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不定根发生既是植物发育和形态建成等方面的重要理

论问题，又是植物无性繁殖或离体器官再生的重要实践问

题。长期以来，围绕植物不定根发生机制，人们从形态学、组

织学、生理生化等不同层次开展了大量研究[1-6]，特别是对模
式植物如拟南芥（Arabidopsis thaliana），一些研究已经深入
到分子水平，从基因及基因调控等方面探讨不定根发生的

机制[7-11]。
良好的诱导不定根发生体系，应当具备诱导发生频率

高、同步性好、方法简单、可控性好、诱导周期短和良好的重

复性等优点。然而，由于木本植物为多年生，并具有次生结

构，在不定根发生机制上具有特殊性，因此，现有的生根体

系并不适用[12]。但在木本植物的生产实践中，诱导不定根发
生可以实现林木和果树的扦插无性繁殖，保持并大量生产

优良母株，从而在生产上获得更大的遗传增益 [13]。另外，不
定根发生也是木本植物试管再生的关键环节，是生物工程

技术在木本植物上应用的重要前提，因此，不定根发生问题

在木本植物上具有重要的实践意义。

杨树是木本植物基础生物学规律研究的模式树种，其

分布范围广、生长快，基因组相对较小（500 Mbp），易于种间
杂交和无性繁殖，也便于进行遗传转化。目前，尚未见到针

对其不定根发生同步和高频率研究的报道。为此，笔者以杨

树为对象，研究其叶的不定根高频率同步发生体系，旨在为

深入研究木本植物不定根发生调控机制，建立高频率和高

同步性的不定根发生体系提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料 嫩茎、叶盘、叶和叶柄分别取自继代培养 28代
以上的 741杨无根苗或有根试管苗。
1.2 方法

1.2.1 培养基及培养条件设置。试管嫩茎继代培养基为

MS+0.3 mg/L 6蛳BA+0.1 mg/L IBA，生根培养基为 1/2 MS附加
0.5 mg/L IBA，插穗置入深度为 0.5 cm。培养容器为 250 ml圆
柱状培养瓶，培养温度（25依3）益，光照强度为 1 800 lx，16 h/d
光照，8 h/d黑暗。所有试验处理数不少于 25个，重复 3次。
1.2.2 材料的选取方法。

1.2.2.1 嫩茎。选取继代培养生长健壮，高为 2耀4 cm，基径跃
1 mm的试材。
1.2.2.2 叶、叶盘、叶柄。分别选择生根初期苗或后期苗上

茎中部完全展开的叶。生根初期苗上的叶：嫩茎不定根诱导

后 15 d左右，生长于茎中部且夹角约45毅的叶；生根后期苗上
的叶：嫩茎不定根诱导后 20耀30 d，生长于茎中部且夹角跃
45毅的叶。
1.2.3 生根诱导。

1.2.3.1 叶诱导生根方法。选取生根初期苗的叶扦插于生

根培养基中，叶柄置入深度为 0.5 cm。每个培养瓶中扦插的
叶数为 10耀15个。诱导过程中隔 1 d观察叶柄基部变化，并
统计生根率和每生根叶不定根条数。

1.2.3.2 嫩茎诱导生根方法。选取高为 2耀4 cm，基径跃1 mm
的健壮嫩茎扦插于生根培养基中，插入深度为 0.5 cm。每瓶
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摘要 [目的] 建立高频率和高同步性不定根发生体系。[方法] 以长期继代培养的 741杨无根苗或有根试管苗 [Populus alba 伊（P.
davidiana + P. simonni）P援tomentosa]的叶、嫩茎、叶盘和叶柄等外植体为试材，在试管内分别诱导不定根发生。[结果]从不定根发根时
间、生根率和生根同步性等方面看，所有生根试管苗上的叶明显优于嫩茎、继代苗上的叶、叶盘和叶柄，而试管生根初期苗上的叶又
好于生根后期苗上的叶。进一步优化试管生根初期苗上的叶的不定根诱导条件，在 1/2 MS+0.5 mg/L IBA生根培养基上，培养 6 d可见
根原基突起，6~8 d为不定根高发期，8 d后生根率可达 100%，单叶平均生根数为 3.7条。不定根发生进程的形态学观察发现，不定根
发生部位为叶柄基部及向上至 3 mm处，不定根起始分化时间集中为诱导后 2 d，不定根发生起源于维管形成层，特别是维管射线正
对的形成层。[结论]杨树是木本植物的模式植物，建立高频率和高同步性不定根发生体系，可为深入研究木本植物不定根发生调控机
制提供良好的试验体系和技术平台。
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Study on High Efficiency Induction and High Synchronism System of Adventitious Root of Poplar Leaves in vitro
MA Qing蛳guo et al (Yunnan Agricultural University, Kunming, Yunnan 650201)
Abstract [Objective] The research aimed to establish high efficiency induction and high synchronism system of adventitious root in Poplar.
[Method] Taking leaves, stems, leaf discs and petioles of rooted plantlets and subculture in vitro of poplar 741[Populus alba 伊（P. davidiana + P.
simonni）P援tomentosa] as experiment materials, the induction situation of adventitious root was studied. [Result] Leaves from rooted plantlets were
obviously better than that of other explants like stem cuttings, leaf discs and petioles in aspects like time of rooting, rooting rate and synchronism.
When 0.5 mg/L IBA was applied in leaves from early days忆rooting plantlets, the adventitious root started at the 6th day, and the rooting rate was
up to 100% at the 8th day, and the average number of root was 3.7. Adventitious roots differentiated after the induction time was 2 days and the
rooting site was 0.3 mm to the bottom of the petioles. Adventitious root came from fascicular cambium especially which was opposite to the
vascular ray. [Conclusion] The establish of this high efficiency induction and high synchronism system of adventitious root in poplar provided a
good technical flat roof and experimental system for the further researches on regulating mechanisms of adventitious root and the studies on
molecular level in woody plants.
Key words Poplar; Adventitious root; IBA; Leaf
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图 1 1/2 MS+0.5 mg/L IBA时 741杨生根初期苗叶诱导生根及
其同步性

Fig. 1 Rooting and its synchronization of seedling leaves at early
rooting stage of Poplar 741 under 1/2 MS+0.5 mg/L IBA
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图 2 1/2 MS+0.5 mg/L IBA时 741杨生根初期苗嫩枝生根及
其同步性

Fig. 2 Rooting and its synchronization of young branch at
early rooting stage of Poplar 741 under 1/2 MS+0.5 mg/L IBA
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图 3 1/2 MS+0.5 mg/L IBA时 741杨生根初期苗叶盘诱导生根
及其同步性

Fig. 3 Rooting and its synchronization of leaf disc induction at
early rooting stage of Poplar 741 under 1/2 MS+0.5 mg/L IBA
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图 4 1/2 MS+0.5 mg/L IBA时 741杨生根初期苗叶柄诱导生
根及其同步性

Fig. 4 Rooting and its synchronization of petiole induction at
early rooting stage of Poplar 741 under 1/2 MS+0.5 mg/L IBA
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中置入 5耀6个嫩茎。诱导过程中每 3 d观察嫩茎基部变化，
并统计生根率及每生根嫩茎不定根条数。

1.2.3.3 叶盘诱导生根方法。选取生根初期苗的叶，去掉叶

柄和远柄端约 1/3，剩余部分横向切割 2或 3刀，切口至叶
片的 2/3处，然后将叶盘近轴面向上平置于生根培养基上。
每瓶均匀置入 5耀6片。诱导过程中每 3 d观察叶盘变化，并
统计生根的叶盘数及每生根叶盘不定根条数。

1.2.3.4 叶柄诱导生根方法。选取生根初期苗的叶，去掉叶

片，将叶柄扦插培养于生根培养基上。每个培养瓶均匀置入

10耀15个叶柄。诱导过程中每 3 d观察叶柄基部变化，并统
计生根率和每生根叶柄不定根条数。

1.2.4 叶不定根发生的形态学观测。将生根初期苗叶在生

根培养基上诱导生根，分别取诱导 1、2、3、4、5、6、7 d的基部
叶柄 3 mm进行 FAA固定。石蜡切片制作按照张晓平等[14]

的方法，番红-固绿染色、加拿大树胶封片后在光学显微镜
下观察并拍照。

1.3 数据处理与分析 数据分析和制图采用 EXCEL 2003
和 SPSS13.0等软件进行。生根率采用百分数差异显著性比
较，其他均采用 LSD方法进行多重比较。
2 结果与分析

2.1 不同外植体试管诱导生根情况比较 741 杨试管嫩
茎、生根初期苗的叶、叶盘和叶柄的诱导生根结果见图 1耀
4。从发根时间、生根率和生根同步性看，初期生根苗的叶最
好（图 1），其产生根的时间为诱导后 6 d，6耀8 d不定根大量
发生，生根率由 42.8%上升到 100.0%，持续时间为 2 d，不定
根发生部位为叶柄基部纵向 3 mm处；叶的不定根发生在
诱导后 6 d，持续时间为 2 d，生根叶的平均发根量诱导后 6
d为 2.2条，8 d后为 3.7条，而 10 d后为 4.6条；嫩茎发根时
间在诱导培养后 6 d，不定根大量发生是在诱导后 6耀18 d，持
续约 12 d，生根率从 8.3%上升到 82.8%，18 d后不定根发生
呈现缓慢增长趋势，诱导 30 d后生根率可达 97.5%（图2）；叶
盘不定根发生在诱导后 6 d，6耀15 d为不定根大量发生期，
持续时间为 9 d，生根率由 3.5%上升到 70.4%，诱导 15 d后
不定根发生增长缓慢，由 70.4%上升到 30 d后的 75.1%
（图 3）；叶柄不定根发生在诱导后 9 d，其后生根率增长缓
慢，至第 30天达到 54.4%（图 4）。与嫩茎、叶盘和叶柄相比，
叶的不定根发生时间相对集中，有较好的同步性，生根率明

显较高（P约0.01）。

2.2 叶生根条件优化 培养基中 IBA 水平对生根苗叶的
不定根发生的影响见图 5。由图 5可知，IBA浓度为 0时，生
根率为 7.4%，而当 IBA浓度为 0.25耀1.50 mg/L时，生根率达
到了 100.0%，但 IBA浓度大于 1.00 mg/L后易产生愈伤组织，
对不定根的发育有不良影响。叶不定根发生结果见图 6A。

分别选取继代苗、生根初期苗和生根后期苗的叶诱导

生根，结果见图 1、5。由图 1、5可知，生根初期苗叶的生根
率和生根同步性明显好于继代苗和生根后期苗（P约0.01）。
生根初期苗叶不定根发生在诱导后 6 d，6耀8 d不定根大量
发生，生根率由 42.8%上升到 100.0%，持续时间为 2 d，生根
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叶柄的平均发根量诱导后 6 d为 2.2条，8 d后为 3.7条，而
10 d后为 4.6条（图 1、7）。继代苗的叶不定根发生在诱导后
7 d，7耀11 d不定根大量发生，持续时间为 4 d，生根率由6.7%
上升到 68.9 %，至第 13天达 77.8%（图 5）。生根后期苗生
根与生根初期苗叶相似，但生根率要低，6耀8 d为 36.4%耀
91.9%（图 5）。

2.3 叶不定根发生的形态学观察 741杨叶不定根发生的
形态学观察表明，不定根发生部位主要位于叶柄基部约 3 mm
范围内（图 6A），根原基发生类型属诱生型（图 6B、C），单位
点发生（图 6F）。

从生根诱导过程观察，诱导 1 d后叶柄基部即可见局部
或全部膨大，镜检发现皮层薄壁细胞的细胞质变浓、核仁增

大，有细胞分裂迹象；诱导 2 d的镜检结果显示，维管形成
层特别是维管射线正对的形成层细胞分裂旺盛，形成层由

原来的 1耀2层细胞加厚至 4耀6层，此时细胞核染色较深，镜
检可以观察到正处于分裂后期及末期的形成层细胞（图6B、
D）；诱导 3 d，维管射线正对的维管形成层细胞分别进行平
周和垂周分裂，形成球形细胞团，并向皮层外围突起形成根

原基（图 6E、F）；诱导 4耀5 d，由根原基细胞分化形成根的分
生组织即将突破表皮，5 d后在叶柄外围有根突起。
3 结论与讨论

预试验结果表明，741杨试管外植体生根需要生长素
类调节剂诱导，但对 IBA 浓度要求不严。IBA浓度为 0.3耀
1.0 mg/L时，嫩茎、叶盘和叶的生根率未有显著差异，因此，
在生根培养基中选取 1/2 MS并附加 0.5 mg/L IBA作为生根

诱导培养基，对 741杨嫩茎、叶盘、叶和叶柄等不同外植体
的生根进行了比较研究。从生根率和生根的同步性等方面

看，生根初期苗上的叶要明显优于嫩茎、叶盘和叶柄，生根

发生于诱导后 6 d，6耀8 d不定根大量发生；而嫩茎发根时间
在诱导培养后 6 d，不定根大量发生是在诱导后 6耀18 d；叶盘
不定根发生在诱导后 6 d，6耀15 d为不定根大量发生期；叶
柄不定根发生在诱导后 9 d，其后生根率缓慢增长；继代苗

叶不定根发生在诱导后 7 d，7耀11 d不定根大量发生；生根
后期苗叶生根与生根初期苗叶相似，但生根率要低。嫩茎和

叶盘生根率结果与陈正华[12]报道的结果相近。
不定根发生的具体机制目前还不清楚。生根初期苗叶

的不定根诱导明显好于其他外植体，可能有以下一些原因：

第一，与叶的来源和发育状态有关。从起源上来说，叶是由

叶原基发育而来的，叶原基起源于茎尖分生区的顶端分生

注：Ar为不定根；Co为皮层；Ep为表皮；Ph为韧皮部；Rp为根原基；Vs为维管系统；Vb为维管束；Vc为维管形成层。A为生根苗
叶，叶柄长约 0.5~1.0 cm，生根部位为叶柄基部及纵向 3 mm周缘处；B为诱导 0 d，741杨叶柄横切，内部未发现潜伏根原基
存在（10伊）；C为生根诱导 2 d，形成层细胞分裂，细胞层数增多（10伊）；D为生根诱导 2 d，形成层细胞分裂，细胞层数增多
（40伊）；E为根原基形成（10伊）；F为不定根伸长（10伊）。Note: Ar. Adventitious root; Co. Cortex; Ep. Epidermis; Ph. Phloem; Rp. Root primodia; Vs. Vascular system; Vb. Vascular bundle; Vc.Vascular cambium. A. Full leaves from rooted plantlets; B. 0 d induction, transverse cut of the Poplar 741 petioles, incubate rootprimordium not found inside (10伊); C. 2 d induction, cambium cell division and the cell layers manifold (10伊); D. 2 d induction,cambium cell division and the cell layers manifold(40伊); E. Root primordium formation (10伊 ); F. Adventitious root primordiumextension (10伊).

图 6 741杨叶柄不定根发生及其形态学观察
Fig. 6 Adventitious root formation and its morphological observation of petioles of Poplar 741
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图 5 1/2 MS+0.5 mg/L IBA时 741杨继代苗及生根后期苗叶诱导生根
及其同步性

Fig. 5 Rooting and its synchronization of seedling leaf induction at
late rooting stage of subculture Poplar 741 under 1/2 MS+0.5 mg/L IBA
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继代苗叶 Leaf of subculture seedling
生根后期苗叶 Seedling leaf at late rooting stage
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图 7 1/2 MS+0.5 mg/L IBA时 741杨生根初期苗叶生根数变化
Fig. 7 Changes of seedling leaf rooting number at late rooting

stage of Poplar 741 under 1/2 MS+0.5 mg/L IBA
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组织 [15]。一般来说，叶发生于当年生枝条，而且大多只能生
活 1个生长季，因此含有较多的分化程度低的细胞。不定根
的起源为内生源，一般认为其起源于中柱鞘、维管组织及其

附近的薄壁细胞，这些细胞脱分化恢复分裂机能，进而形成

根原基发育成不定根，因此，诱导条件下，分化程度越低的

细胞越易脱分化形成不定根。据此可以推断叶的不定根诱

导一般比较容易。第二，与 IAA的分布有关。相关研究表明
外源 IBA可诱导内源 IAA水平的增高，在启动根原基分化
中发挥着重要的作用，进而促使不定根发生 [16]，不定根原基
的诱导与局部 IAA水平的升高同时发生 [1]，一旦根原基形
成，IAA含量将随之降低[17]。组培苗诱导至刚刚生根时体内
IAA含量较高，有利于不定根发生。因此，生根初期苗叶的
不定根诱导要比继代苗叶和生根后期苗叶容易。另外，幼嫩

叶片中合成的生长素可以通过极性运输向下输送至诱导部

位，纯叶柄诱导生根率比叶低正说明了这一点。第三，与叶

柄的结构有关。与茎等相比较，叶柄结构简单，且受其他组

织干扰较小。

形态学观察表明，741杨叶柄根原基发生过程与其生
根曲线是一致的。同时发现，不定根原基主要发生于叶柄相

对于叶片的远轴面即背面。这可能是因为含有筛管和伴胞

的韧皮部位于远轴面，而分化程度较高的木质部位于近轴

面即腹面，中间是形成层[15]，叶肉细胞中合成的生长素可通
过筛管向下运输至诱导部位，促使不定根产生，故生长素大

部分在叶柄远轴面富集，导致该部位不定根原基大量发生。
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