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摘要: 为建立任豆(Zenia insignis)无菌苗培养体系, 以种子作为实验材料, 采用不同消毒方法对其灭菌效果进行比较。并以

无菌苗叶片为外植体, 以MS为基本培养基, 研究不同配比的植物生长调节剂对愈伤组织诱导、不定芽诱导和生根培养的

影响。结果表明: 种子用0.1%升汞消毒10 min, 无菌苗获得率最高。诱导愈伤组织的最佳培养基配比为MS+2 mg·L-1 
6-BA+0.01 mg·L-1 IBA+0.01 mg·L-1 2,4-D, 诱导率为82.88%。6-BA在不定芽诱导中起着关键作用, 诱导不定芽最佳培养基

为MS+0.01 mg·L-1 IBA+3.2 mg·L-1 6-BA。生长素对任豆的生根有重要影响, MS+0.1 mg·L-1 NAA为生根培养基可获得

98.23%的生根率。
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任豆是苏木科(Caesalpiniaceae)翅荚属速生落

叶大乔木, 又名翅荚木、任树、砍头树。任豆为

我国珍稀树种, 属国家二级保护野生植物(郑万钧

1985), 主要分布在热带、亚热带国家和地区, 我国

主要在湘、粤、桂、滇、黔等省有分布(吴征镒

1991; 方小平等1996)。
任豆萌芽更新能力强, 生长迅速, 而且成林成

材早, 其木材材质优良, 可用作薪; 其根系发达, 抗
性强, 花繁叶茂, 适应性广, 是优良的绿化树种(唐
兰芳1998; 覃尚民等1982); 叶片富含蛋白质, 易腐

烂, 即可做饲料肥料, 也可改良土壤, 保持水土(范
霭萱等1995; Kim等1999)。另外, 有研究表明任豆

由于能在贫瘠土壤中快速生长且其根瘤特点, 从
而具有较高的综合金属富集能力, 特别是富集锌、

镉潜力大(李霞员等2014; Zhao等2014), 已被认为

是替代超富集草本植物的潜在极少数乔木树种之

一(Pulford和Watson 2003; Puschenreiter等2010)。
可见, 任豆是一种多用途树种, 既是薪炭林树种, 
又是生态树种。因此, 其具有一定的发展空间。

任豆繁殖率不高, 结果有大小年之分, 同时任

豆扦插生根难, 插条繁殖率不高。目前, 虽然任豆

种子育苗和引种造林技术已趋成熟(黄志玲等2011; 
柳新红等2007; 陈昆和陈秀莺2011; 陈永密和成诗

敦1986), 木材综合利用研究也取得一定进展(李本

贵等2003; 覃勇荣等2008), 有关任豆组织培养研究

国内也有所报导。张天宇和姚湘明(2009)以次生

种源任豆为对象, 进行了愈伤组织诱导体系建立

的研究。结果表明, 茎段为外植体诱导愈伤组织

效果最佳, 诱导率为97%, 叶片诱导率为86%, 其基

本培养基为MS+1 mg·L-1 6-BA+0.5 mg·L-1 IBA+ 

3%蔗糖。袁德义等(2010)则是以任豆的腋芽以及

幼苗嫩茎为外植体, 研究表明任豆幼苗的嫩茎和当

年生枝条的腋芽在培养基MS+0.5~1.5 mg·L-1 6-BA+ 
0.05~0.10 mg·L-1 IBA的芽诱导率最高为83.3%。

邱运亮等(2002)发现试管苗在1/2MS、1/2MS+ 
0.01~1.5 mg·L-1 IBA 、1/2MS+0.5~2.5 mg·L-1 ABT 
(生根粉10号)培养基中均生根, 在不加激素的1/2MS
培养基中, IBA促进了苗的生长; 但生根率随所添

加的IBA浓度增大而降低, 再添加ABT可提高根的

诱导率, 却明显抑制苗的生长(邱运亮2002; 邱运亮

和阚文靖1992)。
本实验以任豆叶片为材料, 对愈伤组织诱导

和植株再生进行初步研究, 旨在提高任豆再生能

力, 建立高效的再生体系, 为之后种质资源保护和

基因工程研究提供有效的参考价值。

 材料与方法

1  实验材料

采用广西壮族自治区百色市德保县任豆(Ze-
nia insignis Chun)采集的一年生种子, 进行无菌处

理后所得的无菌苗叶子为外植体进行实验。

2  实验方法

2.1  种子消毒实验

将采集的任豆种子在90°C水浴浸泡10 min, 
后把种子平铺有湿润滤纸的培养皿上; 放置24 h
后, 挑选健康且膨大的种子进行消毒实验。在无



植物生理学报1660

菌超净台上, 用75%酒精灭菌30 s, 无菌水冲洗1次
后, 分别设计8个处理(5%次氯酸钠消毒5、10、15
和20 min; 0.1%升汞消毒5、10、15和20 min), 将
消毒后的种子播种于空白(不含任何激素)的MS培
养基中培养。每个处理30瓶, 每瓶接种3个种子, 
实验重复3次。10 d之后, 统计污染率(污染率=污
染的外植体数/接种的外植体总数×100%)、死亡

率(死亡率=死亡的外植体数/接种的外植体总数× 
100%)、萌发率(萌发率=发芽的外植体数/接种的

外植体总数×100%), 筛选出任豆种子最适灭菌试

剂的最佳灭菌时间。

2.2  愈伤组织诱导

灭菌实验所得的无菌苗, 取其完全伸展的真

叶为外植体, 将小叶切割成0.5 cm×0.5 cm左右的小

块, 叶片远轴面朝上接种到愈伤组织诱导培养基

中。基本培养基为MS, 添加不同的生长调节剂, 定
期观察, 3~4周继代1次。统计愈伤组织诱导率(愈
伤组织诱导率=形成愈伤组织的外植体数/接种

的外植体总数×100%), 筛选最适愈伤组织诱导培

养基。

2.3  不定芽的诱导和增殖

将能够在继代培养基上正常生长的愈伤组织

切成1 cm×1 cm左右的小块, 接种于附加不同配比

植物生长调节剂的培养基中, 进行不定芽诱导, 接
种到愈伤组织分化培养基中。培养30 d后观察愈

伤组织的分化情况并统计其分化率(愈伤组织诱导

率=形成愈伤组织的外植体数/接种的外植体总数× 
100%)。
2.4  生根诱导

将高3~4 cm且长势良好的再生苗分别移植到

MS空白培养基, 添加NAA浓度分别为0、0.05、
0.1和0.2 mg·L-1, 分别进行诱导生根, 计算生根率

(生根率=生根数/接种数×100%), 确定最适生根培

养基。

2.5  移栽与炼苗

生根培养15 d后选择生长状态良好的带根无

菌组培苗, 在温室中炼苗3~5 d后取出, 用蒸馏水洗

净根部黏连的培养基, 用滤纸吸干根部的表面水

分, 最后将生根苗移至基质中。基质选择3:1的泥

炭土和珍珠岩混合。移栽后浇透一次水, 定期观

察小苗的生长状况。

3  实验条件

诱导愈伤组织和不定芽均以MS培养基为基

础培养基(含30 g·L-1蔗糖和6.0 g·L-1琼脂, pH 5.8), 
分别添加不同配比的6-BA、IBA、2,4-D和NAA
等植物调节物质并于121°C高压蒸汽灭菌20 min。
培养条件为培养温度(25±2)°C, 光照强度31.25 
μmol·m-2·s-1, 光照时间12 h·d-1。

4  数据统计分析

每种培养基设置3个重复, 每瓶培养基中接种

3块外植体, 实验重复3次。所得数据采用Excel 
2007整理, 采用SAS 9.3统计软件分别进行统计学

分析(黄少伟和谢维辉2001)。

实验结果

1  不同消毒处理对任豆种子灭菌效果的影响

不同处理的种子萌发起始时间无明显差异, 
5~7 d开始陆续萌芽。在8种消毒处理中(表1), 0.1%
升汞消毒时间10 min的消毒效果最显著, 发芽率达

到处理中最大萌发率, 为82.88%, 污染率6.35%, 死

表1  不同消毒处理对任豆种子灭菌效果的影响

Table 1  Effects of different distinfection methods on seeedsterilization of Z. insignis 

        处理                                处理时间/min   污染率/%  萌发率/%   死亡率/%

0.1%升汞   5   7.67±2.24d 70.23±1.83b 24.10±1.29cd

 10   6.35±0.23d 82.88±0.56a 10.77±0.21d

 15   5.97±0.12d 50.71±1.02c 43.71±0.23c

 20   5.58±0.35d   0e 94.423±0.88a

5%次氯酸钠   5 40.00±0.16a 23.37±0.67d 36.63±1.68c

 10 22.24±0.55bc   5.92±1.48de 71.84±0.87b

 15 23.57±0.18bc   0e 76.43±1.14b

 20 13.34±1.33c   0e 86.66±0.52ab

　　表中不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。下表同此。　　
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亡率10.77%。虽然0.1%升汞消毒5 min的萌发率也

较高, 为70.23%, 但其消毒效果不彻底, 死亡率达

到23.10%, 出现幼苗后期发霉。0.1%升汞消毒处理

下, 随着消毒时间的增加, 污染率也随着下降, 但是

在10 min后, 萌发率呈直线下降, 到20 min为0。
5%次氯酸钠消毒处理总体上比0.1%升汞消

毒效果要差, 4个时间处理中萌发率最高为23.37%, 
但其污染率在处理中最高, 为40.00%。5%次氯酸

钠消毒不彻底, 污染率普遍较高, 最低的污染率也

达到13.34%, 不同时间处理消毒效果不显著, 死亡

率高。因此, 0.1%升汞消毒10 min为本实验最理想

的消毒时间, 其次为0.1%升汞消毒5 min。

2  不同植物生长调节剂对任豆愈伤组织诱导的影响

对多数植物来说, 单独使用生长素无法诱导

愈伤愈伤组织, 利用适当配比的细胞分裂素与生长

素组合是愈伤组织发生的关键因素(Attree和Fowke 
1993)。本实验以任豆无菌苗叶片为外植体, 在附

加不同配比的2,4-D、NAA和6-BA的愈伤组织诱

导培养基上培养。培养7 d, 有叶片边缘开始膨大; 
培养15 d, 膨大的叶片边缘上开始有愈伤组织出现, 
大部分为淡青色。

从表2可知, 6-BA+2,4-D组合整体效果较好, 
最大诱导率为88.56%, 愈伤组织量多, 但质地疏松, 
在之后的继代增殖中增殖的芽较少; 6-BA+IBA组

表2  不同植物生长调节剂对任豆愈伤组织诱导的影响

Table 2  Effects of different plant growth regulators on callus induction of Z. insignis 

  培养基编号                          IBA浓度/mg·L-1                       2,4-D浓度/mg·L-1                                 6-BA浓度/mg·L-1   诱导率/%

  1 0.01 0 1 62.66±0.20d

  2 0.01 0 2 70.25±0.57c

  3 0.01 0 3 63.44±0.28d

  4 0 0.01 1 68.67±0.11cd

  5 0 0.01 2 88.56±0.32ab

  6 0 0.01 3 80.87±0.26b

  7 0.01 0.01 1 92.78±0.15a

  8 0.01 0.01 2 96.67±0.36a

  9 0.01 0.01 3 53.33±0.38de

10 0.01 0.04 1 57.26±0.25de

11 0.01 0.04 2 26.97±0.53e

12 0.01 0.04 3 20.00±0.17e

合诱导率最大达70.25%, 愈伤组织在边缘形成后

呈白绿色, 易褐化(图1-A)。
培养基(8)和(7)的诱导率最高, 分别为96.67%

和92.78%, 且其愈伤组织程度较高, 呈青绿色, 质
地紧密(图1-B和C)。特别是培养基(8)诱导的愈伤

组织, 芽点密集, 在之后继代增殖中, 芽增殖效率

高, 且生长粗壮, 愈伤组织质量明显优于培养基(5), 
由此看出, 2,4-D和IBA与6-BA综合使用效果显

著。培养基(9)中, 6-BA浓度增加至3 mg·L-1时, 则
诱导率下降到53.33%, 叶子膨大程度大但愈伤组

织数量少, 且颜色较深。添加高浓度6-BA的培养

基(3)和培养基(6)也表现出相应的趋势, 诱导率分

别下降到63.44%和80.87%, 且愈伤组织总体上呈现

出含水量低的状态, 不利于再分化。培养基(10)、
(11)和(12)的2,4-D增加到0.04 mg·L-1时, 诱导率明

显低于培养基(7)~(9), 最低达到20.00%; 且随着

6-BA浓度的增加, 其诱导率也随着下降, 愈伤程度

总体较低, 愈伤组织量少, 呈水渍发泡状, 颜色偏

黄芽点少, 表现出易褐化的现象(图1-D)。
综上所述, 本实验愈伤组织诱导最适培养基

为MS+2 mg·L-1 6-BA+0.01 mg·L-1 IBA+0.01 mg·L-1 
2,4-D。

3  不同浓度6-BA对任豆愈伤组织分化的影响

由表3可以看出, 6-BA浓度为1.6 mg·L-1时, 分
化率最大, 为24.48%, 分化芽的状态较好, 芽粗壮

呈绿色(图2-F); 随着6-BA浓度的增加, 分化率随着

下降, 到6-BA浓度为12.8 mg·L-1时, 分化率仅有

2.9%, 分化苗出现明显的水渍化现象, 且叶易卷

曲。6-BA浓度为3.2 mg·L-1 时, 其分化率也较高, 
为20.52%, 但是其分化的芽在增殖培养中难抽长, 
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图1  不同培养基的任豆愈伤组织诱导

Fig.1  Callus induction of Z. insignis in different media
A: 培养基(3); B: 培养基(8); C: 培养基(7); D: 培养基(11)。

图2  任豆叶片的愈伤组织诱导和植株再生

Fig.2  Callus induction and plantlet regeneration of Z. insignis
A: 种子苗; B: 愈伤组织诱导后进行增殖继代培养; C: 诱导产生不定芽, 芽继续生长壮大; D: 诱导生根; E: 完整任豆植株。
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表3  不同浓度6-BA对任豆愈伤组织分化的影响

Table 3  Effects of different concentrations of 6-BA on callus differentiation of Z. insignis

IBA浓度/mg·L-1                                         6-BA浓度/mg·L-1                                            分化率/%                         生长状况

0.01 0.8 13.26±0.92b 芽苗较少, 分化时间长

0.01 1.6 24.48±0.12a 分化出芽苗多, 无褐化现象, 分化时间短

0.01 3.2 20.52±0.47a 分化出芽苗多, 无褐化现象, 苗细小

0.01 6.4   5.83±0.63b 分化出芽较少, 分化苗呈黄绿色

0.01 12.8     2.9±1.03c 芽苗较少, 苗状态较差, 褐化严重

分化时间较长。综上所述, 本实验适合愈伤组织芽

分化的最适培养基为MS+0.01 mg·L-1 IBA+3.2 
mg·L-1 6-BA。

4  任豆的生根培养

由表3看出, 生根率普遍较高, 其中含0.1 mg·L-1 
NAA培养基的为最高(98.23%), 其生根数达到

5.13。MS空白培养基和0.05 mg·L-1 NAA的生根率

也较高, 分别达96.50%和96.43%, 但其根生长状态

较细, 且生根数较少, 不利于随后的移栽炼苗阶

段。因此, 本实验采用的最适生根培养基为MS+ 
NAA 0.1 mg·L-1。

表4  不同浓度NAA对任豆生根的影响

Table 4  Effects of different concentrations of 

NAA on rooting of Z. insignis 

   NAA浓度/mg·L-1   生根率/%  生根数/条

0 96.43±1.22a 3.18±0.89b

0.05 96.50±2.57a 3.15±0.19b

0.10 98.23±0.15a 5.13±0.28a

0.20 86.72±0.87b 1.29±0.34b

讨　　论

目前对任豆的组织培养主要集中在利用任豆

无菌苗的下胚轴、幼苗嫩茎以及一年生枝条的诱

导培养, 对于其他部位以及各个无性系的组织培

养尚未有研究报道, 也尚未建立起成熟高效的再

生体系。良种选育等方面的工作也尚未开展, 其
生理生态特性研究甚少, 分子生物学水平尚未见

报道, 遗传信息匮乏。本研究通过组织培养建立

任豆植株一整套成熟高效的再生体系, 除了在短

期内能获得大量表现一致的植物材料, 便于进行

种质资源保存及扩繁, 为以后快速繁殖苗木, 满足

生产需要提供有效途径; 也可以在未来对任豆子

代遗传测定、低温胁迫的研究以及利用基因工程

等生物技术提高任豆良种的耐寒性等研究提供基

础, 具有一定的指导意义。

在任豆愈伤组织诱导中 ,  研究表明高浓度

2,4-D反而降低诱导率, 且愈伤组织多表现为水渍

化。可能由于2,4-D是一种较强的诱变剂, 可以同

时诱导和抑制体细胞胚的发生, 在愈伤组织的诱

导过程中会导致细胞的变异, 从而影响分化再生

频率(周俊彦和郭扶兴1996; Tokuji和Kuriyama 
2003; Tisserat和Murashige 1977)。李克勤等(1991)
对陆地棉, 李文静等(2012)对荠菜以及陶铭(2001)
对组织培养中畸形胚状体及超度含水态苗进行了

研究, 他们的结果都表明使用过高浓度的2,4-D在

后续的培养过程中愈伤组织易褐化, 对再生过程

产生不利的影响。本实验所得结论与其相一致。

本研究任豆生根率最高达到98.23%, 生根率

较高。邱运亮(1992)在1/2MS基本培养基中添加 
0.01~0.1 mg·L-1 IBA, 可使每株任豆试管苗生根数

增加0.19~0.69条。本实验在其基础上生根效率明

显提高, 生根数也达到5.13条。
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Callus induction and plant regeneration from the leaf of Zenia insignis
ZHOU Yu-Qing1, ZHANG Jun-Jie1, WEI Xue-Fen1, LI Jing-Jiang1, LI Pei1, CHEN Xiao-Yang1,2,*

1Guangdong Key Laboratory for Innovative Development and Utilization of Forest Plant Germplasm, 2College of Forestry and 
Landscape Architecture, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China

Abstract: In order to establish the regeneration system of Zenia insignis, the seeds were selected as experimen-
tal materials, and the sterilization effects were compared by different disinfection methods. The effects of dif-
ferent ratio of plant growth regulators on callus induction, adventitious bud induction and rooting culture were 
studied with leaves as explants and MS as media. The results showed that seeds with 1% mercuric chloride for 
10 min, obtained the highest rate of aseptic seedling. The optimum medium proportion of callus induction was 
MS+2 mg·L-1 6-BA+0.01 mg·L-1 IBA+0.01 mg·L-1 2,4-D, and the induction rate was 82.88%. 6-BA plays a key 
role in the adventitious bud induction and the best medium for adventitious bud induction was MS+0.01 mg·L-1 

IBA+3.2 mg·L-1 6-BA. Auxin has an important effect on the rooting, the medium of MS+0.1 mg·L-1 NAA for 
rooting could get the rooting rate of 98.23%.
Key words: Zenia insignis; callus; regeneration system
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