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摘要:通过探讨植物生长调节剂对试管苗增殖、壮苗及生根的影响,建立了４种贵州樱桃的离体繁殖技术．结果

表明:供试材料以 MS＋１５－２０mg/L６ＧBA＋０５mg/LIBA增殖效果良好,添加１０mg/LGA能明显促进增

殖;添加０５mg/LGA利于壮苗;NAA 最适合供试材料组培苗生根,沿河樱桃和凯里樱桃生根培养 基 为１/２

MS＋１０mg/LNAA,赫章樱桃和红水樱桃为１/２MS＋１０mg/LNAA＋０５mg/LGA．
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植物离体快繁具有占地少、不受环境影响等优点,是种质资源保存和繁殖较为理想的方式,亦可培养

脱毒苗．迄今为止,樱桃离体快繁多为欧洲甜樱桃的报道[１－４],中国樱桃较少[５－７],且未见贵州樱桃相关报

道,即使是同一种植物,品种不同,离体繁殖的条件亦有所差别．贵州为樱亚属植物起源中心之一[８],樱桃

种质资源丰富,是遗传改良的物质基础,但由于生态环境不断地被破坏,贵州樱桃种质资源流失严重[９],

这极不利于贵州樱桃资源的开发利用,急需对其进行保护．此外,贵州樱桃已出现了病毒感染情况,需要培

育脱毒苗．因此,本文探索了４种贵州樱桃的离体快繁体系,旨在为其资源保存、脱毒苗生产和遗传改良奠

定技术基础．

１　材料与方法

１１　材　料

以赫章县樱桃PrunuspseudocerasuL‘Hezhang’、镇宁县红水樱桃PrunuspseudocerasuL‘HongＧ

shui’、沿河县野樱桃PrunuspseudocerasuL‘Yanhe’及凯里市樱桃PrunuspseudocerasuL‘Kaili’的茎

段为材料,均采自生长地．

１２　方　法

在当地采集生长健壮、无病虫害的枝条后去掉叶片,插入瓶中,以干净塑料袋包裹后尽快带回实验室,

将枝条切为２cm 左右的带芽茎段,用洗洁精漂洗干净,然后用清水冲洗;接着用７０％酒精浸泡３０s后用

０１％升汞＋数滴吐温８０灭菌６~８min(视材料而定);再用无菌水清洗５次后在超净工作台上,切除药液

接触过的切口后接种在 MS(MurashigeandSkoog)＋１０mg/L６ 苄氨基嘌呤(６ＧBenzylaminopurine,简称

６ＧBA)＋０５mg/L吲哚丁酸(Indolebutyricacid,简称IBA)培养基上诱导萌发,萌发后转入增殖培养基,
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共设２１个处理(表１)．接着将生长至高１cm 以上的增殖苗转入添加不同种类[赤霉素(Gibberellin,简称

GA)、吲哚乙酸(Indoleaceticacid,简称IAA)、IBA和萘乙酸(１ＧNaphthaleneaceticacid,简称NAA)]和质

量浓度(IAA,IBA和 NAA均为０５mg/L,同时添加０５mg/LGA;GA 为０,０５,１０mg/L,同时添加

０５mg/LIBA)植物生长调节剂的壮苗培养基进行壮苗培养．最后将生长健壮的苗转入添加不同质量浓度

NAA(０,０２,０５,１０,１５mg/L)的培养基进行生根培养．以上每处理均接种５株,重复４次．将３cm 以上

的组培苗洗净琼脂后,以无菌砂质壤土为基质进行移栽,随即浇透水分并喷施少量百分比为０１％的百菌

清,３０d后移植到大棚．
增殖的基本培养基为 MS,其余为１/２MS．壮苗培养基附加３０g/L蔗糖,其余附加２０g/L蔗糖,所

有培养基均附加７g/L琼脂和２g/L聚乙烯醇,pH＝５８,并经１２１℃高压灭菌．培养温度(２５±２)℃,

光强３３μmol/m２s,光周期１４h/d．
增殖培养９０d后统计数据,其余６０d后统计数据,增殖系数＝培养后的芽数/原接种数,生根率＝生

根苗数/原接种数×１００％,数据采用DPS７０５软件分析．
表１　植物生长调节剂对贵州樱桃组培苗增殖的影响

处理
植物生长调节剂质量浓度/(mgL－１)

BA KT TDZ IBA NAA IAA GA

增　殖　系　数

赫章 红水 凯里 沿河
备注

细胞分裂素种类

１ ２０ ０５ ０５ １２１０±２５０a ５９５±１２５a ８１５±０３４a ６５０±０６２b CTT

２ ２０ ０５ ０５ ２４０±０７３b ３１５±０４１b ８１０±０４８a ７８５±０７０a CTT

３ １０ ０５ ０５ ４２０±１２５b ４１０±０４２b ２４５±０４２b ３２５±０３４c CTT

生长素种类

４ ２０ ０５ ０５ １１００±２５０a ５９５±１２５ab ８１５±０３４a ６５０±０６２b ATT

５ ２０ ０５ ０５ ７１０±３３９b ４８５±０７５b ５２５±０５b ８１０±０５８a ATT
６ ２０ ０５ ０５ １１５５±２１３a ７００±０７６a ８６０±０７１a ５５５±０４４c ATT

BA质量浓度

７ ０ ０５ ０５ １３０±０２０e ２７０±１０６c １６０±０１６c ２９５±０５７c BCT

８ １０ ０５ ０５ ９４０±１４０c ５５０±０９５b ８３０±０５０a １１３５±１７１b BCT

９ １５ ０５ ０５ １１００±１５６bc ９９５±１２１a ７９０±０３８ab １７８５±６６２a BCT

１０ ２０ ０５ ０５ １２１０±２５０a ５９５±１２５b ８１５±０３４ab ６５０±０６２bc BCT

１１ ２５ ０５ ０５ ３６５±０８２d ５３０±１３６b ７６５±０３８b ９２０±３９６b BCT

１２ ３０ ０５ ０５ １３６５±１７７a ６７５±０６６b ７６０±０５２b ７９０±０５３bc BCT

IBA质量浓度

１３ ２０ ０ ０５ ４２５±１５９c ２３５±０６２b ２５５±０２５d ３２０±０２８e ICT
１４ ２０ ０５ ０５ １２１０±２５０a ５９５±１２５a ８１５±０３４a ６５０±０６２d ICT

１５ ２０ １０ ０５ ８２０±２０３b ５１０±１６３a ７５５±０４１a ８５５±０７２c ICT

１６ ２０ １５ ０５ １１４０±２３５a ５００±１４８a ５０５±０３４b １０５０±０６２b ICT

１７ ２０ ２０ ０５ ７５０±１０６b ３００±０４３b ３７５±０６２c １２５５±０６８a ICT

GA质量浓度

１８ ２０ ０５ ０ ５６０±０９９d ４９５±０４４b ３２０±０２３c ３５０±０７４b GCT

１９ ２０ ０５ ０５ １２１０±２５０a ５９５±１２５a ８１５±０３４b ６５０±０６２a GCT

２０ ２０ ０５ １０ ２２７０±０９３a ９０５±０７０a １２１５±１２７a ７４０±０８２a GCT
２１ ２０ ０５ １５ １９２０±３１６b ８７５±１６６a １２４０±０５２a ７３５±０６０a GCT

　　注１:xCTT,分裂素种类试验;ATT,生长素种类试验;BCT,BA质量浓度试验;ICT,IBA质量浓度试验;GCT,GA质量浓度试验．

注２:同列内相同字母表示经邓肯氏多重极差检验在００５水平上差异不具有统计学意义．

注３:TDZ(苯基噻二唑基脲,英文名 Thidiazuron);KT(激动素,英文名 Kinetin)．
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２　结果与分析

２１　无菌系的建立

４种樱桃茎段接种约１５d开始萌发,２０d萌发良好,色绿叶大茎粗(图１A),３０d萌发数不再增加;４
种樱桃萌芽率差别不大,均在７０％左右,以安顺樱桃最高,达７８％,赫章樱桃最低,仅６１％;４种樱桃污染

率差别较大,凯里樱桃最高达４８％,安顺樱桃最低仅２７％(图２)．

A 茎段外植体萌发;B 增殖;C 壮苗;D 生根试管苗;E移栽．

图１　贵州樱桃的离体再生

图２　４种樱桃外植体萌芽率和污染率

２２　试管苗增殖

生长调节剂种类和质量浓度对试管苗增殖影

响大．由表１可见,本文中４种樱桃苗多数在基本

培养基添加IBA,BA和 GA时表现优异,增殖系数

高(表１),色浓绿,茎粗长(图１B),而在TDZ上增

殖系数较低,长势差．实验中发现,在添加 GA,IBA
和BA后,赫章樱桃及红水樱桃生根较多,凯里樱桃

及沿河樱桃极少生根,而IAA上均无根．综合考虑４
种樱桃的增殖培养基如下:MS＋２０ mg/LBA＋

０５mg/LIBA＋１０mg/LGA(赫章樱桃和凯里樱

桃);MS＋１５mg/LBA＋０５mg/LIBA＋１０mg/LGA(红水樱桃);MS＋２０mg/LBA＋０５mg/L

NAA＋１０mg/LGA(沿河樱桃)．

２３　试管苗壮苗

本文中,４种樱桃壮苗均需添加 GA,否则效果不理想,０５mg/LGA便能促进壮苗,苗高色浓绿,茎

较粗壮(图１C)．实验中发现,赫章樱桃和红水樱桃与增殖时的表现一样,添加 GA 后有大量生根,但凯里
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樱桃和沿河樱桃生根较少．生长素类以IBA 及 NAA 为好(图３),苗生长高度均可达４cm 左右,色浓绿,

茎较粗壮(图１C)．综合考虑４种樱桃壮苗培养基均为１/２MS＋０５mg/LIBA＋０５mg/LGA．

柱上相同字母表示经邓肯氏多重极差检验在００５水平上差异不具有统计学意义．

图３　植物生长调节剂对４种樱桃壮苗的影响

２４　试管苗生根

木本植物组培苗生根困难,甚至试验材料品种不同,对生长调节剂的反应也不一样．本文中,４种樱

桃虽然都以较高质量浓度 NAA(≥１０mg/L)为好,但亦有差别．凯里樱桃和沿河樱桃单独使用一定量

的 NAA就可获得较高生根率,分别在１０mg/L(９０％)和１５mg/L(９５％)时生根率最高(图４),生根

数约２~７条,根长约１~７cm(图１D);而赫章樱桃和红水樱桃任何质量浓度下生根率都低,最高仅

２０％(图４),结合前面二者增殖、壮苗的表现可知,其生根需要 GA参与．因此,４种樱桃生根培养基为

１/２MS＋１０mg/LNAA(凯里樱桃);１/２MS＋１５mg/LNAA(沿河樱桃);１/２MS＋１５mg/LNAA＋

０５mg/LGA(赫章樱桃);１/２MS＋１０mg/LNAA＋０５mg/LGA(红水樱桃)．

柱上相同字母表示经邓肯氏多重极差检验在００５水平上差异不具有统计学意义．

图４　NAA质量浓度对４种樱桃生根的影响

２５　试管苗移栽

将腐殖土与园土按１∶１配比,并喷施百分比为０１％的百菌清溶液混匀分装至一次性水杯作为移栽基

质,移栽前打开瓶盖,室温下炼苗３d后将苗上培养基清洗干净栽植,浇透水后盖上一次性塑料杯,７d后

摘去塑料杯,置于通风干燥处培养,１个月后移栽成活率均可达１００％(图１E)．

３　讨　论

３１　组培苗增殖

植物生长调节剂是影响无菌苗增殖的重要因素,尤其以细胞分裂素的影响最大．TDZ虽然被认为是包
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含李属在内的许多木本植物离体植株茎尖形成及形态发生的最有效物质,但本实验发现,供试４种樱桃均

以BA增殖系数最高,而 KT和 TDZ相对较次,尤其在赫章樱桃上表现为甚．笔者曾以为１０mg/LTDZ
质量浓度过低或过高,因而使用０５mg/L及１５mg/L进行试验,亦不能获得较好结果,低质量浓度下增

殖少,高质量浓度下节间缩短,苗小畸形,与Pruski等[１０]在蒙古樱桃和南京樱桃上发现高质量浓度 TDZ
使苗矮小畸形的结论一致,这种现象在许多木本植物上亦有发现．不同樱桃品种对BA 的质量浓度反应不

一样,本文中沿河樱桃最为敏感,这可能与樱桃内源激素质量浓度的高低及比例有关,沿河樱桃在采集时

就发现其生长旺盛,分支多．４种樱桃在高质量浓度BA上增殖的丛芽较多,但不具有明显的节间,且部分

苗有一定的玻璃化现象,与高质量浓度TDZ使苗矮小的现象相似,说明细胞分裂素与生长素比例较大使组

培苗节间缩短,这在欧洲野樱桃[１１]、蒙古及南京樱桃[１０]等上亦有相同结论．
本实验发现GA能明显促进樱桃组培苗增殖,４种樱桃均以１０mg/L时最好,质量浓度较高后易产生

玻璃化苗．GA能促进增殖与其能促进节间生长的作用密不可分,GA可促进IAA的生物合成和转运,并刺

激形成层的增长[１２],因而使得组培苗节间生长．GA不仅能促进增殖,同时促进赫章樱桃和安顺樱桃生根,

这样在增殖培养的阶段就可将部分生根的组培苗直接用于移栽,节省了壮苗生根的时间,可使繁殖效率得

以提高．

３２　组培苗生根

木本植物组织培养生根困难,樱桃也是一种生根困难的植物[２]．虽然樱桃组培苗生根以IBA使用广

泛[３],但本文认为 NAA最适合贵州樱桃组培苗生根,且质量浓度较高为好,其次是IBA,IAA几乎不能

诱导生根．据报道,蒙古樱桃加入少量 NAA后可提高生根率[１０];甜樱桃 Vista,Heidelfingen和 Vogue均

以 NAA上生根率高于IBA[２]．本文还发现,赫章樱桃和安顺樱桃在仅含生长素的培养基上生根困难,

１５mg/LNAA上的生根率仅为２０％,而加入０５mg/LGA后生根率可达６０％以上,说明 GA能促进

樱桃生根,与Ford等[１２]利用 GA处理组培苗后使生根率从３７％上升到８０％的结论一致．究其原因,可

能是 GA抑制樱桃开花,使其转为营养生长,这是樱桃嫩化的标志,而处于幼年期的植株比老龄期的植

株更易生根[１３]．
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HighlyEfficientinvitroRegenerationofFourCherry
LinesinGuizhouviaOrganogenesis

SONGChangＧmei１,　WENXiaoＧpeng２

１CollegeofBiologicalandEnvironmental,GuiyangUniversity,Guiyang５５００２５,China;

２GuizhouKeyLaboratoryofAgriculturalBioengineering,GuizhouUniversity,Guiyang５５００２５,China

Abstract:Inthecurrentwork,theinfluencesofplantgrowthregulatorsonthemultiplication,growthvigor

androotformationoftesttubeplantletsoffourcherry(PrunuspseudocerasuL)linesfromGuizhouProvince

wereinvestigated,andanoptimizedefficientinvitroregenerationsystemforthemwasestablished．Theresult

showedthatMS＋１５－２０mg/L６ＧBA＋０５mg/LIBAwasbestforbudmultiplicationofthetestedlines,

theadditionof１０mg/LGAsignificantlypromotedmultiplication,and０５mg/LGAwasmostsuitablefor

thegrowthvigoroftheinvitroshoots．NAAgavethebestresultforrootformation．１/２MS＋１０ mg/L

NAAwasbestforrootformationoflinesYanheandKaili．However１/２MS＋１０mg/LNAA＋０５mg/L

GAwasessentialforrootinductioninlinesHezhangandHongshui．

Keywords:Guizhou;PrunuspseudocerasuL;plantgrowthregulator;invitroregeneration
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