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肥荚红豆种子无菌诱导植株再生及快速繁殖
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摘要: 以肥荚红豆种子为外植体, 研究了种子预处理、诱导萌发、不定芽增殖、壮苗、生根的方法, 摸索培养基中激素的

最佳配比, 建立了肥荚红豆组织培养快速繁殖技术。结果表明: 5%~10% NaOH溶液浸泡种子1 h的预处理有利于促进肥荚

红豆种皮的剥离和种子萌发; 适宜于种子萌发的培养基为MS (Read)+6-BA 0.5 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1, 萌发率可达100%; 
最佳增殖培养基为Read+6-BA 1.0~1.5 mg·L-1+KT 0.1 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1, 增殖数可达每瓶23个以上; 最佳壮苗培养基为

Read+6-BA 0~0.5 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1; 最佳生根培养基为Read+IAA 1.0 mg·L-1, 其生根率可达90.54%。研究结果提高了

肥荚红豆的繁殖效率, 有效促进肥荚红豆组培规模化育苗技术的成熟与推广应用, 对推动其产业开发应用具有重要意义。
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Abstract: The plant regeneration system of Ormosia fordiana Oliv. was studied with the pretreatment and ger-
mination induction of seed, multiplication and hardening of adventitious bud, rooting of the shoot. The results 
showed that the best seed germination medium was MS (Read)+6-BA 0.5 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1 with 100% 
of germination rate, and the best multiplication medium was Read+6-BA 1.0–1.5 mg·L-1+KT 0.1 mg·L-1+NAA 
0.1 mg·L-1 which has more than twenty-three multiplication buds in each bottle. Read+6-BA 0–0.5 mg·L-1+ 
NAA 0.1 mg·L-1 was the best hardening medium. The best rooting medium was Read+IAA 1.0 mg·L-1 with 
90.54% of the rooting rate. The research would promote the reproductive efficiency of Ormosia fordiana Oliv.. 
It improved the maturity and application of large-scale seedling technology, and had the vital significance on 
development and application of Ormosia fordiana Oliv..
Key words: Ormosia fordiana Oliv., seed; plant regeneration; effective multiplication 

肥荚红豆(Ormosia fordiana Oliv.), 系豆科

(Leguminosae)红豆属(Ormosia)乔木, 在我国主产

于广东、海南、广西及云南等地, 国外越南、缅

甸、泰国、孟加拉也有分布, 其茎、皮、根均可

入药(国家中医药管理局中华本草编委会2000), 有
研究表明肥荚红豆茎、叶提取的活性成分, 对人

体病原菌金黄色葡萄球菌具有较强的抑制作用, 
该活性成分能开发为新的抗生素(李国红等2008); 
再者, 肥荚红豆的纹理通直, 宜用于建筑业和制作

高档家具, 具有较高经济价值和极大开发潜力。

海南已将肥荚红豆列入其本土特有植物名录中, 

加以保护开发(Francisco-Ortega等2010)。目前, 肥
荚红豆的市场需求旺盛, 但由于野生资源数量有

限及缺乏高效繁殖方法而严重制约了肥荚红豆的

开发应用。云南省易门县林业局相关研究显示, 
肥荚红豆种子室外萌发, 其萌发率不到10%, 枝条

扦插生根率低且成苗周期长。在此背景下, 肥荚

红豆种源快速高效繁殖方法的研发是其产业发展

的迫切需要。迄今为止, 国内外尚无肥荚红豆繁
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殖技术正式的研究报道。与常规繁殖方法相比, 
植物组织培养在木本植物快速繁殖和规模化生产

上更具有优势(Thorpe等1991)。本研究以肥荚红

豆种子为试验试材, 无菌诱导其植株再生, 建立组

培快繁技术体系, 以期实现肥荚红豆种源的高效

繁殖, 有效促进肥荚红豆组培规模化育苗技术的

成熟与推广应用, 以推动其产业化开发应用。

材料与方法

1  试验材料

本试验所用材料来源于云南省易门县龙泉国

家森林公园, 为前一年收获的肥荚红豆种子。

2  方法

2.1  种子消毒与预处理

选择饱满无破损和虫眼的肥荚红豆种子, 用
洗衣粉水震荡清洗后, 再用流水冲洗约10 min。在

超净工作台上先用75%酒精浸泡30 s, 无菌水冲洗

1遍后, 再用0.12%氯化汞溶液消毒15 min, 无菌水

清洗3遍后 ,  放入无菌的NaOH溶液中浸泡1 h, 
NaOH溶液设置0、5%、10%和15%四个浓度梯度

(王令霞等1998; 赵沛基等2003; 李志英等2007; 陶
茸等2011; Husain等2011), 最后用无菌水冲洗3遍。

种子消毒和预处理完成之后, 剥去种皮, 接种

于MS培养基上(不添加任何植物生长调节剂), 以
筛选适宜的种子预处理方法。

2.2  种子萌发培养基的筛选

采用2.1中筛选出来的适宜的种子预处理方

法, 消毒和处理种子后, 剥去其种皮, 接种于下列

培养基中: (1) MS, (2) MS+6-BA 0.5+NAA 0.1, (3) 
MS+6-BA 1.0+NAA 0.1, (4) Read, (5) Read+6-BA 
0.5+NAA 0.1, (6) Read+6-BA 1.0+NAA 0.1, 其中激

素浓度单位为mg·L-1, 下文同此。观察种子萌发生

长情况, 筛选适宜的种子萌发培养基。

2.3  继代培养基的筛选

将种子萌发诱导出来高约3~4 cm的小苗从豆

瓣上切下, 从中间分成上下两段分别接种到增殖

培养基中, 50 d后观察统计其增殖率和生长情况。

增殖培养基配方, 基本培养基为MS和Read (Econo-
mous和Read 1984), 使用6-BA、KT和NAA三种激

素组合, 其中6-BA浓度为0.5、1.0和1.5 mg·L-1, KT
浓度为0和0.1 mg·L-1, NAA浓度为0.1 mg·L-1

不变。

每个处理接种5瓶(即5个重复), 每瓶4棵。

2.4  生根培养基的筛选

切取生长健壮, 高3~4 cm的芽接种到生根培

养基中。生根培养基以Read为基本培养基, 附加

IAA, 浓度分别为0.5、1.0和1.5 mg·L-1
。每处理接

种10瓶, 每瓶15棵。30 d后以生根率、长根数为指

标观察记录生根情况。

2.5  炼苗与移栽

待再生植株生长健壮, 生根整齐, 长至5~7 cm
高时, 将培养瓶移到大棚内, 覆盖遮光率为50%的

遮阳网, 温度控制在20~30 ℃, 5~7 d后揭去遮阳网

和瓶膜, 取出生根苗, 洗去根部培养基, 放入0.1%
的多菌灵溶液中浸泡5 min。之后小心移栽到经过

消毒处理的基质中。在湿度为60%~70%, 温度为

20~30 ℃的大棚中培养1~2个月。小苗长出新叶

后, 移入普通大棚进行常规管理。以上所用基质

为腐叶土、红土和珍珠岩按3:1:1的比例混合, 并
采用甲基托布津800倍液淋洒消毒。

2.6  室内培养条件

试验中各阶段培养条件均为: 培养温度(23±2) 
℃; 光照强度25 μmol·m-2·s-1, 光照时间12 h·d-1

。培

养基中添加蔗糖30 g·L-1, 琼脂6.5 g·L-1, pH值5.6。
2.7  数据处理分析

数据使用SPSS18.0软件分析, 采用邓肯法在

0.05水平进行差异显著性检验。

实验结果

1  种子预处理效果

肥荚红豆种子表面较干净, 易于消毒。本研究

采用材料与方法2.1中的种子消毒方法可将外植体

污染率控制在10%以内。但其种皮坚硬, 不利于种

子萌发, 需对其进行预处理以促进萌发。肥荚红豆

种子用不同浓度NaOH溶液处理的效果见表1。从

试验结果可知, NaOH溶液浸泡可软化肥荚红豆种

皮, 并促进其种子萌发。随NaOH溶液浓度增加, 软
化效果越好, 但若浓度过高, 易对种子造成伤害, 甚
至死亡。浸泡种子的适宜NaOH溶液浓度为5%~10%, 
种皮易于剥离, 种子萌发早, 且萌发率高, 达94.7%。

2  种子萌发诱导

种子经消毒和处理后, 放入萌发培养基, 3~4 d
豆瓣裂开, 并慢慢转绿, 最早的7 d后开始萌发并长

出较粗的根(图1-A)。培养20 d后, 统计其在不同

培养基中的萌发生长情况(表2)。在所试验的6种
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表1  不同浓度NaOH溶液处理对种子萌发的影响

Table 1  Affect of NaOH solution of different concentrations on seed germination

 NaOH浓度/%  种子数/粒   萌发数/粒    萌发率/%    死亡数/粒    死亡率/%	                                    种子萌发情况

  0	 16	   4	 25.0	 0	   0	 种皮坚硬, 几乎不能剥离, 豆瓣多不裂开, 阻碍种子萌发

  5	 19	 18	 94.7	 1	   5.3	 种皮软化, 易剥离, 3~4 d豆瓣裂开, 9 d后种子萌发

10	 19	 18	 94.7	 1	   5.3	 种皮软化, 易剥离, 3~4 d豆瓣裂开, 10 d后种子萌发

15	 20	 14	 70.0	 6	 30.0	 种皮软化, 十分易于剥离, 2~3 d豆瓣裂开, 14 d后种子萌发

　　污染种子不计入不同浓度NaOH溶液处理效果比较。萌发率=萌发数/种子数×100%, 死亡率=死亡数/种子数×100%。

图1  肥荚红豆种子无菌诱导植株再生

Fig.1  Plant regeneration of Ormosia fordiana Oliv. through seed asptic germination
A: 诱导7 d后, 种子萌发; B: 小苗上段增殖情况; C: 小苗下段增殖情况; D: 7号培养基中, 增殖苗生长健壮、舒展; E: 10~12号培养基中, 

增殖苗矮小, 枝叶不舒展; F: 瓶内生根情况; G、H: 炼苗成活, 长出新根。
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培养基中, 除不添加任何激素的MS和Read培养基

中种子萌发率稍低外, 其余培养基中种子萌发率

均较高, 几乎为100%, 且种子萌发率差异很小, 各
培养基对肥荚红豆种子萌发的影响主要表现在萌

发时间、整齐度、长势方面: 添加细胞分裂素的

培养基中, 种子萌发较早, 萌发率高, 萌发的时间

整齐; 细胞分裂素浓度较高的培养基中, 常出现玻

璃化现象, 且植株、叶片不舒展。可见最适宜于

肥荚红豆种子萌发的培养基为MS (Read)+6-BA 
0.5+NAA 0.1, 萌发时间最早, 萌发率最高, 且萌发

整齐, 小苗生长正常、健壮。

3  继代增殖培养

种子萌发长出的小苗, 切成上下两段分开接

种到不同的培养基中, 10 d后, 茎段基部长出白色

松软愈伤组织, 之后在靠近茎基部的愈伤组织上

分化出不定芽(图1-B、C)。培养50 d后观察发现

各处理间差异较大。以增殖数为指标, 进行方差

分析(表3)。从试验结果看, 不管以小苗上部还是

下部为增殖母体, 其增殖数随培养基变化的趋势

一致。即1~6号, 以MS为基本培养基的组合中, 不
论激素配比如何, 增殖率均较低; 而7~12号, 以
Read为基本培养基的组合中, 增殖率则显著高于

1~6号培养基, 其中不同激素组合的增殖数又有显

著差异, 添加KT的培养基增殖数显著高于不添加

的, 以Read+6-BA 1.0~1.5+KT 0.1+NAA 0.1 增殖数

最高, 达每瓶23个以上。

从继代增殖培养的长势来看: 随培养时间增

长, 1~6号培养基中的增殖母体叶片变黄枯萎, 最
后大部分整株死亡, 在死亡母体基部有1~2个零星

增殖的不定芽。可见MS基本培养基不适宜于肥荚

红豆的继代增殖培养, 这也是导致1~6号培养基中, 
母体增殖率极低的主要原因。7~12号培养基中, 
不同激素配比, 植株长势也表现出明显差异。在

不添加KT的7~9号培养基中, 增殖数稍低, 但叶片

表2  不同培养基中种子萌发生长情况

Table 2  The germination and growth performance of the seeds on different medium

培养基      接种数/粒           萌发数/粒            萌发率/%           萌发时间/d	       萌发整齐度                    长势

1	 30	 25	   83.3	 10	 不整齐 长势弱、叶色淡

2	 30	 30	 100	 8	 整齐 长势健壮

3	 30	 29	   96.7	 7	 不整齐 植株不伸展、部分玻璃化

4	 30	 26	   86.7	 9	 不整齐 长势弱

5	 30	 30	 100	 7	 整齐 长势健壮

6	 30	 30	 100	 7	 不整齐 植株不伸展、部分玻璃化

表3  不同培养基对肥荚红豆继代增殖的影响

Table 3  Effect of different medium on Ormosia fordiana Oliv. multiplication 

编号      基本培养基  
                                       激素浓度/mg·L-1	                                                                                                               

增殖数/个  

                                                                   6-BA	           KT	                      NAA  	                          上部                                      下部

  1	 MS	 0.5	 0	 0.1	   1.20±0.447ef	   2.00±0.707ef

  2	 MS	 1.0	 0	 0.1	   0.60±0.548f	   1.60±0.894ef

  3	 MS	 1.5	 0	 0.1	   2.00±0.707e	   1.20±0.447f

  4	 MS	 0.5	 0.1	 0.1	   1.40±1.140ef	   2.00±0.000ef

  5	 MS	 1.0	 0.1	 0.1	   1.00±0.000ef	   2.40±0.548ef

  6	 MS	 1.5	 0.1	 0.1	   1.80±1.095ef	   2.80±0.447e

  7	 Read	 0.5	 0	 0.1	   6.00±1.000d	 10.08±1.304d

  8	 Read	 1.0	 0	 0.1	 14.60±0.894bc	 18.40±1.517b

  9	 Read	 1.5	 0	 0.1	 15.80±1.304b	 18.60±1.817b

10	 Read	 0.5	 0.1	 0.1	 13.40±1.517c	 16.60±1.673c

11	 Read	 1.0	 0.1	 0.1	 23.00±1.414a	 26.40±1.517a

12	 Read	 1.5	 0.1	 0.1	 23.60±1.517a	 27.60±1.949a

　　增殖数指除增殖母体以外的丛生芽数, 以瓶为单位计。同一列中标有不同字母表示处理间在0.05水平存在显著性差异, 表4同。
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表4  不同浓度IAA对肥荚红豆生根的影响

Table 4  Effect of different IAA concentrations on Ormosia fordiana Oliv. rooting

IAA浓度/ mg·L-1 	      
生根率/%	 生根量/根·株-1	                                        

其他

0	        0±0d	          0±0d	 —
0.5	 64.51±1.894c	 1.84±0.232c	 10 d后开始生根, 长根不整齐

1.0	 90.54±1.636a	 3.73±0.164a	 7 d开始生根, 20 d根长得较整齐

1.5	 79.77±1.193b	 2.57±0.164b	 7 d开始生根, 长根不整齐

舒展, 植株健壮, 尤其是细胞分裂素6-BA较低的7
号培养基(图1-D); 添加KT的10~12号培养基, 增殖

数较高, 但增殖的不定芽较矮小, 叶片及植株不舒

展(图1-E)。说明KT适宜于诱导肥荚红豆增殖, 而
较低浓度的6-BA适宜于壮苗, 最佳壮苗培养基为

Read+6-BA 0~0.5+NAA 0.1。
4  生根培养

根据继代增殖培养的试验结果, 以Read为基

本培养基进行生根培养。不同浓度IAA对生根率

及生根量的影响试验结果见表4。对生根率及生

根量两个指标分别进行方差分析, 各处理间存在

显著差异。适宜的肥荚红豆生根培养基配方为

Read+IAA 1.0, 生根率和生根量最高 ,  分别为

90.54%, 3.73根·株-1, 培养7 d后就可见有根发生, 20 
d后根可长整齐, 30 d后待植株生长健壮, 长到5~7 
cm高时即可出苗(图1-F)。

5  炼苗与移栽

炼苗是组培苗移栽到土壤之前的一个关键步

骤。组培苗从异养过渡到自养状态, 移栽管护难

度较大, 需调节平衡好外界环境与再生苗之间的

关系。按照材料与方法2.5中的方法, 进行肥荚红

豆组培苗炼苗与移栽 ,  成活率可达70%以上(图
1-G、H), 成活植株长势一致, 观察无表型变异。

    讨　　论

本试验中主要采用的2种基本培养基: MS和
Read, 前者的主要特点是无机盐浓度高, 特别是硝

酸盐、钾离子和氨离子含量丰富; 而后者是一种

低盐浓度培养基。陈正华(1986)总结了97种木本

植物的快繁培养基, 发现有70种植物的芽诱导采

用了MS及修改的高盐培养基。孙晓敏等(2012)等
在光皮桦茎段再生植株研究中也指出MS培养基在

腋芽诱导方面要优于低盐浓度的WPM培养基和

1/2MS培养基。而在本研究中从萌发时间, 萌发整

齐度及萌发率三个方面看, 两种类型基本培养基

对肥荚红豆种子的萌发影响差异不大。而在历时

50 d的增殖培养过程中, 两种类型基本培养基对肥

荚红豆增殖苗的生长表现出了显著的差异, MS培
养基明显不适宜于肥荚红豆再生植株生长。故作

者认为, MS培养基对有些植物, 尤其是木本植物的

毒害作用是一个长期积累, 慢慢表现的过程。在

初始的诱导阶段, 由于诱导过程所需时间常较短, 
这种作用往往还不表现出来, 随时间增长, 开始影

响植物生长甚至死亡。所以对盐浓度敏感的植物, 
在时间较短的诱导阶段, 对基本培养基的选择不

甚严格, 但在培养时间较长的增殖阶段, 就须严格

根据需要选择基本培养基。

从试验结果来看肥荚红豆高频植株再生体系

的建立关键在于掌握和控制好植物激素的合理配

比。调节激素种类和组合则是获得高效再生植株

的重要手段(翟彦等2011)。由于激素的积累作用, 
能有效诱导植物产生芽或促进嫩茎增殖, 所需激

素的种类和浓度在不同培养阶段有所不同(李浚明

2003)。激动素KT的主要生理作用是促进细胞分

化、分裂及生长, 诱导愈伤组织长芽。本试验中, 
KT与6-BA配合使用较单独使用6-BA显著提高了

丛芽增殖率, 但却不利于丛芽进一步生长发育, 即
使培养较长一段时间, 增殖丛芽仍不能舒展枝叶, 
而无法达到下一步生根的要求。从增殖培养的试

验结果可知, 在不添加KT, 且6-BA浓度较低的培

养基中, 植株生长健壮, 枝叶舒展。故在肥荚红豆

增殖培养之后, 需在附加较低浓度6-BA的培养基

中壮苗培养, 以利于下一步的生根培养。

本试验通过种子萌发、增殖、壮苗、生根培

养的系统研究, 建立肥荚红豆种子无菌诱导植株

再生体系, 实现肥荚红豆的快速繁殖, 为肥荚红豆
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种苗的规模化生产提供技术支持, 有利于促进肥

荚红豆产业的深度开发。
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