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美国红枫‘秋火焰’组培初代筛选及
增殖培养技术优化

王宏霞
(大庆油田生态环境管护公司,黑龙江 大庆１６３４１１)

摘要:为促进耐寒美国红枫工厂化繁殖,试验采用引种驯化１０年的耐寒美国红枫“秋火焰”(Acerrubrum
‘AutumnBlaze’),探索植物生长调节剂配比、抑菌剂处理、培养基pH、采集时间对初代培养过程腋芽诱导的

影响,以及茎段接种方式及不同光照强度对增殖培养的影响,并利用腋芽茎段外植体进行初代和继代增殖培

养.结果表明,适宜初代培养的培养基为改良 MS＋６ＧBA１．０mg􀅰L－１＋IBA０．２mg􀅰L－１;在浓度为２０mg􀅰L－１

的益培灵处理下,腋芽茎节生长更为适宜.以改良后的 MS培养基在pH 为６．０时最适宜;在６月初进行外

植体的采集时美国红枫增殖系数最大,长势较好;在继代增殖时采用切茎段接种方式处理最佳,美国红枫在１６００lx
光照强度下的LED光增殖效果最佳,生长速度快.
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　　美国红枫发源于美国东北部,具有较强的适

应性、耐寒、耐旱、耐湿、对土壤营养要求低、耐瘠、
适应性强等特点,可作为绿化树种进行污染防治.
是最具代表性的彩叶树种之一,也是可作为行道

树的彩叶树种[１].近年引种栽培美国红枫较多,
其适应性强、品质优良,尤以北方地区栽培最多.
曾在全国引起广泛关注,被认为是辽宁省乃至华

北地区城市绿化的最佳树种.美国红枫多代扦插

易变异、性能差、种性退化[２Ｇ５],使国内红枫培育繁

殖受到诸多挑战.美国红枫用种子繁殖的树苗性

状不是很稳定,在繁殖过程中由于基因重组或可

能发生变异,在正常变色的情况下,叶子可能不会

变色[６].钟家骥[７]通过组织培养美国红枫休眠

芽,形成小植株,但没有增殖生根,移栽不成功,植
物组织培养技术能实现美国红枫的快速繁殖,短
时间内获得幼苗,也能保证品种的纯正.李莹

等[８]在美国红枫外植体选择和启动培养研究中,
以当年实生苗为外植体时的污染率和褐化率较

低,成活率较高.对于美国红枫组织培养的相关

研究和生长条件的研究进程,以及生理生化变化

等问题,国内外都还有很长的路要走[９Ｇ１２].因此,
将美国红枫的种苗通过组织培育技术高效供给,

并应用于市场需求具有重要意义[１３Ｇ１６].为进一

步丰富大庆市彩叶树种品种,培养抗寒性强、越冬

能力强的树种,提高当地园林绿化树木的多样性.
大庆油田生态环境管护公司,从大连、丹东、青岛

等地引进美国红枫并进行引种驯化,经过对美国

红枫十年的耐寒能力观察,筛选出适合大庆本地

生长的耐寒美国红枫.本试验以美国红枫驯化后

的耐寒红枫“秋火焰”为试验材料,在美国红枫离

体增殖培养过程中,由于不同的处理对其离体诱

导有不同的影响,通过研究不同处理对美国红枫

离体初代腋芽诱导和继代增殖培养的影响,探讨

不同处理因素对美国红枫的影响,从而建立以组

织培养为育种方式的耐寒美国红枫繁育体系,以
期为耐寒红枫快速繁殖苗木提供技术保障,为稳

定生产绿化苗木提供技术保障,为耐寒美国红枫

工厂化繁殖提供理论和技术支撑.

１　材料与方法

１．１　‘秋火焰’外植体取材及消毒处理

在２０１９年６月上旬选择晴好天气,在驯化好

的植株上选择无病虫害的半木质化的枝条,剪去叶

片,剪成每节带１~２个腋芽的３~５cm的茎节,将
红枫枝干表面在流水下冲洗干净,再放入盛有１L
水的烧杯内,杯口用纱布盖住,流水下冲刷３０min,
然后放入无菌瓶中,消毒剂处理采用５％次氯酸钠

８min,７０％酒精４０s组合方式,无菌水冲洗３遍.
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１．２　植物生长调节剂对外植体初代培养的影响

处理后的外植体切除表面伤口部分,形成新鲜

的切口.芽下端留１．５cm,上端留０．５cm,将处理

过的茎段垂直插入培养基中.基本培养基为改良

的 MS培养基(每升添加３０g蔗糖,５．３g琼脂),分
别加入不同浓度的６ＧBA(０．５,１．０和２．０mg􀅰L－１)
和IBA(０．０５,０．１０和０．２０mg􀅰L－１).共设计９个组

合,每个处理３０小瓶,每小瓶１个外植体,３次重

复.对接种后的外植体观察和记录３０d内腋芽

诱导情况.

１．３　抑菌剂处理对‘秋火焰’茎段污染的影响

消毒后的腋芽茎段,接种于添加不同浓度益培灵

(０,１０,２０,３０mg􀅰L－１)的改良MS＋６ＧBA１．０mg􀅰L－１＋
IBA０．２mg􀅰L－１培养基(蔗糖添加３０g􀅰L－１,
琼脂５．３g􀅰L－１),进行初代培养,每个处理接种

３０瓶,每瓶１个外植体,３次重复.接种后观察并

统计外植体的污染及存活情况.

１．４　不同pH对‘秋火焰’茎段存活率的影响

以美国红枫腋芽茎段为材料,以改良 MS＋
６ＧBA１．０mg􀅰L－１＋IBA０．２mg􀅰L－１为培养基

(蔗糖添加３０g􀅰L－１,琼脂５．３g􀅰L－１),设计培养

基pH 分别为５．４,５．６,５．８,６􀆰０和６．２共５个处

理,每个处理接种３０瓶,每瓶１个外植体,３次重

复.接种后观察并统计外植体的生长情况.

１．５　不同采集时间对‘秋火焰’茎段诱导的影响

分别取不同时期(４月下旬、５月上旬、５月下

旬、６月上旬、６月下旬、７月中旬、８月中旬)腋芽

茎段外植体,以改良 MS＋６ＧBA１．０mg􀅰L－１＋
IBA０．２mg􀅰L－１为培养基(蔗糖添加３０g􀅰L－１,
琼脂５g􀅰L－１,pH 为６．０)进行培养.每种处理接

种３０瓶,每瓶１个外植体,３次重复,接种后观察

并统计３０d内外植体的污染及存活情况.

１．６　不同接种方式对‘秋火焰’增殖培养的影响

在组织培养过程中,初代培养苗茎基部会分

生出一些小芽,每个小芽向上会继续发育出叶片

和茎段.继代接种过程中选择纵向切茎段接种和

分离基生芽两种方式,以前期试验生长较好的改良

MS＋CPPU０．４mg􀅰L－１＋６ＧBA０．１mg􀅰L－１＋IBA
０．１mg􀅰L－１为培养基(蔗糖添加３０g􀅰L－１,琼 脂

５g􀅰L－１,pH 为 ６．０)进行培养,每个处理接种

１０瓶,每瓶３个外植体,３次重复,统计增殖及生

长情况.

１．７　不同光照强度对‘秋火焰’增殖培养的影响

增殖培养基为改良 MS＋CPPU０．４mg􀅰L－１＋
６ＧBA０．１mg􀅰L－１＋IBA０．１mg􀅰L－１(蔗糖添加

３０g􀅰L－１,琼脂５．３g􀅰L－１),设置３种光照处理,
光照条件分别为１３００,１６００和２０００lx.每个处理

放置２０瓶,每瓶３个组培苗,３次重复,定期观察组

培苗生长情况.

１．８　数据分析

试验所得数据采用Excel２０１９软件,进行数

据分析和图表的制作,利用SPSS２１．０数据处理

软件进行统计分析和差异显著性分析.

２　结果与分析

２．１　植物生长调节剂对‘秋火焰’外植体初代培

养的影响

　　在初代人工培养中以经过改良后的 MS作为

基础培养基进行培养,添加６ＧBA 和IBA 两种新

型植物生长调控剂进行初代人工培养,测量指标

如表１所示.结果表明在初代培养时６ＧBA 浓度

的高低对腋芽诱导的影响高于IBA 浓度高低对

叶芽诱导的影响,最适宜美国红枫初代培养的培养基

为改良的 MS＋６ＧBA１．０mg􀅰L－１＋IBA０．２０mg􀅰L－１

腋芽诱导率高,达８９．１７％.

表１　植物生长调节剂对‘秋火焰’外植体初代培养的影响

处理
６ＧBA/

(mg􀅰L－１)
IBA/

(mg􀅰L－１)
腋芽诱导率/％

１ ０．５ ０．０５ ６２．５０±７．５０e

２ ０．５ ０．１０ ６５．００±２．５０de

３ ０．５ ０．２０ ７２．５０±６．６１cd

４ １．０ ０．０５ ８５．００±５．００ab

５ １．０ ０．１０ ８５．８３±３．８２ab

６ １．０ ０．２０ ８９．１７±３．８２a

７ ２．０ ０．０５ ８１．６７±３．８２abc

８ ２．０ ０．１０ ８０．８３±８．０４abc

９ ２．０ ０．２０ ７７．５０±５．００bc

　　注:不同小写表示处理间在P＜０．０５水平差异显著.下同.

２．２　抑菌剂处理对‘秋火焰’茎段污染的影响

由表２可知,美国红枫的茎段污染受不同浓

度抑菌剂处理的变化规律基本相同,但在不同浓

度的抑菌剂处理结果中存在差异.后期取样发

现,喷施益培灵对美国红枫茎段污染率有不同程
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度的降低.随着益培灵处理浓度的增加,美国红

枫的接种３０d存活率呈现先升高后下降趋势.
因此,２０mg􀅰L－１益培灵处理美国红枫茎段时,平
均存活率最高,且与对照处理差异显著.相比０
和１０mg􀅰L－１益培灵抑菌剂处理美国红枫茎段

时,２０mg􀅰L－１益培灵抑菌剂处理平均存活率分

别增加６．３２百分点和２．７８百分点;３０mg􀅰L－１

益培灵抑菌剂处理美国红枫茎段时,平均存活率

较２０mg􀅰L－１益培灵抑菌剂处理降低４􀆰０１百分

点.而且,２０mg􀅰L－１益培灵抑菌剂更适合美国

红枫的生长,可以有效降低污染率,污染率仅有

２４．５２％.

表２　抑菌剂处理对‘秋火焰’茎段污染率和

存活率的影响

处理

益培灵

浓度/

(mg􀅰L－１)

接种１０d

死亡率/％

接种２０d

污染率/％

接种３０d

存活率/％

１ ０ ２８．６４±３．３７a ３３．４５±３．１８a ５７．８２±４．２１b

２ １０ ２４．３５±１．７１ab ２６．３５±２．５５bc ６１．３６±２．１１ab

３ ２０ ２２．５６±０．５２b ２４．５２±１．１９c ６４．１４±１．３２a

４ ３０ ２５．１９±２．０９ab ３０．１４±１．６６ab ６０．１３±０．８４ab

２．３　不同采集时间对‘秋火焰’茎段诱导的影响

由表３可知,美国红枫的茎段诱导受不同采

集时间影响的变化规律基本相同,但在不同采集

时间处理结果中存在差异.６月上旬取样对美国

红枫茎段存活率最高.不同取样时间处理美国红

枫茎段,平均存活率呈先上升后下降的变化趋势.
经过试验得出,６月上旬最适合美国红枫生长,该
处理的取样时期只与取样时期为５月下旬处理组

合差异不显著,与其他取样时期的处理组合差异

显著.

２．４　不同pH对‘秋火焰’茎段存活率的影响

以改良 MS为基本培养基,调节培养基的

pH.由表４可知,美国红枫的茎段存活率受不同

pH 的影响变化规律基本相同,但也存在差异.

pH 接近６．０时,对美国红枫茎段诱导最为明显.
由试验结果可知,不同pH 处理美国红枫茎段时,
存活率呈先上升后下降的变化趋势.pH 为６．０
处理,存活率最高,与pH６．２时差异不显著,与其

他处理组合差异显著;相比pH 为５．４处理,存活

率增加１０．１５％;pH 为６．２时,存活率较pH 为

６．０处理降低２．４７％.因此,pH 为６．０时最适

合美国红枫生长,其效果最为明显.

表３　不同采集时间对‘秋火焰’茎段诱导的影响

处理 取样时期 种瓶数/个 死亡率/％ 污染率/％ 存活率/％

１ ４月下旬 ３０ ８．２３±０．８８a ４５．００±３．７４b ４６．７７±１．７４e

２ ５月上旬 ３０ ７．９６±１．２９ab ３９．０６±３．６１cd ５２．９８±２．０３cd

３ ５月下旬 ３０ ６．６６±１．０７abc ３４．３８±１．２４de ５９．２８±２．２８ab

４ ６月上旬 ３０ ５．８７±０．１７bc ３２．０５±０．３４e ６２．０８±０．２２a

５ ６月下旬 ３０ ５．７３±０．９６c ３７．２９±１．７４cde ５６．９８±２．８３bc

６ ７月中旬 ３０ ６．８２±１．０３abc ４２．３７±２．５４bc ５０．８１±１．５５de

９ ８月中旬 ３０ ８．１２±０．７８a ５４．６６±２．２６a ３７．２２±３．６１f

表４　不同pH对‘秋火焰’茎段存活率的影响

处理 pH 接种瓶数/个 死亡率/％ 污染率/％ 存活率/％

１ ５．４ ３０ １０．９６±１．７０a ３１．７８±１．０６b ５７．２６±１．６２a

２ ５．６ ３０ ６．４３±０．４８b ３５．２８±１．３４a ５８．２９±０．７２a

３ ５．８ ３０ ５．６４±１．２６b ３５．４９±１．４２a ５８．８７±２．３２a

４ ６．０ ３０ ５．７８±０．３４b ３１．１５±０．２１b ６３．０７±０．１７b

５ ６．２ ３０ ７．２３±０．７６b ３１．２６±１．６９b ６１．５１±２．９１b
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２．５　不同接种方式对‘秋火焰’增殖培养的影响

由表５可知,不同的接种方式处理对美国红

枫的叶片大小、颜色深浅、茎秆粗细和增殖系数的

影响存在差异.且增殖系数受接种方式的影响差

异显著.在美国红枫生长过程中,美国红枫的叶

片在切茎段接种下,增殖系数达到６．１２,长势较

好且叶片深绿,叶片较大,茎杆也比较粗,总体来

说,此接种方式状态下美国红枫长势较好.而对

于分离基生芽的处理来说,其增殖系数为３􀆰４６,
生长缓慢,且叶片长势不明显,叶片浅绿,叶片较

小,且茎杆相对来说比较细,整体来说,长势较弱,
多呈芽丛状态.

表５　不同接种方式对‘秋火焰’增殖培养的影响

处理 增殖系数 生长状态

切茎段接种 ６．１２±０．２１a 叶片深绿,较大,茎杆粗壮

分离基生芽 ３．４６±０．１３b 叶片浅绿,茎秆细,呈芽丛状态

２．６　不同光照强度对‘秋火焰’增殖培养的影响

由表６可知,相同处理时间下,不同的光照强

度下的处理能够影响美国红枫的株高、茎段数量、
茎粗、叶片数量等生理情况.当光照强度为１３００lx
时,美国红枫的平均株高为４．２４cm,随着光照强度

的增加,美国红枫的平均株高先升高后降低,在光

强为１６００lx时株高达到最大值４．５３cm.茎段

的数量与叶片数量在不同光照强度处理下的变化

与株高的变化相似,也是在１６００lx下达到最大

值,分别为３．０６和７．１２,二者变化均为先升高后

降低,差异不显著.美国红枫的茎粗的在光强为

１３００lx时达到最大值,为１．３８mm,但是与１６００lx
下的茎粗差值较小,不同处理间的茎粗和叶片数

量差异不显著.所以,综合各项数据,对美国红枫

增殖效果最佳的光照强度是１６００lx.

表６　不同光照强度对‘秋火焰’增殖培养的影响

光照强度/lx 平均株高/cm 茎段数量/个 茎粗/mm 叶片数量/个

１３００ ４．２４±０．０５b ２．８４±０．１３a １．３８±０．１０a ７．０２±０．０７a

１６００ ４．５３±０．０３a ３．０６±０．０８a １．３５±０．０５a ７．１２±０．１３a

２０００ ４．４３±０．０９ab ２．９５±０．０６a １．２５±０．０４a ６．８６±０．０６a

３　讨论

影响组织培养的重要因子之一是基本培养

基,该培养基中包括了外植体在土壤中生长过程

所必须的多种营养素和矿物质,是外植体的生存

和其发育的重要基础.体外培育的成功与否在很

大程度上取决于培养基的类型以及是液态还是固

态.有机和无机物质的含量因基质类型的不同而

不同,从而外植体对基质的反应也不相同.培养

基的基质应按照需要及其用途选择材料.通过张

娅婷等[１７]的研究结果可发现,改良１/２MS基本

培养基优于改良 MS培养基,改良 MS培养基中

无机离子浓度相对更高,对细胞分化有一定抑制.
本研究使用的改良 MS培养基含有完整的微量营

养素、钾盐、铁盐和硝酸盐.试验结果表明在初代

和继代壮苗培养中,改良 MS培养基更有利于木

本‘秋火焰’腋芽发育及扩繁培养.本研究发现在

低浓度范围内,IBA 随浓度提高能促进美国红枫

腋芽发育的启动,对芽的增殖和伸长都有显著作

用;６ＧBA浓度过高则产生较多愈伤组织对芽的启

动、增殖及伸长不利.除培养基成分因素之外,光
照时间、pH 等环境因素也是影响木本植物组织

培养的重要变量.光照时间是限制木本植物繁殖

的关键因素之一.光照时间会影响美国红枫腋芽

茎段的生长,每天光照１４h有助于幼茎生长.试

验中发现,光照时间为１４h时,最适合茎段生长.
研究结果与李锦宇[６]等的结果有偏差,主要是由

于生长周期,周围环境有细微差异.pH 为６．０
时,对采集的茎段消毒效果最好,污染率和死亡率

都较低,存活率较高.当植物组织培养环境的

pH 在５．４~５．８之间或高于６．０时,对环境造成

一定的损伤,导致茎段的存活率较低,死亡率较

高.所以,茎段在过酸或者过碱环境下生长,对茎
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段的影响明显,污染率上升,植株开始损伤,组织

培养的存活率也会降低.试验中配制的培养基

pH 为６．０左右时,植株生长健壮.外植体消毒

后不同时期采集的茎段污染率、死亡率和成活率

也不同.６月中旬采集的茎段消毒效果好,污染

率和死亡率低,存活率高,达到６２．０８％,这时植

株开始进入生长旺盛期,茎段带菌少,因此效果最

佳.伴随着茎段采集时间延长,７月至８月采集

的茎段存活率逐渐降低.综上所述,茎段在自然

环境中暴露的时间越长,带菌量就越多,污染率上

升,植株开始木质化,组织培养的存活率会随之降

低.不同地域受腋芽茎段的取材时间和季节变化

的影响,在生长季,幼芽茎段更容易建立无菌体系,
春夏季取材比秋冬季取材更容易灭菌,秋冬季取材

难以存活,阴雨天取材容易导致培养失败[１８].
美国红枫的继代增殖可以通过诱导腋芽萌

发,腋芽再增殖成为从生芽.在腋芽增殖方式上

可以分为两种,纵向发生型和横向发生型.纵向

发生型是腋芽萌发后随着抽茎展叶,组培苗发育

到一定高度后,进行切断处理,接种到继代培养基

中,诱导腋芽萌发增殖.横向发生型是在腋芽基

部分化出丛生芽后进行切割,形成单芽接种到继

代增殖培养基中进行增殖培养[１９].接种方式对

组培苗生长发育也有一定影响[２０].本试验采用

的增殖方式为纵向发生型,待植株长到一定高度

时,选取３cm长的带顶芽的茎段,保留叶片进行

继代增殖培养.再看接种方式对增殖系数的影

响,两种接种方式下的美国红枫增殖系数差异显

著,并且生长状态也有一系列的差别,两种接种方

式的结果差异较显著,切茎段接种下的处理,美国

红枫增殖较多,长势较好.该试验表明,不同激素

处理对美国红枫增殖系数的影响存在差异,不同

的接种方式对美国红枫增殖影响较显著,在以后

的培养过程中,切茎段接种带来的效益最大,并且

该接种方式下的美国红枫生长状态更加良好.这

与李立[２１]在美国红枫繁育栽培文章中的茎段的

分化能力高于休眠芽结论一致.其茎段的启动培

养中,诱导率最高为９５．６％,而休眠芽诱导率只

有６４．４％.其中,休眠芽萌发的带芽茎段的增殖

系数高于茎段分化的带芽茎段[２１].美国红枫株

高增长量、茎段数量增长量、茎粗、叶片数量都是

可以衡量植物生长发育是否健康的非常重要的指

标.该试验研究表明,不同光照强度对增殖培养的

影响下,在相同光照强度下,株高生长为１６００lx＞
１３００lx＞２０００lx.在３种不同光照条件下,各
处理株高差异显著.随光照强度的降低,株高生

长受抑制,但１６００lx光照强度处理的株高比

２０００lx高０．１０cm.１６００lx光照强度的株高比

１３００lx高０．２９cm.在整个红枫幼苗生长期内,
同一光照强度下不同时期的株高生长量也不同.
光照强度在植物生长和形态发生中起着重要的作

用.从本试验结果来看,光照强度显著促进了红

枫幼苗的生长.在强光条件下,幼苗的株高、茎
数、茎粗和叶片数最大,且均随光照减弱而减

少[２２].其中株高、茎段数量、茎粗、叶片数量在

１６００lx下达到最高,高于其他光照强度处理,说
明光照过强能抑制美国红枫幼苗的生长,适当的

光照环境下,更有利于美国红枫幼苗的株高、茎
段、茎粗、叶片的生长.

４　结论

美国红枫‘秋火焰’组培初代及增殖最佳培养

条件为６月初采集外植体,采用改良 MS培养基＋
６ＧBA１．０mg􀅰L－１＋IBA０．２mg􀅰L－１＋益培灵

２０mg􀅰L－１,pH６．０,LED光照强度１６００lx.
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OptimizationoftheInitialScreeningandProliferationCulture
TechnologyforTissueCultureoftheAmerican

RedMaple AutumnBlaze

WANGHongxia
(HeilongjiangDaqingOilfieldEcologicalEnvironmentManagementCompany,Daqing１６３４１１,China)

Abstract:InordertopromotetheindustrializedpropagationofcoldＧresistantAmericanredmaple,atenＧyear

domesticatedcoldＧresistantAcerrubrum AutumnBlaze wasusedintheexperimenttoexploretheeffectsof

plantgrowthregulators,bacteriostaticagents,mediumpH,andcollectiontimeontheinductionofaxillary
budsintheprimarycultureprocess,aswellastheeffectsofstemsegmentinoculationmethodsanddifferent

lightintensitiesonproliferationculture．Theprimaryandsubcultureproliferationculturewerecarriedout

usingaxillarybudstem explants．Theresultsshowedthatthesuitable mediumforprimaryculture was

modifiedMS＋６ＧBA１．０mg􀅰L－１ ＋IBA０．２mg􀅰L－１;Underthetreatmentof２０mg􀅰L－１ Yipeiling,the

growthofaxillarybudstemnodeswasmoresuitable．ThemodifiedMSmediumwasmostsuitableatpH６．０;

theAmericanredmaplehadthehighestproliferationcoefficientandbettergrowthwhentheexplantswere

collectedinearlyJune;Thestemcuttingmethodwasthebestforsubcultureproliferation,andtheAmerican

redmaplehadthebestLEDlightproliferationeffectatalightintensityof１６００lx,withafastgrowthrate．

Keywords:Acerrubrum;AutumnBlaze;primaryculture;cultureofproliferation
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