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油桐叶柄高效直接再生体系的建立
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摘要: 以油桐无菌苗叶柄为外植体, 研究植物生长调节剂对其离体培养及植株再生的影响。结果表明: 叶柄直接诱导不定

芽的最佳培养基1/2MS+3.0 mg·L-1 6-BA+0.05 mg·L-1 IAA, 诱导率达91.67%; 最佳继代增殖培养基1/2MS+3.0 mg·L-1 

6-BA+0.05 mg·L-1 IBA+1.0 mg·L-1 GA3, 增殖系数可达4.89; 最佳生根培养基为1/2MS+0.05 mg·L-1 IBA, 生根率96.18%。炼苗

移栽到泥炭土:珍珠岩:黄土=2:1:1的基质中, 成活率达93.55%以上。
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Establishment of Highly Efficient and Direct Regeneration System from Peti-
oles of Tung Tree (Vernicia fordii)
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Abstract: The effects of plant growth regulators on plant regeneration in vitro were studied using germ-free 
petioles of tung tree (Vernicia fordii) as explants. The results showed that the fittest medium for shoot differen-
tiation of petioles was 1/2MS+3.0 mg·L-1 6-BA+0.05 mg·L-1 IAA, with a 91.67% shoot induction rate; the best 
medium for shoot multiplication was 1/2MS+3.0 mg·L-1 6-BA+0.05 mg·L-1 IBA+1.0 mg·L-1 GA3, with the mul-
tiplication coefficient reaching 4.89; the best rooting medium was 1/2MS+0.05 mg·L-1 IBA, with a 96.18% 
rooting rate. After the culture-bottle seedlings were transplanted into the matrix composed of peat soil, perlite 
and loess (2:1:1), the survival rate was up to 93.55%.
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油桐为大戟科(Euphorbiaceae)油桐属(Verni-
cia)植物的统称, 是重要的工业油料树种, 与油

茶、核桃和乌桕并称我国四大木本油料树种。从

油桐种子榨取的油称为桐油, 是世界上最优质的

植物干性油, 为油漆、印刷墨油的优良原料(何方

和胡芳名2004; 胡芳名等2006)。桐油具有干燥

快、附着力强、比重轻、富光泽、耐酸碱、耐高

温、抗冻裂、防水等优良特性。此外, 桐油还是

一种优良涂料, 是合成新型复合材料的基本原料, 
具有广泛的用途(谭晓风等2011)。近年来, 随着全

球人口增加和经济的飞速增长, 资源开发利用过

度, 如何挖掘油桐这一宝贵资源在生物质能源等

领域的重要作用, 推进油桐规模化发展是当前科

研工作者的艰巨任务, 也是帮助山区农民脱贫致

富的手段之一。

目前, 油桐的常规育苗方法主要为实生苗及

嫁接苗, 嫁接苗虽然能够保持母本的优良性状, 但

成本较高, 不利于规模化生产。同时, 油桐枯萎病

是我国油桐产区一种毁灭性病害, 严重影响了油

桐产业的稳定发展(方嘉兴和何方1998)。通过组

织培养可以快速繁殖油桐脱毒苗, 在此基础上通

过遗传体系转化而获得抗病植株, 在木本油料植

物遗传改良方面有广阔的前景。

油桐的离体培养研究很晚, 到目前为止仅有

以油桐离体叶片通过间接器官发生途径获得再生

植株的报道(谭晓风等2013), 还未能实现油桐的遗

传体系转化。利用植物离体器官直接再生不定芽

不需经过愈伤组织诱导, 培养周期短, 且在培养过

程中外植体不易发生变异的优点在其他植物中已



林青等: 油桐叶柄高效直接再生体系的建立 1609

有报道(Huang和Dai 2011; Nada等2011; 王娜等

2010; 吴秀华等2013), 但油桐离体组织直接再生不

定芽还未见报道。本试验以油桐无菌苗叶柄为外

植体, 通过一步直接诱导不定芽、继代增殖、生

根和炼苗移栽等过程, 旨在建立一个高效稳定的

油桐叶柄离体快繁体系, 为油桐快速繁殖及遗传

转化奠定基础。

材料与方法

1  材料

实验材料油桐(Vernicia fordii Hemsley.)采自

湖南湘西永顺县青坪镇国家油桐种质资源保存库

(110°29'E, 28°32'N, 海拔530~600 m, 年均气温16.0 

℃)。用四年生‘葡萄桐’成熟种胚接种在1/2MS基
本培养基中获得油桐无菌苗(李泽等2012), 用无菌

苗叶柄进行试验。

2  培养条件

以1/2MS为基本培养基, 含蔗糖30 g·L-1 (生根

培养基含蔗糖20 g·L-1) ,  琼脂7 g·L-1,  pH值为

5.4~5.6, 在不同培养阶段添加相应的植物生长调

节剂。光照强度20~30 μmol·m-2·s-1, 光照时间14 
h·d-1, 培养温度(26±1) ℃。

3  不定芽的诱导

叶柄诱导不定芽时, 取35 d左右苗龄的无菌苗

健壮叶柄, 切割成长度为1 cm左右的叶柄, 接种在

含6-BA、ZT和IAA的不定芽分化培养基(表1)中, 暗
培养3 d后转入光照培养, 在光照条件下培养40 d后
统计不定芽出芽数及叶柄出芽数。每个组合接种8
个培养瓶, 每个培养瓶接种4~5个叶柄, 重复3次。

4  不定芽的继代增殖

将叶柄诱导的不定芽切割后转接到继代增殖

培养基(表2)中, 其中6-BA的浓度为2.0、3.0和5.0 
mg·L-1, IBA的浓度为0、0.05和0.1 mg·L-1, 培养35 
d后统计增殖系数。每个处理接种10瓶, 每瓶接种

1~2个不定芽, 重复3次。

5  不定芽生根及炼苗移栽

切取生长健壮、长约2 cm的单个不定芽接种

在含不同浓度IBA或2,4-D的培养基(表3)中, 暗培

养5 d后转到光照培养下20 d后统计生根率及生根

数。每个处理接种15瓶, 每瓶接种1个不定芽, 重
复3次。

将生根20 d左右的试管苗打开瓶盖放在湿度

为60%~70%的人工气候箱中炼苗2~3 d, 用自来水

洗净根部的培养基, 然后移栽到泥炭土:珍珠岩:黄
土为2:1:1的混合基质中, 在盆子上面用塑料薄膜

封住盆口放在温室中培养, 一周后揭取薄膜喷水

保持小环境相对湿度在80%以上, 30 d后统计移栽

成活率。

6  数据分析

出芽率=(出芽的外植体数 /接种外植体总

数)×100%; 叶柄平均出芽数=(产生不定芽总数/接
种外植体总数)×100%; 生根率=(生根的不定芽数/
接种不定芽总数)×100%。数据采用SPSS 17.0软件

进行方差分析和多重比较分析(Duncan’s法)。

实验结果

1  不同植物生长调节剂对油桐叶柄不定芽的诱导

将油桐无菌的叶柄接种在不同编号的培养基

中(表1), 暗培养3 d后, 转到光照条件下培养(图
1-A), 10 d左右叶柄明显膨大(图1-B), 20 d左右就

有绿色的芽点长出, 30 d左右逐渐发育成小芽(图
1-C), 继续培养15 d后不定芽的高度可达1 cm左右

(图1-D、E)。由表1可知, 培养基中6-BA浓度的增

减对叶柄不定芽的诱导影响显著, 当生长素浓度

一定时, 随着6-BA浓度的升高, 叶柄出芽率及叶柄

平均出芽数均先增后降; 当6-BA浓度一定时, 随着

生长素IAA浓度的增加, 叶柄出芽率及叶柄平均出

芽数均降低。玉米素ZT对油桐叶柄不定芽诱导效

果较差, 其诱导率仅为5.62%。结果表明, 培养基

A2的叶柄出芽率及平均叶柄出芽数最高, 分别为

91.67%及4.08, A2与其他培养基有显著性差异。因

此 ,  适合油桐叶柄诱导不定芽的最佳培养基为: 
1/2MS+3.0 mg·L-1 6-BA+0.05 mg·L-1 IAA。

2  不同植物生长调节剂对油桐叶柄不定芽的增殖

增殖系数是反映植物继代培养中培养物的增

殖速度和效率, 也是植物组织培养快速繁殖的重

要指标。将生长健壮的不定芽切割后转接到继代

增殖培养基中(图1-F), 由表2可知, 培养基中单独

加入6-BA即可使油桐叶柄不定芽增殖, 增殖系数

最高可达2.94, 但增殖芽的长势不够健壮。在培养

基中加入少量的IBA后, 增殖系数提高39.88%, 达
到显著差异(图1-G、H)。可见, 细胞分裂素6-BA
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表1  不同植物生长调节剂对油桐叶柄不定芽分化的影响

Table 1  Effects of different plant growth regulators on adventitious shoots induction from petiole of tung tree

编号
 6-BA浓度/ IAA浓度/ ZT浓度/  叶柄平均

 mg·L-1 mg·L-1 mg·L-1   
出芽率/%

 出芽数/个                           
生长情况

A1  1.0  0.05 0 53.46±3.16cd 2.62±0.84bc 不定芽长势弱, 不利于继代增殖

A2  3.0  0.05 0 91.67±2.37a 4.08±0.79a 不定芽长势健壮, 有利于继代增殖

A3  4.0  0.05 0 66.41±1.86c 3.14±0.73b 不定芽生长正常, 长势一般

A4  1.0 0.1 0 45.33±1.91d 1.56±0.36d 诱导率较低, 以单芽为主

A5  3.0 0.1 0 72.30±1.65b 2.23±0.54c 不定芽较健壮, 叶片较大

A6  4.0 0.1 0 58.34±2.78c 2.11±0.51c 不定芽生长不正常, 后期生长慢

A7  1.0 0.5 0 12.30±3.12f 0.33±0.08e 不定芽长势弱, 基部长少量愈伤

A8  3.0 0.5 0 22.91±2.04e 0.49±0.12e 芽体不健全, 生长后期死掉

A9  4.0 0.5 0 20.05±3.14e 0.45±0.10e 叶柄伤口处长不规则的叶片, 不定芽畸

      形, 后期不能继代增殖

A10 0  0.05 3.0  5.62±3.85g 0.12±0.02f 少数不定芽朝培养基中生长, 叶片卷曲,
      不利于继代增殖

A11 0 0.1 3.0  0 0 叶柄变黄, 稍微带黑, 不能诱导出不定芽

A12 0 0.5 3.0  0 0 叶柄长黄白色的愈伤组织

　　表中数据为平均值, 同一列中不同字母表示数据差异显著(P<0.05); 下表同此。

图1  油桐叶柄直接诱导不定芽与植株再生

Fig.1  Direct differentiation shoots from petioles and plant regeneration of tung tree
A: 叶柄不定芽诱导初期; B: 培养10 d后的叶柄; C: 叶柄培养30 d后的不定芽; D、E: 叶柄培养45 d后的不定芽; F: 不定芽继代培养初

期; G: 不定芽增殖; H: 不定芽壮苗; I、J: 不定芽生根; K: 试管苗移栽; L: 移栽成活的试管苗。

对油桐叶柄不定芽的增殖起主导作用, 而生长素

IBA对不定芽的增殖起协同作用, 6-BA和IBA浓度

过高均不利于叶柄不定芽的增殖。因此, 适合油

桐叶柄不定芽增殖的培养基为1/2MS+3.0 mg·L-1 

6-BA+0.05 mg·L-1 IBA+1.0 mg·L-1 GA3, 其增殖系

数可达4.89。在此过程中加入了GA3, 研究表明赤

霉素对植物壮苗有重要作用, 在培养后期, 增殖的

不定芽达2 cm高即可直接进行生根培养。
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3  IBA及2,4-D对油桐生根的影响

将增殖培养基中2 cm左右的不定芽分单株接

种到添加不同浓度生长素的培养基中(表3), 7 d后
有白色的不定根产生(图1-I), 30 d后统计生根率、

生根数、平均根长及根系生长情况(图1-J)。由表3
可知, 在未加生长素的C1组中, 油桐叶柄不定芽的

生根率为0, 在添加了生长素IBA及2,4-D后, 不定

芽均可生根, 但不同类别的生长素及浓度对不定

芽的生根率及根系生长情况影响较大, IBA对油桐

不定芽生根及根系生长情况要好于2,4-D, 2,4-D使

得不定芽基部愈伤化严重, 且生根率低、生根数

少 ,  不利于后期的炼苗移栽。当 IBA的浓度在

0.05~0.1 mg·L-1时, 叶柄不定芽的生根率均可达90%
以上, 试管苗生长快, 更有利于后期的炼苗移栽。

4  炼苗与移栽

将生根的油桐试管苗在湿度为60%~70%的人

工气候箱中炼苗2~3 d后移栽在泥炭土:珍珠岩:黄
土=2:1:1的基质中(图1-K), 总共移栽62株, 一个月

后统计成活58株, 成活率达93.55%, 生长正常, 叶
片较绿, 前期生长慢, 后期生长快, 有新叶长出(图
1-L)。

讨　　论

在植物离体培养过程中, 大部分植物都是先

通过离体器官经过脱分化诱导愈伤组织, 再通过

再分化形成不定芽 (苗红梅等2012;  王梦亮等

2014)。在植物离体再生过程中, 通过愈伤组织及

体细胞胚胎发生途径获得的再生芽对外植体的依

赖性强, 不利于后期的继代增殖(张常青等2005)。
本试验在培养油桐叶柄的过程中没有通过愈伤组

织诱导, 直接诱导出不定芽, 属于器官直接发生途

表3  IBA和2,4-D对油桐诱导生根的影响

Table 3  Effects of IBA and 2,4-D on rooting of tung tree

编号 IBA浓度/mg·L-1 2,4-D浓度/mg·L-1   生根率/% 生根数/条 平均根长/cm                       根系生长情况

C1 0 0   0 0 0 无根系产生

C2 0.05 0 96.18±1.21a 9.53±0.85a 3.32±1.36b 根系颜色较白, 基部无愈伤产生

C3 0.1 0 90.83±1.36a 9.26±0.89a 3.26±1.24b 根系颜色较白, 有少量愈伤产生

C4 0.5 0 78.09±2.32b 5.64±1.21b 2.67±1.06c 根系偏绿, 基部长出大量的愈伤组织

C5 0 0.05 55.23±2.60c 4.53±0.96c 2.55±1.03c 根系较细, 基部有少量的愈伤组织

C6 0 0.1 49.68±3.02c 2.98±0.79d 3.59±1.37b 根系较绿, 基部产生愈伤组织

C7 0 0.5 38.21±3.95d 1.06±0.64e 4.66±1.45a 根系较绿、较粗, 产生大量的愈伤组织

 

表2  不同植物生长调节剂对油桐叶柄不定芽增殖的影响

Table 2  Effects of different plant growth regulators on adven-
titious shoots proliferation from petiole of tung tree

编号
 6-BA浓度/ IBA浓度/ GA3浓度/   

增殖系数
    mg·L-1    mg·L-1    mg·L-1

  B1 2.0 0 1.0 1.75±0.41e

  B2 3.0 0 1.0 2.94±0.33c

  B3 5.0 0 1.0 2.19±0.31d

  B4 2.0 0.05 1.0 3.46±0.25bc

  B5 3.0 0.05 1.0 4.89±0.27a

  B6 5.0 0.05 1.0 4.03±0.36b

  B7 2.0 0.1 1.0 2.22±0.26d

  B8 3.0 0.1 1.0 3.67±0.39b

  B9 5.0 0.1 1.0 3.10±0.40c

 

径。器官直接发生途径不仅具有培养周期短, 不
经过愈伤组织诱导等优点, 而且可大大降低培养

物在离体培养过程中发生遗传变异的可能性。

在不定芽诱导过程中, 本研究用6-BA、ZT及
IAA三者组合试验, 6-BA对油桐叶柄直接诱导不定

芽起主导作用, 生长素IAA起协同作用, 低浓度的

6-BA及高浓度的生长素均不利于不定芽的直接再

生。在不定芽诱导过程中, 加入玉米素ZT对不定

芽的直接再生效果并不好, 只有低浓度的IAA与

ZT才能诱导出不定芽, 浓度较高的IAA与细胞分

裂素配合使用不能诱导出不定芽, 这与前人在其

它植物中的研究有所差异(Huang和Dai 2011), 其原

因可能是不同植物器官分化过程对植物生长调节

剂的依赖性有所差异。6-BA是最常用的细胞分裂

素, 价格较低, 可节约试管苗的成本, 适合油桐叶

柄快速繁殖及遗传转化。在生根培养过程中使用

IBA与2,4-D两种生长素, 由表3可知, IBA对油桐叶

柄不定芽生根效果明显好于2,4-D的诱导效果 , 
2,4-D对愈伤组织诱导有重要作用, 虽然2,4-D也可
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使油桐叶柄不定芽生根, 但基部愈伤化严重, 不利

于后期的移栽炼苗, 因此, 适合油桐叶柄不定芽生

根的生长素为IBA。

关于叶片与叶柄外植体再生不定芽的研究, 
廉玉姬等(2010)研究, 叶柄分化不定芽的能力要高

于叶片的, 这主要是不同组织和器官的内源性植

物生长调节剂和营养水平有所差异, 从而影响了

植物器官对外源性植物生长调节剂的响应。研究

表明, 油桐叶柄的分化能力较强, 不定芽较叶片诱

导的不定芽健壮, 更有利于后期继代增殖培养及

油桐的遗传体系转化的研究。Gahan和George 
(2008)研究表明, 叶柄是茎中韧皮部和木质部的延

伸, 它是由一层或多层没有特定功能的薄壁细胞

组成, 这些细胞有较强的细胞分裂能力。这些薄

壁细胞对植物生长调节剂和环境条件的变化非常

敏感, 因此, 叶柄周围的薄壁细胞比其他细胞更容

易分化成新的器官。

本研究通过直接器官发生途径成功建立了油

桐叶柄高效可行的再生体系, 不同种类植物生长

调节剂的配比是诱导叶柄不定芽成功的关键, 这
使得通过生物技术的方法改良油桐的性状品质有

了更进一步的进展。
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