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要$以美容杜鹃幼叶为外植体!通过三因素三水平的正交试验!探究不同培养基)激素对愈伤组织诱导)分化和

植株再生的影响!并对愈伤组织进行
%(A

热胁迫!探讨热胁迫下其耐热生理指标随时间的变化规律(结果表明$

"

#

#愈伤组织诱导和芽分化最佳培养基均为
B>8@C",#7

D

%

EFGGC",!7

D

%

EHIJ

&最佳壮苗培养基为改良
KL

C",#7

D

%

EMHC",!7

D

%

EFGG

&最佳生根培养基为
#

%

!

改良
KLC!,"7

D

%

ENG

%
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#随着热胁迫时间的延

长!愈伤组织中的可溶性糖和游离脯氨酸含量变化不明显!而
KIG

和可溶性蛋白质的含量呈上升趋势!超氧化物

歧化酶"

LOI

#和过氧化物酶"

5OI

#活性则表现为先升后降趋势&其中!

KIG

含量)可溶性蛋白质含量)

LOI

和

5OI

活性随时间变化显著!可作为评价美容杜鹃耐热性的生理指标(

关键词$美容杜鹃&叶片&愈伤组织&再生体系&耐热生理
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#为杜鹃

花科杜鹃属多年生小乔木!中国特有种!是著名的高

山观赏花卉*

#

+

(美容杜鹃中含有多种黄酮类*

!

+和挥

发油类活性成分!具有很高的经济和药用价值!是重



要的资源植物(美容杜鹃野外引种工作复杂艰巨!

因其种子极小!萌发时对土壤和环境要求苛刻*

%

+

!扦

插苗生长缓慢存活率低!且对高温的忍耐力不强!而

低海拔地区夏季持续的高温和干燥空气极易导致美

容杜鹃死亡!因此!繁殖难度和高温胁迫问题限制了

以美容杜鹃为代表的高山杜鹃资源的开发和利用(

罗彭等*

$

+对美容杜鹃的茎段进行了快繁体系研

究!但是茎段脱分化较难!且增殖系数较低!因此本

研究以美容杜鹃叶片作为外植体!利用组培快繁技

术*

*)&

+

!建立再生优化体系!为进一步研究和繁殖美

容杜鹃奠定基础(此外!通过对美容杜鹃愈伤组织

热胁迫下生理指标的测定与分析!探索其抵御热胁

迫的生理响应机制!为美容杜鹃的低海拔地区引种

和耐热品种选育提供依据(

#

!

材料和方法

=,=

!

材
!

料

美容杜鹃采自峨眉山雷洞坪!由四川大学白洁

副教授鉴定(

=,>

!

方
!

法

=,>,=

!

愈伤组织诱导分化和不定芽的形成
!

参照

罗彭*

$

+及
K>Z[>0/

等*

*

+对高山杜鹃的组培!设计三

因素三水平的正交实验!分别以
KL

"高盐!铵盐%硝

酸盐
a",*

!低铁盐#)改良
KL

"低盐!铵盐%硝酸盐

a",*

!高铁盐#和
B>8@

"低盐!铵盐%硝酸盐
a#

!低

铁盐#

*

(

+为基本培养基"
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D
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E

蔗糖!
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D
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琼

脂!

_

T*,$

#!根据实验设计选用不同浓度
FGG

和

HIJ

(将美容杜鹃叶片用洗衣粉浸泡和冲洗后!用

&"b

乙醇浸泡
",* 7.0

!无菌水冲洗
%

次!再用

",#b

氯化汞浸泡
+7.0

!无菌水冲洗
*

次后!将叶

片切成
*77c*77

的小块!正面朝上接种在培养

基上!每培养皿接种
$

个外植体!

*

次重复!暗培养
&

@

!观察愈伤组织的生长情况并统计结果(

将未褐化的愈伤组织转接到相同培养基的三角

瓶中!放置于"

!*d!

#

A

)

#!U

%

@

的
#+""

"

!"""9̂

光照条件下培养!诱导不定芽(

=,>,>

!

壮苗培养
!

将愈伤诱导的不定芽切下接种

于壮苗培养基$改良
KLC",# 7

D

%

E MHC",!

7

D

%

EFGG

与
B>8@C",#7

D

%

EMHC",!7
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%

E

FGG

!放置于"
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的
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光照条件下培养
#*@

!进行壮苗培养(

=,>,?

!

生根培养与炼苗移栽
!

将经过壮苗培养后

的丛生苗分割成单株!接种于
#

%

!

改良
KL

基本培

养基上!添加植物生长调节物质
NG

%

"浓度分别为

"

)

",*

)

#

)

#,*

)

!

和
!,*7

D

%

E

#(每瓶接种
+

株!每

组
*

瓶!放至
#,!,!

相同条件下进行生根培养(根

长至
%

"

+;7

时!将瓶口揭开!在室内炼苗
$@

!洗去

根部培养基!移栽至混合土壤"蛭石
e

营养土
a

#e#

#!用
#

%

#"KL

浇灌至土壤湿度保持在
$"b

!

#

周后正常管理(

=,>,@

!

美容杜鹃愈伤组织热胁迫下生理指标的测

定
!

将继代
#

次的愈伤组织于
%(A

)

$"b

湿度)

#!

U

%

@

光照"

#+""

"

!"""9̂

#的人工气候箱进行热胁

迫处理!分别测定
"

)

%

)

+

)

1

)

#!

和
!$U

的生理指标!

%

次重复(其中!

KIG

含量测定采用硫代巴比妥酸

法&可溶性糖含量测定采用蒽酮比色法&蛋白质含量

测定采用考马斯亮蓝法&脯氨酸含量测定采用茚三

酮比色法&

LOI

和
5OI

活性分别采用总超氧化物

歧化酶和过氧化物酶试剂盒测定!并用
L5LL

统计

分析数据的显著性(

!

!

结果与分析

>,=

!

激素及培养基对愈伤组织诱导)芽分化和不定

芽增殖影响

根据正交试验!分别统计外植体培育
#

周后愈

伤组织的诱导率)

$

周后芽分化诱导率和平均出芽

个数"表
#

#(其中!

B>8@C",#7

D

%

EFGGC",!

7

D

%

EHIJ

的愈伤组织诱导率)芽分化诱导率和平

均出芽数最高!分别为
1*b

)

("b

和
#!,!

个(

通过
L5LL

软件分析各基本培养基)激素浓度

对愈伤组织诱导"图
#

!

G

#)芽分化诱导"图
#

!

R

#及

平均出芽个数的影响*

1

+

"表
!

#(因极差越大表明影

响越显著且在
","*

水平差异显著!所以基本培养基

对愈伤组织诱导率影响最显著!

FGG

对芽分化诱

导和平均芽数影响最显著(据这
%

种基本培养基对

愈伤组织诱导率平均值分析!影响因素依次为
B>8@

#

改良
KL

#

KL

!据
FGG

对芽分化诱导率和平均芽

数影响平均值分析!

FGG

浓度为
",#7

D

%

E

效果最

好(据以上分析!可得出最佳愈伤组织诱导率)分化

和丛生芽增殖培养基组合为
B>8@C",#7

D

%

EFGG

C",!7

D

%

EHIJ

(

>,>

!

壮苗)生根与炼苗移栽

改良
KL

为基本培养基中苗长势壮而高!叶片

更绿!后期更易诱导生根培养"图
#

!

4

#!但在
B>8@

基本培养基中的苗大多纤细矮小"图
#

!

4f

#(故壮

苗最佳培养基为改良
KLC",#7

D

%

E MHC",!

7

D

%

EFGG

(

在
#

%

!

改良
KL

生根培养基中!生根率与
NG

%

(&%#
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不同培养基和激素对美容杜鹃愈伤组织诱导)芽分化和增殖的效果
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注$愈伤组织诱导率
a

产生愈伤组织块数%接种总块数
c#""b

&芽分化诱导率
a

产生芽的组织块数%愈伤组织的块数
c#""b

&平均出芽个数
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美容杜鹃叶片再生体系建立
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软件分析不同培养基和激素对愈伤组织诱导)芽分化和增殖影响
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浓度在
"

"

!7

D

%

E

时呈正相关"表
%

#!培养基中的

NG

%

浓度为
!7

D

%

E

时生根率达到
1(,&b

!根长且

密!

%

周后根显著增长且变粗!幼苗叶片浓绿!生长

健壮"图
#

!

I

#(

NG

%

超过
!7

D

%

E

时生根率下降!

根细而长(故最佳的生根培养基为$

#

%

!

改良
KLC

#,*b

蔗糖
C",+b

琼脂
C!7

D

%

ENG

%

(当根长至

%

"

+;7

时即可移栽至混合土壤中"图
#

!

6

#(

>,?

!

热胁迫对美容杜鹃愈伤组织生理指标的影响

生理指标的变化反映出热胁迫对植物生长代谢

影响*

#"

+

(测定美容杜鹃愈伤组织
%(A

热胁迫下各

表
?

!

生根培养基优化

H8=9>%

!

HU><

_

[.7.g8[.<0<XZ<<[.0

D

;?9[?Z>7>@.?7

编号

F?7=>Z

培养基

K>@.?7

%"

7

D

%

E

#

生根率

B<<[.0

D_

>Z;>0[8

D

>

%

b

# #

%

!

改良
KL#

%

!.7

_

Z<Y>@KL !",%

!

#

%

!

改良
KLCNG

%

#7

D

%

E

#

%

!.7

_

Z<Y>@KLCNG

%

#7

D

%

E

%$,*

%

#

%

!

改良
KLCNG

%

#,*7

D

%

E

#

%

!.7

_

Z<Y>@KLCNG

%

#,*7

D

%

E

$$,$

$

#

%

!

改良
KLCNG

%

!7

D

%

E

#

%

!.7

_

Z<Y>@KLCNG

%

!7

D

%

E

1(,&

*

#

%

!

改良
KLCNG

%

!,*7

D

%

E

#

%

!.7

_

Z<Y>@KLCNG

%

!,*7

D

%

E

1+,(

生理指标"图
!

#!并采用
I?0;80

法分析(

>,?,=

!

丙二醛含量
!

植物在逆境条件下常发生膜

脂过氧化作用而产生丙二醛"

KIG

#

*

##

+

(愈伤组织

的
KIG

含量在热胁迫处理时间
"

"

1U

时增加缓

慢且含量相对较低!随着处理时间的延长!

KIG

含

量迅速增加"图
!

!

G

#(数据分析显示!

KIG

含量

随时间变化显著!因此可作为美容杜鹃耐热品种筛

选的参考指标(

>,?,>

!

渗透调节物质含量
!

可溶性糖含量随着热

胁迫时间延长出现先增后降趋势"图
!

!

R

#!但其仅

在热胁迫
%U

时有显著差异!而其整体差异不显著!

故不适合作为美容杜鹃的耐热品种筛选参考指标(

植物可溶性蛋白含量与保水力密切相关!其合

成及降解速率与植物耐热性有关*

#!

+

(可溶性蛋白

含量随着热胁迫时间的增加呈上升趋势"图
!

!

4

#!

前期诱导尤为明显!但是随着热胁迫时间延长!细胞

受到损伤不可修复!可溶性蛋白含量增加减缓(热

胁迫处理前后可溶性蛋白含量变化明显!通过

I?0;80

分析可作为美容杜鹃耐热品种筛选的参考

指标(

图
!

!

热胁迫对美容杜鹃愈伤组织生理指标的影响

不同小写字母表示处理时间在
","#

水平上的差异显著
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!!

脯氨酸不仅可以调节细胞质渗透压!平衡植物

细胞酸度!稳定细胞大分子结构!还具有细胞氧化还

原势调节作用*

#!

+

(热胁迫前
+U

!脯氨酸含量与时

间呈正相关!

+U

后含量趋于稳定"图
!

!

I

#(通过对

脯氨酸
I?0;80

分析!其整体随时间变化差异不显

著!并不适用于美容杜鹃的耐热品种筛选(

>,?,?

!

抗氧化酶活性
!

LOI

能清除活性氧!是评

价植物抵抗逆境能力的重要指标(热胁迫
"

"

1U

内!

LOI

随着时间延长而快速增加!可能由于热胁

迫产生活性氧诱导
LOI

的活性&而
#!U

以后
LOI

活性随着时间的增加开始下降"图
!

!

6

#!这可能随

着热胁迫时间的增加!抗氧化酶系统遭到破坏!导致

膜脂过氧化作用加剧*

#%

+

!

LOI

活性下降(

5OI

能

够催化过氧化物分解*

#$

+

(随着时间的延长!

5OI

活性先升高后降低!热胁迫
1U

时达到最大值"图
!

!

W

#(经过
I?0;80

分析!

LOI

及
5OI

活性随时间变

化显著!可作为美容杜鹃耐热品种筛选的辅助参考

指标(

%

!

讨
!

论

?,=

!

美容杜鹃叶片再生体系建立

实验采用叶片获得再生苗!与罗彭等*

$

+建立的

茎段再生体系相比!具有以下优势$"

#

#叶片较茎段

具有数量优势!且初处理更简单&"

!

#叶片愈伤组织

诱导率和出芽数比茎段的高&"

%

#叶片再生体系中愈

伤组织诱导和芽分化采用同一培养基!较茎段再生

体系所采用的
!

种培养基具有简化步骤)缩短时间

和节约资源的优点(

采用
%

种基本培养基作为愈伤组织诱导和分化

培养!影响因素为
B>8@

#

改良
KL

#

KL

!与王亦非

等*

#*

+对两种西洋杜鹃组培的研究结果相一致(可

能原因是美容杜鹃的愈伤组织诱导与分化更偏好低

浓度的盐分)高比例
FT

$

%

FO

%

的培养基(由于离

子的选择吸收现象!

FT

C

$

用作养分时会使外部环

境酸化!

FO

'

%

碱化*

#+)#&

+

!美容杜鹃在野外实地生长

喜好酸性土壤!因此高比例
FT

$

%

FO

%

培养基应有利

于愈伤组织的诱导)分化和增殖(其中
FGG

浓度为

",#7

D

%

E

时对美容杜鹃诱导丛生芽的影响显著!过

高或过低浓度均不利于愈伤组织丛生芽的诱导*

#(

+

(

采用
B>8@

和改良
KL

为壮苗基本培养基!其中

改良
KL

培养苗更健壮!叶片更绿!可能是改良
KL

的高铁盐更有利于植物的叶绿素合成!加强了美容

杜鹃壮苗的生长(此外!采用
#

%

!

改良
KL

生根基

本培养基!附加
!,"7

D

%

E

的
NG

%

有助于芽快速萌

发和生长!促进生根!这与顾地周等*

#1

+对烈香杜鹃

快繁研究结果一致(

?,>

!

愈伤组织耐热性生理指标

通过对愈伤组织热胁迫生理指标进行测定分

析!可知美容杜鹃热胁迫下生理指标与耐热性存在

相关性(在热胁迫下!产生了大量的有害物质

KIG

&同时美容杜鹃也启动应急的抗氧化等防御系

统*

!"

+

&通过调节体内脯氨酸"

5Z<

#)可溶性糖和可溶

性蛋白质物质!来保护生物大分子的功能结构)细胞

膜结构!维持细胞的膨压来抵御或减轻热胁迫伤

害*

!#

+

(其中!可溶性蛋白含量)

KIG

含量变化最显

著!

LOI

和
5OI

活性在处理前期变化也比较明显!

这
$

项指标结合其热胁迫下的形态表现!可为今后

美容杜鹃抗高温品种的选育评价及其栽培管理提供

理论依据(

?,?

!

愈伤组织耐热性研究意义

植物为抵御高温胁迫已经进化了许多耐高温机

制!包括维持膜的稳定性)合成抗氧化物质)积累渗

透调节物质等(通过对美容杜鹃的愈伤组织热胁迫

中生理指标的研究!初步分析和揭示了愈伤组织适

应热胁迫的生理响应物质(相较生长于冷凉环境条

件下的美容杜鹃而言!实生苗难以在低海拔地区大

量栽培成活&同时!从愈伤组织到再生植株过程中组

培苗会有较大差异分化(通过测定分析愈伤组织热

胁迫下的生理指标虽然和实生苗会有差异!但是用

叶片诱导的愈伤组织具有与野生植株相同的遗传特

征!且容易获得遗传背景较为一致的材料!因此在本

试验中!以愈伤组织为材料研究其对高温胁迫的生

理响应!可为探讨美容杜鹃抵御耐热机制提供完整

认识!同时为基因改良杜鹃耐热品质打下基础!也为

高山杜鹃在引种过程中减缓伤害提供可行途径和科

学参考依据(
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