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摘要:以山苍子 (L itsea cubeba )带芽茎段作为外植体进行组织培养实验。实验以 M S为基本培养基 ,按不同比例

添加激素 ,配制成 3种培养基: MS+ 2, 4-D0. 5 mg /L+ 6-BA2. 0 mg /L , M S+ 2, 4-D1. 0 mg / L+ 6-BA2. 0 mg /L ,

MS+ 2, 4-D0. 5 mg / L+ 6-BA3. 0 mg /L , M S+ 2, 4-D1. 0 mg /L+ 6-BA3. 0 mg /L , M S培养基作为空白对照 ,在暗

培养和光照培养条件下进行愈伤组织和芽的诱导分化。 结果显示: M S+ 2, 4-D1. 0 mg / L+ 6-BA2. 0 mg /L为诱

导愈伤组织的最好培养基 ,诱导率最高 ,达 55. 6% ; M S+ 2, 4-D0. 5 mg / L+ 6-BA3. 0 mg /L为最好的萌芽培养

基 ,萌芽率最高 ,达 60% ; M S+ 2, 4-D1. 0 mg / L+ 6-BA3. 0 mg /L为最好的丛生芽增殖培养基 ,增殖系数达 8±

1. 4。
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Abstract: The Li tsea cubeba is a kind of precious aroma tic t rees wi th high economic benefit. This

paper is about the tissue cul ture of Litsea cubeba 's buds. There w ere four mediums, such a s M S

+ 2, 4D0. 5 mg /L+ 6-BA2. 0 mg /L, M S+ 2, 4D1. 0 mg /L+ 6-BA2. 0 mg /L , M S+ 2, 4D0. 5 mg /

L+ 6-BA3. 0 mg /L and M S+ 2, 4D1. 0 mg /L+ 6-BA3. 0 mg /L w as being test in our experiment

fo r inducing Litsea cubeba callus and di fferentiation, wi th M S medium as control. The resul ts

show ed that M S+ 2, 4D1. 0 mg /L+ 6-BA2. 0 mg /L w ere the best medium fo r cal lus inducing,

which ra tio reached 55. 6% . And the medium M S+ 2, 4D0. 5 mg /L+ 6-BA3. 0 mg /L w as the

best fo r shooting. Otherwise, M S+ 2, 4D1. 0 mg /L+ 6-BA3. 0 mg /L could be the appropriate

medium fo r multiplica tions.
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　　山苍子 [Li tsea cubeba ( Lour) Pers. ]是珍贵的

野生芳香油料树种 ,其果实、花、叶以及树皮中都含有

芳香油 ,广泛应用于食品、医药、化妆品等化工、轻工

和环保行业中 ,国内外需求量极大 [1～ 5 ]。 但山苍子至

今仍多是分布零星 ,不成规模。 播种育苗大多采用野

生种子进行 ,没有建立优良的采种母树林基地。同时 ,

传统的播种育苗法繁殖系数较低 ,无法满足种苗需求

量剧增的需要 ,而且耗时耗地 [6, 7 ]。近年来 ,已有了少

数关于山苍子组织培养的相关研究报道
[8～ 10 ]

,但研

究还处于探索阶段 ,未见进一步的开发与利用的报

道。本文以山苍子带芽茎段作为实验材料 ,试图摸索

出适合于进行组织培养的培养基配方 ,为进一步探索

出一条通过组织培养的方法大量繁殖山苍子种苗的

途径提供理论依据。

1　材料与方法

　　选择生长健壮、无病虫害、优良结实的山苍子单
株 ,取直径 0. 3～ 0. 5cm的半木质化枝条 ,用自来水冲

洗浸泡 10～ 15min,流水冲洗 1h,取其带芽茎段于无

菌条件下 ,用 75%酒精消毒 20s,再用 0. 1%升汞处理 6

～ 10min,无菌水冲洗 5～ 6次 ,然后将材料切成 1～
2cm的小段供接种使用。

　　以 MS为基本培养基 ,按不同比例添加激素 ,配

制成不同的培养基 (见表 1) ,并以 M S培养基作为空

白对照。接种后暗培养 1～ 2周后转入光培养。培养温

度为 ( 25± 2)℃ ,光照 1500～ 2000Lx ,光照时间 12h /

d,进行愈伤组织与芽的诱导分化。
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表 1　 6-BA与 2, 4-D的不同组合
Table 1　Dif f erent concentration of 6-BA and 2, 4-D

处理

T rea tment
6-BA ( mg /L ) 2, 4-D ( mg / L)

1 2. 0 0. 5

2 2. 0 1. 0

3 3. 0 0. 5

4 3. 0 1. 0

2　结果与分析

2. 1　不同激素配比对山苍子诱导愈伤组织的影响

　　山苍子带芽茎段接种后暗培养 18d后 ,处理 2和

处理 3外植体的切口处出现膨大并爆破。茎皮开始形

成愈伤组织 ,培养 20d时作为对照的处理 0开始出现

愈伤组织。处理 2萌发时间最早 ,生长速度最快 ,愈伤

组织的数量也最多 ,诱导率最高为 55. 6% ,但愈伤组

织块较小 (见图 1)。处理 0和处理 3的愈伤组织数量也

增多 ,但体积大小不均 ,其中处理 3的愈伤组织块最

大 ,但数量较小 (见表 2)。说明高浓度激素组合开始发

生愈伤组织的时间比低浓度开始发生的时间短。在转

入光培养后 ,愈伤组织逐渐转成绿色小突起团状体。

图 1　来自茎段的愈伤组织

Fig. 1　 Th e callus com ed fr om stalk

表 2　不同激素配比对山苍子诱导愈伤组织的影响

Table 2　 Effects of dif f erent hormones on the callus of

Litsea cubeba

处理
Treatmen t

出现愈伤
组织的天数
Days of
callus

appear(d )

接种数
(个 )
No. of

in oculated

发生愈伤
组织数 (个 )

No. of
cal lus
happen

愈伤诱导
率 (% )
Ef ficiency
of callus
ind uced

生长情况
Si tuat ion

0 20 11 6 45. 5
雪花状 ,体积小
Incompact, smal ler

1 0 10 0 0
无愈伤组织形成

no callus

2 18 9 5 55. 6

浅绿色 ,团状、
大小不均

Viridescent and
inh omogenou s

3 18 10 2 20. 0
绿色、球状、
体积最大
Green, bigg es t

4 20 10 1 10. 0
深绿色、团状

bot t le green group

2. 2　不同激素配比对山苍子的诱导分化影响

　　暗培养期间 ,由于一些茎芽的切口含油较多而被

褐化。暗培养 2周后发现芽的萌动 , 3周后发现愈伤组

织开始萌动。 实验中观察到 ,在暗培养中芽萌动的速

度较慢 ,缩短暗培养的时间提早光照培养可加快芽萌

动和生长的速度。 培养 20d后愈伤组织不明显 ,但芽

的启动率逐渐提高 ,刚开始的白色嫩芽尖 ,因光照而

逐渐变成嫩绿色 ,其生命力很旺盛 (见图 2)。 2个月

后 ,茎芽切口发现明显愈伤组织。 而芽的生长也越来

越旺盛 ,并出现丛生芽 ,形成上长丛生芽 ,下长愈伤组

织的状态。部分带芽愈伤组织在培养一段时间后逐渐

褐化。转换培养基时 ,可将丛生芽分开进行继续培养 ,

成活率较高。

图 2　 20d山苍子试管苗

Fig. 2　 20 day s micro-plant o f Litsea cubeba

　　从表 3结果可见 ,暗培养 8d最早发生芽萌动 ,直

接进行光培养 5d最早发现芽萌动。处理 3的培养基为

此次实验的诱导芽萌发的最佳培养基 ,它的诱导系数

为 60. 0% ,处理 1芽苗粗壮而少。处理 2诱导芽苗萌发

的几率也不错 ,它的芽苗较多且细长。处理 4与处理 2

较为接近 ,其中不添加激素的。处理的芽苗生长适中。
随着时间的延长 ,芽苗生长旺盛 ,外植体切口处出现

愈伤组织萌动。
表 3　不同激素组合对山苍子的诱导分化影响

Table 3　 Ef fects of diff erent hormones to the bud breed of

Litsea cubeba

处理
Treatm en t

开始发芽天数
(暗 /光 )*

Days of
germinate

( Dark ness / ligh t )

接种数
(个 )
No. of

inoculated

第 20d的有效
芽数 (个 )

Effective buds
of 20th d ays

诱导系数
Induce
quotients
(% )

0 10 /5 11 4 36. 6

1 8 /5 10 2 20. 0

2 9 /5 9 4 44. 4

3 8 /5 10 6 60. 0

4 10 /5 10 4 40. 0

* :暗表示暗培养处理 ,光表示光照培养处理。Darkness t reatmen t and

ligh t t reatmen t.

2. 3　不同激素配比对山苍子丛生芽增殖的影响

　　山苍子芽苗通过增殖培养后可产生大量的丛生

芽萌发。 从表 4可以看出 ,对照培养基的增殖系数不

显著 ,其中处理 4的增殖系数最高 ,为 8. 0± 1. 41,说

明 M S+ 2, 4-D1. 0mg /L+ 6-BA3. 0mg /L培养基较

(下转第 160页 Continue on page 160)　　
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24. 8μm) ,极面观为深三裂圆形。具 3孔沟 ,沟深且宽

达两极 ,沟内具点状疣。外壁具网状雕纹。见图 2(d、

e、 f )。

3　结论

　　根据上述结果分析 ,山东槐属花粉在形状上均为

长球形 ,均具 3孔沟 ,大小差异不大 ,表现出了属的一

致性。 而从花粉粒表面雕纹和孔沟形状来看 ,明显分

为三类:一类是花粉外壁具穴状雕纹 ,孔沟较浅且窄 ,

如槐、龙爪槐 ,其亲缘关系相近 ,此结构支持了龙爪槐

为槐的变型的分类 ;因龙爪槐外壁除较多穴状雕纹

外 ,还具少量网状雕纹 ,明显区别于槐 ;二类是花粉外

壁具点状坑雕纹 ,如苦参 ;第三类是花粉外壁具网状

雕纹 ,孔沟较宽且深 ,如白刺花。 上述结构特征 ,明显

表现出种与种之间 ,种与变型之间的差异 ,可作为种

的分类依据 ,进行分种检索:

1. 花粉粒外壁具点状坑雕纹 ………………………

苦参 S. f lavescens Ait.…………………………

1. 花粉粒外壁具穴状和网状雕纹

　 2. 孔沟较浅且窄 ,花粉粒外壁具穴状雕纹

　　 3. 具穴状雕纹 槐 S. japonica L.………………

　　 3. 具较多穴状雕纹和少许不规则网状雕纹 …

龙爪槐 S. japonica f. pendula Hort.…………

　 2. 孔沟较宽且深 ,花粉粒外壁具网状雕纹………

白刺花 S. davidii ( Franch. ) Skeels……………
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好 ,此激素浓度组合能促进其生长速度。处理 1增殖

率也较高 ,有徒长的趋势。从继续培养可看出 ,山苍子

存活率与生命力都不错 ,培养 60d后 ,大部分试管苗

叶片完全展开 ,同时 ,植株上的腋芽也大量萌发。
表 4　不同激素配比对山苍子丛芽增殖的影响

Table 4　 Effect of dif ferent hormones to the mutiplicat ion of

bud breed of Litsea cubeba

处理
Treatmen t

接种数 (个 )
No. of　　
inoculated

第 60d的有效芽数 (个 )
Effectiv e buds
of 60th days

增殖系数
Mul tiplication
quotien ts

0 6 4 1. 3± 0. 6

1 5 14 6. 5± 0. 2
2 2 4 2. 0± 1. 4

3 2 6 3. 0± 1. 4

4 2 16 8. 0± 1. 4

3　结束语

　　在本试验中 ,山苍子带芽茎段接种后进行暗培养

18d或 20d左右愈伤组织萌动 ,以 MS+ 2, 4-D1. 0mg /

L+ 6-BA2. 0mg /L培养基的愈伤组织诱导数量较

多 ,愈伤组织诱导率最高 ,达 55. 6%。在诱导分化时 ,

暗培养 8d和光培养 5d开始萌芽 ,以 MS+ 2, 4-

D0. 5mg /L+ 6-BA3. 0 mg /L培养基的诱导芽萌发率

最高 ,达 60% ,且质量较好。在诱导全生芽增殖时 ,以

MS+ 2, 4-D1. 0mg /L+ 6-BA3. 0mg /L培养基的增殖

系数最高 ,达 8± 1. 4。这些实验结果说明 ,在山苍子的

组织培养中 ,如果是以愈伤组织为目的 ,最好先进行

一段时间的暗培养 ,这样它发生愈伤组织的速度较

快。如果是以诱导顶芽、侧芽或腋芽为目的 ,侧一开始

就直接进行光照培养 ,这样发生芽萌动的速度快、时

间短、数量较多 ,质量也较好。

　　在本实验中还观察到 ,以山苍子带芽茎段为外植

体进行组织培养有严重褐变出现 ,原因是木本植物体

内含有较多的酚类化合物 ,同时山苍子渗出的山苍子

油亦加速褐化。

　　由于不断采伐野生山苍子 ,野生山苍子资源已经

变得越来越少 ,本实验研究结果将为后续研究山苍子

快速繁殖技术并大面积推广奠定良好的基础。
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