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木本油料作物美藤果组织培养植株再生体系的建立
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摘 要 美藤果(Plukenetia volubilis)是大戟科(Euphorbiaceae)多年生木质藤本植物，其种子油富含多不饱和

脂肪酸高达 85%，特别是 α- 亚麻酸含量高达 50%，具有很高的营养价值。为了建立高效的美藤果植株再生

体系，本研究采用正交实验方法，对影响美藤果芽再生效率的细胞分裂素 6- 苄基腺嘌呤(6-benzyladenine,
6-BA)、生长素吲哚丁酸(indole butyric acid, IBA)的浓度和不同发育阶段的美藤果子叶外植体这 3 个因素进

行分析。结果表明，6-BA 浓度、IBA 浓度和子叶外植体发育阶段对美藤果再生芽诱导均有显著影响，作用效

果依次为：不同外植体发育阶段>6-BA 浓度>IBA 浓度。在 5.0 mg/L 6-BA 和 0.2 mg/L IBA 的条件下，用Ⅵ

阶段(授粉后 130 d 的果实)的美藤果子叶作为外植体，有较好的再生芽诱导效果，最高芽诱导效率为 91.67%，每

个外植体的再生芽数目为 5.5 个。此外，IBA 和 NAA 都可以促进美藤果再生植株根的形成，且 IBA 作用效

果高于 NAA。IBA 和 NAA 的浓度分别为 0.6 mg/L 和 0.4 mg/L 的组合时，再生根的诱导效果最好，再生根诱

导效率为 41.67%，每个芽的根数目为 7.1 个。美藤果植株再生体系的建立为优良苗木的大量无性繁殖，以及

进一步的基因功能研究和利用基因工程技术进行品种改良奠定了基础。
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Abstract Sacha inchi (Plukenetia volubilis) belonging to the Euphorbiaceae family, is a woody perennial vine.
The polyunsaturated fatty acids content was approximately 85% in its seed oil, of which about 50% was the
α-linolenic acid. In order to develop a regeneration system of Sacha inchi, we optimized the conditions for
regeneration from cotyledons at six developmental stages used as explants with different concentrations of
6-benzyladenine (6-BA) and indole butyric acid (IBA). The results showed that the best suitable conditions were
cotyledon explants at Ⅵ developmental stage (130 day after pollen, DAP) and MS medium with 5.0 mg/L 6-BA
and 0.2 mg/L IBA. The effect of them on regeneration shoot induction was as following: the developmental stage
of explant>6-BA>IBA. The shoot induction efficiency was 91.67% and the number of ones per explant was 5.5.
Moreover, the suitable condition for regeneration root induction was 1/2 MS medium with 0.6 mg/L IBA and
0.4 mg/L NAA. The effect of IBA on root induction was more significant than one of NAA. The root induction
efficiency was 41.67% and the number of roots per explant was 7.1. Our study provides a base for the rapid
propagation and improvement of Sacha inchi varieties using genetic engineering method.
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美藤果(Plukenetia volubilis)，又名星油藤、南美

油藤、印奇果、野花生、萨夏花生和山花生等，属于大

戟科，原产于南美洲的热带雨林，是一种多年生木质

藤本油料作物(蔡志全, 2011)。美藤果种子含油量约

41%~54%，含蛋白质 25%~27%，其油脂成分中多不

饱和脂肪酸约占 85% (Guillén et al., 2003)。美藤果种

子油在食品、制药和化妆品的开发等方面具有巨大的

应用潜力(Moser et al., 2007)。目前对美藤果的研究主

要集中于对其种子成分和其油成分的分析(Cai et al.,
2011; Gutiérrez et al., 2011; Maurer et al., 2012)，以及

对其生理生态特性方面的研究(Cai et al., 2012; Chan-
drasekaran and Liu, 2014; Wang et al., 2014)。有研究

表明遮阴处理和高密度种植能够延迟美藤果的开花

时间，降低光合作用效率，降低植株生物量，最终使

花和果实的数目减少，表明美藤果是一种高需光性

植物(Cai, 2011; Cai et al., 2013)。Tian 等(2013)对接

种丛枝菌根真菌的美藤果幼苗进行研究，发现在水

分条件良好的条件下，丛枝菌根真菌能够促进美藤

果的生长，提高美藤果光合作用效率及水分利用率。
这种菌根真菌能与美藤果形成菌根共生体，提高光

合作用效率和水分利用率，同时它能够激活抗氧化

酶的作用，特别是降低干旱胁迫下过氧化氢的积累

和氧化伤害。Niu 等(2014)用时域核磁共振测定了不

同发育阶段的美藤果种子含油量，结果表明，随着发

育时间的增加，美藤果种子的含油量呈直线型增长。
Fu 等(2014)发现喷施 6- 苄基腺嘌呤(6-benzylade-
nine, 6-BA)能够使美藤果雄花转变为雌花，显著提

高单个果序的结果数量。Nascimento 等(2013)从美

藤果的叶片中提取到抗氧化物质，可抑制抗恶性肿

瘤增殖。
植株再生体系的建立是利用植物离体组织、器

官、细胞和原生质体等(Hill and Schaller, 2013)，在一

定的物理和化学条件下诱导出愈伤组织、不定芽和

不定根，最后形成完整植株的过程。在植物的组织培

养中，植物的子叶经常被选择作为外植体进行再生

体系建立的研究(da Silva et al., 2013; Ren et al., 2013;
Sugimoto and Meyerowitz, 2013)。

Wei 等(2004)以小桐子(Jatropha curcas L.)的下

胚轴为外植体，Murashige 和 Skoog (MS)培养基为基

础培养基，添加不同浓度的 6-BA 和吲哚丁酸(IBA)
进行再生芽和再生根的诱导，成功获得了再生植株。
Pan 等(2010)以小桐子成熟种子的子叶为外植体，配

合不同浓度的 6-BA 和 IBA，也成功诱导出再生芽，

并利用 IBA 成功诱导出再生根。Konan 等(1997)以木

薯(Manihot esculenta Crantz.)的茎节(Node)和腋芽分

生组织为外植体，MS 为基础培养基，添加不同浓度

的 6-BA、苯基噻二唑基脲(Thidiazuron, TDA)、激动

素(Kinetin)和玉米素(Zeatin)成功诱导不定芽的形成。
然而，有关美藤果的组织培养再生体系的研究还未

见国内外报道。
本研究以美藤果不同发育阶段种子的子叶为外

植体，采用不同浓度的 6-BA、IBA 和 NAA 进行摸

索和优化，成功建立了美藤果的再生体系。高效的

植株再生体系是优良苗木的大量无性繁殖和建立

遗传转化体系的基础。因此，我们的研究结果对开

展美藤果基因功能研究、发掘有重要应用价值基因

的基础，进行美藤果优良品种的快速繁殖和品种改

良具有重要意义。

1 结果与分析

1.1 美藤果子叶不定芽的诱导

我们选取了 6 个不同发育阶段的美藤果果实和

种子(图 1)，取其子叶作为外植体，诱导再生芽。Ⅰ~
Ⅵ发育阶段分别为授粉后 65 d、80 d、95 d、110 d、120 d
和 130 d 的美藤果种子。其中，Ⅰ阶段为发育阶段早

期的种子，子叶较小；Ⅱ~Ⅴ阶段种子的子叶大小不

再变化，而种子颜色变深，逐渐成熟；Ⅵ阶段为已经

完全成熟的种子，干物质含量达到稳定状态(Niu et
al., 2014)。用上述 6 个发育阶段的子叶进行再生芽诱

导，置于芽诱导培养基后，在第 10 天时，子叶开始变绿

(图 2B)；在第 60 天时，再生芽长度为 1~3 cm (图 2C)。
此时统计芽诱导效率和每个外植体诱导出的再生芽

的数目。
随着 6-BA 浓度的升高，不定芽诱导效率相应

升高(表 1)。当 6-BA 的浓度为 5.0 mg/L 时，诱导效

果最好；而随着 IBA 浓度的升高，芽诱导效率先升

高，后降低，IBA 浓度为 0.2 mg/L 时，诱导效果最好。
美藤果种子的发育阶段对子叶的芽诱导效果有明显

影响，随着美藤果种子逐渐成熟，芽诱导效率逐步升

高。第Ⅴ阶段的子叶的芽诱导效率最好，而第Ⅵ阶段

的子叶的芽诱导效率略有降低(表 1)，而对每个外植

体的平均再生芽数目诱导效果最好的发育阶段为Ⅵ

(表 1)。方差分析显示，影响美藤果子叶再生芽诱导

效果的 3 个因素中，外植体发育阶段影响最大，其次

为 6-BA，而 IBA 的作用不显著(表 1; 表 2; 表 3)。使

用第Ⅵ阶段的美藤果种子的子叶，在 5.0 mg/L 6-BA
和 0.2 mg/L IBA 的条件下，再生芽诱导效果最好，最
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表 1 美藤果子叶再生芽诱导结果

Table 1 Results of shoot induction of Plukenetia volubilis with cotyledons as explants

处理

Treatment

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
k1 (芽诱导效率)
k1 (Shoot induction efficiency)
k2 (芽诱导效率)
k2 (Shoot induction efficiency)
k3 (芽诱导效率)
k3 (Shoot induction efficiency)
k4 (芽诱导效率)
k4 (Shoot induction efficiency)
k5 (芽诱导效率)
k5 (Shoot induction efficiency)
k6 (芽诱导效率)
k6 (Shoot induction efficiency)
R (芽诱导效率)
R (Shoot induction efficiency)
k1 (芽数目 / 外植体)
k1 (Shoot number/explant)
k2 (芽数目 / 外植体)
k2 (Shoot number/explant)
k3 (芽数目 / 外植体)
k3 (Shoot number/explant)
k4 (芽数目 / 外植体)
k4 (Shoot number/explant)
k5 (芽数目 / 外植体)
k5 (Shoot number/explant)
k6 (芽数目 / 外植体)
k6 (Shoot number/explant)
R (芽数目 / 外植体)
R (Shoot number/explant)

6-BA 浓度(mg/L)
Concentration of
6-BA (mg/L)
3
4
5
3
4
5
3
4
5
3
4
5
3
4
5
3
4
5
42.06

44.11

67.40

25.34

0.90

1.20

2.30

1.40

IBA 浓度(mg/L)
Concentration of
IBA (mg/L)
0.1
0.2
0.3
0.1
0.2
0.3
0.2
0.3
0.1
0.3
0.1
0.2
0.2
0.3
0.1
0.3
0.1
0.2
49.39

53.48

50.70

4.09

1.30

1.70

1.30

0.40

外植体发育阶段

Development
stage of explant
Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ

Ⅵ

4.10

59.52

58.43

59.21

63.85

62.01

59.75

0.10

1.00

1.50

1.40

1.90

2.60

2.50

芽诱导效率(%)
Shoot induction
efficiency (%)
3.97±4.18
2.38±4.12
5.95±5.45
46.43±3.57
47.62±5.45
84.52±10.91
53.87±8.94
55.95±5.45
65.48±5.45
50.00±7.14
52.44±5.47
75.19±5.86
50.14±6.45
59.83±6.67
81.57±2.76
47.93±5.38
46.43±10.72
91.67±8.99

芽数目 / 外植体

Shoot number/Explant

0.1±0.1
0.0±0.0
0.1±0.1
0.7±0.2
0.7±0.1
1.7±0.2
1.2±0.2
1.5±0.4
1.8±0.5
1.1±0.2
1.5±0.1
1.7±0.4
0.9±0.2
2.2±0.4
2.7±0.5
1.2±0.2
1.2±0.1
5.5±0.9

注: k 为各因素同一水平的芽诱导效率或芽数目 / 外植体的平均值; R 值=kmax-kmin

Note: k values are shoot induction efficiency or shoot number/explant at every level of different factors; R represents the value of kmax

value minus kmin value
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高芽诱导效率可达 91.67%，每个外植体诱导出的再

生芽为 5.5 个。

1.2 美藤果再生芽生根诱导

我们选取生长健壮、有明显主茎的美藤果再生芽，

分别用 0.3 mg/L、0.6 mg/L、0.9 mg/L IBA 和 0.2 mg/L、
0.4 mg/L、0.6 mg/L NAA 进行生根诱导(图 2D)，30 d
后开始统计生根效率及每个芽的根数目(图 2E)。如

表 4 所示，随着 IBA 浓度的增加，根诱导效率先升高、
后降低，当 IBA 的浓度为 0.6 mg/L 时，根诱导效率最

好；NAA 的效果与 IBA 相似，随着 NAA 浓度的增

加，诱导效率先升高、后降低，NAA 的浓度为 0.4 mg/L
时，效果最好。方差分析显示，IBA 和 NAA 对美藤果

根的诱导都有明显影响，IBA 的诱导效果更好(表 4;
表 5; 表 6)。上述结果表明，当 IBA 和 NAA 的浓度分

别为 0.6 mg/L 和 0.4 mg/L 时，对美藤果根诱导效果

最好，平均每个再生芽可以诱导形成 7.1 条再生根，

根诱导效率可以达到 41.67%。

1.3 美藤果再生苗的移栽

选取生长状况良好，根系发达的组培苗，洗净根

部培养基，置于 0.1%多菌灵溶液中浸泡 1 h 后，移植

到灭菌处理的花卉土中，用保鲜膜覆盖，保持湿度。
12 d 后去掉保鲜膜，20 d 后可确定其成活(图 2F)，统

图 1 美藤果 6 个不同发育阶段的种子和胚

注: Ⅰ~Ⅵ: 分别为授粉后 65 d, 80 d, 95 d, 110 d, 120 d 和 130 d
的材料; A: 果实; B: 带外种皮的种子; C: 无外种皮的种子; D:
无外壳的种子; E: 胚; 标尺: 1 cm
Figure 1 Seeds and embryos of six different developmental stages
Note: Ⅰ~Ⅵ: Indicated the 65 d, 80 d, 95 d, 110 d, 120 d, 130 d,
respectively; A: Fruits; B: Seeds with exopleura; C: Seeds with-
out exopleura; D: Uncoated seeds; E: Embryo; Bars: 1 cm

表 2 美藤果再生芽诱导效率方差分析

Table 2 ANOVA analysis of shoot induction efficiency of Plukenetia volubilis

方差来源

Source of variation
6-BA
IBA
外植体发育阶段

Developmental stage of explant
误差

Error

Ⅲ型平方和

Quadratic sum
7 131.75
157.07

24 129.10

4 045.95

均方

Mean square
3 565.87

78.53
4 825.82

91.95

F 值

F value
38.78
0.85
52.48

p 值

p value
0.00
0.43
0.00

表 3 美藤果每个外植体再生芽数目的方差分析

Table 3 ANOVA analysis of shoot number per explant of Plukenetia volubilis

方差来源

Source of variation
6-BA
IBA
外植体发育阶段

Developmental stage of explant
误差

Error

Ⅲ型平方和

Quadratic sum
18.80
1.80
34.10

28.60

均方

Mean square
9.4
0.9
6.8

0.9

F 值

F value
14.50
1.40
10.50

p 值

p value
0.00
0.26
0.00
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表 4 美藤果根诱导 L9(32)正交试验结果

Table 4 Orthogonal experiment results L9(32) of Plukenetia volubilis root induction

处理

Treatment
1
2
3
4
5
6
7
8
9
k1 (根诱导效率)
k1 (Root induction efficiency)
k2 (根诱导效率)
k2 (Root induction efficiency)
k3 (根诱导效率)
k3 (Root induction efficiency)
R (根诱导效率)
R (Root induction efficiency)
k1 (生根数(条)/ 芽)
k1 (Root number/shoot)
k2 (生根数(条)/ 芽)
k2 (Root number/shoot)
k3 (生根数(条)/ 芽)
k3 (Root number/shoot)
R (生根数(条)/ 芽)
R (Root number/shoot)

IBA 浓度(mg/L)
IBA concentration (mg/L)
0.30

0.60

0.90

8.98

29.31

20.24

20.33

5.40

6.80

5.30

1.50

NAA 浓度(mg/L)
NAA concentration (mg/L)
0.20
0.40
0.60
0.20
0.40
0.60
0.20
0.40
0.60
11.81

25.70

20.73

13.89

5.60

5.70

6.20

0.60

根诱导效率(%)
Root induction efficiency (%)
6.25±3.12
10.42±1.80
9.38±3.13
15.62±3.13
41.67±4.78
26.04±4.78
13.54±1.80
25.00±3.13
17.71±3.61

生根数(条)/ 芽

Root number/shoot
5.6±0.4
4.3±0.6
6.2±0.6
6.2±0.7
7.1±0.3
5.5±0.5
4.9±0.1
5.8±0.7
5.3±0.8

注: k 为各因素同一水平的根诱导效率或生根数(条)/ 芽的平均值; R 值=kmax-kmin

Note: k values are root induction efficiency or root number/shoot at every level of different factors; R represents the value of kmax value
minus kmin value

表 5 美藤果再生根诱导效率方差分析

Table 5 ANOVA analysis of root induction efficiency of Plukenetia volubilis

方差来源

Source of variation
IBA
NAA
误差

Error

Ⅲ型平方和

Quadratic sum
1 549.41
888.04
687.88

均方

Mean square
774.70
444.02
31.27

F 值

F value
24.78
14.20

p 值

p value
0.00
0.00

表 6 美藤果每株再生苗平均根数目数量方差分析

Table 6 ANOVA of root number per explant of Plukenetia volubilis

方差来源

Source of variation
IBA
NAA
误差

Error

Ⅲ型平方和

Quadratic sum
8.8
1.7
12.3

均方

Mean square
4.4
0.8
0.6

F 值

F value
7.9
1.5

p 值

p value
0.00
0.00
0.25
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图 2 美藤果组织培养再生体系

注: A: 子叶外植体; B: 芽诱导培养基上 10 d 后的外植体; C:
再生芽; D: 根诱导培养基的再生芽; E: 生根的再生苗; F: 移栽

炼苗的再生植株; 标尺: 1 cm
Figure 2 Plant tissue culture and regeneration of Plukenetia
volubilis
Note: A: Cotyledon explant; B: Explants status growing on the
shoot induction medium for 10 days; C: Regenerated shoots; D:
Regenerated shoot on root induction medium; E: Culture seedling
with root; F: Transplant seedling; Bars=1 cm

段子叶再生芽诱导效率较低外，其它几个发育阶段

的子叶都有比较高的诱导效率。其中Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ发育

阶段子叶的诱导效果较好，Ⅵ时期的子叶的芽诱导

效率略有降低，发育不完全种子的再生芽诱导效率

下降，可能是由于成熟胚和未成熟胚对芽诱导的机

制不一致造成的(Murín et al., 2012)。Mirici 等(2005)
发现芽诱导效率的不同可能与种子内源激素水平有

关。Pal 等(2012)在对银合欢(Leucaena leucocephala)
未成熟胚的组织培养时，发现未成熟胚能够更好地诱

导再生芽是因为含较多的全能性细胞。Ⅰ时期子叶的

诱导效果较差可能是由于其处于发育的早期，子叶质

地较为幼嫩，且在我们的实验过程中发现其较易受到

损伤，不易恢复，所以致使其再生效果较差。
我们借鉴 Pan 等(2010)对大戟科植物小桐子的

植株再生体系的建立方法，所用的细胞分裂素为

6-BA，可以促进愈伤组织和芽的形成；所用的生长

素为吲哚丁酸(IBA)，可促进生根，尤其是不定根和

芽的生长。有研究表明，细胞分裂素与生长素的比值

较大时，可以促进再生芽的形成(Ibrahim and Debergh,
2001)。而在美藤果中，再生芽的形成主要受细胞分裂

素影响。当 6-BA 浓度为 5.0 mg/L 时，子叶再生芽的

诱导效率都最高，而 IBA 对再生芽效率的影响较小，

在 0.2 mg/L 时，有较好的效果。
本研究借鉴 Pan 等(2010)对同为大戟科植物小

桐子的植株再生体系的建立中所用的生长素类激素

IBA，添加另一生长素类激素 NAA，IBA 和 NAA 都

为生长素类植物生长调节物质，可诱导植株的不定

根形成。在美藤果组织培养过程中，IBA 与 NAA 都

能显著影响美藤果再生根的形成，而 IBA 的作用效

果更好。0.6 mg/L 的 IBA 和 0.4 mg/L 的 NAA 可较好

地诱导美藤果植株再生根形成。
美藤果芽诱导效率最佳时，6-BA 浓度为 5.0mg/L，

IBA 浓度为 0.2 mg/L，其细胞分裂素与生长素的比为

25:1。Pan 等(2010)小桐子再生芽的诱导中，细胞分裂

素与生长类激素的比可高达 100:1 (3.0 mg/L 6-BA,
0.03 mg/L IBA)。Sujatha 和 Mukta (1996)最早探究小

桐子再生芽的诱导时，细胞分裂素与生长素类激素

的比例为 0.9:1 (2.22μmol/L 6-BA, 2.46 μmol/L IBA)，
芽诱导效率可达 67%。而 Catapan 等(2002)对叶下珠

(Phyllanthus urinaria L.)的再生芽的诱导使用的细胞

分裂与生长类激素的比例为 0.5:1 (1.25 μmol/L 6-BA,
2.50 μmol/L 2-isopentenyladenine (2-iP)。虽然上述

几个植物都属于大戟科植物，而诱导再生芽的细胞

分裂素与生长类激素的比例相差很大，可能由于物

计其移栽的成活率可达 92%。

2 讨论

本研究以不同发育阶段的美藤果子叶为外植

体，MS 为基本培养基，在不同浓度的 6-BA 和 IBA
的条件下，对美藤果的再生芽诱导效率进行筛选。结

果表明，美藤果子叶发育阶段，细胞分裂素和生长素

3 个因素都对美藤果再生芽诱导有明显影响，影响作

用依次为：子叶发育阶段 >6-BA> IBA。除Ⅰ发育阶
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种之间的种属差异较大，对外源激素的敏感性不同

所致。因此对具体物种再生芽诱导的合适激素比例

需更加详细摸索。在本研究中，美藤果的最高芽诱导

效率为 91.67%，但根的诱导效率仅有 41.67%，较小

桐子的 51.9% (Kumar et al., 2010)略低，较叶下珠的

91%~100% (Catapan et al., 2002)，五蕊油柑(Phyllan-
thus tenellus Roxb.)的 100% (Victório et al., 2010)，蓖

麻(Ricinus communis L.)的 87.5% (Alam et al., 2010)较
低，说明美藤果的再生芽的根诱导条件需要继续优化。

本实验通过对细胞分裂素、生长素和美藤果子

叶发育阶段 3 个因素的优化组合，初步建立了美藤

果的再生体系，为美藤果优良苗木的大量无性繁殖

以及遗传转化方法的建立和基因功能的研究奠定了

基础。然而植物的再生诱导效率受品种、外植体的组

织部位以及培养基中的植物激素种类和浓度影响较

大(Gaspar et al., 1996; Murín et al., 2012; Akoyi et al.,
2013)。因此，为了建立一个更高效的美藤果再生体

系，需要对基因型和外植体的选择以及激素的配比

等进行更多的改进和优化实验。

3 材料与方法

3.1 材料

美藤果植株种植于中国科学院西双版纳热带植

物园，位于云南省勐腊县勐仑镇，东经 101°25'，北纬

21°41'，海拔 570 m。分别收集授粉后 65 d、80 d、95 d、
110 d、120 d 和 130 d 的 6 个发育阶段的美藤果种子

子叶(图 1)作为外植体，用于植株再生体系的建立。

3.2 芽诱导

芽诱导培养基以 MS 为基本培养基，分别添加

3.0mg/L、4.0mg/L、5.0mg/L6-BA和0.1mg/L、0.2mg/L、
0.3 mg/L IBA 的不同组合。分别收集 6 个发育阶段的

美藤果果实，去果皮和种皮，洗净，用 75%乙醇浸泡

1 min，期间不断摇晃，无菌水冲洗 3 次；然后用 9.1%
次氯酸钠溶液处理 15 min，期间不断摇晃，无菌水

冲洗 3 次。剥取种子胚，切除近胚轴端约 1/4 的子

叶，剩余子叶部分作为外植体(图 2A)。将外植体置

于不同的培养基上进行再生芽的诱导，每 20 天继

代一次。第 40 天时统计再生芽诱导效率，第 60 天时

统计每个外植体的再生芽数目。培养室光照强度为

135μmol·m-2·s-1，光照周期为 14h/10h，温度为(25±2)℃。

3.3 根诱导

根诱导培养基以 1/2 MS 为基础培养基，分别添

加 0.3 mg/L、0.6 mg/L、0.9 mg/L 的 IBA 和 0.2 mg/L、
0.4 mg/L、0.6 mg/L 的 NAA。待再生芽长至 1~3 cm
时，将生长较为健壮、有明显主茎的芽切下，并接入

根诱导培养基，30 d 后统计根诱导效率和每株再生

苗的生根数目。培养室光照强度为 135 μmol·m-2·s-1，
光照周期为 14 h /10 h，温度为(25±2)℃。

3.4 正交实验设计

芽诱导分别以不同发育阶段的子叶、6-BA 和 IBA
浓度 3 个因素的不同水平进行正交设计，共得到有

18 个组合(表 1)。每组包括 3 次生物学重复，每个生

物学重复包含 28 个外植体。根诱导培养包含 IBA
和 NAA 浓度两个因素的 3 水平的组合，共 9 个组

合(表4)。每组包括 3 次生物学重复，每个生物学重复

包含 32 个再生芽。

3.5 数据处理

再生芽诱导效率=诱导出芽的外植体数量 / 总外

植体数量×100%；芽数量 / 外植体=每处理中产生总

芽数量 / 总外植体数量。再生根诱导率=生根的芽数

量 / 总接种芽数量×100%。
数据的方差分析利用 SPSS 19.0 (ver. 19.0, SPSS

Inc., Chicago, IL)的单因素方差分析方法进行，所有

参数为默认。
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