒｂｕｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｆｒｏｍｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓ；Ｃ．Ｃｌｕｓｔｅｒｂｕｄｏｆ３０－４５ｄ；Ｄ．Ｃｌｕｓｔｅｒｂｕｄｈｅｉｇｈｔ２－３

ｃｍ；Ｅ．Ｒｏｏｔｏｆ３０－４０ｄ，ｒｏｏｔｌｅｎｇｔｈ１．５－２．０ｃｍ；Ｆ．Ｒｏｏｔｉｎｇｏｆ７０－９０ｄ

图１　蒙古沙冬青子叶节诱导丛生芽再生体系

Ｆｉｇ．１　ＣｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＡｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

　　丛生芽诱导阶段，本研究选用Ｂ５作为诱导的基
本培养基，说明在ＮＨ４＋／ＮＯ３－比值较低，ＶＢ１和ＶＢ６
的倍数增大，无甘氨酸的环境中更有利于蒙古沙冬

青子叶节丛生芽的再生，这与安利佳等［１６］、邵玲

玲［１７］、李海峰等［１８］对豆科植物组织培养研究中培

养基的选择一致。细胞分裂素与生长素的组合能促

进芽的分化与增殖［１９］，在本研究中，选用不同浓度

的６ＢＡ与ＮＡＡ组合使子叶节处除诱导出丛生芽外
还会诱导出根，从而影响丛生芽的分化，因此，选用

单一细胞分裂素６ＢＡ进行丛生芽的诱导。
蒙古沙冬青组培苗炼苗移植研究结果有待进一

步发表。

４　结论
通过筛选种子萌发培养基中６ＢＡ浓度、确定适

宜的子叶节萌发天数、确定丛生芽诱导的基本培养

基和６ＢＡ浓度及研究不同激素对丛生芽伸长和生
根的影响，建立的蒙古沙冬青子叶节丛生芽再生体

系为：种子在萌发培养基 ＭＳ＋２．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ中
黑暗培养７ １１ｄ后，取子叶节，在诱导培养基 Ｂ５
＋１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ中诱导丛生芽，待子叶节处的
丛生芽长约０．３ ０．５ｃｍ后，剔除剩余子叶，转入
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丛生芽伸长培养基 Ｂ５＋１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋０．３
ｍｇ·Ｌ－１ＩＡＡ中进行伸长培养，当丛生芽伸长至２
３ｃｍ时，单株切下转入生根培养基１／２Ｂ５＋１．０ｍｇ
·Ｌ－１ＩＢＡ生根。该体系与愈伤组织培养相比，能够
极大地改善褐化严重、玻璃化等问题，对蒙古沙冬青

的扩繁及进一步的保护利用具有重要意义和理论

价值。
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