
第 34卷 第 3期 

2 0 0 7年 9月 

福 建 林 业 科 技 
Jour of Fujian Forestry Sci and Tech 

Vo1．34 No．3 

Sep．，2 0 0 7 

耐冬山茶愈伤组织诱导研究 
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摘要：重点探讨耐冬山茶愈伤组织诱导过程中不同植物生长调节剂、培养基 pH值、不同培养基及不同类型外植体对愈伤 

组织诱导效应的影响。研究结果表明：MS+6-BA 2．0 mg-L +2，4-D 0．5 mg-L 培养基是耐冬山茶愈伤组织诱导的最 

佳培养基；耐冬山茶愈伤组织诱导培养基 pH值以5．5较为合适；耐冬山茶叶柄作为外植体，诱导率和生长状况最佳。 
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The preliminary studies on the callus induction of Camellia japonica“Naidong” 

DONG Hui．hui ．一，WANG Kui．1ing ，XUE Qiu．hua ，LIU Qing．hua 

(1．Laiyang Agriculture College，Qingdao，Shandong 266109，China； 

2．Fujian Agriculture and Forestry Unive~ity，Fuzhou，Fujfian 350002，China) 

Abstract：The experiment is to study the callus induction effect by using different kinds of hormones，different mediums，pH and 

different explants，in order to develop the technique systems of tissue culture and rapid propagation for C．japonica“Naidong”． 

The major results as the following：Medium MS+6-BA 2．0 mg‘L一 +2，4-D 0．5 mg·L_。is optimum for callus induction of C． 

japonica‘‘Naidong”；The pH 5．5 is comparatively suitable for C．japonica“Naidong”callus induction；Using the leafstalk of C． 

japonica“Naidong”as the explants，the induction rate and the growth is best． 
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山茶(Camellia japonica I ．)又名“山茶花”、“海榴”、“海石榴”、“耐冬”、“红山茶”等，属 山茶科 

(Theaceae)山茶属(Camellia)It,z]植物，是山茶科名花之一，也是世界名花之一，具有很高的观赏和实用价 

值。 

中国是世界山茶科植物的分布中心和起源中心，山茶属植物资源极为丰富，已定名的 280多个物种 

中，有 238个是原产中国的，占总数的85％-3j。山茶在我国的野生种群主要分布于浙江沿海及台湾北部 

等亚热带地区，是典型的亚热带区系成分，现代的人工栽培范围遍布中国长江流域以南，北达胶东半岛，朝 

鲜半岛南部和 日本也有分布-2l4]。青岛是我国山茶科植物自然分布的北缘，分布于该地区的山茶由于耐 

低温，在当地及有关文献称之为“耐冬”或“耐冬山茶”，本文统一称之为“耐冬山茶[5】，’。 

为了满足对山茶苗木的大批量需求，有人采用组织培养快速繁殖的方法来培育山茶苗木。颜慕勤、王 

以平等报道：以成年的山茶茎尖为外植体，在改良的ER培养基中培养。在温度为25±1℃，湿度为 75％ 
～ 85％，光照2 000--2 500 Lux的条件下培养，当试管苗长到4～5 cm时转移至生根培养基(1／2ER，附加 

NAA 4 mg·I _。，IBA 4 mg·I I1)，经 20～30 d生根，然后在蛭石中炼苗，成活率可达 80％～85％[ 。夏泉 

生认为：采用6-BA 2．0 mg·I I1+IAA 1．0 mg·LI1对山茶愈伤组织诱导是最适宜。MS+6-BA 2．5 mg· 

LI1+NAA 0
．05 mg·I -1和 MS+6-BA 3．5 mg·I I1+NAA 0．1 mg·I I1两种培养基均能成功地从愈伤组 

织中诱导出芽，这部分芽直接用于再分化培养。生根培养试验中采用固体培养基法，用 1／2 MS+6-BA 

0．5 mg·I -1+NAA 6 mg·I I1效果最好。采用液体培养基法，用 1／2 MS+6-BA 0．5 mg·I I1+NAA 8 mg 

·LI1效果最好，同时指出，附加吲哚乙酸0．5 mg·LI1和6-BA 1．0 rng·I _。，是芽分化的最佳配比，在快速 
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繁殖中单独用 6-BA比激动素效果好，浓度为 O．25～1．0 mg·L-1[ 。 

耐冬山茶的栽培有较长的历史，但由于其种源少、自花结实率低、自然繁殖困难等原因限制了耐冬山 

茶应有的园林作用的发挥，因此急需对耐冬山茶组培繁殖体系进行研究，建立起耐冬山茶的组织培养快速 

繁殖体系，确定最优的耐冬山茶组培繁殖方案，并进行苗木工厂化生产，形成产业，满足生产需求。 

1 试验材料与方法 

1．1 试验材料 

本实验材料于 3～5月份采自青岛兴都实业公司生长的健壮的耐冬山茶植株，用嫩梢的茎段、已展开 

的新叶和叶柄 3种材料作为外植体。 

1．2 试验方法 

将这 3种材料进行消毒后，把叶片剪成 5 mm 

×5 mm大小的方块、叶柄及茎均切成 5 mm左右 

小段，接种于附加不同激素的 MS和 WAP培养基 

上做初代培养，每 日光照 12～14 h，温度 22～ 

28℃，光强 1 000～2 000 lux，静置培养。30 d后统 

计污染率、愈伤组织诱导率及其生长状况。 

1．2．1 培养基配制 按照 MS、WAP基本配方配 

制培养基母液，培养基及添加的生长调剂物质如表 

1所示，然后根据试验设计配制 3种配比方案 (见 

表 2～表 4)。每个处理做 1O瓶，每瓶需培养基 25 

ml，则每个处理需要培养基 250 ml。在 121℃下高 

压灭菌 20 min。 

表 1 生长调剂物质组合的配比 

表 2 A处理的配比(以 MS为基本培养基，采用6-BA-t-IAA为植物生长调节物质组合) 

1．2．2 外植体处理 选取生长健壮的耐冬山茶(Camellia japonica I ．)植株，剪取枝条嫩梢的茎段、已展 

开的新叶及其叶柄 3种材料作为组培外植体。接种前先将植物材料用洗洁精洗干净，在自来水下冲洗 1 h 

左右，在超净工作台上用 75％酒精中浸泡 O．5 min，转入次氯酸钠中消毒 10 min，无菌水漂洗 3～5遍，用 

无菌纸吸干水后接种。 

1．2．3 接种 取材：在室内水培 10 d的耐冬叶片和茎段，用流水冲洗 3O min，再用 75％的酒精消毒 O．5 

min，无菌水冲洗，然后用 1O％的次氯酸钠浸泡5～6 min，然后用无菌水冲洗。 

将这3种消毒后的材料，叶片剪成 5 mm×5 mm大小的方块，叶柄及茎切成 5 mm左右小段，接种于 

附加不同激素的MS和wAP培养基上做初代培养，每日光照 12～14 h，光强 1 000～2 000 lux，静置培养。 

1．2．4 观察 每天对已接种的培养基进行观察、记录，初代培养完成后总结记录结果。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第3期 董慧慧，等：耐冬山茶愈伤组织诱导研究 ·137 · 

2 试验结果与分析 

2．1 试验结果 

外植体按照试验处理分别接种，MS为基本培养基的每瓶 1个外植体，WAP为基本培养基的每瓶 3 

个外植体，每个处理不少于 1O瓶。外植体材料接种培养后，观察 2～6 d的污染情况，统计被污染的外植 

体数，计算出污染率和诱导率，并确定合理的外植体灭菌时间。 

污染率=污染的材料数／总接种材料数x 100％ 

诱导率=形成愈伤组织的材料数／总接种材料数x 100％ 

A、B、C 3种处理的生长状况见表 5。 

表 5 A、B、C 3种处理的生长状况统计 
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2．2 结果分析 

2．2．1 不同植物生长调节物对耐冬山茶愈伤组织诱导的影响 本试验配比使用 6-BA和 2，4一D或 IAA 

植物生长调节物质，附加在 MS和WAP培养基上，观察耐冬山茶产生愈伤组织的情况，包括出现愈伤组 

织前外植体的形态变化，愈伤组织出现的时间及愈伤组织的形态特征(包括愈伤组织的颜色、质地和色泽 

等)；并计算外植体的愈伤组织诱导率。 

表6 不同植物生长调节物对耐冬山茶愈伤组织诱导的影响 

表 6为处理 A与处理 B的比较，基本培养基都为 MS，从表中可以看出，6一BA+IAA与 6-BA+2，4一D 

作为生长调节物质时愈伤组织的诱导率相差不明显，但由实际观察可得，处理 B比处理 A愈伤组织生长 

状况好，其中处理13-9生长势最好，由此得知，生长调剂物质为 6-BA 2 mg·L-1+2，4一D 0．5 mg·I -1的组 

合最佳。由于品种等方面的原因，这一结论与夏泉生认为【3】：采用 6-BA 2．0 mg·L +IAA 1．0 mg·L-1 

对山茶愈伤组织诱导是最适宜的有所不同，还需进一步研究。 

2．2．2 不同培养基对耐冬山茶愈伤组织的诱导的影响 本试验采用 MS和WAP 2种培养基作为基本培 

养基，观察耐冬山茶愈伤组织诱导率。 

表 7为处理 A与处理 C的比较，基本培养基分别为 MS和 WAP，从表中可以看出，6-BA+IAA作为 

生长调节物质时愈伤组织的诱导率相差不明显，但由实际观察可得，处理 A愈伤组织生长状况要优于处 

理 C，由此得知，最适宜耐冬山茶初代培养的培养基为：MS+6-BA 2 mg·L-1+2，4一D 0．5 mg·L-1组合。 

表 7 不同培养基对耐冬山茶愈伤组织诱导的影响 

2．2．3 培养基 pH值对耐冬山茶愈伤组织诱导的 

影响 外植体的培养基增殖都要求一定的 pH值。 

通常一般培养基的pH值都在 5．6～6．0之间。如 

果 pH值不适，则直接影响外植体对营养物质的吸 

收，进而影响外植体的脱分化、增殖和器官形成。 

不过 pH值对不同植物的影响会有差异。此外，培 

养基中含有 Fez(SO4)3和 FeC13时，pH值应在 5．2 

以下，否则铁盐不溶解而沉淀，引起缺铁症，阻碍生 

长f引。 

表 8为生长状况最好的处理 B中 pH值对愈 

伤组织诱导的影响，本试验将叶片、叶柄及茎段接 

种于MS培养基上，由表8可知，不同pH值虽然对 

表8 不同 pH值对愈伤组织诱导的影响 

表 9 外植体种类对愈伤组织诱导的影响 

愈伤组织诱导率差异不大，均在 37％以上，但愈伤组织生长量上差异较明显，pH 5．5的诱导率最大，愈伤 

组织块大，故耐冬愈伤组织诱导培养基 pH值以5．5较为合适。 

2．2．4 外植体种类对山茶愈伤组织诱导的影响 从表 9可以看出，在相同实验条件下，叶柄比茎段和叶 

片更容易产生愈伤组织，生长势最好。 
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3 结论 

3．1 植物生长调节剂与耐冬山茶愈伤组织诱导的关系 

生长调节物质是培养基中不可缺少的关键物质，其用量虽少，但它们对外植体愈伤组织的诱导起着重 

要和明显的调节作用，其中以生长素类和细胞分裂素类最为常用。在诱导愈伤组织的培养基中，植物生长 

调节剂是可调节幅度最大的成分。一般来说，高生长素和低细胞分裂素有利于愈伤组织的诱导及生长，但 

生长素和细胞分裂素是愈伤组织的形成所必需的，缺一不可。本试验中，使用 6-BA细胞分裂素和 IAA、 

2，4一D两种生长素的组合，发现外植体的反应不同，6-BA+2，4一D组合诱导率高，产生愈伤组织的时间早， 

且生长状况最佳。 

3．2 基本培养基与耐冬山茶愈伤组织诱导的关系 

在离体培养条件下，不同植物由于各自的遗传特性、生物学特性都不一样，因此植物组织保持良好生 

长的营养要求随植物种类而变化，甚至同一植物的不同部位的组织以及同一部位的组织在不同生长时期 

对营养的要求也不一样，只有满足了它们各自的要求，才能正常生长，因此选择适宜的培养基对植物组织 

培养特别重要。本试验采用 MS和WAP培养基，试验结果 MS培养基对耐冬山茶愈伤组织的诱导效果远 

远优于 WAP培养基。 

3．3 外植体与山茶愈伤组织诱导的关系 

愈伤组织的诱导主要受外植体本身、培养基和培养条件 3方面因素的共同影响，其中外植体是人们最 

难以控制的，这与外植体本身的生长发育和生理化状态有关，因而对外植体的筛选是组织培养中很关键的 

技术。本试验中，耐冬山茶叶柄作为外植体，诱导率和生长状况最佳，而叶片和茎段作为外植体时，诱导率 

相差不明显，茎段的生长状况最差，很少长出愈伤组织。 

综上所述，耐冬山茶初代培养最佳方案为：培养基采用 MS+6-BA 2．0 rng·L-1+2．4一D 0．5 rng·L。。， 

pH值为5．5，接种外植体采用新叶叶柄，在每Et光照 12～14 h，温度22--28~，光强 1 000--2 000 lux的培 

养条件下静置培养。 
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