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油菜素内酯对巨桉组培中不定根诱导、
苗木生长和茎基部细胞结构的影响
闫慧芳ꎬ 曾炳山ꎬ 范春节∗ꎬ 刘　 英ꎬ 裘珍飞ꎬ 李湘阳

( 中国林业科学研究院 热带林业研究所ꎬ 广州 ５１０５２０ )

摘　 要: 以巨桉优良无性系 ＥＧ５ 和 ＧＬ１ 组培苗为材料ꎬ在生根培养基中分别加入 ０、 ０.００５、０.０１、０.０５、０.１０、
０.２０ ｍｇＬ￣１的油菜素内酯ꎬ研究其对桉树组培苗中不定根的诱导、茎的生长以及茎基部细胞分化的影响ꎮ 结

果表明:油菜素内酯对巨桉无性系 ＥＧ５ 的生根率和苗高具有显著影响ꎬ无性系 ＥＧ５ 在含有 ０.００５ ｍｇＬ￣１油菜

素内酯的生根培养基中达到最高为 ７６.６％的生根率ꎬ同时组培苗的苗高随着油菜素内酯浓度的增加而呈现出

逐渐降低的趋势ꎮ 对于巨桉无性系 ＧＬ１ꎬ在生根培养基中添加 ０.０５ ｍｇＬ￣１油菜素内酯达到最高为 ８８.３％的

生根率ꎬ不同浓度的油菜素内酯对苗高没有显著影响ꎮ 同时也发现油菜素内酯明显抑制了无性系 ＥＧ５ 不定

根的根长ꎬ随着其浓度的增加根长逐渐变短ꎻ而根条数表现为低浓度时无显著影响ꎬ在高浓度时显著性降低ꎬ
且油菜素内酯对侧根的诱导和分化不起作用ꎮ 另外通过对无性系 ＥＧ５ 生根植株基部的组织切片和化学染色

分析表明ꎬ油菜素内酯在 ０.１０ ｍｇＬ￣１时能促进桉树基部的形成层和木质部的分化ꎬ这可能是抑制不定根诱导

和分化的原因之一ꎮ
关键词: 油菜素内酯ꎬ 桉树ꎬ 不定根诱导ꎬ 形成层
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于植物中一种甾醇类化合物ꎬ作为一种类固醇类激

素ꎬ在植物生长发育中起着不可缺少的作用ꎮ 早期

的研究发现通过外施 ＢＲｓ 可明显促进胚轴的伸长、
提高农作物产量、提高植物抗逆性和果蔬的生长

(候雷平和李梅兰ꎬ ２００１ꎻ 束红梅等ꎬ ２０１１)ꎮ 在火

炬松(Ｐｉｎｕｓ ｔａｅｄａ)、花旗松(Ｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａ ｍｅｎｚｉｅｓｉｉ)、
挪威云杉(Ｐｉｃｅａ ａｂｉｅｓ)、佛罗里达榧树(Ｔｏｒｒｅｙａ ｔａｘｉ￣
ｆｏｌｉａ)和水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)的体胚诱导过程中发现

添加不同浓度的 ＢＲｓ 可以促进胚性细胞的诱导和

进一步的分化 ( Ｍａ ｅｔ ａｌꎬ ２０１２ꎻ Ｐｕｌｌｍａｎ ｅｔ ａｌꎬ
２００３)ꎮ 另外在培养基中添加不同浓度的 ＢＲｓ 有助

于狐米草(Ｓｐａｒｔｉｎａ ｐａｔｅｎｓ)愈伤组织的诱导和植株

再生(Ｌｕ ｅｔ ａｌꎬ ２００３)ꎬ而以烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)
叶片为外植体进行愈伤组织诱导和植株再生中进一

步证实了 ＢＲｓ 的作用(Ｓｏｎｇ￣Ｌｉｍ Ｋｉｍꎬ ２００８)ꎮ
ＢＲｓ 除了参与到种子萌发、矮化、黑暗中光周期

响应、改变气孔分布、延迟开花、雄性不育等发育过

程中(Ｚｈｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１３)ꎬ而且还在细胞伸长和细胞壁

扩展中起到重要作用(候雷平和李梅兰ꎬ ２００１)ꎮ 在

百日草叶肉悬浮细胞培养时加入 ＢＲｓ 可以诱导维

管组织的分化ꎬ同时在菊芋(Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ｔｕｂｅｒｏｓｕｓ)中
也发现 ＢＲｓ 可以在体外诱导木质部的分化(Ｃｌｏｕｓｅꎬ
１９９６ꎻ Ｆｕｋｕｄａꎬ １９９７)ꎮ 在木本植物中发现 ＢＲｓ 可

以诱导日本山杨和美洲锯齿白杨杂交种(Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｓｉｅｂｏｌｄｉｉ × Ｐ. ｇｒａｎｄｉｄｅｎｔａｔａ) 愈伤组织中导管的形

成ꎬ而且这些导管分子具有典型的次生木质部

(Ｙａｍａｇｉｓｈｉ ｅｔ ａｌꎬ ２０１３)ꎮ 研究也发现 ＢＲｓ 能够引

起鹅掌楸(Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ)中纤维和导管长度

的增加ꎬ促进细胞分裂和延伸ꎬ引起木质素合成基因

的下调(Ｊｉｎ ｅｔ ａｌꎬ ２０１４)ꎮ 尽管如此ꎬＢＲｓ 对植物根

发育的作用研究较少ꎬ尤其是对木本植物不定根发

育的影响几乎未见有报道ꎮ
本研究通过外源施加 ＢＲｓ 到桉树生根培养中ꎬ

研究油菜素内酯对桉树不定根诱导的影响ꎬ旨在为

木本植物不定根的诱导提供新的思路ꎮ 同时通过对

桉树生根苗茎基部组织化学分析ꎬ确定 ＢＲｓ 对桉树

茎基部细胞结构的影响ꎬ进一步了解其对桉树茎生

长发育的作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

采用在增殖培养基(改良的 ＭＳ 培养基＋０.５０
ｍｇＬ￣１ ６ＢＡ＋０.１０ ｍｇＬ￣１ＮＡＡ)上培养 １５ ｄ 的巨

桉无性系 ＥＧ５ 和 ＧＬ１ 无菌增殖苗ꎬ选择生长健壮、
苗高约为 １.５０ ｃｍ 的增殖芽苗进行生根实验ꎮ
１.２ 桉树生根实验

材料为巨桉无性系 ＥＧ５ 和 ＧＬ１ 组培生根苗ꎮ
分别采用改良的 １ / ２ＭＳ 培养基＋１.００ ｍｇＬ￣１ ＩＢＡꎬ
同时加入 ０、０.００５、０.０１、０.０５、０.１０、０.２０ ｍｇＬ￣１表

油菜素内酯ꎬ每个处理 １０ ~ １５ 瓶ꎬ每瓶 １０ ~ １５ 株ꎮ
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２０ ｄ 调查生根率、苗高和生长状况ꎮ
对于桉树根长和根条数选择巨桉无性系 ＥＧ５ꎬ

在生根培养基中 ３０ ｄ 后测量最长根的根长、根条数

和是否有侧根ꎮ
１.３ 植物组织切片

选择对照和添加 ０.１０ ｍｇＬ￣１ＢＲｓ 生根培养基

上培养 ３０ ｄ 的巨桉 ＥＧ５ 的基部ꎬ切取 ３~５ ｍｍ 的茎

段ꎬ立即浸入 ＦＡＡ 固定液ꎬ抽气 ２ 次ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎬ
室温下固定 ２４ ｈ 以上ꎮ 然后依次通过逐级脱水至

１００％叔丁醇ꎬ 每级 １.５~２ ｈꎮ 最后一次加入与叔丁

醇等体积的石蜡ꎬ６０ ℃放置 ２４ ｈꎬ期间用纯石蜡替

代 ４ 次ꎮ 然后进行包埋、固定和修块ꎬ切片时采用滑

走切片机切出 １２ μｍ 厚度的切片ꎬ在 ４５ ℃温箱中

过夜烤片ꎮ 经过脱蜡后甲苯胺蓝 Ｏ(ＴＢＯ)滴染约 １
ｍｉｎꎬ漂洗ꎬ甘油封片ꎬ显微镜观察拍照ꎮ
１.４ 统计分析

应用 ＳＰＳＳ 和 ＥＸＣＥＬ 软件对生根苗各项指标进

行方差分析和多重比较ꎬ多重比较采用 ＬＳＤ 最小显

著性差异法(Ｐ<０.０５)ꎬ生根率在进行方差分析前采

用反正弦转换ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＢＲｓ 在巨桉无性系不定根诱导中的作用

不同浓度的 ＢＲｓ 对巨桉的生根率具有显著性

影响(图 １)ꎬ在无性系 ＧＬ１ 中ꎬ随着 ＢＲｓ 浓度的增

加ꎬ桉树的生根率呈现不同程度的增加ꎬ在外施 ＢＲｓ
浓度为 ０.０５ ｍｇＬ￣１时达到最高(８８.３％)ꎮ 在无性

系 ＥＧ５ 中ꎬ外施不同浓度的 ＢＲｓ 对其生根率的影响

也达到显著水平ꎬ在外施 ＢＲｓ 较低时如０.００５、０.０１
和 ０.０５ ｍｇＬ￣１ 时ꎬＥＧ５ 的生根率显著性增加ꎻ在
ＢＲｓ 浓度为 ０.００５ ｍｇＬ￣１时ꎬＥＧ５ 的生根率达到最

高(７６. ６％)ꎮ 从图 １ 可以看出ꎬ在浓度超过 ０. １０
ｍｇＬ￣１的培养基中ꎬＥＧ５ 的生根率显著下降ꎬ当培

养基中 ＢＲｓ 的浓度为 ０.２０ ｍｇＬ￣１时ꎬＥＧ５ 的生根

率达到最低ꎬ为 ３４.１％ꎬ明显低于对照的 ５７.０％ꎬ说
明高浓度的 ＢＲｓ 抑制了桉树不定根的诱导ꎮ
２.２ ＢＲｓ 对巨桉苗高的影响

通过对不同浓度 ＢＲｓ 处理的巨桉无性系 ＥＧ５
和 ＧＬ１ 的生根苗高度进行测量ꎬ图 ２ 结果表明 ＥＧ５
和 ＧＬ１ 对不同浓度 ＢＲｓ 响应不同ꎮ 外施 ＢＲｓ 抑制

了 ＥＧ５ 的生长ꎬ芽苗的抽高受到明显抑制ꎬ在 ０.１０
ｍｇＬ￣１时达到了最低(１.５７ ｃｍ)ꎬ与对照相比降低

图 １　 不同浓度的油菜素内酯对巨桉无性系生根率

的影响　 同一个无性系中不同的小写字母

表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｉｏｄ

ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｌｏｎｅ Ｅ. ｇｒａｎｄｉｓ　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ
ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

(Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 不同浓度油菜素内酯对巨桉生根苗高度的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｉｏｄ
ｏｎ ｔｈｅ ｓｈｏｏｔ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ Ｅ. ｇｒａｎｄｉｓ

了 ２１.８％ꎮ 而施加不同浓度的 ＢＲｓ 到无性系 ＧＬ１
发现其对生根苗高度上的影响不显著ꎮ 尽管如此ꎬ
仍然可以看到在加入 ＢＲｓ 后苗高略微下降ꎮ 可能

是由于不同无性系之间由于茎基部结构的差异导致

其对油菜素内酯的响应浓度和响应方式的不同ꎮ
２.３ ＢＲｓ 对 ＥＧ５ 不定根根长和根条数的影响

由于在生根实验中发现 ＢＲｓ 对 ＥＧ５ 生根率和

高度上的影响ꎬ为了弄清是否由于根生长受到抑制

引起生长上的抑制ꎬ因此对 ＥＧ５ 的根长和根条数进

行了进一步的研究ꎮ 从图 ３ 可以看出ꎬ在 ３０ ｄ 的生

根培养基上ꎬ 发现随着 ＢＲｓ 浓度的增高ꎬ 根长出现
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图 ３　 油菜素内酯对巨桉 ＥＧ５ 根长的影响

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｉｏｄ
ｏｎ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ｅ. ｇｒａｎｄｉｓ ｃｌｏｎｅ ＥＧ５

图 ４　 油菜素内酯对巨桉 ＥＧ５ 根数量的影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｉｏｄ
ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｅ. ｇｒａｎｄｉｓ ｃｌｏｎｅ ＥＧ５

图 ５　 巨桉 ＥＧ５ 生根苗基部切片分析　 Ａ. 对照ꎻ Ｂ. ０.１０ ｍｇＬ￣１ ＢＲꎮ 线状比例尺为 ０.１０ ｍｍꎮ
Ｆｉｇ. ５　 Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｓａｌ ｓｔｅｍ ｏｆ Ｅ. ｇｒａｎｄｉｓ ｃｌｏｎｅ ＥＧ５　 Ａ. Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ. ０.１０ ｍｇＬ￣１ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｉｏｄ. Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ０.１０ ｍｍ.

明显下降ꎮ 在没有添加 ＢＲｓ 的培养基中ꎬ平均根长

为 ４.６４ ｃｍꎻ而在浓度为 ０.２０ ｍｇＬ￣１的生根培养基

中平均根长只有 ２.４９ ｃｍꎬ说明 ＢＲｓ 抑制了 ＥＧ５ 不

定根的伸长ꎬ这可能是 ＢＲｓ 抑制桉树生根苗抽高的

主要原因之一ꎮ
在此基础上ꎬ进一步对外施 ＢＲｓ(浓度为 ０.００５

和 ０.０１ ｍｇＬ￣１)ꎬ并对不定根数量进行了分析ꎮ 从

图 ４ 可以看出ꎬ与对照相比ꎬ不定根的数量无明显变

化ꎬ说明低浓度 ＢＲｓ 对 ＥＧ５ 不定根诱导作用不显

著ꎮ 而随着 ＢＲｓ 浓度的进一步增高ꎬ不定根的数量

明显降低ꎬ由原来的平均在 ３ 条以上降低到 ２ 条以

下ꎮ 这些与 ＢＲｓ 在高浓度时引起巨桉生根率降低

的结果相一致ꎬ说明高浓度的 ＢＲｓ 明显抑制了不定

根的诱导和形成ꎮ 除此之外ꎬ通过对生根苗中侧根

的诱导统计ꎬ所有处理的不定根都有侧根出现ꎮ 这

表明 ＢＲｓ 主要通过影响桉树不定根的诱导和发育

来进一步作用于桉树的生长ꎮ
２.４ ＢＲｓ 对桉树茎基部初生木质部分化的影响

在上述研究中发现ꎬ高浓度 ＢＲｓ 抑制了桉树不

定根的诱导ꎬ为了进一步了解其机制ꎬ因此对茎基部

进行了细胞结构分析ꎮ 在外施 ＢＲｓ(浓度在 ０. １０
ｍｇＬ￣１)中发现ꎬＢＲｓ 引起桉树基部膨胀作用最为

明显ꎬ因此在本研究中选择外施 ＢＲｓꎬ当外施 ＢＲｓ 的
浓度在 ０.１０ ｍｇＬ￣１时ꎬ对 ＥＧ５ 生根苗茎基部取样

进行石蜡切片分析ꎮ 从图 ５ 可以看出ꎬ与对照相比ꎬ
韧皮部细胞数量变少ꎬ细胞变小ꎬ而薄壁细胞数量明

显增加ꎬ且细胞变小ꎬ同时薄壁细胞连接起来ꎬ甚至

出现导管ꎬ已经具有明显的次生生长ꎬ另外在图 ５ 中
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还可以明显看到木质部细胞明显增加ꎮ

３　 讨论与结论

本文通过在桉树生根培养基中添加不同浓度的

ＢＲｓ 研究其对桉树不定根诱导、苗高以及桉树茎基

部细胞结构的影响ꎮ 结果表明低于 ０.０５ ｍｇＬ￣１的

ＢＲｓ 可以不同程度地提高桉树的生根率ꎬ且对植株

的高度生长影响较小甚至不受影响ꎮ 因此可以通过

添加适当浓度的 ＢＲｓ 来改善和提高木本植物组培

过程中的不定根诱导困难的问题ꎬ这为解决木本植

物生根率低的问题提供一种解决方式ꎮ
值得注意的是 ０.１０ ｍｇＬ￣１的 ＢＲｓ 会明显地抑

制不定根的诱导ꎮ 经过切片分析ꎬ０.１０ ｍｇＬ￣１的

ＢＲｓ 引起桉树基部的形成层细胞增多ꎬ且木质化程

度增加ꎮ 这些结果与 ＢＲｓ 诱导百日草悬浮细胞形

成导管以及 ＢＲｓ 会引起杨树愈伤组织诱导次生木

质部的形成结果一致(Ｆｕｋｕｄａꎬ １９９７ꎻ Ｙａｍａｇｉｓｈｉ ｅｔ
ａｌꎬ ２０１３)ꎬ说明 ＢＲｓ 对桉树组培苗茎基部木质化细

胞的 诱 导 和 分 化 起 作 用ꎮ 在 白 桦 ( Ｂｅｔｕｌａ
Ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ)不定根诱导的过程中对不定根起源研

究时发现ꎬ不定根起源于幼茎内部少数维管射线细

胞与形成层的交叉处加宽的部位 (詹亚光等ꎬ
２００２)ꎬ而在本研究中发现 ０.１０ ｍｇＬ￣１的 ＢＲｓ 引起

桉树基部形成了环状的形成层ꎬ意味着进入了次生

生长ꎬ在此过程中单独的成团细胞减少ꎬ引起诱导不

定根的条件减少ꎮ 说明桉树茎基部的木质化增加可

能是不定根诱导受到抑制的主要原因之一ꎮ
除此之外ꎬ在研究中发现添加 ＢＲｓ 明显地抑制

了不定根的伸长ꎬ与小麦和绿豆中的作用类似

(Ｒｏｄｄｉｃｋ ＆ Ｉｋｅｋａｗａꎬ １９９２)ꎮ 而在拟南芥中发现

ＢＲｓ 在低浓度时仍然能够促进根的伸长(Ｍüｓｓｉｇ ｅｔ
ａｌꎬ ２００３)ꎬ但会抑制根毛的发育ꎮ 与之不同ꎬ在水

稻中 ＢＲｓ 表现出在一定的浓度范围内促进根毛的

生长发育(王凤茹和董金皋ꎬ ２０１０)ꎮ 因此推测 ＢＲｓ
对不定根发育的影响受到剂量调控ꎬ不同物种响应

ＢＲｓ 的浓度不同从而导致其对根发育的影响不同ꎮ
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