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生长素与细胞分裂素单独或组合使用对
红丝青叶组培苗生长的影响

郭雅宁,赵震扬,梁梦婷,王 梅,郭智勇,管连庆,马雯雯,孙验玲
(青岛农业大学 海洋科学与工程学院,山东 青岛266237)

摘要:为探究生长素和细胞分裂素对水生植物组培苗的作用规律,研究了生长素(IAA、IBA和2,4-D)与细胞

分裂素(6-KT)对典型水生观赏植物红丝青叶(Hygrophilapolysperma)的影响。结果表明,组培培养基中单

独添加不同浓度梯度的IAA、IBA、2,4-D或6-KT,组培苗在各种激素处理下,随着浓度的升高,均表现出先促

进后抑制的表型,其中IAA组表现显著,因此进一步研究IAA与6-KT的组合使用对组培苗的影响。组合添

加IAA与6-KT处理18d后,随着处理浓度的升高,整体有促进组培苗生长的趋势,其中1.0μg·μL-1IAA+
1.0μg·μL-16-KT的处理效果最好,但随着6-KT浓度的升高,组培苗的叶片更为膨大。组培苗在培养瓶中

继续生长67d后,较高浓度的IAA+6-KT组合的叶片出现卷曲,底部变焦枯。其中1.0~2.0μg·μL-1IAA+
2.0μg·μL-16-KT组合使其组培苗分孽较多,叶片较大,特别是2.0μg·μL-1IAA+2.0μg·μL-16-KT的处理,
进一步检测叶片的可溶性物质含量,发现该组合叶片的丙二醛含量较高,脯氨酸含量较低。综上可知,植物

激素在红丝青叶的组织培养中应用浓度不宜过高,1.0μg·μL-1IAA+1.0μg·μL-16-KT组合短期处理效果

最适宜。
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  水生植物拥有庞大的数量和不同的生命周
期架构[1-4],具有多种生物学功能[5-7]。近年来,随

着国内外水草景观艺术的兴起,水生观赏植物在
传统的水族馆或水上花园中越来越受欢迎,因此,
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Abstract:Inordertopromotethebreedingandpromotionoftablegrapevarieties,inthisstudy,theeffectsof
differentsubstrates+ differentconcentrationsofIBAonthecuttingsoftablegrape‘Tiangongmoyu’were
studied.TheresultsshowedthatwiththeincreaseofIBAconcentration,therootingrateof‘Tiangongmoyu’
hardbranchcuttingsgraduallyincreases.UnderthesameIBAconcentration,perlitewasusedasthecutting
medium,andtherootingrateof‘Tiangongmoyu’wasthehighest.Usingelasticmediumascuttingmedium,
‘Tiangongmoyu’hardbranchcuttinghadthelowestrootingrate.WhentheconcentrationsofIBAwere750
and1000mg·L-1therewasnosignificantdifferenceinthenumberofhardcuttingsof‘Tiangongmoyu’under
thesamemediumcondition.Leafnumber,rootfreshweight,rootdryweight,leaffreshweight,leafdryweight
andotherindexesof‘Tiangongmoyu’wereevaluatedcomprehensively,theperlitewasusedascuttingmedium
and750mg·L-1IBAwasusedashormone.
Keywords:grape;matrix;IBA;hardbranchcutting
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需求 也 越 来 越 大[8-9]。红 丝 青 叶(Hygrophila
polysperma),属于爵床科,俗称为青叶红丝、青
丝红叶、红青叶草等,系青叶草的改良品种,水上

草外观与青叶草相似,但叶脉明显,叶色翠绿,披
针形十字对生叶。水中草的叶型较为狭长,叶色

可转为红色,颜色会随着环境的不同而不同,并且

有明显白色的叶脉[9],具有极高观赏价值,深受人

们喜爱。然而,由于栽培周期长,环境条件不稳

定,红丝青叶等水生植物繁殖效率不高[10],而植

物组织培养技术可以打破这些限制。但是,植物

组织培养的成功取决于多种因素,包括激素调节、
最佳营养平衡、外植体类型和生理状态以及微生

物污染的控制[4,11-12]。其中,植物激素,包括生长

素和细胞分裂素,是植物组织培养过程中关键调控

因子,可诱导芽和根的发生[13]。到目前为止,对生

长素和细胞分裂素作用的研究大多集中在陆地植

物上,关于植物组织培养水生植物的报道很少。
研究表明,生长素在植物组织培养中具有诱

导根形成、促进体细胞胚发育、抵抗外源微生物侵

染的作用[14-17]。在植物组织培养中,一些生长素

类似物,包括1-萘乙酸(1-Naphthaleneaceticacid,

NAA)、吲哚丁酸(Indolebutyricacid,IBA)、2,4-二氯

苯氧 基 乙 酸(2,4-dichlorophenoxyaceticacid,

2,4-D),与天然吲哚-3-乙酸(Indole-3-aceticacid,

IAA)接近,常被添加应用于组培培养基中[9,18-23]。
细胞分裂素作为腺嘌呤衍生物,在植物组织培养

中主要诱导芽的形成[13-14,24-26]。一些细胞分裂素

类化 合 物[Benzilaminopurine (BAP),Kinetin
(Kin),2-异 戊 烯 腺 苷 (2-IP)和 Thidiazuron
(TDZ)]早在50年前就被发现并分离出来,其中

Kin可以诱导愈伤组织再分化为不定芽[26]。此

外,据报道,细胞分裂素还可缓解非生物和生物胁

迫的渗透压力[27-28]。值得注意的是,细胞分裂素

与生长素存在拮抗互作,例如,在胚胎发育早期,
生长素拮抗细胞分裂素信号以诱导胚胎根干细胞

的产生,而细胞分裂素介导的下胚轴外植体器官

发生 是 通 过 抑 制 生 长 素 的 极 性 运 输 而 产 生

的[13,25,29-30]。这两种激素的拮抗互作对于维持根

和芽的 再 生、侧 根 的 出 苗 和 叶 片 形 成 至 关 重

要[13,25,30]。在植物组织培养中,不同的激素浓度

比例可以诱导不同组织的生长分化并决定器官类

型,因此生长素细胞分裂素的比例对于诱导根或

芽的形成过程非常重要[12]。
前期,水草红丝青叶已在本实验室成功进行

了组织培养[4]。因此,本研究继续聚焦于红丝青

叶,进一步比较研究生长素IAA、IBA、2,4-D和

细胞分裂素6-KT单独与联合使用对水草红丝青

叶组培苗生长的影响,和组培苗的相关生理应答

变化。本研究主要考查生长素和细胞分裂素对水

生植物组培苗生长的影响,为今后更多激素在水

草组织培养中的成功应用提供技术参考。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料:生长健壮、叶片翠绿、无染菌情况

的生长30d左右的红丝青叶组织培养苗。
供试培养基和药剂:MS完全培养基(在 MS

基础培养基中加入3%蔗糖,0.65%琼脂固化,pH
调至5.8±0.1,并进行118kPa大气压,121℃,高压

灭菌20min);0.5,1.0,2.0和3.0μg·μL-1的吲

哚乙酸(IAA)、吲哚丁酸(IBA)、2,4-二氯苯氧乙

酸(2,4-D)和激动素(6-KT)母液。

1.2 方法

1.2.1 组织培养 前期已对红丝青叶进行组

培[4],本研究任意选取正常生长的组培苗在 MS
完全培养基上进行继代培养后的组培苗作为研究

材料,将组培苗在 MS完全培养基上继代后,继续

放入光照培养箱(宁波,中国)进行组培生长,生长

温度(26±1)℃,湿度60%~70%,光照条件为白

天∶黑夜=16h∶8h(5000lx)。

1.2.2 单一生长激素添加培养红丝青叶组培苗

 将IAA、IBA、2,4-D和6-KT4种生长激素各

自配制成0.5,1.0,2.0和3.0μg·μL-1,分别添

加到 MS固体培养基培养瓶中,按照1∶1000的

体积进行添加,摇匀后,高压蒸汽灭菌(121℃,

20min),待培养基分装冷却后,在超净台接入离

体快繁培养的红丝青叶的带芽茎段,放入光照培

养箱(26±1)℃培养10d后观察组培苗表型。
未经激素处理的作为对照组进行同等环境培养;
各激素浓度处理5次重复,选择其中最具代表性

的一组进行拍照。

1.2.3 组合生长激素添加培养红丝青叶组培苗

 在单一激素作用效果明晰后,进行组合使用生

长激素(IAA)和细胞分裂素(6-KT)后,观察其表

型应答情况,将吲哚乙酸(IAA)设置不同浓度
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(0.5,1.0和2.0μg·μL-1)分别和激动素(6-KT)
不同浓度(0.5,1.0和2.0μg·μL-1)进行组合添

加到 MS固体培养基培养瓶中,按照1∶1000的

体积比进行添加,摇匀后,121℃,20min高压蒸

汽灭菌,待冷却后,在超净台接入离体的2~4cm红

丝青叶茎段,放入光照培养箱(26±1)℃培养。培养

18d和67d观察组培苗表型,各处理5次重复。

1.2.4 不同浓度梯度的IAA和6-KT处理试验

 待组合激素处理60d左右,观察组培苗在组培

瓶中的状态并进行拍照记录,包括单株植物的高

度、叶片大小、叶脉凸显情况、有无叶面卷曲、叶芽

多少、植物颜色、染菌情况等,激素浓度单一变量

组之间的差异情况,包括生长高度差异、叶脉是否

存在相同变异等,对其外观进行记录整理。之后

采集组培苗中部生长良好且大小均匀的叶片3~
5片,用直尺测定叶片宽度、叶片长度,进行记录,
每瓶组培苗进行3次重复测量,记录根的条数以

及长度。之后将测量后的叶片用液氮进行冷冻保

存测定其一系列的生理生化指标,取其组培苗中

间3~4片叶,检测丙二醛、叶绿素、可溶性蛋白、
脯氨酸含量,各处理5次重复,每次处理3片。

1.2.5 测定项目及方法 丙二醛含量测定:取茎

段中部叶片3~5片,准确称量叶片并记下质量。
将称量后的叶片加入到含10%TCA(三氯乙酸)
中(避光),在研磨机中60Hz研磨后4℃ 离心

(3min,12000r·mim-1)后取出。吸取上清液,
加入0.67%TBA (硫代巴比妥酸)溶液,充分震

荡混匀,沸水显色15min后冰浴冷却,离心后吸

取上清提取液,于600,532和450nm处测定OD
值,0.67%TBA溶液作为空白对照,根据如下公

式计算丙二醛浓度和丙二醛含量。
丙二醛浓度(M)=6.45(OD532-OD600)-

0.56OD450
丙二醛含量(nmol·g-1)=丙二醛浓度×提

取液总体积/测定吸光度所用体积/叶片鲜重[31]

叶绿素含量测定:取茎段中部叶片3~5片,
准确称量叶片并记下质量。将称量后的叶片加入

到含96%乙醇中(避光)。60Hz研磨180s,然后

4℃ 离心(3min,12000r·mim-1)获取上清提取

液,在665nm 和649nm 下测定吸光度值,以
96%乙醇作为空白对照,根据如下公式计算叶绿

素含量。

Ca =13.95OD665-6.88OD649;
Cb =24.96OD649-7.32OD665;
Ca+b =6.63OD665+18.08OD649
叶绿素含量(mg·g-1)=(叶绿素浓度×提取液

总体积×稀释倍数/测定吸取体积)/叶片鲜重[32]

脯氨酸含量测定:取茎段中部叶片3~5片,
准确称量叶片并记下质量,加入到3%磺基水杨酸溶

液,沸水浴10min后冷却。4 ℃ 离心(10min,
2500r·mim-1)。取上清加入2.5%的酸性茚三

酮显色液及冰醋酸,沸水浴40min,溶液即呈红

色,冷却后向各试管中加入甲苯,充分振荡30s,
静置分层,轻轻吸取上层红色脯氨酸甲苯溶液于

酶标板中,以甲苯为空白对照(操作时酶标板中要

避免有气泡),在酶标分析仪上测吸光度值(520nm
波长)并计算叶片组织中脯氨酸含量(如下):

脯氨酸含量(mg·g-1)=(提取液中脯氨酸浓

度×提取液总体积/测定吸取体积)/样品鲜重[33]

可溶性蛋白含量测定:取茎段中部叶片3~5片,
准确称量叶片并记下质量。将称量后的叶片液氮冷

冻处理后,60Hz研磨180s,加入预冷的0.05mol·L-1

磷酸钠缓冲液(pH=7.8),震荡摇匀,4℃静置5min。
然后4℃ 离心(20min,12000r·mim-1),移取上

清液于试管中,加入5倍体积的考马斯亮蓝G-250
试剂并充分混匀,放置2min后,30℃水浴10min,
冷却后吸取上清液置入酶标板,于595nm处测

吸光度值并计算可溶性蛋白含量(如下)。
可溶性蛋白含量(mg·g-1)=(提取液中蛋白质

浓度×提取液总体积/测定吸取体积)/样品鲜重[34]

1.2.6 数据分析 试验各指标测定均采用3个

生物重复,数据以平均值±标准差表示。试验数

据采用GraphPadPrism6.0软件进行数据整理

和方差分析(ANOVA),处理间显著性差异采用

LSD检验,(P<0.05)。

2 结果与分析

2.1 单一生长激素对红丝青叶生长效果分析

2.1.1 IAA 由图1可知,在 MS培养基上处理

10d后,0.5~1.0μg·μL-1的IAA浓度对组培苗

的生长有促进作用,其中1.0μg·μL-1IAA组的

组培苗生长效果最好,茎最高,叶片舒展,叶片也

比其他IAA组大、长(图1c)。当IAA浓度等于

或大于2.0μg·μL-1时,特别是当IAA浓度达到

3.0μg·μL-1时,与对照相比,处理后的植株生长

发育迟缓(图1e)。
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