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落叶松愈伤组织诱导体系优化
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摘 要: 以落叶松成熟合子胚为作为外植体材料，对其按照不同处理方式进行消毒、且以不同种类培养基和激素种

类及浓度进行愈伤组织的诱导，测算愈伤组织的体积。统计分析结果表明: 将去皮种子用流水冲洗 2 d，用 70% 酒

精消毒 1min 转入 4%NaClO 消毒 10 min 后，再将剥出的胚放入 0. 5%NaClO 消毒 2 min 胚存活率最高; 在光照条件

下，MS 培养基为愈伤组织诱导的优良培养基，2. 0 mg·L －1 2，4-D + 1. 0 mg·L-1 6-BA 或 1. 0 mg·L －1 NAA + 0. 5
mg·L-1 6-BA 激素组合为最佳。
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The Callus Induction Medium Optimization of Larch

FANG Jiao-yang FENG De-ming HE Meng-ying HE Shu-chun
WANG Jing-xin ZHANG Lei

( Northeast Forestry University，School of Forestry，Harbin 150040，China)

Abstract: The Larch mature zygotic embryos were taken as the explants． They were disinfected according
to different treatment methods，and induced by use of different medium and hormone types and concentra-
tion，then the callus volume were calculated． Statistical analysis results showed that the peeled seeds were
washed with water for 24 hours ～ 48 hours，disinfected in 70% alcohol for 1 minute and disinfected into
4%NaClO for 10 minutes，and then the embryo was stripped out in the 0. 5% NaClO disinfection for 2
minutes and the suvival rate of embryos was the highest; In the light conditions，MS medium was good me-
dium for callus induction． It could be seen that 2. 0 mg·L －1 2，4-D + 1. 0 mg·L －1 6-BA or 1. 0 mg·
L －1 NAA +0. 5 mg·L －1 6-BA were the best hormone combination．
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落叶松是我国东北地区主要的针叶用材树种，，

具有分布面积广，适应性强，生长迅速，耐寒能力强

等特点，在林业生产中占有重要地位［1］。林木生长

周期长，常规育种对品种遗传改良有耗时长、见效

慢，某些优良性状在繁殖过程中无法控制的缺点。
落叶松改良急需解决的是落叶松的无性繁殖，组织

培养是无性繁殖的一种重要技术手段，而其中愈伤

组织的诱导是组织培养过程的第一步，也是十分重

要的一步，高效稳定的诱导愈伤组织可以为落叶松

组织培养体系的构建提供基础。

1 试验材料与方法

1． 1 试验材料

供试材料为 2013 年采自黑龙江省牡丹江市林

口县青山种子园的成熟种子。
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1． 2 试验方法

1． 2． 1 外植体的消毒

选择成熟、饱满的落叶松种子，剥去种皮后，流

水冲洗 24 h 以上。用 70%的酒精消毒 1 min 后，分

别在 4%NaClO 消毒 10 min、20 min，或者 30% H2O2

消毒 20 min、30 min，或者 0. 1% HgCl2 消毒 6 min、
10 min( 消毒时间过长会将胚杀死) ，然后无菌水洗

净，剥去胚乳，将胚用 0. 5% NaClO 消毒 2 min，无菌

水洗净并用灭菌滤纸吸干水分，接种到培养基上，

7 d后统计存活率。
1． 2． 2 基本培养基及激素组合、浓度的筛选

以 MS、S 和 BM 为基本培养基，置于暗培养环

境中，按设计的激素组合及浓度( 详情参加表 2 ) 分

别添加至基本培养基中，培养温度控制为 23℃ ～
25℃，观察愈伤组织形态及生长状况并统计愈伤率。
1． 2． 3 愈伤组织的长、宽、厚( mm) 的测量及体积

的计算

统计愈伤组织长 L、宽 W、厚 H。将接种日期记

为第 1 天，每隔 7 d 用游标卡尺测量长 L、宽 W、厚

H，测 12 次，计算体积( mm3 ) 。其中，1 ～ 3 次按长方

体计算体积 V长，4 次 ～ 7 次按圆锥体计算 V锥，8 次

～ 12 次按球体计算 V球，并对所得数据进行统计分

析。V 的计算公式依次如下:

V长 = L* W* H;

V锥 = ( 1 /48) * 3． 14* L* ( W + H) 2 ;

V球 = ( 1 /162) * 3． 14* ( L +W + H) 3

1． 2． 4 统计及分析

数据统计时以试验中每一培养皿作基本单元分

别统计，然后按处理方式的不同进行分类，求得平均

值、标准差等，根据数据的情况进行方差分析、多重

比较、时序分析等。

2 结果与分析

2． 1 不同消毒处理结果的分析

NaClO、H2O2、HgCl2 不同消毒时间对胚存活率

的影响结果见表 1。由表可得，不同的处理方式中，

以 NaClO( 4% ) 消毒 10 min 及 HgCl2 ( 0. 1% ) 消毒

10 min 为佳，未染菌胚的存活率分别为 62. 4% 和

83. 6%。由于 HgCl2 的毒性较强且易污染环境，因

此最终确定以 NaClO( 4% ) 消毒 10 min 作为落叶松

胚消毒的条件。

表 1 NaClO、H2O2、HgCl2 不同消毒时间对胚存活率的

影响
Table 1 Impact of different disinfection time by NaClO，

H2O2，HgCl2 on the embryo survival rate
灭菌剂种类

及浓度
处理时间

( min)
外植体总数

( 个)
胚存活数

( 个)
胚存活率

( % )
胚整体存
活率( % )

NaClO( 4% ) 10 56 35 62． 4 abc 68． 0 a
20 64 31 48． 5 cd

H2O2 ( 30% ) 20 48 28 59． 0 bcd 49． 0 b
30 70 22 31． 4 de

HgCl2 ( 0． 1% ) 6 60 8 13． 3 e 48． 1 b
10 56 47 83． 6 ab

注: 多重比较采用 Duncan 法，无共享字母表示在 0. 05 水平上差异显
著。

2． 2 基本培养基及激素组合、浓度对愈伤组织诱导

的影响

2． 2． 1 基本培养基对愈伤组织诱导的影响

基本培养基对愈伤组织诱导影响的结果见表
2。由表 2 可得，MS 培养基上的愈伤率为 23. 5% ～
59. 8%，平均值为 40 ～ 0%，愈伤组织大多呈现白

色，生长速度一般; S 培养基上的愈伤率为 7. 9% ～
25. 7%，平均值为 15. 3%，愈伤组织大多呈现白色，

生长速度慢，且更易褐化死亡; 根据试验结果可知

MS 培养基适合于落叶松成熟胚愈伤组织的诱导。

表 2 培养基和激素组合对愈伤组织诱导的影响

Table 2 Impact of different medium and hormone combi-
nations on callus induction

培养基
激素组合及浓度

( mg·L －1)
愈伤率
( % ) 愈伤组织的生长情况

MS 0． 5a + 0． 05b 23． 5 白色，紧实，含水量大，生长慢
0． 5a + 0． 5b 31． 4 白色，紧实，生长较慢
0． 5a + 1． 0b 42． 7 白色、乳白色，疏松，生长一般
1． 0a + 0． 05b 44． 3 白色、乳白色，疏松，生长一般
1． 0a + 0． 5b 47． 6 黄白色、黄绿色，疏松，生长快
1． 0a + 1． 0b 40． 9 白色，疏松，生长一般
2． 0a + 0． 05b 48． 1 黄白色、黄绿色，疏松，生长快
2． 0a + 0． 5b 52． 5 黄白色、黄绿色，疏松，生长较快
2． 0a + 1． 0b 59． 8 黄白色、黄绿色，疏松，生长较快
0． 05b + 0． 5c 26． 7 白色，紧实，含水量大，生长慢
0． 5b + 0． 5c 32． 8 白色，紧实，生长慢
0． 05b + 1． 0c 39． 5 白色，紧实，生长一般
0． 5b + 1． 0c 45． 2 白色、乳白色，疏松，生长快
0． 05b + 2． 0c 33． 1 白色，紧实，生长慢
0． 5b + 2． 0c 31． 9 白色，紧实，生长慢

S 0． 5a + 0． 5b + 0． 5d 17． 6 白色、黄白色，质地硬，致密，生长慢
0． 5a + 0． 5b + 1． 0d 10． 3 含水量大，后期逐渐褐化死亡
0． 5a + 1． 0b + 0． 5d 15． 8 白色、黄白色，质地硬，致密，生长慢
0． 5a + 1． 0b + 1． 0d 12． 4 白色，紧实，生长较慢
1． 0a + 0． 5b + 0． 5d 14． 2 白色，紧实，生长较慢
1． 0a + 0． 5b + 1． 0d 7． 9 含水量大，后期逐渐褐化死亡
1． 0a + 1． 0b + 0． 5d 16． 8 白色、黄白色，质地硬，致密，生长慢
1． 0a + 1． 0b + 1． 0d 9． 8 含水量大，后期逐渐褐化死亡
2． 0a + 0． 5b + 0． 5d 18． 3 白色、黄白色，质地硬，致密，生长慢
2． 0a + 0． 5b + 1． 0d 14． 4 白色，紧实，生长较慢
2． 0a + 1． 0b + 0． 5d 25． 7 黄白色，紧实，生长慢
2． 0a + 1． 0b + 1． 0d 20． 2 黄白色，紧实，生长慢

注: a，b，c，d 依此代表 2，4 － D，6 － BA，NAA，KT。
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2． 2． 2 激素组合、浓度对愈伤组织诱导的影响

激素组合、浓度对愈伤组织诱导影响的结果见

表 2。由表 2 可得，MS 培养基中主要包括 2，4-D +
6-BA 与 NAA +6-BA 两种激素组合类型。当 2，4-D
与 6-BA 组合使用时，愈伤率为 23. 5% ～ 59. 8%，平

均值 43. 4%，以 2. 0 mg·L －1 2，4 － D + 1. 0 mg·
L －1 6-BA 组合为最佳，愈伤组织呈白色或黄白色，

质地疏松，生 长 速 度 一 般 ( 图 1 ) ; 当 添 加 激 素 为

NAA 与 6-BA 组合时，愈伤率为 26. 7% ～45. 2%，平

均值 34. 9%，其中 1. 0 mg·L －1 NAA +0. 5 mg·L －1

6-BA 组合为最佳，愈伤组织呈白色，紧实，生长速度

较慢( 图 2) 。

图 1 在 MS 上添加 2． 0 mg·L －1 2，4 － D + 1. 0 mg·L －1

6-BA 生长的愈伤组织

Fig． 1 Growth of callus on the MS with 2. 0 mg·L －1 2，4-D
+ 1. 0 mg·L －1 6-BA

图 2 在 MS 上添加 1． 0 mg·L －1 NAA + 0. 5 mg·L －1 6-
BA 生长的愈伤组织

Fig． 2 Growth of callus on the MS with 1. 0 mg·L －1 NAA
+ 0. 5 mg·L －1 6-BA

S 培养基上，2，4 － D、6-BA 与 KT 3 种激素组合

使用时，愈伤率为 7. 9% ～ 25. 7%，平均值 15. 3%，

以 2. 0 mg·L －1 2，4-D +1. 0 mg·L －1 6-BA +0. 5 mg
·L －1 KT 组合为最佳，愈伤组织呈白色或黄白色，

紧实，生长速度慢且一段时间后褐化死亡( 图 3) 。

图 3 在 S 上添加 2. 0 mg·L －1 2，4 － D + 1. 0 mg·L －1 6-

BA + 0. 5 mg·L －1 KT 生长的愈伤组织

Growth of callus on the S with 2. 0 mg·L －1 2，4-D + 1. 0 mg

·L －1 6-BA + 0. 5 mg·L －1 KT

3 结论

组织培养过程中，获得无菌的外植体是植物组

织培养取得成功的最基本前提。落叶松成熟种子多

带有内生菌，消毒非常困难，对种子表面消毒不能完

全杀死内生菌外植体消毒方式［3］。本试验证明以

4%NaClO 对去皮种子消毒处理 10 min 后，洗净，剥

去胚乳再用 0． 5% 次氯酸钠对胚消毒 2 min，洗净，

胚的污染率最低，存活率达到 88. 9%，此方法可以

作为落叶松外植体的消毒方法。
试验以落叶松成熟合子胚为材料，进行愈伤组

织的诱导和增殖，尽管本试验在诱导、继代过程中都

出现过褐化、死亡现象，但是最终还是有部分生长旺

盛且具胚性的愈伤组织能够长期继代增殖，在 MS
培养基为愈伤组织诱导的优良培养基，当 2，4-D 与

6-BA 组合使用时，以 2. 0 mg·L －1 2，4-D + 1. 0 mg
·L －1 6-BA 组合为最佳，当添加激素为 NAA 与 6-
BA 组 合 时，愈 伤 率 为 26. 7% ～ 45. 2%，平 均 值

34. 9%，其中 1. 0 mg·L －1 NAA +0. 5 mg·L －1 6-BA
组合为最佳，该结论符合在诱导愈伤组织时，生长素

( 下转第 55 页)
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5． 2 加强领导，强化管理

保护区要加强科学管理，把未建立的制度建立

起来，未完善的规章制度予以完善，建立健全目标管

理责任制，层层落实，明确每个职工的责、权、利，使

保护、科研及各项工作落到实处。
5． 3 加强职工学习和培训

保护区虽然经过了多年的建设和管理，但在野

外工作人员的业务素质还较低，不能满足保护工作

的需要，需对他们进行思想及业务知识教育，提高他

们的业务水平和保护责任感。
5． 4 开展科学研究

保护区自身开展的科学研究基本上是空白，现

缺乏对保护区内的资源分布及人为干扰状况的全面

了解。根据保护区现有的力量，可以进行基本的监

测工作及简单的科研调查和观察工作，为保护区的

保护管理提供基本的决策依据。建议在此基础上有

计划的引进专业人员和加强与大专院校和科研机构

的协作，以加强保护区的基础科研及管理工作。
5． 5 关于保护区的旅游

保护区内具有一定的旅游资源，编制了旅游规

划，现正在积极准备开展旅游活动。保护区的旅游

特色是野外观看金丝猴，这就要求保护区要具备非

常严格和科学的管理，规范旅游活动，坚决制止游客

的不良行为。同时，由于旅游人员要驻扎野外，必定

要烧火煮饭，产生生活垃圾，如何避免人类活动对保

护区资源的破坏和对环境的污染，是保护区需认真

对待和解决的问题。要开展生态旅游就需要有一定

的监测基础和相应的人员能力，保护区在这方面还

比较弱，还需要加强。总的来说，在保护区内开展有

限的生态旅游活动是可以的，但由于保护区面积较

小，金丝猴活动范围较为集中，如果不能有效的管理

和控制旅游人员数量，对保护区的破坏是不可估量

的，保护区就不可能做到可持续的保护和发展。
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与细胞分裂素组合使用，当生长素浓度高于细胞分

裂素浓度时，能提高愈伤率的规律［5］，这为愈伤组

织的分化及不定芽的诱导提供了前提。
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