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摘要：对红叶樱花外植体采集时期和采集部位进行研究，筛选了红叶樱花的启动、增殖和生根培养

基，并研究了赤霉素和黑布遮光对株高的影响。结果表明：红叶樱花外植体的最佳采集时期在４－５
月，以当年萌发的半木质化枝条中、上部芽萌发最好；启动培养基为改良 ＭＳ＋６－ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ

０．５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂６ｇ／Ｌ时，成芽率达到９３．３％；在改良 ＭＳ培养基中添加０．８ｍｇ／Ｌ的

６－ＢＡ时，增殖系数达到２．２１；在接种后５ｄ进行黑布遮光处理１０ｄ，然后见光培养，可以增加株高，株

高最高达２．２４ｃｍ；最佳的生根培养基为１／２ＭＳ＋ＩＢＡ　０．０５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．０５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖２０ｇ／Ｌ＋
琼脂６ｇ／Ｌ，生根率达１００％。
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　　红叶樱花属蔷薇科樱李属红叶落叶乔木，玫瑰色
重瓣大花，初春展叶为深红色，５－７月份叶为亮红

色，后期老叶渐变铜褐色。红叶樱花集观花、观叶于
一身，是风景园林、城市绿化的名贵观赏彩叶树种，也
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是最具发展前景的首推树种。该品种适于在我国大
部分地区栽植，主要靠嫁接进行繁殖，繁殖速度慢。
国内已有关于樱花不同品种的组培快繁报道［１－８］，但
是鲜见关于外植体采集时期及部位对其萌发影响的

系统研究报道，并且樱花品种不同，在组培技术方面
有较大差异，因此，以红叶樱花为研究对象，进行了外
植体采集时期和采集部位的研究，并对增殖及生根技
术进行了初探，以期为红叶樱花的规模繁育提供技术
支持。

１　材料和方法

取红叶樱花当年萌发的半木质化枝条，剪成带１
个腋芽的茎段，先用自来水冲洗，再用洗洁精刷洗每个
茎段，最后用流水冲洗３０ｍｉｎ。拿到超净工作台上进
行灭菌，用７５％的乙醇灭菌３０ｓ，１％的ＮａＣｌＯ灭菌

１０ｍｉｎ，无菌水冲洗１遍，再用０．５％的 ＮａＣｌＯ灭菌

１０～１３ｍｉｎ，无菌水冲洗３～４遍，接种于培养基中。
基本培养基为改良的 ＭＳ培养基，在培养各阶段

添加不同的植物生长调节剂，设置不同的质量浓度，
蔗糖３０ｇ／Ｌ，琼脂６ｇ／Ｌ，ｐＨ值调整为５．８。培养条
件为温度（２５±２）℃，光照强度２　０００ｌｘ，光照时间为

１２ｈ／ｄ。

１．１　外植体采集时期的选择
分别于４月１４日、５月１２日、６月１５日３个时

期采集外植体，于天气晴朗的午后采集，将红叶樱花
当年萌发的枝条剪成１ｃｍ左右的带芽茎段，用洗洁
精刷洗，流水冲洗０．５ｈ后，拿到超净台上进一步灭
菌，先用７５％的乙醇灭菌３０ｓ，再用１％的ＮａＣｌＯ灭
菌１０ｍｉｎ，无菌水冲洗１次后用０．５％的ＮａＣｌＯ灭菌

１２ｍｉｎ，无菌水冲洗３～４次后接入培养基中。外植
体接种１４ｄ后观察其污染死亡情况和萌动情况。萌
动的标准：萌发出１～２片完整的叶片。污染死亡率

＝污染死亡个数／接种总数×１００％，萌动率＝未污染
植株中萌动个数／（接种总数－污染死亡个数）×
１００％。

１．２　外植体不同部位的选择
将１根枝条平均分成３份，其中距主干近的部分

定为下段，距主干远的部分定为上段，对应枝条上的
腋芽分别称为上、中、下芽，１４ｄ后观察各部分芽的污
染死亡情况和萌动情况。

１．３　外植体启动培养基筛选
外植体启动培养基共６种，激素种类及质量浓度

详见表１，观察其对外植体萌动及成芽的影响，３０ｄ
后统计萌发情况。成芽的标准：长出３～５片叶，有明
显的茎。成芽率＝成芽株数／萌动株数×１００％。

表１　红叶樱花外植体启动培养基的筛选

培养基编号 ６－ＢＡ／（ｍｇ／Ｌ） ＮＡＡ／（ｍｇ／Ｌ）

Ａ　 ０　 ０
Ｂ　 ０．５　 ０．１
Ｃ　 １．０　 ０．１
Ｄ　 ２．０　 ０．１
Ｅ　 １．０　 ０．５

１．４　６ ＢＡ对红叶樱花增殖的影响
将芽切成０．５～１．０ｃｍ的高度，然后接入增殖培

养基，６－ＢＡ 的质量浓度分别为 ０．３、０．５、０．８、

１．０ｍｇ／Ｌ，以不添加激素的空白培养基为对照，每个
处理５瓶，每瓶５～６株，重复２次，３０ｄ后统计增殖
系数及苗的生长状况。

１．５　ＧＡ３ 对红叶樱花株高的影响
采用过滤灭菌的方式向培养基中添加 ＧＡ３０、

０．０５、０．１０、０．１５、０．２０ｍｇ／Ｌ，观察其对红叶樱花组培
苗苗高的影响。每个处理３０株，３０ｄ后统计株高。

１．６　转接后不同时间进行黑暗处理对红叶樱花植株
株高的影响

将组培苗切割转入新鲜培养基后，分别于转接后

５、７、９、１１、１３、１５ｄ开始进行暗处理培养。具体方法
是关闭灯源，用黑布将培养瓶包裹起来，黑暗处理持
续１０ｄ，然后撤掉黑布，打开灯源培养，以完全见光培
养为对照，接种２６ｄ统计苗高超过２ｃｍ的植株数量，
计算长高率。长高率＝苗高超过２ｃｍ的植株数／接
种苗数×１００％。

１．７　生根培养基的筛选
以１／２ＭＳ培养基为基本培养基，添加不同质量

浓度 的 ＩＢＡ 和 ＮＡＡ（均 为 ０．０１、０．０５、０．１０、

０．５０ｍｇ／Ｌ），蔗糖２０ｇ／Ｌ，观察组培苗的生根情况，每
个处理１５～２０株，重复２次，３０ｄ后统计生根株数、单
株生根数和最长根的根长，计算生根率、平均根数和平
均根长。试验数据采用ＤＰＳ软件进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　外植体采集时期的选择
取材时期影响外植体的萌发及后期的诱导培

养，大多数植物外植体的采集时期都是在生长开始
的季节采样，生长末期或已进入休眠的外植体对诱
导反应迟钝或无反应［９］。从表２可以看出，红叶樱
花外植体污染死亡率以５月最低，仅１４．８％，４月次
之，为３３．３％；外植体萌动率以４月采集的最高，可
达１００％，５ 月采集的外植体次之，萌动率也达

６３．０％，６月最差，仅４６．４％，这是因为在４－５月植
株上的芽体开始萌动，并迅速进入生长的旺盛阶段，
芽体内累积了较多的营养物质，利于其萌动生长。
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因此，以在４－５月采集红叶樱花外植体为宜。

表２　不同采集时期对红叶樱花外植体萌动的影响

采集时期／
月份

接种数／
个
污染死亡
数／个

萌动数／
个
污染死亡率／

％
萌动率／
％

４　 ２４　 ８　 １６　 ３３．３　 １００
５　 ５４　 ８　 ２９　 １４．８　 ６３．０
６　 １００　 ４４　 ２６　 ４４．０　 ４６．４

２．２　外植体采集部位对红叶樱花外植体萌动的影响
红叶樱花同一枝条不同部位的腋芽进行相同的

处理后，其污染死亡和萌动情况有差别，上芽和中芽
接种５ｄ开始萌动，下芽在接种７～１５ｄ陆续萌动。
就萌动率而言，上芽和中芽的萌动率都较高，分别为

７０．６％和７８．６％（表３），而下芽萌动率仅有３３．３％。
就污染死亡率而言，上芽的最低，为０，其次为中芽和
下芽，污染死亡率分别为１２．５％和１４．３％。因此，在
采集外植体时，以剪取枝条中、上部分的腋芽较好。

表３　采集部位对红叶樱花外植体萌动的影响

外植体
部位
接种数／
个
污染死亡
数／个
萌动数／
个
污染死亡
率／％
萌动率／
％
萌动
时间／ｄ

上芽 １７　 ０　 １２　 ０　 ７０．６　 ５

中芽 １６　 ２　 １１　 １２．５　 ７８．６　 ５

下芽 ２１　 ３　 ６　 １４．３　 ３３．３　 ７～１５

２．３　不同启动培养基对红叶樱花外植体萌动及成
芽的影响

研究中发现，在不含任何激素的培养基中，外植
体接种７ｄ后芽膨大，接种１２ｄ后芽露叶尖，开始萌
发；在含有激素的培养基中，外植体膨大时间提前，在
接种５ｄ后芽体膨大，而芽萌发的时间同样是在接种

１２ｄ后出现，其萌发产生的芽生长健壮，生长速度快。
从表４可以看出，在不添加激素的培养基 Ａ

中，红叶樱花外植体的萌动率为６４．３％，成芽率为

６６．７％，添加外源激素之后，外植体的萌动率和成芽
率均有不同程度的提高。在培养基 Ｂ、Ｃ、Ｄ 中，

ＮＡＡ质量浓度均为０．１ｍｇ／Ｌ，６－ＢＡ质量浓度分别
为０．５、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ，在Ｂ培养基中，萌动率为

６４．０％，而在Ｃ、Ｄ培养基中，萌动率均为７６．０％，说
明６－ＢＡ质量浓度从０．５ｍｇ／Ｌ增加到２．０ｍｇ／Ｌ，
促进了红叶樱花外植体萌动，但是当６－ＢＡ质量浓度
达到一定水平后，萌动率不再增加；在培养基Ｃ和Ｅ
中，６－ＢＡ质量浓度均为１．０ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ质量浓度分别
为０．１ｍｇ／Ｌ和０．５ｍｇ／Ｌ，二者的萌动率分别为

７６．０％和７５．０％，相差小，而在成芽率上，Ｅ培养基的最
高，为９３．３％，比Ｃ高出３５．４个百分点，说明ＮＡＡ对
成芽有促进作用。综上，红叶樱花外植体的启动培养
基以改良ＭＳ附加６－ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ为

宜。

表４　不同启动培养基对红叶樱花外植体萌发的影响

处理
编号
接种数／
个
污染死亡
数／个
萌动数／
个
成芽数／
个
萌动率／
％
成芽率／
％

Ａ　 ３０　 ２　 １８　 １２　 ６４．３　 ６６．７
Ｂ　 ３０　 ５　 １６　 １３　 ６４．０　 ８１．３
Ｃ　 ３０　 ５　 １９　 １１　 ７６．０　 ５７．９
Ｄ　 ３０　 ５　 １９　 １５　 ７６．０　 ７８．９
Ｅ　 ３０　 １０　 １５　 １４　 ７５．０　 ９３．３

２．４　６ ＢＡ对红叶樱花外植体增殖的影响
从表５可以看出，６－ＢＡ对红叶樱花增殖有显著

影响。对照培养基中，增殖系数仅０．９４，苗生长慢，叶
片大，并且出现生根现象，不利于增殖生长；当添加

６－ＢＡ后，增殖系数有不同程度的提高，在６－ＢＡ　０．８
ｍｇ／Ｌ时最高，为２．２１，显著高于对照的增殖系数，并
且苗较高，丛芽多。当６－ＢＡ增加到１．０ｍｇ／Ｌ时，增
殖系数为２．１１，与０．８ｍｇ／Ｌ处理差异不显著，但是
苗矮，多数苗的叶片小，卷曲，茎短缩成莲座状，因此，

６－ＢＡ的质量浓度以０．８ｍｇ／Ｌ为宜。

表５　６－ＢＡ对红叶樱花外植体增殖的影响

６－ＢＡ质量
浓度／（ｍｇ／Ｌ）

增殖
系数

苗生长情况

０　 ０．９４ａ 苗生长慢，叶片大，展开，苗生根
０．３　 １．７１ａｂ 苗较高，节间短，叶片中等大，丛芽少，生根
０．５　 １．４９ａｂ 苗较高，节间短，叶片中等大，丛芽少
０．８　 ２．２１ｂ 苗矮，节间短，叶片中等大，丛芽多
１．０　 ２．１１ｂ 苗矮，茎短缩，叶片多、小、卷曲，丛芽多

　注：同列不同大小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），或极显著
（Ｐ＜０．０１），表６同。

２．５　ＧＡ３ 对红叶樱花株高的影响
红叶樱花在增殖过程中，株高较低，节间短，使

得能够用于生根的组培苗较少，因此，开展了培养基
中添加赤霉素促使植株增高的试验。从图１可以看
出，添加ＧＡ３ 后能够有效增加植株株高，ＧＡ３ 质量
浓度为０．２０ｍｇ／Ｌ时，株高最高为２．２４ｃｍ，ＧＡ３
为０．１０ｍｇ／Ｌ时，株高为２．００ｃｍ，不添加ＧＡ３ 株
高仅１．００ｃｍ。在所有处理中，苗均长出新叶，对照
中苗颜色深绿，叶片正常，茎粗壮，添加ＧＡ３ 后，苗
茎伸长明显，苗颜色黄绿，叶片变长，生长较弱。

图１　ＧＡ３ 质量浓度对红叶樱花株高的影响
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２．６　接种后不同时间进行黑暗处理对红叶樱花株
高的影响

能够促使红叶樱花植株长高的另一种途径是进

行黑暗处理，黑暗处理一段时间后，红叶樱花苗节间
伸长，颜色黄白色，茎剪短呈“钩”状弯曲，但是去除
黑暗处理见光培养后，形态可以恢复正常。从图２
可以看出，对照的株高仅１．０４ｃｍ，长高率为１．１％，
经过黑暗处理后，植株的平均高度均较对照有明显
提高，并且长高率也有大幅度提高；在平均株高方
面，以接种后５ｄ再黑暗处理的苗平均高度最高，可
以达到２．２５ｃｍ，在长高率方面，接后５～１３ｄ进行
黑暗处理，与对照相比，长高率均有大幅增加，接后

５ｄ进行暗处理长高率最高，为９９．１％。随着接种后
黑暗处理天数的增加，长高率逐渐降低，到接种后

１５ｄ再进行黑暗处理时，长高率只有３３．６％，与对照
差异不显著。因此，接种后５ｄ进行黑暗处理最佳。

图２　接种后不同时间进行黑暗处理对红叶樱花
株高的影响

２．７　生根培养基的筛选
红叶樱花组培苗生根比较容易。从表６可以看

出，不添加激素的对照中，生根率为９７．６％，添加一定
质量浓度的生长素后，生根率有小幅增加，当生长素

ＩＢＡ和ＮＡＡ质量浓度均为０．０５ｍｇ／Ｌ时，生根率达
到１００％，当ＩＢＡ和ＮＡＡ的质量浓度超过０．１ｍｇ／Ｌ
时，生根率微降，为９９．１％，各处理之间差异不显著。
在平均根数方面，随着生长素质量浓度的增加，其变
化规律呈 Ｗ 型，在ＩＢＡ和 ＮＡＡ质量浓度均为０、

０．０５、０．５０ｍｇ／Ｌ时平均根数分别为９．２条、８．８条和

１０．０条，差异不显著。在平均根长方面，随着生长素质
量浓度的增加，平均根长呈现出先增加后降低的趋势，

表６　不同质量浓度生长素对红叶樱花生根的影响

ＩＢＡ／
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ／
（ｍｇ／Ｌ）

生根率／
％

平均根数／
条

平均根长／
ｃｍ

０　 ０　 ９７．６ａ ９．２ＡＢ　 １．１６ａｂ

０．０１　 ０．０１　 ９８．３ａ ５．７ＢＣ　 １．００ａｂ

０．０５　 ０．０５　 １００．０ａ ８．８ＡＢ　 １．７０ａ

０．１０　 ０．１０　 ９９．１ａ ５．３Ｃ ０．７７ｂ

０．５０　 ０．５０　 ９９．１ａ １０．０Ａ ０．９３ａｂ

在ＩＢＡ和ＮＡＡ均为０．０５ｍｇ／Ｌ时平均根长最长，
为１．７０ｃｍ；综上，红叶樱花生根培养时需要的ＩＢＡ
和ＮＡＡ质量浓度以０．０５ｍｇ／Ｌ为宜。

３　结论与讨论

植物组织培养的成功与否与外植体的选择有很

大关系，外植体部位、取材时期、生理状态及发育年
龄等会对外植体的诱导产生影响［９］，进而会影响后
续的培养过程。在已经报道的樱花组培快繁技术研
究中，关于外植体的采集仅仅是春梢［１，４－６］或者夏
梢［２，７］，没有进行采集时间的对比研究，更缺乏对枝
条不同部位芽萌发情况的报道。本研究结果表明，
红叶樱花外植体最佳的采集时期在４－５月，在同一
枝条上尤以中上部位芽萌发最好。
红叶樱花外植体启动培养时，添加外源激素，可

以使外植体芽体膨大时间提前、萌发芽生长健壮，但
是对萌动时间没有明显的促进作用，一定质量浓度
的６－ＢＡ和ＮＡＡ可以提高外植体的成芽率，在改良

ＭＳ＋６－ＢＡ　１ ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ ｍｇ／Ｌ＋ 蔗糖

３０ｇ／Ｌ＋琼脂６ｇ／Ｌ培养基上，红叶樱花外植体的
成芽率达到９３．３％，并且整个培养过程中，没有出
现褐化和玻璃化现象。在樱花［２］、福建山樱花［５］的
报道中，外植体褐化和玻璃化现象比较普遍，严重时
可以出现外植体死亡的现象，这主要跟樱花品种不
同有关，另外培养基成分、外植体采集时期及部位也
会影响褐化及玻璃化程度。
红叶樱花的增殖培养过程中，６－ＢＡ质量浓度不

能超过０．８ｍｇ／Ｌ，否则会出现茎短缩成莲座状，叶
片小，卷曲的现象，这与姚连芳等［１］的研究结果不
同，东京樱花增殖时，６－ＢＡ的质量浓度为０．５～３．０
ｍｇ／Ｌ，芽苗生长健壮；王永清等［２］在研究樱花外植
体建立时也出现了茎不伸长的莲座状现象，认为是
生长势力减退的问题，通过连续转管及添加赤霉素，
有效解决了该问题。与普通樱花相比，红叶樱花移
栽时表现出叶片生长但节间生长缓慢现象，王慧娟
采用喷施１００ｍｇ／Ｌ　ＧＡ３ 的方法可有效促进红叶樱
花节间生长［１０］。本研究采用培养基中添加赤霉素
和在培养初期遮光黑暗处理的方式，来促进红叶樱
花苗长高，结果表明，转接后５ｄ开始进行黑暗处理

１０ｄ，然后再见光培养，可以有效促进红叶樱花苗节
间伸长，增加株高，使小苗生长健壮；培养基中添加

ＧＡ３ 后，能够有效促进茎的伸长，但是处理后苗颜
色黄绿，茎生长细弱，影响下一步的生根培养，因此，
如何使赤霉素处理后的苗复壮还需要进一步研究。

（下转第１４２页）
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Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ方法相比，常规 ＲＴ－ＰＣＲ方法的应
用则更为广泛。本研究对近几年国产的主要猪乙脑
弱毒疫苗产品的ＴＣＩＤ５０进行了测定，同时使用ＲＴ－
ＰＣＲ方法获得了基本一致的检测结果。与ＴＣＩＤ５０
效价测定和 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ相比，虽然ＲＴ－ＰＣＲ不
能达到绝对定量的目的，但其可在数小时内实现多
品牌疫苗产品的批量快速分析，在确保疫苗生产、保
存及运输不出问题的前提下，该方法大大缩短了疫
苗评估所需的时间周期，并降低了试验成本。
本研究同时利用ＴＣＩＤ５０测定及ＲＴ－ＰＣＲ方法

对近年市售的多个品牌的不同批次猪乙脑商品疫苗

进行了检测，发现仅有１个品牌的疫苗ＪＥＶ病毒含
量较高并且批间差较小，而其他品牌疫苗中病毒含
量很低，这与生产企业实际应用后的免疫保护效果
及临床病例发生情况基本相符。近年来，乙脑病例
在规模化养猪场仍时有发生，其中以后备种猪睾丸
肿大导致的经济损失较为严重［８］，这表明目前市售
的猪乙脑疫苗质量良莠不齐，在免疫接种前对所选
商品疫苗进行质量评估对于猪群乙脑的防控具有重

要的现实意义。本研究为规模化猪场乙脑疫苗的选
择提供了重要参考依据。
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（上接第１３０页）　红叶樱花不属于生根困难的植
物，在不添加植物生长调节剂的培养基中，生根表现
也比较好，ＩＢＡ和ＮＡＡ质量浓度均为０．０５ｍｇ／Ｌ
的培养基中，生根率可以达到１００％，生根质量也
高。樱花品种不同，生根表现也不相同，福建山樱花
诱导生根比较困难，在１／２ＭＳ＋ＮＡＡ　１．５ｍｇ／Ｌ＋
ＩＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ＋３％蔗糖的培养基上生根率为

９２．１％［５］。黄守印等［４］在诱导樱花生根时，认为单
用ＩＢＡ的生根效果最好，ＩＢＡ和ＮＡＡ配合的生根
效果较差。黄宇翔等［８］认为，山樱花生根培养时

ＩＢＡ和ＮＡＡ配合效果较好。
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建立［Ｊ］．四川农业大学学报，１９９７，１５（３）：３４１－３４４，

３８７．

［３］　及华．樱花的离体快速繁殖［Ｊ］．植物生理学通讯，

１９９８，８（４）：２６９．
［４］　黄守印，池井存，苏淑欣，等．雾灵山地区野生樱花的组

织培养与快速繁殖［Ｊ］．植物生理学通讯，２００３，６（３）：

２２８．
［５］　吕月良，陈璋，施季森，等．福建山樱花不定芽诱导和植

株再生规模化繁殖试验［Ｊ］．南京林业大学学报：自然

科学版，２００６，３０（３）：１０５－１０８．
［６］　王光萍，黄敏仁．福建山樱花的组织培养及植株再生

［Ｊ］．南京林业大学学报：自然科学版，２００２，２６（２）：７３－
７５．

［７］　邹娜，徐楠，曹光球，等．福建山樱花试管苗生根条件的

优化［Ｊ］．江西农业学报，２００８，２０（４）：２６－２９．
［８］　黄宇翔，刘金燕，卓小丽，等．福建山樱花组培快繁研究

［Ｊ］．中国农学通报，２００６，２２（８）：１６２－１６４．
［９］　曹孜义，刘国民．实用植物组织培养技术教程［Ｍ］．兰

州：甘肃科学技术出版社，２００２：４０－５０．
［１０］　王慧娟，孟月娥，赵秀山，等．红叶樱花组培苗移栽技

术研究［Ｊ］．现代农业科技，２０１１（２１）：２１８－２１９．
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