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生长调节剂对马大杂种相思开放式组培增殖的影响∗

李泽瑞　 　 卢艳平　 　 陈玉军　 　 李　 玫　 　 黄烈健
(中国林业科学研究院 热带林业研究所, 广东 广州 510520)

摘要　 为实现马大杂种相思 Acacia mangium × A. auriculiformis 树种的开放组培增殖, 建立马大杂种

相思开放式组培增殖培养体系, 文章以马大杂种相思组培苗为试验材料, 在无蔗糖的条件下, 采用正交设

计研究生长调节剂 6-BA、 IBA、 NAA 对马大杂种相思芽增殖的影响。 结果表明: 不同质量浓度的 6-BA、
IBA、 NAA 对马大杂种相思的增殖有显著影响; 马大杂种相思开放组培最佳增殖培养基为: MS + 2. 5 mg·
L -1 6-BA + 0. 1 mg·L - 1 IBA + 1. 0 mg·L - 1 IAA + 0. 2 g·L - 1百菌清, 增殖倍数为 2. 97。 通过对不同生

长调节剂的种类和浓度进行组合, 可以在无蔗糖的培养基中实现马大杂种相思有效增殖。
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Effects of Growth Regulators on Acacia mangium × A. auriculiformis
Proliferation in Open Tissue Culture

LI Zerui　 　 LU Yanping　 　 CHEN Yujun　 　 LI Mei　 　 HUANG Liejian
(Research Institute of Tropical Forestry, Chinese Academy of Forestry, Guangzhou, Guangdong 510520, China)

Abstract　 In order to realize the open tissue culture and proliferation of Acacia mangium × A. auriculiformis,
an open tissue culture and proliferation cultrue system of A. mangium × A. auriculiformis was established. In this
paper, A. mangium × A. auriculiformis were used as test materials. An orthogonal design was used to study the
effects of growth regulators 6-BA, IBA, and NAA on the proliferation under the condition of no sucrose, ai-
ming to establish A. mangium × A. auriculiformis open tissue culture proliferation culture systems. The results
showed that different concentrations of 6-BA, IBA and NAA had significant effects on the proliferation of
A. mangium × A. auriculiformis; the effects of different growth regulators on the proliferation of A. mangium ×
A. auriculiformis were as follows: IAA > 6-BA > IBA. The best growth medium for open tissue culture is: MS
+ 2. 5 mg·L - 1 6-BA + 0. 1 mg·L - 1 IBA + 1. 0 mg·L - 1 IAA + 0. 2 g·L - 1 chlorothalonil, the multiple of
proliferatione achieved 2. 97. The research results lay an important foundation for the further establishment of a
perfect open tissue culture system of Acacia, and also provide an important reference for the related research of
other tree species.
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　 　 污染是传统组培过程中的常见问题, 也是导 致组培失败的重要因素。 为解决污染问题, 有研
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究者提出, 可以通过在培养基中加入抑菌剂, 用

化学灭菌来代替高压灭菌, 以达到显著降低组培

污染, 同时简化操作程序、 大幅度降低生产成

本[1-2], 这种组培新技术被称为开放式组培技术。
目前, 已在香蕉 Musa nana[3]、 蓝莓 Vaccinium
spp. [4]、 甘蔗 Saccharum officinarum[5]、 凤梨 Ana-
nas comosus[6]、 百合 Lilium brownii[7]、 非洲菊

Gerbera jamesonii[8-9]、 半夏 Pinellia ternata[10]、 铁

皮石斛 Dendrobium officinale[11]、 杂交构树 Brous-
sonetia papyrifera[12]、 大叶相思 Acacia auriculifor-
mis[13]等多种植物开展了相关研究, 分别针对不同

植物筛选出了有效的抑菌剂, 为今后建立完善的

开放式组培技术体系奠定了重要基础, 但这些研

究都没有增殖成功。
传统组培研究表明, 增殖过程必须添加蔗糖,

蔗糖作为渗透压调节物质维持细胞内外渗透压的

平衡, 同时为组培苗的生长发育提供底物与能量,
最终实现有效增殖[14-15]。 而开放式组培, 培养基

中如果添加蔗糖, 则抑菌剂无法有效控制污染从

而导致增殖失败[16]。
在传统组培研究中, 大家还发现: 生长调节剂

对组培增殖起着至关重要的作用[17-18], 如细胞分裂

素类能够诱导芽增殖与分化[19]; 生长素类能促进细

胞分裂和分化, 使细胞的体积和质量增加, 促进植

物的生长发育[20]。 特别是细胞分裂素及其与生长素

的相互作用能够有效的调节增殖效果[21-26]。
根据生长调节剂在传统组培增殖过程中的作

用, 作者提出假设: 开放式组培的增殖过程中,
为控制污染, 不添加蔗糖, 仅仅通过对不同生长

调节剂的种类和浓度进行组合, 应该可以实现有

效增殖。 为验证此假设, 以马大杂种相思为研究

对象, 开展生长调节剂 6-BA、 IBA、 NAA 不同浓

度组合对开放式组培增殖影响的研究, 期望在不

添加蔗糖的条件下实现有效增殖。 研究结果验证

了作者的假设是正确的, 为今后建立成熟完善的

马大杂种相思开放式组培技术体系奠定重要基础,
同时也为其他树种相关研究提供重要参考。

1　 材料与方法
1. 1　 试验地点与试验材料

试验地点位于广东省江门市相思良种繁育基

地。 试验材料为马大杂种相思。
1. 2　 试验方法

1. 2. 1　 外植体的采集　 于2021 年9 月, 根据Huang

等[13]的方法, 进行外植体的采集及消毒处理。
1. 2. 2　 相思芽诱导　 将消毒后的外植体接种于芽

诱导培养基进行培养, 30 d 后将诱导的嫩芽切下,
用于增殖研究。 马大杂种相思芽诱导培养基: 1 / 8
MS + 0. 5 mg·L - 1 6-BA + 0. 2 g·L - 1百菌清[16]。
1. 2. 3　 增殖试验设计　 将诱导出的嫩芽切下, 接

种到含不同生长调节剂的增殖培养基中培养。 增

殖培养基以 MS 培养基为基础培养基, 添加 5 g·
L - 1琼脂, 0. 2 g·L - 1百菌清。 选用不同浓度的 6-
BA (1. 5, 2. 0, 2. 5 mg·L - 1), IBA (0. 1, 0. 5,
1. 0 mg · L - 1 ), IAA ( 0. 1, 0. 25, 0. 5 mg ·
L - 1), 采用正交设计 L9 (33) (表 1), 每处理接

种 10 瓶, 每瓶接种 3 个嫩芽, 培养 45 d 后统计总

芽数、 增殖倍数。

表 1　 生长调节剂正交因素水平　 mg·L -1

Table 1　 Orthogonal factor and levels of growth regulators

水平
Level

试验因素 Experiment factor

6-BA (A)
Concentration

of 6-BA

IBA (B)
Concentration

of IBA

IAA (C)
Concentration

of IAA

1 1. 5 0. 1 0. 1

2 2. 0 0. 5 0. 25

3 2. 5 1. 0 0. 5

1. 3　 培养条件

pH 调至 5. 8 ± 0. 2, 培养条件温度 ( 25 ±
2)℃, 光照时间 16 h / d, 光照强度 2 500 lx。
1. 4　 数据处理及分析

使用 Excel 2003 进行数据收集整理, SPSS 26. 0
进行单因素方差分析, 采用 Minitab 19 分析软件进

行正交试验数据分析, 采用最小显著差异法 (LSD
法) 进行显著性检验和多重比较 (α =0. 05)。

2　 结果与分析

方差分析结果表明: 6-BA 和 IAA 显著影响马

大杂种相思的增殖倍数。 IBA 对其无显著影响

(表 2)。
结合正交试验结果, 由图 1 可知, 不同质量

浓度 6-BA、 IAA 对增殖倍数的影响差异显著, 均

表现为: 随着浓度增加, 增殖倍数增加。 当 6-BA
浓度为 1. 5, 2. 0 和 2. 5 时, 增殖倍数分别为

1. 80, 2. 01 和 2. 31。 当 IAA 浓度为 0. 1, 0. 25 和

0. 5 时,增殖倍数分别为1 . 5 8 ,2 . 0 2 和2 . 6 1 。
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IBA 浓度对增殖倍数无显著影响, 随浓度增加,
增殖倍数略有降低, 分别为 2. 10、 2. 07、 2. 04,
整体变化不大。

正交试验结果表明: 马大杂种相思每个处理

均实现了增殖, 不同处理间的平均增殖倍数差异

显著; 根据极差 R 值, 不同激素对马大杂种相思

增殖的影响顺序为 C > A > B; 根据 K 值以及多重

比较分析结果, 最优组合为 C3A3B1, 即 2. 5 mg·
L - 1 6-BA + 0. 1 mg·L - 1 IBA + 0. 5 mg·L - 1 IAA,
45 天增殖倍数达 2. 97 (表 3)。 组合 C3A3B1的增

殖苗颜色翠绿, 芽体较小, 生长状态良好 (图 2)。

图 1　 马大杂种相思增殖倍数随生长调节剂质量浓度变化的趋势
Fig. 1　 Variation trend of Acacia mangium ×A. auriculiformis proliferation with different concentrations of growth regulators

表 3　 马大杂种相思正交设计与极差分析

Table 3　 Orthogonal design and range analysis of Acacia mangium ×A. auriculiformis

处理号 No.
试验因素水平 Experiment factor level

6-BA(A) / (mg·L - 1)
Concentration of 6-BA

IBA(B) / (mg·L - 1)
Concentration of IBA

IAA(C) / (mg·L - 1)
Concentration of IAA

增殖倍数
Proliferation multiple

1 1. 5 (1) 0. 1 (1) 0. 1 (1) 1. 33 ± 0. 14d

2 1. 5 (1) 0. 5 (2) 0. 25 (2) 1. 76 ± 0. 24cd

3 1. 5 (1) 1 (3) 0. 5 (3) 2. 32 ± 0. 24b

4 2 (2) 0. 1 (1) 0. 25 (2) 2. 01 ± 0. 17c

5 2 (2) 0. 5 (2) 0. 5 (3) 2. 53 ± 0. 14b

6 2 (2) 1 (3) 0. 1 (1) 1. 50 ± 0. 17d

7 2. 5 (3) 0. 1 (1) 0. 5 (3) 2. 97 ± 0. 07a

8 2. 5 (3) 0. 5 (2) 0. 1 (1) 1. 91 ± 0. 13c

9 2. 5 (3) 1 (3) 0. 25 (2) 2. 30 ± 0. 17bc
K1 1. 804 2. 104 1. 581
K2 2. 015 2. 067 2. 022
K3 2. 393 2. 041 2. 607

R 0. 589 0. 063 1. 026

主次顺序 C > A > B

优水平 A3 B1 C3

优组合 C3A3B1

注: K 为均值, R 为极差。 不同小写字母表示在 0. 05 水平差异显著。
Note: K means average, R means range, different letters indicates significant difference (P < 0. 05) .
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表 2　 马大杂种相思增殖倍数方差分析结果

Table 2　 The results of variance analysis of
Acacia mangium ×A. auriculiformis proliferation

因素
Factors SS df F P 显著性

Significance

6-BA 0. 053 2 499. 15 0. 002 ∗

IBA 0. 006 2 5. 62 0. 151

IAA 1. 589 2 1 485. 31 0. 001 ∗

误差 0. 001 2
注: ∗表示在 0. 05 水平差异显著。
Note: ∗ represent significant differences (P < 0. 05) .



图 2　 马大杂种相思最佳处理增殖苗生长状态
Fig. 2　 The growth state of Acacia mangium ×
A. auriculiformis seedlings proliferated under

the best-treatment

3　 结论与讨论

研究表明, 在无蔗糖且无 CO2 富集的培养基

中, 刺芹 Eryngium foetidum 仍能正常增殖及生根,
并表现出 100%的存活率[27]; 在无蔗糖培养基上,
体外培养的竹子与在加糖培养基上培养的相比产

生了更多的芽及叶子[28]; 在红掌 Anthurium an-
draeanum 增殖培养中发现, 培养基中不添加蔗糖

也能进行增殖[29], 说明在组培中并非必需添加蔗

糖等碳源。 开放式组培在开放有菌的环境中进行

操作, 简化了操作步骤, 节约了成本。 为避免污

染, 开放式组培的培养基成分中添加了抑菌剂,
同时去除蔗糖, 从而控制了污染率。 MS 培养基无

机盐浓度较高, 微量元素及有机成分齐全而丰富,
对多数植物而言是影响组培苗增殖的重要因素[30],
使用的生长调节剂也是影响增殖的重要因素[31-32]。
在马大杂种相思的传统组培中, 增殖培养基中添

加 30 g·L - 1蔗糖, 初次继代的增殖倍数为 2. 60,
7 次平均增殖倍数为 2. 52[33]。 本实验中未添加蔗

糖, 最佳增殖倍数为 2. 93, 增殖芽长势良好, 未

受到蔗糖缺失的影响, 说明马大杂种相思的增殖

主要归因于 MS 培养基和激素的组合。
本研究通过对生长调节剂浓度和组合的探究,

经过极差分析得出最优方案 C3A3B1, 与正交设计

中增殖倍数最高的处理 7 方案 C3A3B1一致, 增殖

倍数为 2. 97。 分析单一生长调节剂对马大杂种相

思增殖的影响可知, IAA 和 6-BA 对马大杂种相思

增殖的促进作用的变化趋势相同, 均表现为随浓

度的增加而增加, IBA 的促进作用随浓度变化不

大, 结合该趋势, 本研究中得出的最优方案仅为

实验浓度内的最佳组合, 在实验浓度范围外的组

合或存在更高的增殖倍数。
本次开放式组培中, 在无蔗糖添加的情况下,

通过调节不同生长调节剂浓度, 实现了相思开放

组培的增殖, 最终确定适合马大杂种相思开放组

培增殖培养基为: MS + 2. 5 mg·L - 1 6-BA + 0. 1
mg·L - 1 IBA + 1. 0 mg·L - 1 IAA + 5 g·L - 1琼脂

+ 0. 2 g·L - 1 百菌清, 增殖倍数为 2. 97。 在传统

组培中, 马大杂种相思在Ⅰ型培养基中进行继代

增殖培养后, 第 1, 3, 5, 7 代增殖倍数分别为

3. 97, 3. 26, 2. 76, 2. 24, 呈现下降趋势[33]。 本

研究没有进行多次继代增殖, 多次继代增殖后增

殖倍数是否会下降等问题有待于进一步的研究。
本试验仅分析了植物生长调节剂对其增殖的影响,
而基本培养基, 培养温度、 以及光照等均起着重

要的作用, 因而在后续的试验中应从多方面考虑

相思开放组培增殖的影响因子, 以提高相思增殖

倍数。
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