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摘 要：以东方杉大树基部当年生的幼嫩萌枝为外植体，进行了组织培养技术研究。结果表明，外植体的 

最佳消毒方法为75％酒精消毒30—60 s后用升汞0．2％浓度消毒10—15 min。采用茎段微型扦插和诱导丛生 

芽的方法来增殖扩繁 ，适 宜东方杉 芽增殖培养基为：MHJ+BA 0．5 mg／L +NAA 0．05 mg／L+L·谷氨酰胺 

0．5 g／L+活性碳 5 g／L+蔗糖 2％，茎段腋芽萌发率可达 90％。芽伸长生长的培养基为：MHJ+L一谷氨酰胺 

0．5 g／L+活性碳 5 g／L+蔗糖 2％，35 d平均增高 4．2 cm。试管苗 的生根培养基为：1／2 MHJ+L一谷氨酰胺 

0．5 g／L+活性碳 5 g／L+蔗糖 1％，最高生根率达 75％，以沙为培养基质的效果 比琼脂好。生根 的组培苗先在 

沙床上进行炼苗，炼苗成活率达 87％，然后移栽到带混合基质的营养钵中育苗 ，移栽成活率可达90％ ，育苗 1— 

2个月后移栽大田。 
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东方杉(Taxodium mucronatum Ten X Cryptomeriafortunei Hooibrenk eX Otto et Dietr．)是我国著名林木 

育种家叶培忠教授于 1962—1963年用墨西哥落羽杉(Taxodium mll,CFolT,~tll,m)(早)和中国柳杉(Cryptome— 

riafortunei)(6)进行杂交而获得的新树种，又称为杂交墨西哥落羽杉  ̈J。该树种树形高大优美，呈半 

常绿，生长快，抗盐碱和耐水湿能力强，具有较强的抗风能力 J，在城市绿化、沿海防风、湿地造林 、盐碱地 

绿化、河堤林带建设等生态环境建设中具有较为重要的推广应用价值 。适种区域可覆盖长江中下游地 

区以及华东、华南沿海地区，1975年上海引进种植以来，生长表现良好。目前我国自然保存的东方杉树 

种资源已极其稀少 ，加强对该树种的保存、繁殖和推广有着重要的意义。 

由于东方杉无 自然有性繁殖能力 ．5 J，而且扦插无性繁殖较慢，因此东方杉繁殖困难影响其推广应 

用。目前虽然可以通过嫩枝扦插繁殖获得种苗，但繁殖速度慢难以满足对东方杉的推广应用需求 。另 

外现有保存的东方杉资源很少，大量采集插穗将使种质资源遭到破坏。因而采用组织培养快繁技术进行 

东方杉的繁殖和利用是保存东方杉树种资源、解决目前东方杉种苗繁殖最为有效的方法。本项 目就东方 

杉的组织培养繁殖技术进行研究 ，首次成功建立了利用茎段为外植体通过组织培养技术进行增殖并形成 

再生植株的繁殖技术。本文报道该项研究结果。 

1材 料 与 方 法 

1．1 材 料 

供试材料为上海市浦东新区川沙林场采集的2～3年生东方杉扦插苗当年生的侧枝和树龄 30年的 

东方杉植株基部当年生的萌枝。 

1．2 方 法 

1．2．1外植体选择与消毒 对采集的东方杉枝条根据嫩枝的木质化程度分类，切成 3 em小段。茎段用洗洁 

精进行表面清洗后，流水冲洗30 min。然后用75％酒精振荡消毒30～60 s，清水冲洗3-4遍。再用0．2％升 

汞溶液消毒 10～20 min，在超净工作台上用无菌水冲洗 5～6遍。 
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1．2．2 芽的诱导与增殖 把消毒后的茎段切掉切口发褐的两端，再切成长约 1 cm的小段插在诱导腋芽的 

培养基上，芽诱导基本培养基采用 Ms、TE 、DCR 和自配的MHJ(表 1)，附加激素 BA 0．2～0．5 mg／L和 

NAA 0，05～0．5 mg／L等。腋芽长出后切下新芽转接到芽伸长生长培养基上，生长到4～5 cm后再切成 

约 1 cm的茎段进行芽诱导培养，利用茎段抽芽方式进行增殖。切下新芽后的茎段可继续培养诱导形成 

丛生芽，以此方式继续进行增殖。培养温度控制在25～28℃，光照强度为50～80 FLmol／m S。培养容器 

采用有透气孔的封口膜包扎的玻璃广口瓶。 

表1 MHJ基本培养基成分 

Table 1 Composition of MHJ medium mg·L 

1．2．3 生根培养 切取新生长的2 cm高的小芽，摘去切口端的叶片，转接到生根培养基。或者把芽切 

下后先转接到芽伸长生长培养基，5～6周苗4～6 cm时再转接到生根培养基上进行生根培养。生根基本 

培养基用 MS和 MHJ，加激素 IBA 0．1～1．0 mg／L和附加物 L一谷氨酰胺0．5 g／L、活性碳5 g／L。培养温度 

控制在(25±1)℃，光照强度为 80～100 FLmol／m S。培养容器采用有透气孔的封 口膜包扎的玻璃广 

口瓶 。 

1．2．4 炼苗和移栽 生根的试管苗经清洗后，移栽到沙床上进行炼苗，1～2周内需加盖遮阳网以避免 

阳光直射，并通过自动喷雾控制苗床空气湿度，保持组培苗叶片湿润不失水。新根长出后逐步降低沙床 

的湿度，待抽出新叶后移栽到营养钵中，移栽基质为大田园土、河沙、泥炭土和珍珠岩混合配制而成。 

2结 果 与 分 析 

2．1 外植体选择与消毒 

植物组织培养成功首先要选择合适的材料并通过消毒处理获得无菌外植体。本试验比较了东方杉 

当年萌生的硬枝和嫩枝的消毒方法(表2)，从无菌苗获取难易程度看，采取小苗上的当年生嫩枝或老树 

基部的当年生幼嫩萌枝条作为外植体效果较好，这些外植体容易消毒且抽出的腋芽较强壮。褐色的硬枝 

茎段和褐绿色嫩枝茎段的消毒比较困难，污染率高达 80％左右。叶片已经张开的嫩枝消毒效果好，叶片 

紧包的顶芽难以消毒干净易受霉菌的污染。消毒试验表明在用 75％酒精消毒 55～60 s和 0．2％升汞消 

毒 '20 rain时消毒剂量过大，大量嫩枝被消毒致死。最佳消毒方法是 75％酒精消毒 30～60 s(由材料老嫩 

确定时间)，然后用0．2％升汞溶液消毒 l0～15 rain，这样可避免外植体的消毒损伤，并保持了较低的污 

染率，从而获得较多且健壮的无菌外植体进行下一步的组织培养。 

表2 不同外植体的消毒方法 

Table 2 Disinfection methods of different explants 

大 
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2．2 腋芽诱导和芽增殖 

经过消毒的茎段在初代培养中进行腋芽诱导，2周后开始抽出新芽，综合出芽率和出芽质量调查发 

现培养基 MHJ+BA 0．5mg／L+NAA 0．05mg／L较好(表 3)，抽芽率达64％，芽呈绿色而且健壮，生长速度 

较快，20 d后芽平均长高0．8 cm。在相同激素组合的条件下 ，TE和 DCR基本培养基抽出新芽有黄化现 

象，且生长缓慢。在 MS基本培养基上茎段抽芽质量好于 TE和 DCR，但在 MHJ中表现更佳。比较发现 

TE和 DCR培养基的无机盐离子浓度较低，Ms和MHJ培养基相对较高，说明培养基的无机盐离子浓度高 

有利于东方杉的生长，这与周音等 报道的结果一致。 

表3 外植体在初代培养中腋芽诱导和生长状况 

Table 3 Explants’axillary bud induction and shoot growth state 

待新芽长至 1 em，切下小芽转接至单株生长培养基，接种 1～3周，东方杉组培苗生长较慢，3周后生 

长速度明显加快，35 d平均增高4．2 cm。试验分别比较了 MHJ和 MS培养基在附加 L一谷氨酰胺、活性碳 

和生长素(IBA)等添加物或激素对东方杉的伸长生长的影响(表4)，结果显示 MHJ培养基的培养效果明 

显比MS培养基好，MHJ培养基上附加了L一谷氨酰胺0．5 g／L和活性碳5 g／L的效果较好，说明 L一谷氨酰 

胺和活性碳很大程度上促进东方杉的伸长生长(图版 1)。Van Winkle等 对活性炭在组培中的作用研 

究中也发现活性炭可提高道格拉斯杉组培苗生长率和活力。L一谷氨酰胺也被报道广泛应用于针叶树的 

体细胞胚胎发生研究中，对胚的诱导和分化都起到重要的作用 ⋯。培养基中加生长素 IBA对东方杉的 

生长无明显作用，基部切口处形成较多愈伤，反而有一定的抑制作用。周音等 发现 IBA和 GA 对东方 

杉的芽伸长生长不起作用，HMI对芽的伸长生长有明显的影响。 

表4 单株在不同培养基上的伸长生长比较 

Table 4 Comparison of elongation growth of plantlets on different media 

培养基 M um M M
⋯  岫 。 

试管苗长高后切成长 1～1．5 cm的茎段进行循环增殖培养，比较 MHJ和 MS培养基及不同浓度 BA 

对茎段抽芽率和芽生长质量的影响(表 5)，结果表明，试管苗增殖生长培养基以MHJ+BA 0．5 mg／L+ 

NAA 0．05 mg／L+L．谷氨酰胺0．5 g／L+活性碳 5 g／L+蔗糖 2％的效果最好。 

MHJ培养基中BA浓度为0．5 mg／L时，芽直接从腋芽处抽出新芽(图版2)，腋芽处无明显膨大的白 

色愈伤，新抽芽先呈黄绿色，后变成健康的绿色，每段抽芽 1～3个，芽粗壮，叶间距短，30 d后芽平均高 

0．8～1．2 cm；MHJ培养基中 BA浓度为 1．0 mg／L时，每段抽芽2～5个 ，芽的茎细嫩，基部叶片间距较长， 

30 d后芽高 0．3～1．0 cm。而 MS培养基中抽出的芽生长较慢，每段可抽 1～3个芽，芽粗短，30 d后芽高 

0．2～0．5 cm，顶端叶张开，基部叶紧包着茎杆不舒展，芽质量较差。BA浓度的提高可提高每个茎段的抽 

芽数量 ，但是由于每个茎段上的芽数量多会引起芽变细变弱，为了控制增殖中芽的质量，BA浓度不宜过 

高。增殖培养中采用单株生长到一定高度后进行试管内微型扦插诱导腋芽抽出新芽的方式来扩繁，茎段 
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增殖方式每4 5周增殖比例达到 1：5。已抽芽的茎段切下新芽后继续培养可形成丛生芽(图版 3)，丛生 

芽的增殖方式每4周增殖比例可达 1：2．5左右。 
表 5 试管苗增殖培养基及其发芽率比较 

Table 5 Effects of multiplication media on~ ntage of germination 

2．3 生根培养 

选择了若干个不同的基本培养基并附加不同浓度的生长素进行东方杉的生根培养实验(图版 4)，在 

MS、TE、DCR、WPM、White等培养基上都未获得生根苗，仅在 MHJ培养基上获得了少量生根苗 ，但其生根 

周期较长，且生根率较低。以 MHJ为基本培养基，进一步比较了不同离子浓度和培养基质对东方杉组培 

苗诱导生根的影响(表6)。降低MHJ培养基的离子浓度50％可适当的提高生根率，增加活性碳对生根起 

到很大的促进作用，这可能是由于东方杉生长期间切口处易形成抑制根原基形成的代谢物  ̈，活性炭能 

有效的吸附有害代谢物。60 d后可以看到部分苗白色的根尖从基部切口处的愈伤上形成，3—4个月根 

系可长达3—5 cm，并有侧根形成(图版5)。组培苗的生物个体大小影响东方杉的生根率，高约4—6 cm 

的苗在同样的培养周期内比高约 2—3 cm的小苗生根率提高了25％。琼脂为基质的培养基形成的根系 

白而嫩，培养基质用透气性更好的沙可明显提高生根率，115 d生根率可达 75％，而且形成的根系粗壮， 

易于组培苗的移栽。 

表6 MH_J培养基的浓度、培养介质和苗大小对组培苗生根的影响 

Table 6 Effects of concentrations of MI-IJ medium。culture substances and plantlet size on rooting of tissue-cultured plantlets 

小苗是指把新抽的芽切下来的小苗，高2～3 cm；大苗是指新切下的小苗在单株生长培养基上培养5～6周后的大苗，高4～6 cm。 

Small plantlets were the newly regenerated shoots 2～3 cm hish cut from stems；Large plantlets were ones 4～6 cm higll which had been cultured for 

5～6 weeks on growthmedium． 

2．4 炼苗和移栽 

生根的组培苗移栽到土壤前需要进行4—6周的炼苗，尤其是以琼脂为基质的培养基中生根的苗，需 

要移栽到沙床上在合适的温度和湿度条件下炼苗(图版 6)，炼苗成活率可达 87％，待新的根系形成后移 
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栽到营养钵中。炼苗期间保持沙床湿润透气，太湿易引起苗基部腐烂或透气性差从而影响新根生长。炼 

苗初期保持幼苗叶片湿润不失水，苗床温度控制在 20～30℃为宜，用遮阳网遮阴避免阳光直射到苗上。 

高温天气，用遮阳网遮阴和喷雾等方法降温，最高温不超过35℃，冬季苗床内极端最低温不低于 12℃。 

新根形成后的小苗可移栽到营养钵中(图版 7)，移栽基质使用混合配制的基质(大田园土 ：河沙 ：泥炭 

土 ：珍珠岩 =2：1：2：1)，移栽前基质用杀虫剂、杀菌剂处理。最佳移栽时间为新根形成并长出新的嫩 

叶后，移栽前控制沙床的湿度使东方杉组培苗的根系逐渐老化，须根发达，根毛发育健全，有利于提高移 

栽成活率，本试验的移栽成活率达 90％。营养钵小苗护理生长 1～2个月后即可移栽大田(图版8，9)。 

3 讨 论 

在东方杉的组织培养繁殖过程中，除基本培养基的离子成分、激素和各种添加物对其生长起重要作 

用外，繁殖培养微环境控制也很重要，如对光照强度、温度、湿度、培养容器的透气性、培养容器内气体如 

CO：浓度等控制。本研究发现东方杉对光照强度比较敏感，提高光照强度可以有效地促进组培苗的生 

长，但对芽的诱导没有明显作用。研究结果表明，培养容器的透气性影响东方杉的生长发育，提高容器的 

透气性很大程度上提高了东方杉的生长速度 ，其代谢产物如乙烯等气体的影响还有待进一步研究分 

析-l 。目前国内外对组织培养微环境中的各种培养因子的研究已更加深入与细化，这些研究成果对植 

物的组织培养工厂化生产提供了可靠的参考依据 H J。如 目前无糖培养技术或光 自养繁殖技术在植物 

的无性繁殖上的应用已是越来越广 。对培养微环境里的各种因子的更加细化和量化研究将有助于东 

方杉以及其他针叶树种的组织培养规模化繁殖育苗。 

生根培养难是针叶树组织培养中常见的难题-l 。东方杉生根困难的原因除了其本身的基因型外， 

还有树龄过大受到年龄阶段制约引起生根困难也是因素之一。针叶树母树枝条的年龄效应很明显，幼龄 

树枝条一般扦插生根率较高，但是4～5年以上树龄的枝条生根率明显下降，生根性状退化I1 '墙]。目前已 

有报道东方杉在幼龄树上采集的枝条进行嫩枝扦插生根率在 80％以上 驯，说明降低母树的年龄对东 

方杉的生根起到很重要的作用。通过组织培养获得的东方杉组培苗在一定程度上幼化了原来的树龄，明 

显提高了其生长势，其复壮效果要明显优于扦插繁殖。通过组织培养获得的东方杉再生植株与扦插苗的 

生长对比调查，发现组培苗从生长势和树形上都要优于扦插苗。另外对于目前分布在上海各种立地条件 

下的东方杉林中选出的优株，采用组织培养的技术进行繁殖是目前繁殖速度最快、复壮效果最好的方法。 

东方杉的组织培养繁殖技术研究成功为其商业化工厂化生产育苗奠定了技术基础 ，进一步完善该技术及 

降低生产成本将可很快应用于大规模生产育苗。 

近几年国内外对针叶树种无性繁殖的研究取得了很大的进展，随着对生根生理基础分析、生根分子 

机理、植物激素的作用机理等的深入研究 卜 ，针叶树的大规模商业化苗木生产将具有很大的发展潜 

力。现在国内外在体细胞胚胎发生规模化繁殖针叶树苗上有了很大的突破，落叶松、火炬松等已在实验 

室里能够进行生物反应器规模化繁殖体细胞胚 卫 。通过研究体细胞胚胎发生建立东方杉利用体胚增 

殖来快速繁殖的技术体系将是开辟东方杉无性快繁的又一新技术途径。 
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Research on propagation of ×Taxodiomeria peizhongii 

(Taxodium mucronatum ×Cryptomeria fortunei)by tissue culture 

LOU Wen—fu ，CHEN Quan ，ZHANG Chao-jun ，DONG Ju—wen ，TANG Yin ， 

ZHANG Jun ，SONG Xue—meng ，WANG Ling-jian ，Jean Yong Wan Hong 

( Shanghai Guangzhao Plant Fast—Growing Technology Co．，Ltd．，Shanghai 20 1 80 1，China； 

Shanghai Institute of Plant Physiology and Ecology，Shanghai 200032，China； 

Nanyang Technology University，Singapore 639798) 

Abstract：The shoots newly sprouted within one year from the basal part of mature tree of×Taxodiomeria 

peizhongii(Taxodium mucronatum ×Cryptomeria fortunei)were used as explants．and the technology of propa— 

gation by tissue culture was studied．The results were as follows：the optimal disinfection of explants was to dis— 

infect them with 75％ ethanol for 30—60 s，and then with 0．2％ mercuric chloride for 10～15 min：the stem 

cuttings were used to induce regenerated shoots and adventitious shoots；the appropriate medium of shoot multi— 

plication was MHJ+ 0．5 mg／L BA +0．05 mg／L NAA + 2 g／L glutamine + 5 g／L activated carbon +2％ 

sucrose，and the germination percentage of stem’s axillary buds could reach 90％ ；the elongation medium was 

MHJ+ 2 g／L glutamine + 5 g／L activated carbon + 2％ sucrose．and the shoot height growth was averagely 

4．2 am in 35 days：the rooting medium for test—tube plantlets was 1／2 MHJ+2 g／L glutamine +5 g／L activa— 

ted carbon + 1％ sucrose，and the highest rooting~equency was 75％ ；as culture substance
．
sand was better 

than agar；the rooted plantlets were firstly transferred to sand bed in greenhouse for 4—。6 weeks of hardening 

0ff，in which the survival rate was 87％ ，and then into nutrition pot with a survival rate of 90％ ：after one or 

two months the regenerated plantlets were transplanted into field． 

Key words：Taxodium mucronatum ×Cryptomeria fortunei；Tissue culture；Shoot multiplication：Rooting 

culture；Hardening off；Propagation 
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