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上的一致有待研究；此外，项目试验点单位对香椿种源 

试验林造林后管理较为粗放，可能一定程度上影响各种 

源香椿生长潜力的发挥与比较，尤其是作为香椿用材林 

选优需要对其后期的材性进行比较，因此，确定的结论 

需对其继续调查与测定。 
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柳杉试管快繁技术的研究 

张翠萍，方伟 ，桂仁意 ，林新春 ，黄丽春 
(浙江林学院浙江省现代森林培育重点实验室，浙江 临安 311300) 

摘 要 ：柳杉不仅是重要的高山速生树种，而且是一种优 良的绿化和环保树种，是我国珍贵用材树种之一。以柳 

杉为材料，研究其组织培养快繁技术。结果表明：以柳杉种胚为外植体，在MS培养基中就可以得到很好的生长。 

侧芽的增殖能力要高于顶芽。柳杉侧芽茎尖培养在MS+ZT 0．3 mg／L培养基中，腋芽增殖系数最高达5．3，在MS+ 

O．3 mg／L BA进行增殖培养，侧芽增殖系数达4．3。生根培养采用两阶段发根(先用IBA处理 10 d，再转入1／3MS 

大量元素)，发根率达80％，平均根数为5．25，平均根长为5．16 cm。试管苗经过驯化移栽成活率达85％以上。 
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Studies on Mass Propagation in Vitro of Cryptomeria fortunei Hooibrenk ex Otto et Dietr by Tissue Cul— 

ture／／ZHANG Cui—ping，FANG Wei，GUI Ren—yi，LIN Xin—chun，HUANG Li·Chun 

Abstract：Cryptomeria fortunei Hooibrenkex Otto et Dietr is not only an important fast—growing and precious species in for— 

estry but also an evergreen and ecological conservative species in China．The techniques for micropropagation of Cryptomeri— 

a fortunei Hooibrenk were studied by tissue culture in this paper．The results indicated that the lateral shoot proliferation 

rate was up to 5．3 in MS+O．3 m#L ZT medium for mass propagation and obviously higher than that in MS+0．3 mg／L 

BA medium(4．3)．The rooting rate of shoots was reached to 80％ by two-step rooting method(first treated with 100 mg／ 

L IBA for 10 days，and then transferred into the 1／3 MS medium)．The average number of roots was 5．25 and the average 

length of roots was 5．16 cm．After acclimatization the survival rate of transplanted potted plants could be more than 85％ 

with vigorous growing in green house． 
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西天目山素有“大树华盖闻九洲”之美称，而大树 

中数量最多，也最负盛名的就是柳杉了[ 。柳杉 

(Cryptomeria fortunei)为杉科柳杉属(Cryptomeria D． 

Don)，别名孔雀杉，是我国特有的用材树种。在我国除 

天目山以外，柳杉还分布于浙江、江西，现长江以南大 
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多数省区均有栽培 J。在西天目山，胸径 2 In以上的 

大柳杉有 19株，1 in以上的有1 300株。其中最大的柳 

杉胸径2．23 in，材积71 ITI 。如此大的柳杉群落在国内 

少有，在世界上也属罕见【lj。但由于受经济利益的驱 

使，近年来柳杉资源遭受严重破坏，再加上酸雨、大气 

污染的危害和病虫侵害，目前大径柳杉已屈指可数 J。 

目前柳杉以种子繁育为主，扦插也可以，但技术 

落后，往往发芽率、合格苗率低。对其繁殖的研究也 

主要是对其实生苗的繁育技术的研究，周应书等对柳 

杉营养袋两段育苗及基质配方优化技术进行了研 
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究 ；刘正忠对柳杉实生苗繁育技术进行了研究；蔡 

燕康对柳杉做了扦插育苗试验 ；陈怀秋还对柳杉 

种子园营建及管理技术进行了研究 J。到 目前为止 

对柳杉的组培快繁技术的研究还未见有报道，而对同 
一 属的日本柳杉(Cryptomeria japonica D．Don)早在 

20世纪就已经建立了成熟的体系，并且 2003年，T 

Igasaki成功诱导日本柳杉体胚产生 ’ 。因此，开展 

运用生物技术的方法进行人工造林，扩大柳杉种植面 

积，保护现有的柳杉资源具有重要意义。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

试验材料为采白天目山柳杉种子，组织培养所用 

药品均为 Sigma Aldrich产品。 

1．2 试验方法 

1．2．1 无菌培养体系建立 

选取粒大饱满的种子，自来水冲洗 12 h后用蒸 

馏水冲洗 1遍，置于0．5％ NaC10溶液(内含少量吐 

温 一20，每50 mL加 1滴)中真空灭菌 10 min，然后用 

无菌水冲洗5～6遍。 

在显微镜下，取出种胚，接人 MS培养基中，不添 

加任何激素。先暗培养 2 d，然后置于光周期为 

16 h／8 h，光强为2 8001x，培养温度为 25±2℃的培养 

室中。培养28 d后，调查并统计外植体初代培养的 

污染率、萌芽率。 

1．2．2 不同部位的材料及激素对增殖培养的影响 

选取长度为2 cm左右，长势和形态相似的无菌苗 

作为实验材料。分别截取 1 cm顶芽茎尖、顶芽茎段、侧 

芽茎尖、侧芽茎段接种于增殖培养基促使增殖。增殖培 

养基以 MS为基本培养基，以不同浓度的 Thidiazuron 

(TDZ)、BA、2iP、和Zeatin(ZT)为外源激素。每个处理接 

种20管，30 d和60 d后调查结果。 

1．2．3 生根培养 

选取长度为2 ctn左右，长势和形态相似的无菌 

苗作为实验材料。分别截取 1．5 cm茎尖，接种到生 

根培养基诱导生根。试验 1以 1／3MS为基本培养 

基，试验不同浓度的NAA、IBA、IAA对柳杉生根的影 

响。试验 2采用两阶段发根，第 1阶段用 100 mg／kg 

的IBA处理不同天数(0、3、7、l0、14 d)后；第2阶段 

转入无 IBA的MS培养基；试验 3从试验 2中选取适 

合诱导发根的天数，然后分别接种到MS和1／3MS进 

行对比。每个处理接种20管，40 d后调查结果。 

以上各试验的培养条件为光周期 16 11／8 h，光强 

2 500～2 8001x，培养温度为25：E2℃。 
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1．2．4 移栽驯化 

将生根的试管苗置入驯化室中，在强光(20 000 

lx)下炼苗14—28 d，然后取出试管苗，冲净根部培养 

基，进行单株套袋移植。移植后每2 d将塑料袋剪口 

1次，7～14 d后完全脱袋，定期浇水，1个月后可移 

栽到温室。移栽基质为蛭石：珍珠岩：泥炭 ：1：1：1的 

混合基质。 

1．3 数据统计分析 

以上每个试验设计3个重复，各试验的结果分析 

均采用生物统计法将平均值及其标准误差 和95％ 

的可信度进行差异显著性分析 j。 

2 结果与分析 

2．1 外植体的消毒和初代培养 

在组织培养生产中关键是控制污染，污染率的高 

低直接影响快繁技术能否应用于实践。在初代培养 

28 d后调查得知，0．5％的 NaC10处理 10 min真空灭 

菌污染率达到 5％。接种于 MS培养基上的种胚 7 d 

后即可变绿萌发，继续培养逐渐生长成为小芽。28 d 

后仍用MS继代培养，材料生长正常，叶片为深绿色。 

2．2 不同部位的材料及激素对增殖的影响 

由图1—4可以看出，柳杉顶芽没有明显增殖现 

象；侧芽茎段和茎尖比较差异不显著；自所有处理观 

察柳杉侧芽的茎段增殖效果较好，增殖系数可以达到 

4以上，但是在培养过程中褐化较严重，而且生长缓 

慢，芽长0．2～0．3 cm，不适合做增殖材料；侧芽茎尖 

增殖系数最高达 5．3，芽长 0．5～1 cm，有轻微褐化但 

长势旺盛，因此适合做快繁材料。 
口 0mg．L一1 0．0001mg·L—1 0．00lmg‘L一 
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图 1 TDZ不同浓度对柳杉快繁的影响 
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图2 2iP不同浓度对柳杉快繁的影响 
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图3 ZT不同浓度对柳杉快繁的影响 
口 0mg·L 0 3mg·L一 日 1mg·L 1 

图4 BA不同浓度对柳杉快繁的影响 

不同激素对柳杉芽增殖影响的结果见图 1～4， 

从图1～4可看出，不同处理间的增殖倍数相差不大， 

zT的添加对植株侧芽诱导影响最为明显，增殖系数 

最高可达 5．3，TDZ、BA、2iP的添加都可以诱导侧芽 

的萌发，各种激素之间差异不显著，BA 0．3 mg／L、ZT 

0～ mg／L都可使其增殖倍数达4倍以上，适合工厂 

化育苗的需要。 

2．3 最佳生根培养基筛选 

2．3．1 不同激素对生根诱导的影响 

将生长健壮的 1．5 cm长的无菌苗单株切下，接 

种到生根培养基上进行培养。由图5可以看出，培养 

基中激素种类与浓度的变化对柳杉根诱导有很大的 

影响。对植株添加不同的生长素，对根的诱导存在差 

异显著；在未附加生长素的培养基中幼苗生根率为 

0，而在附加适量生长素的培养基中幼苗生根率较高， 

适量的生长素能促进根诱导。IBA 10 mg／L的根诱 

导率较 IBA 1 mg／L低，即生长素浓度过高，根的生长 

会受到抑制，生长素浓度过低也不利于根的形成和 

生长。 
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图5 不同激素对柳杉生根的影响 

试验结果在 1／3MS+IBA 1 mg／L培养基的生根 

38 

效果最好，15 d左右可见茎段基部有根生成，30 d后 

可生根 2～5条，生根率 70％，且根系发达，但植株发 

黄，生长势弱。在该生根培养基中进行诱导生根后， 

移栽成活率低，仅40％。 

2．3．2 IBA处理不同天数对生根诱导的影响 

用 100 mg／kg的 IBA对材料处理不同的天数对 

发根有不同的影响(表 1、图6)。 

表 1 IBA处理不同天数对生根诱导的影响 

由表 1、图6可以看出没有用 IBA处理的植株没 

有根产生；随 100 mg／kg IBA处理天数的增加发根率 

上升，但是处理 14 d比处理 10 d的发根率低，由此可 

知 IBA处理天数过多根的生长会受到抑制。结果表 

明 100 mg／kg IBA处理 10 d最有利于发根，发根率达 

78．9％，根系发达而且健壮，有利于移栽成活。 

注 ：从左到右依次为 o、3、7、1o、14 d 

图6 100 mg／kg IBA对材料进行不同天数的处理 

2．3．3 不同基本培养基对生根诱导的影响 

100 mg／kg IBA处理 10 d后分别转入 MS和 1／ 

3MS大量元素，差异不显著，一般转入 1／3MS后较利 

于生根，发根率 80％，平均根数为5．25，根系粗壮，有 

利于移栽成活。 

试验结果表明，采用两阶段发根(100 mg／kg IBA 

处理 10 d；后转入 1／3MS大量元素)培养基最有利于 

柳杉根的诱导。 

2．4 驯化移栽对柳杉组培苗移栽成活率的影响 

将诱导生根的柳杉组培苗经过 14～28 d驯化 

后，移植到蛭石：珍珠岩：泥炭 =1：1：1的混合基质，组 

培苗成活率达 85％。试验结果表明，该驯化移栽途 
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径适合柳杉组培苗的大量移植(图7)。 

图7 试管苗驯化移栽后成活的小苗 

3 结论与讨论 

(1)通过对柳杉进行组织培养及快繁技术研究， 

可以得出采用 NaC10浸泡的同时真空泵抽虑灭菌， 

可大大降低污染率，不到5％，保证无菌材料的获得。 

同时，用 NaC10溶液替代升汞等灭菌剂，在降低成本 

的同时也可以减少对环境的污染。 

(2)在继代培养过程中，严格筛选出生长迅速健 

壮的材料用于继代，并且分别标记材料的无性系、顶 

芽和侧芽，为各试验准备材料 从而最大限度保持材 

料的一致和准确。 

(3)MS培养基无机盐和离子浓度较高，为较稳 

定的离子平衡溶液。其养分的数量和比例较合适，可 

满足植物细胞的营养和生理需要。它的硝酸盐(钾、 

铵)的含量较其他培养基为高，广泛用于植物器官的 

培养，效果良好。接种于 MS培养基上的种胚 7 d后 

就可出现萌动现象，用做继代培养仍然可以正常生 

长，试验证明MS培养基可以为柳杉提供足够的营养 

物质。在增殖培养中添加 2iP和ZT都可以使柳杉快 

速增殖，但是考虑到成本问题，BA更适用于应用到生 

产上。BA浓度的提高有利于芽的增值，但同时也会 

促进玻璃化的产生，所以在增殖继代培养中要特别注 

意 BA用量的控制。本试验明确了柳杉的最佳生根 

培养基为两阶段发根，改变了传统上的发根培养，为 

以后的培养提供了新的方法。 

(4)在驯化移栽过程中，选择粗壮、活力旺盛、不 

定根呈白色发育良好的试管苗，有利于移栽成活。由 

于组培苗是从试管无菌、高湿的环境转入外界生长， 

并且组培苗保护组织不发达，不能适应外界环境变 

化，因此在移栽前经过短期炼苗，有利于移栽成活率 

的提高。 

(5)大量研究表明，基本培养基的成分以及使用 
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浓度对林木树种的分化起关键作用，选择合适的基本 

培养基对材料的增殖极为重要。欧阳磊等提出同一 

无性系在不同的基本培养基和不同激素浓度组合条 

件下，其继代增殖倍率存在较大的差异  ̈；黄碧华在 

对速生杉木进行组培块繁技术研究时得出不同培养 

基比BA对芽增殖影响更大  ̈。本试验在增殖试验 

中只采用了MS为基本培养基，对外源激素的添加只 

采用了单因素设计，至于其他基本培养基和组合激素 

的培养，还有待进一步的研究。 
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