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培养基和植物激素对青钱柳茎段和 

叶片愈伤组织诱导的研究 
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摘要：为建立青钱柳组培快繁体系以解决青钱柳资源贫乏问题 ，以青钱柳茎段和叶片为外植体，对影响青钱柳 

愈伤组织诱导的基本培养基、激素种类及浓度等关键因素进行了研究。结果表明，基本培养基以改良 MS诱导 

茎段愈伤组织效果最好 ，诱导率可达 89．09％；MS诱导叶片愈伤组织效果最好 ，诱导率可达 81．82％；2，4一D 

比NAA能够较快地诱导外植体产生愈伤组织，其中2．0 m L 2，4一D诱导率最高，可达88．57％，且形成愈伤 

组织多。2，4一D2．0 mg／L+6一BA1．0 mg／L的组合对青钱柳茎、叶诱导愈伤组织效果最佳，茎、叶诱导率分别 

可达91．57％和86．14％，且诱导出的愈伤组织生长快。 
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A Study on Effects of Media and Plant Hormones on Callus 

Induction of Cyclocarya paliurus(Bata1．)Iljinskaja 

Stems and Leaves in Vitro 

SHANGGUAN Xin—chen，GU0 Chun—lan， 

JIANG Yan，SHEN Yong—gen，WU Shao—fu，HU Dong—nan 

(Plant Resources Exploitation and Utilization Laboratory，JAU，Nanchang 330045，China) 

Abstract：The effects of the basic media，the types and concentrations of plant hormones on callus indue— 

tion of cyclocraya paliurus stems and leaves were studied in order tO develop the Cyclocraya paliurus tissue cul— 

ture system and resolve the problem of resouces scarceness．The results showed that improved MS medium was 

the best for stem callus induction，the induction rate was 89．09％ ；MS medium was the best for leaf callus in— 

duction，the induction rate was 81．82％ ；2，4一D was more effective in quickening callus induction than NAA， 

the medium of 2．0 mg／L got the highest induction rate which was 88．57％ ，and the explants formed more cal— 

lus．The explants had the highest induction rate of callus on the medium of improved MS+2．4一D2．Omg／L+ 

6一BA1．0mg／L，the induction rate of stems and leaves were 91．57％ and 86．14％ 。and the calluses grew 

fast． 
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青钱柳[Cyclocarya paliurus(Bata1．)Iljinskaja]为胡桃科(Juglandaceae)青钱柳属落叶乔木⋯，是我 

国特有的珍稀单种属植物，国家重点保护濒危植物之一，又名摇钱树、麻柳、青钱李等，广泛分布于我国 

广东、广西、福建、台湾、浙江、江苏、安徽、江西、湖南、陕西、四川、云南、贵州等省区的海拔 420～ 

2 500 m的山区、溪谷或石灰岩山地，是我国重点保护的珍稀特有濒危植物之一 。据《中国中药志要》 

记载，青钱柳的树皮、树叶具有清热解毒、止痛功能，可用于治疗顽癣，民间用其叶制成保健茶饮用已约 

200年历史。近期研究表明，青钱柳除有上述功效外，还具有降低血糖和血脂、抗肿瘤及抗衰老等多种 

功能，是很好的天然保健食品资源  ̈ 。 

但现有的青钱柳资源主要是一些零星分布的天然林，且大多处于深山老林和自然保护区中，故可供 

利用的资源非常有限，这严重制约着青钱柳的研究开发进程。更为重要的是青钱柳的繁殖困难，主要表 

现为：①种子具有深休眠性，属难萌发的“二年种子”，这在时间上影响了其繁育进程；②种子败育很严 

重，因而人工育苗出苗率低；③扦插繁殖难生根，成活率很低 。因此，研究青钱柳的人工繁殖技术成 

为开发利用青钱柳的当务之急。组织培养技术，是工厂化育苗的重要措施，也是科研工作的重要辅助手 

段，必将是今后的研究重点之一，对今后青钱柳的开发利用和产业化经营具有十分重要的意义 ⋯̈。 

1 材料和方法 

1．1 材料预处理 

于晴天中午光照强烈时 ̈ 在江西农业大学科技示范园内采集 3年生青钱柳幼树上当年嫩枝和嫩 

叶作试验材料。采集生长健壮、无病虫害的的嫩枝条和嫩叶用流水冲去表面的脏物，除去多余的茎叶， 

将所需部分用体积分数为 1％洗洁精溶液浸泡5 rain，再用软刷轻轻刷洗或用棉球仔细清洗外植体表 

面，除去附着在外植体表面的尘土和部分菌体，并用自来水反复清洗后，在流水中冲洗约 2 h。沥水后， 

嫩枝条切成 1．0～1．5 CITI长的茎段，叶切成0．5～1．0 am ，在无菌条件下用 =70％乙醇消毒30 S，无 

菌水冲洗4～5次，用 1 g／L升汞溶液对茎段灭菌 8～10 rain，对叶片消毒 6～7 rain，无菌水冲洗4～5 

次。然后在超净工作台上将茎段剪成 1．5 am，叶片剪成0．5 am x0．5 am的方块接种到预先配好的培 

养基中，用聚乙烯封口膜包扎好，每瓶接种 1个外植体 ，每处理接种55瓶，试验重复3次。 

1．2 筛选基本培养基 

在 MS、B 、N 、H、White、WPM、DKW 和改良MS(除 CaC1 全量外，其它元素为全量的3／4，下同)等 

8种基本培养基，均附加2．0 mg／L BA、0．5 mg／L NAA和 10 g／L V ，用 1 mol／L盐酸或 1 mol／L氢氧化 

钠溶液调节培养基 pH5．8，观察愈伤组织的生长情况。 

1．3 植物激素对愈伤组织诱导的影响 

利用改良 MS培养基，分别添加不同浓度的生长素 2，4一D、NAA和细胞分裂素 6一BA、KT，其质量 

浓度除2，4一D为0．2，0．5，0．8，1．0，2．0，3．0，4．0，5．0 mg／L，其余质量浓度为0．2，0．5，0．8，1．0，2．0， 

3．0，4．0 mg／L，并设空白对照。 

1．4 培养条件 

培养室温度(25±1)℃，光照强度 1 500～2 000 lx，光照时间12 h／d。 

2 结果与分析 

2．1 培养基类型对愈伤组织诱导的影响 

由表 1、表 2可知，茎段诱导效果好于叶片，从不同培养基对茎段诱导效果来看，改良MS诱导效果 

最好，诱导率达 89．09％，其次是 MS和 WPM，White最差；从不同培养基对叶片诱导效果看，MS最好， 

诱导率达 81．82％，其次是 WPM和改良MS，White和 N 最差。 

2．2 生长素对愈伤组织诱导的影响 

将嫩茎段和叶片分别接种到附加不同浓度生长素的改良MS培养基上进行单因素愈伤组织诱导试 

验，2，4一D、NAA等对青钱柳茎、叶外植体愈伤组织的诱导率的结果见图 1、图2。 
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注：+生长差；++生长一般；+++生长较好；++++生长好。 

表 2 不同基本培养基对叶片愈伤组织诱导的影响 

Tab．2 Effects of different basic media on leaves callus induction 

注：+生长差；++生长一般 ；+++生长较好；++++生长好。 

由图 1可以看出：2，4一D 

对青钱柳不同外植体均有强的 

诱导作用。在不同浓度的2，4 

一 D中，以2．0 mg／L的出愈率 

最 高，茎、叶 出愈 率 分 别为 

88．57％和 85．7l％。从愈伤 

组织生长情况来看，在浓度为 

2．0 mg／L[~，以茎和叶诱导的 

愈伤组织均具有很好的光泽， 

且生长状况最好；但是当浓度 

达到 4．O mg／L时愈伤愈伤组 

织生长迅速下降，大部分呈灰 

讣 

恕 

翅 

2．4一D浓度 ／mg·L 

图 1 生长素2，4一D对青钱柳茎段和叶片愈伤组织诱导的影响 

Fig．1 Effects of 2，4 一D on the shoots and leaves callus induction 

褐色；浓度为5．0 mg／L[~，抑制外植体产生愈伤组织，所有产生的愈伤组织均呈褐色；因此 2，4一D对青 

钱柳不同外植体的最佳浓度诱导为 2．0 mg／L左右。 

由图2可知，NAA对青钱柳不 同外植体也具有较强的诱导作用。在不同浓度的 NAA中，以 

1．0 mg／I 的出愈率最高，茎和叶分别为 85．71％和 82．86％。实验观察中发现，NAA的浓度在 0．2～ 

0．5 mg／I 时，愈伤组织一般颜色暗淡且没有光泽，继代后生长缓慢；NAA的浓度在0．8～1．0 mg／L时， 

愈伤组织生长好，颜色鲜艳，具有光泽，转接后长势好；浓度为3．0 mg／L以上时，愈伤组织长势差，生长 

缓慢，随后逐渐发褐，死亡；这是因为低浓度的生长素能促进生长，超过适宜浓度，由于生长素可诱导乙 

∞∞∞ ∞∞∞∞如 0 
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烯的产生而干扰 内部生理平 

衡，从而抑制生长，因此 NAA 

对青钱柳不同外植体的最佳诱 

导浓度为1．0 mg／L左右。 

2．3 生长素和细胞分裂素 交 

互作用对愈伤组织诱导的影响 

在单因素试验的基础上， 

将生长素 2，4一D 2．0 mg／L 

和 NAA 1．0 mg／L的最佳浓度 

分别与细胞分裂素 6一BA以 

0．2，0．5，0．8，1．0，2．0，3．0， 

4．0 mg／L等 7个浓度对青钱 

柳茎段和叶片的愈伤组织诱导 

和生长进行交互试验，愈伤组 

织诱导情况见图 3和图 4。 

由图3、图4可知，浓度为 

2．0 mg／L 2，4一D与 I．0 mg／ 

L 6一BA组合、1．0 mg／L NAA 

与 1．0 mg／L 6一BA组合的出 

愈率均较高，前者茎、叶愈伤组 

织最高诱导率分别为91．57％ 

和 86．14％；后者茎、叶愈伤组 

织 的 最 高 诱 导 率 分 别 为 

85．24％和 74．29％。从 生 长 

情况来看，2．0 mg／L 2，4一D 

+1．0 mg／L 6一BA组合生长 

好，愈伤组织呈浅黄色，具有光 

泽，约 15 d后，愈伤组织呈黄 

绿色，质地较紧密，此时的愈伤 

组织可作细胞培养的材料。在 

6一BA与 2，4一D组合中，随 

着6一BA浓度的增加，愈伤组 

织产生的量有所增加。当 6一 

BA浓度在 3 mg／L以上时，愈 

伤组织生长缓慢，逐渐变褐，其 

O．2 O．5 0；8 1 2 3 4 

NAA浓度／rag·L- 

图2 生长素NAA对青钱柳茎段和叶片愈伤组织诱导的影响 

Fig．2 Effects of NAA Oil the shoots and leaves callus induction 

6一BA浓度／nag·L- 

图3 2，4一D和6一BA交互作用对青钱柳茎段和叶片愈伤组织诱导的影响 

Fig．3 Effects ofinteraction of 2．4一D and 6一BA on the shoots 

and leaves callus induction 
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生长受到抑制。6一BA浓度过低，就 

容易形成多核体阻止细胞分化，加速 

细胞衰老，逐渐死亡；而高浓度的6一 

BA将使细胞体积因强烈的分裂活动 

而急剧缩小，已形成的愈伤组织不能 

正常生长，逐渐变褐。相比之下，6一 

BA与 NAA组合诱导愈伤组织效果要 

略差。 

在单因素试验的基础上，将生长 

素2，4一D和NAA的最佳浓度分别与 

6-BA浓度 ／mg·L 

图 4 NAA和 6一BA交互作用对青钱柳茎段和叶片愈伤组织诱导的影响 

Fig．4 Effects of interaction of NAA and 6 一BA on the shoots 

and leaves callus induction 
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图5 2，4一D和 KT交互作用对青钱柳茎段和 

叶片愈伤组织诱导的影响 

Fig．5 Effects ofinteraction of 2．4一D and KT on the shoots 

and leaves callus induction 
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细胞分裂素KT以0．2，0．5。0．8。1．0。 

2．0，3．0，4．0 mg／L等 7个浓度对青 

钱柳茎段和叶片的愈伤组织诱导和生 

长进行交互试验，愈伤组织诱导情况 

的结果见图 5和图 6。 

由 图 5、图 6 可 知，浓 度 为 

2．0 mg／L 2，4一D与 0．8 mg／L KT组 

合、1．0 mg／L NAA 与 0．8 mg／L KT 

组合的出愈率均较高，前者茎、叶愈伤 

组织最高诱导率分别为 72．86％和 

61．29％；后者茎、叶愈伤组织最高诱 

肄 

恕 

囊 

铂 
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70 
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图6 NAA和 KT交互作用对青钱柳茎段和 

叶片愈伤组织诱导的影响 

Fig．6 Effects of interaction of NAA and KT on the 

shoots and leaves callus induction 

导率分别为62．56％和 60．02％。从生长情况来看，2．0 mg／L 2，4一D +0、8 mg／L KT组合生长较好， 

愈伤组织呈黄绿色，具有光泽。当 KT浓度在3．0 mg／L以上时，愈伤组织生长缓慢，其生长受到抑制， 

逐渐变褐，死亡。相比之下，KT与 NAA组合诱导愈伤组织效果要略差。 

3 讨 论 

基本培养基能保证培养物的生存和最低生理活动的需要，青钱柳茎段在改良MS培养基上诱导效 

果最好，叶片在 MS培养基上效果好，其原因可能是青钱柳愈伤组织诱导需要稍高的氨态氮和硝态氮。 

改良MS+2，4一D 2．0 mg／L+6一BA 1．0 mg／L的组合对青钱柳茎、叶诱导愈伤组织效果最佳，其 

次是单独使用生长素2，4一D，其最佳浓度为2 mg／L。可能是因为高浓度的2，4一D会增强愈伤组织内 

多酚氧化酶活性，从而导致愈伤组织褐化n”。生长素和细胞分裂素有效结合时，能更强烈地刺激愈伤 

组织的形成⋯】。 
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