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日本厚朴组织培养技术的研究 
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摘 要：以播种后得到的 日本厚朴幼苗为试材对 日本厚朴的组织培养技术进行 了研 

究，采用正交试验比较了不同外植体和激素配比对愈伤组织诱导的影响，光培养和暗培 

养两种培养方式以及不同激素种类和配比对增殖和生根培养的影响。试验结果表明， 

日本厚朴组织培养的最佳外植体是顶芽，最佳培养方式为暗培养，最佳启动培养基为 

B 2， D 4．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L，最佳增殖培养基为B5+6一BA 2．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L。 
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13本厚朴(Magnolia obovata)是小兰科木兰属落叶乔术，原产 日本北 

海道 ．2O世纪 2O年代引入青岛，现我国山东的崂山、青岛及东北的大连、 

丹东、熊岳、沈阳有栽培。Et本厚朴千形端直，叶大荫浓，是名贵的园林绿 

化观赏树种，开发利用前景十分广阔。日本厚朴育苗目前生产上主要依 

靠种子培育实生苗，组织培养尚处于试验阶段。但从长远来看，要使 日本 

厚朴实现“高效、可控、稳定”的质量标准，满足其在中草药市场的需求， 

同时又满足其在园林绿化当中的需求，必须借助组织培养技术以生产遗 

传品质优良、一致的日本厚朴幼苗。 

1 材料的选择 

选择 2006年 l1月采收于丹东的日本厚朴种子播种后得到的 日本 

厚朴幼苗的顶芽、叶柄、叶片作为组织培养试验的外植体。将消毒后的外 

植体接种到启动培养基上 ．待外植体诱导出愈伤组织后 ，将愈伤组织切 

下转接入继代培养基巾。 ’ 

2 研究方法 

2．1 试验设计方法 

培养温度为(24+2)℃，空气湿度为60％左右，光照强度为2 000 Ix， 

光周期为12 h／d。培养基选用 培养基。采．I{{单因子试验因素对照，每个 

试验设置 3次重复。培养方式：光培养和暗培养的对比。继代培养基激 

素：2，4-D，NAA，BA。生根培养基激素：NAA，IBA。 

初代培养正交试验凶素对照，试验设置3次重复： 

因子 1：外植体；水平：顶芽、叶柄、叶片 

子 2：2，4一D；6-BA；水平(ms／L)：2．0，3．0，4．0；0．5，1．0，2．0 

子 3：NAA；水平(mg／L)：0．5，1．0，2．0 

2．2 初代培养 

初代培养采用两个3因素3水平正交设汁k，基本培养基为 ，蔗 

糖 3O g，琼脂 7 g，pH 5．8，每种培养基接种外植体 2O个，试验重复 3次， 

接种后密切观察愈伤组织生长情况。 

2．3 光培养和暗培养的对比试验 

正交试验完成后 ，选择出最佳的扁动培养基和最佳外植体 ，接种 40 

瓶，接种后取 20瓶进行暗培养，剩余 2O瓶进行正常光培养。试验重复 3 

次，30天后统汁愈伤组织增长量，由此进行光培养和暗培养效果的对 

比。 

2．4 继代培养 

基本培养基 Bs，使用激素 2，4-D和 NAA组合、6-BA和 NAA组合， 

蔗糖 3O g，琼脂 7 g，pH 5．8。将初代培养得到的愈伤组织转接到 l2种继 

代培养基上，每种继代培养基上至少接 lO个，45天后统汁诱导外植体分 

化及生长情况．将得到的芽苗切下进行继代增殖培养，35天后统汁增殖 

系数 

I14 

3 结果与分析 
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(1)培养基不同激素及浓度对外植体愈伤组织诱导情况。接种9天 

后，观察发现部分外植体的切口处开始膨大，13～l6天时开始陆续有愈 

伤组织被诱导出来，最先诱导I】j愈伤组织的是 A4，A5，A6，17～19天时为 

A4，A5，A6，20～22天为A7，A8，A9，在 3O天后进行的转接到增殖培养基 

的试验中发现，叶柄和叶片诱导m的愈伤组织由于质地疏松的原因，在 

操作时易发生破碎现象(见表 l和表 2)。用 SPSS软件对试验结果进行 

方差分析，可得表 3。 

表 l 2，4-D和NAA组合不同浓度对外植体成愈率的影响 

培养基 外植体 p【2，4-D) P(NAA) 外植体成愈 数值转换 

编号 ／(mCL) ／(mg／L) 率(P)／％ =sin- P 

Al 叶柄 2．O 2．O l8．3 25-33 

A2 叶柄 3．O 1．O 35．O 36．27 

A3 叶柄 4．O 0．5 33‘3 33．86 

A4 顶芽 2．0 O．5 40．0 39．24 

A5 顶芽 3．O 2．O 53-3 46．90 

A6 顶芽 4．0 1．O 66．7 54．76 

A7 叶片 2．0 1．O 6．7 l5．0O 

A8 叶片 3．0 0．5 I1．7 20．Ol 

A9 叶片 4．O 2．O l5．0 22．79 

Kl 95．46 79．57 93．Il 294．16 

K2 140．9 l03．18 106．O3 

K3 57．8 l11．4l 95．O2 

kl 31．82 26．52 31．04 

k2 46．97 34．39 35_35 

k3 l9．27 37．14 31．67 

极差R 27．7 lO．62 4．3l 

表 2 6-BA和 NAA组合不同激素浓度对外植体成愈率的影响 

培养基编号 外植体 p(6一BA)／(mg／L) p(NAA)／(mg／L) 外植体成愈牢(P) 

al 叶柄 O．5 2．0 5_3 

a2 叶柄 1．O 1．0 11．3 

a3 叶柄 2．O O．5 8-3 

a4 顶芽 O．5 O．5 l7．7 

a5 顶芽 1．O 2．O 23-3 

a6 顶芽 2．0 1．O 38．0 

a7 叶片 0．5 1．0 5．7 

a8 叶片 1．O 0．5 l0．7 

a9 叶片 2．O 2．0 9．3 
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表 3 L9方差分析 

项 目 离差平方和 均方 ，值 伴性概率 

外植体 2 693．929 l 346．964 l4．424 0．005 

2．4一D 438．889 2l9．444 0．468 0．648 

NAA ¨3．929 56．964 O．109 0．899 

从结果可以看出，在这i者巾，存基本培养基为 的情况下 ，外植 

体的选取对于愈伤组织的诱导，牢有最大的影响，顶芽作外植体是最明智 

的选择。培养基中的激素2，4一D对外植体成愈牢的影响更加届著，由此 

可见2，4一D是愈伤组织诱导过程中不可缺少的激素。 

(2)光培养和暗培养对顶芽愈伤组织生长的影响。接种的顶芽在暗 

培养条件下总是比光培养条件下先形成愈伤组织 ，而且从愈伤组织生长 

情况来看，暗培养的外植体flj现的愈伤组织比光培养的体量大些。3O天 

后汁算愈伤组织鲜重增长量(见图 1)。 

1．4 

g 1．2 

嘲 1．0 

0．2 

表 4 继代培养基 I对外植体分化及生长的影响 (rag／L) 

培养基 培养基激素 外植体分化及生长状况 

编号 类别 

2．4一D NAA 

Bl 2．0 O．1 愈伤组织增大，节间见少量侧芽，无不定芽产生 

B2 2．0 0．5 无不定芽分化，茎干矮小，无侧芽 

B3 3．0 O．1 无不定芽分化，苗健壮，节间有部分侧芽生长 

B4 3．O O．5 未见不定芽分化，茎干明显，可见部分侧芽 

B5 4．0 0．1 愈伤组织生长明显，无不定芽分化 。茎干明显 ，来 

见侧芽萌动 

B6 4．0 0．5 愈伤组织明显增大，但无芽苗分化，侧芽未萌动 

将愈伤组织上分化的长至 2 cm左右的芽，切下转接到各个继代培 

养基上，使其继续增殖，增殖系数见表 6和表 7。 

4 结语 

日本厚朴组织培养的最佳外植体是顶芽，最适宜的初代培养基是 

B +2，4-D4．0mg／L+NAA 1．0mg4L。暗培养是最佳的培养方式。6一BA与比 

2，4一D更有利于愈伤组织的分化和增殖。激素浓度影响成苗方式 ．最佳 

的继代增殖培养基为 B5+6一BA 2．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L。 

表 5 继代培养基 Ⅱ对外植体分化及生长的影响 (rag／L) 

培养基 培养基激素 外植体分化及生长状况 

编号 类别 

6一BA NAA 

CI 1．0 O．5 有少量不定芽分化 ，茎千明履，顶芽和侧芽为主要 

成苗途径 

C2 1．0 1．0 愈伤组织分化不定芽，苗生长健壮，苗节问侧芽较 
多，属混合成苗 ’ 

C3 2．O O．5 有不定芽分化，苗健壮，主要途径是顶芽和侧芽成苗 

C4 2．0 1．0 愈伤组织有不定芽分化，定芽及不定芽混合成苗， 

苗生长较健壮 

C5 3．O O．5 愈伤组织生长缓慢，无不定芽分化 

C6 3．O 1．0 愈伤组织颜色变深．几乎不生长，未见不定芽分化 

表 6 继代培养基 I对定芽和不定芽增殖情况的影响 (mg／L) 

培养基 培养基激素类别 继代前无 继代后无 增殖 

编号 2．4一D NAA 根苗数／棵 根苗数，棵 系数 

Bl 2．0 0．1 l4 22 1．4 

B2 2．O O．5 16 l8 1．1 

B3 3．O O．1 15 34 2_3 

B4 3．O 0．5 l5 30 2．O 

B5 4．0 O．1 l4 l9 1．4 

B6 4．O O．5 l5 19 l-3 

表7 继代培养基Ⅱ对定芽和不定芽增殖情况的影响 (mg／L) 

培养基 培养基激素类别 继代前无 继代后无 增殖 

编号 6一BA AA 根苗数，棵 根苗数／棵 系数 

Cl 1．0 0．5 15 36 2．4 

C2 1．0 1．O 15 49 3-3 

C3 2．0 O．5 l4 ， 37 2．6 

C4 2．0 1．0 l6 57 3．6 

C5 3．O O．5 l5 17 1．1 

C6 3．O 1．O 14 l8 l_3 
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Study on Tissue Culture of Magnolia Obovata 

ZHANG Xiu-feng 

ABSTRACT：This paper studies the tissue culture of Magnolia obovata taking the seedlings of Magnolia obovata obtained 

after planting as as experimental material，and by using the orthogonal test，compares the influences of different explants 

and hormone mixture ratios on callus induction．and the influences of two kinds of culture modes，light culture and dark 

culture，and different kinds and mixture ratios of hormone on the proliferation and rootage culture．The results indicate that 

the best explant of Magnolia obovata is terminal bud，the best culture mode is dark culture，the best starting medium is 

B5+2，4-D4．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L，and the best proliferation culture medium is B5+6一BA2．0mg／L+NAA 1．Omg／L． 

KEY W ORDS：Magnolia obovata：tissue culture；light culture；callus induction 
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