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510520) 

 

摘要：为研究磷水平对黑木相思(Acacia melanoxylon)增殖苗丛生芽诱导及其生长发育的影响，该研究以黑木相思无性系 SR17

增殖苗为材料，分别接种于含 0.9、1.2、1.6、2.0、2.4 和 2.7 mmol/L KH2PO4的增殖培养基，分别继代 1 和 2 个周期时调查

丛生芽的生长发育指标。结果表明，2.0~2.7 mmol/L KH2PO4促进黑木相思增殖苗丛生芽的芽高、数量、基部愈伤组织快速

生长，其中 2.4 mmol/L H2PO4 的增殖效果最佳，且丛生芽的生物量、叶绿素含量积累也相对较高；随培养基中磷水平的提高，

丛生芽中磷和钾含量显著增加，氮含量无明显变化。Pearson 相关性分析表明，磷水平与继代 1 和 2 周期时的芽高、数量、基

部愈伤组织大小、鲜重、干重、组织含水率和总叶绿素、叶绿素 a、叶绿素 b、磷、钾含量呈显著或极显著正相关。因此磷

对黑木相思丛生芽的生长发育具有重要调控作用。 

关键词：磷；丛生芽；组织培养；黑木相思 
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Effect of Phosphorus on Cluster Bud Growth in Proliferating Seedlings of 
Acacia melanoxylon 
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(1. College of Agriculture and Biology, Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou 510225, China; 2. Key Laboratory of Tropical 

Forestry Research, National Forestry, and Grassland Administration, Research Institute of Tropical Forestry, Chinese Academy of Forestry, Guangzhou 

510520, China) 

 
Abstract: To understand the effect of phosphorus on the induction and growth of cluster buds in the proliferating 

seedlings of Acacia melanoxylon, the tissue-cultured seedlings of clone SR17 as materials was inoculated 

proliferation medium containing 0.9, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4, and 2.7 mmol/L KH2PO4, respectively, and the growth and 

development indexes of cluster buds were investigated after for 1 and 2 cycles of subgeneration, respectively. The 

results showed that 2.0–2.7 mmol/L KH2PO4 promoted the rapid growth of height, number of cluster bud and base 

callus of proliferating seedlings, among which 2.4 mmol/L KH2PO4 had the best effect, and the accumulation of 

biomass and chlorophyll content was higher. With the enhance of phosphorus content in the medium, phosphorus 

and potassium contents in the cluster buds significantly increased, while nitrogen content had no significant 

change. Pearson correlation analysis revealed that the phosphorus level had significantly positive correlation with 

height, number, base callus, fresh weight, dry weight, tissue water content, and contents of total chlorophyll, 

chlorophyll a, chlorophyll b, phosphorus, potassium of bud in 1 and 2 cycles of subgeneration. Therefore, 

phosphorus plays an essential regulatory role in the growth and development of cluster buds of A. melanoxylon. 

Key words: Phosphorus; Cluster bud; Tissue culture; Acacia melanoxylon 
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植物组织培养是一种不同于传统繁殖方法的

常用技术，可以实现物种的大规模无性繁殖，其主

要受外植体类型、培养基组成、植物生长调节剂和

培养条件等多个因素的影响。目前，该技术已广泛

应用于许多重要森林树种的大规模繁殖。培养基提

供的矿物质营养素的类型和浓度决定了植物组织

增殖的速度和形态生长质量。磷作为植物生长发育

不可缺少的矿质营养元素之一，参与植物体内多个

生理生化反应，如光合磷酸化、能量代谢、光合作

用、呼吸作用、氧化还原反应、信号转导及碳水化

合物的合成与运转等，是培养基中基本而又大量

的营养元素，对植物生长发育起着不可替代的作

用[1–3]。研究表明，不同磷水平下林木形态和生理

生化水平会发生显著变化，如大花序桉(Eucalyptus 

cloeziana)[4]、马尾松(Pinus massoniana)[5]、尾巨桉

(E. grandis×E. urophylla)[6]等的幼苗中均有研究。而

关于磷营养对林木丛生芽诱导及其生长发育影响

的研究尚不完善。 

黑木相思(Acacia melanoxylon)，也叫澳洲黑檀，

为含羞草科(Mimosaceae)金合欢属乔木，耐瘠薄, 具

固氮根瘤，枯落物丰富，改土性能良好。自 20 世纪

90 年代引入中国后，黑木相思已成为我国华南地区

速生丰产、珍贵用材和生态公益等多用途树种。国

内关于黑木相思种源家系试验、组培快繁[7]和无性

选育[8–9]等方面已有较多研究。磷对黑木相思幼苗

生长发育具有重要影响[10]。本研究以黑木相思无性

系 SR17 增殖苗为材料，设置 0.9、1.2、1.6、2.0、

2.4、2.7 mmol/L 6 个供磷量梯度的增殖培养基，继

代培养 1 和 2 个周期时，分别调查丛生芽的生长特

性、生物量、叶绿素含量和矿质元素含量，分析

不同磷水平对黑木相思丛生芽生长发育的影响 , 

筛选最适供磷量，为研究磷对林木增殖苗丛生芽诱

导的机理奠定基础，为黑木相思无性系工厂化育苗

提供依据。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

采用单因素实验设计，以黑木相思增殖培养基

(MS+蔗糖 30 g/L+6-BA 0.3 mg/L+IBA 0.2 mg/L+琼

脂 6 g/L)为基础，以 KH2PO4 为磷源，设置 0.9 (P1)、

1.2 (P2)、1.6 (P3)、2.0 (P4)、2.4 (P5)和 2.7 mmol/L (P6)

共 6 个磷水平，并分别加入 1.8、1.5、1.1、0.7、0.3、

0 mmol/L KCl 使不同处理中钾含量保持一致。将不

同磷水平的培养基分装至 240 mL 容积的玻璃组培瓶

中，每瓶装 30 mL，经 121 ℃高压蒸汽灭菌 15 min。

以黑木相思(Acacia melanoxylon) SR17 组培苗为材

料，选择生长势一致的增殖苗，切取约 2 cm 长的

单芽接种于培养基中，每瓶接种 6 个芽，每处理接

种 28 瓶，继代周期 35 d。培养温度约 26 ℃，相对

湿度约 60%，光强约 36 µmol/(m2ꞏs)，光/暗周期为

12 h/12 h。 

1.2 生长指标的测定 

分别于继代 1 (S1)和 2 (S2)周期时，调查每丛

生芽中高于 0.5 cm 的芽数量，用游标卡尺测定每丛

生芽中最高芽的长度及基部愈伤组织的最大长和

最大宽。愈伤组织大小=最大长×最大宽×最大高。

每处理测定 28 瓶，每瓶 5 个丛生芽。 

1.3 生物量的测定 

于 2 个继代周期后，去掉丛生芽基部愈伤组织，

用天平称量丛生芽的鲜重，然后装入纸袋中，于

60 ℃烘至恒重，再称量干重，计算含水率=(鲜重–

干重)/鲜重×100%。由于 1 个丛生芽过小，每瓶 5 个

丛生芽作为 1 组，每处理测定 28 组。 

1.4 光合色素含量的测定 

2 个继代周期后，去掉丛生芽基部愈伤组织, 采

用分光光度法测定丛生芽的叶绿素和类胡萝卜素

含量[11]。用 80%丙酮为提取液，测定波长 440、645

和 663 nm 下的吸光值 A440、A645和 A663, 计算叶绿素

和类胡萝卜素含量。叶绿素 a=12.7×A663–2.69×A645×

稀释倍数/重量、叶绿素 b=22.9×A645– 4.68×A663×稀

释倍数/重量、类胡萝卜素=4.7×A440–0.27×(叶绿素

a+叶绿素 b)×稀释倍数/重量。每瓶 5 个丛生芽作为

1 组，每处理测定 5 组。 

1.5 矿质元素含量的测定 

2 个继代周期后，去掉丛生芽基部愈伤组织,

测定丛生芽氮、磷、钾含量。采用凯氏定氮法测定

氮含量；紫外可见分光光度计测定磷含量；火焰光

度计测定钾含量[12]。每瓶 5 个丛生芽作为 1 组，每

处理测定 5 组。 

1.6 数据的统计分析 

采用 Microsoft Excel 2017 和 Origin 2019 软件

进行数据处理与作图，采用 SPSS 25.0 对数据进行

方差分析和 Duncan 多重比较。 
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2 结果和分析 
 

2.1 磷对丛生芽生长的影响 

黑木相思丛生芽在不同磷水平增殖培养基中培

养 1~2 个继代周期后的生长情况见图 1。由图 2: A~C

可知，S1的P4~P6处理芽较高，以P5最高, 为2.73 cm; 

P3~P6 处理的芽数量极显著增多，以 P5 最多, 达 6.3

个；P3~P6 处理的基部愈伤组织极显著增大，以 P6

的最大，为 0.71 cm3。S2 的 P2~P6 处理的芽极显著高

于 P1，以 P5 的最高，为 3.81 cm；P4~P6 处理的芽数

量极显著增多，以 P5 的最多，达 13.8 个。随着磷水

平的增加，P1~P6 处理的基部愈伤组织大小呈增大趋

势，以 P6 的最大，为 0.70 cm3。另外，相同磷水平

下，S2 比 S1 的芽高增长了 1.24~1.60 倍；芽数量增

多了1.72~2.57倍；愈伤组织体积增加了1.84~4.26倍。

可见，高水平磷(P5~P6)促进黑木相思丛生芽的高

度、数量和基部愈伤组织的快速发育。 

2.2 磷对丛生芽生物量的影响 

由图 2: D, E 可知，P5 处理的芽鲜重和干重均最

高，分别为 2.45 和 0.27 g；P1 处理的均极显著低于

P5，分别为 P5 的 67.02%和 74.40%。随磷水平的增加, 

丛生芽的组织含水率逐渐增高，为 87.67%~89.84%, 

以 P6 的最高。可见，高磷水平(P5 和 P6)促进了黑

木相思丛生芽生物量和水分的积累。 

2.3 磷对丛生芽光合色素含量的影响 

由图 2: F,G 可知，P1 处理的芽总叶绿素含量、

叶绿素 a 和叶绿素 b 含量均最低，分别为 264.61、

177.81 和 84.92 ng/g。随磷水平的增加，芽中叶绿

素含量逐渐增加，以 P5 为最高，分别为 P1 的 1.24、

1.20 和 1.36 倍，显著高于 P1。不同磷水平处理的芽

中类胡萝卜素含量的差异均未达显著水平，其中 P3

和 P6 含量较高，分别为 88.52 和 84.85 ng/g，P1 和

P5 含量较低，分别为 67.84 和 66.88 ng/g。可见, 磷

可以影响黑木相思丛生芽叶绿素的含量，从而影响

光合作用。 

2.4 磷对丛生芽矿质元素含量的影响 

由图 2: H~J 可知，随培养基中磷水平的增加,

丛生芽中磷含量增加，差异达极显著水平，P2~P6

处理的磷含量分别为 P1 的 1.27、1.49、1.76、1.96 和

2.20 倍。随培养基中磷水平的增加，丛生芽中钾含

量也逐渐增加，P2~P6 分别为 P1 的 1.11、1.16、1.22、

1.28和1.37倍；P1~P6处理的氮含量差异不显著, 以

P2 最低，为 57.31 mg/g，P6 最高，为 65.23 mg/g。

这说明磷可以影响黑木相思丛生芽中矿质元素的

平衡，高水平磷的积累促进芽对钾的吸收，但对氮

的吸收无明显作用。 

 

 
图 1 黑木相思丛生芽的生长情况。S1: 1 个继代周期；S2: 2 个继代周期；P1: 0.9 mmol/L KH2PO4; P2: 1.2 mmol/L KH2PO4; P3: 1.6 mmol/L KH2PO4; 

P4: 2.0 mmol/L KH2PO4; P5: 2.4 mmol/L KH2PO4; P6: 2.7 mmol/L KH2PO4。下同 

Fig. 1 Cluster bud growth of Acacia melanoxylon. S1: 1 cycle of subgeneration; S2: 2 cycles of subgeneration; P1: 0.9 mmol/L KH2PO4; P2: 1.2 mmol/L 

KH2PO4; P3: 1.6 mmol/L KH2PO4; P4: 2.0 mmol/L KH2PO4; P5: 2.4 mmol/L KH2PO4; P6: 2.7 mmol/L KH2PO4. The same below 
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图 2 磷对黑木相思丛生芽的生长和生理指标的影响。柱上小写和大写字母分别表示差异显著(P<0.05)和极显著(P<0.01)。PL: 磷水平; BH: 高度; BN: 

数量; CS:愈伤组织体积; FW: 鲜重; DW: 干重; TWC: 组织含水率; Ca: 叶绿素 a; Cb: 叶绿素 b; Tc: 总叶绿素; Car: 类胡萝卜素。下同 

Fig. 2 Effect phosphorus on growth and physiological characteristics of Acacia melanoxylon cluster buds. Small and capital letters upon column indicate 

significant differences at 0.05 and 0.01 levels, respectively. PL: Phosphorus level; BH: Bud height; BN: Bud number; CS: Callus size; FW: Fresh weight; DW: 

Dry weight; TWC: Tissue water content; Ca: Chlorophyll a; Cb: Chlorophyll b; Tc: Total chlorophyll content; Car: Carotenoid. The same below
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2.5 相关性分析 

利用 Pearson 相关性分析法分析磷水平、丛生

芽高度和数量、基部愈伤组织体积、生物量和组织

含水率、光合色素含量和矿质元素含量间的相关性

(图 3)。结果表明，磷水平与 S1 和 S2 芽的高度、数

量、基部愈伤组织、鲜重、干重、组织含水率和总

叶绿素、叶绿素 a、叶绿素 b、磷、钾含量呈显著或

极显著正相关。丛生芽中磷和钾含量与 S1 和 S2 芽

的高度、数量、基部愈伤组织体积、鲜重、组织含

水率、叶绿素含量呈显著或极显著正相关。S1 和 S2

芽的高度、数量、基部愈伤组织体积间呈显著或极

显著正相关。丛生芽的鲜重与 S1 芽的高度和 S2 芽

的高度、数量、基部愈伤组织体积、叶绿素 b、总

叶绿素、类胡萝卜素、磷、钾含量呈显著或极显著

正相关；干重与 S2 芽的高度、类胡萝卜素含量呈显

著或极显著正相关。可见，磷水平对黑木相思丛生

芽的生长发育具有密切影响；磷与钾元素协同影响

黑木相思丛生芽的生长发育。 

 

 
图 3 磷水平与丛生芽生长发育特性间的相关性。*: P<0.05；**: P<0.01。 

Fig. 3 Relationship between phosphorus levels and growth and development indexes of cluster bud. *: P<0.05；**: P<0.01. 

 

3 讨论和结论 
 

3.1 磷对丛生芽生长的影响 

磷在细胞生命活动中具有重要作用，是 DNA、

RNA、ATP 等许多生物活性物质的组成元素，对细

胞分裂、繁殖和分生组织发育有着重要的意义。植

物为了适应低磷环境，进化出复杂的调节机制，通

过感知外部和内部的磷浓度形成局部和系统的信

号通路，从而调节磷的获取、再分配以及磷的利用

效率，最终促使植物的最优化发育[13]。本研究表明，

高水平磷对黑木相思丛生芽的发育有明显的促进

作用，黑木相思丛生芽的高度和数量在 P5 水平下最

佳, 可能是由于低水平磷造成了缺磷环境，影响细

胞分裂，抑制芽分化[14]，从而影响丛生芽的发育。

油松(Pinus tabuliformis)增殖培养时，将 MS 培养基

中的磷素浓度提高至原来的 2 倍，分化出的丛生芽

数较多且芽色浓绿，生长健壮[15]。青钱柳(Cyclo- 

carya paliurus)愈伤组织生长量会随 KH2PO4 浓度

的增大呈现出先增大后减小的趋势，且当浓度提高

至 0.15 倍时，愈伤组织生长量达到最大[16]。本研究

表明高水平磷促进黑木相思芽基部愈伤组织增大,

因此, 适宜的磷浓度对丛生芽的生长与愈伤组织的

诱导具有促进作用，可能是磷可以调控 AIPT、BTF3、

D2 等正调控植物株高和叶片大小的基因和抑制

GH3.2、GH3.6、GH3.8、ERF113、CYP73A4、CKX5

等负调控的基因表达[17]。 

3.2 磷对丛生芽光合色素含量的影响 

磷参与光合电子传递和植物能量代谢，影响

ATPase 的磷酸化过程和碳同化过程[18–19]，对叶绿素

合成和光合作用的运转有很大的影响。叶绿素是植

物光合磷酸化反应中吸收光子和传递电子的主要

色素，对植物光合产物的积累及植物的生长发育具

有重要作用[20]。本研究表明，P1~P6 处理间芽叶绿

素含量的差异达显著水平，以 P5 水平最高，而磷水

平对类胡萝卜素含量则无明显促进作用，这与对马

尾松[5,21]和黑木相思[10]的研究结果类似，低磷胁迫

使幼苗叶绿素含量显著下降，可能是磷调控了光合

作用关键基因 PRGs 的表达。有研究表明，低磷胁

迫诱导了叶绿素降解相关基因 SGR、NAC029、RCCR、

CLH2 的表达，抑制了叶绿素合成相关基因 CHLG、

PTC52 的表达[17]。类胡萝卜素作为光保护剂和辅助

色素，可以吸收过量的光能使植物免受伤害，其含

量下降会降低植物光合器官的抗性[22]。低磷胁迫下

大花序桉[4]和钝顶螺旋藻(Spirulina platensis)[23]的
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类胡萝卜素含量下降，而马尾松的变化不明显[5,21]，

与本研究结果类似，说明磷对类胡萝卜素的影响还

不够明确，有待进一步研究。  

3.3 磷对丛生芽 N、P、K 含量的影响 

氮、磷和钾是植物生长发育所必需的大量营养

元素，它们之间存在着复杂的互作效应，影响植物

的生长和发育[24–25]。磷与钾存在协同作用的关系, 

适当提高供磷水平可以促进钾的吸收，低磷胁迫下

铁核桃 (Juglans sigillata)[26]、尾巨桉 [6]、脐橙枳

(Poncirus trifoliate)和砧纽荷尔脐橙(Citrus sinensis)[27]

对钾的吸收受限。对番茄(Lycopersicon esculentum)

转录组学分析表明，外部钾或磷水平的变化会迅速

诱导一些相关基因(编码 TF、MAPK、MAPKK、14- 

3-3 蛋白等)的表达，表明植物对磷和钾的响应信号

通路存在交联作用[28]。相反，外部较高的 K+浓度

会抑制拟南芥(Arabidopsis thaliana)对磷的吸收，从

而诱导磷酸盐饥饿反应(PSR)并上调磷酸吸收的相

关基因[29]。磷对氮含量的作用还不明确，适宜的磷

能明显提升马尾松[30]、烟草(Nicotiana tabacum)[31]

和杉木(Cunninghamia lanceolata)[32]的氮含量，低磷

胁迫下植物组织中含氮量会下降；但水稻(Oryza 

sativa)[33]施加不同磷肥，对氮的吸收量变化不大。

研究表明，在外部氮/磷环境变化后，转录因子

NIGT1.2、NO3
–传感器AtNRT1.1/OsNRT1.1B和SPX

协调氮磷信号传导，从而影响硝酸盐和磷酸盐的摄

入[34–35]。由此说明，磷与氮和钾之间存在着密切的

相互作用，它们之间通过一系列的内在机制调节从

而最终影响植物有效吸收营养。本研究中黑木相思

丛生芽中磷的积累对氮含量并未有明显的影响，因

此，磷与氮之间的这种相互作用有待进一步探究。 

综上，磷水平影响了黑木相思增殖苗丛生芽的

生长发育、叶绿素含量及矿质元素的平衡。继代 1

和 2 个周期，2.0~2.7 mmol/L KH2PO4 能促进黑木相

思增殖苗丛生芽的高度、数量、基部愈伤组织快速

生长，以 2.4 mmol/L 的效果最佳；第 2 个继代周期

时, 1.2 mmol/L KH2PO4 下丛生芽的高度、数量和

基部愈伤组织体积的增长量最大；2.4 mmol/L 

KH2PO4 下丛生芽的生物量、叶绿素含量积累效果

最佳；随着培养基中磷水平的增加，丛生芽中磷和

钾含量显著增加，氮含量无明显变化。Pearson 相关

性分析表明，磷水平与第 1、2 继代周期时丛生芽的

高度、数量、基部愈伤组织体积、鲜重、干重、组

织含水率和总叶绿素、叶绿素 a、叶绿素 b、磷、钾

含量均呈显著或极显著正相关，说明磷对黑木相思

丛生芽的生长发育具重要调控作用。 
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