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红豆杉愈伤组织诱导试验初探 

师春娟，李平英，于永明，董菊兰，韩云花，高淑琴 

(甘肃省小陇山林业科学研究所，甘肃 天水 741022) 

摘要：以1年生红豆杉的茎段、芽尖及种子作为外植体，以MS和B 培养基添加2，4．D、NAA、KT进行愈 

伤组织诱导试验。结果表明：最适宜红豆杉愈伤组织诱导的条件为以茎段为外植体，消毒时间6 min；Bs+ 

NAA1．0 mg／L+KT0．2 mg／L+GA0。75 mg／L培养基；25 oC左右培养；接种后外植体暗处理 1—2周效果更佳，诱导 

率高，且诱导出的愈伤组织质量好。 
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Preliminary Report on Callus Induction Experiment of Taxus chinensis 

SHI Chun-juan，LI Ping—ying，YU Yong—ming，DONG Ju—lan，HAN Yun—hua，GAO Shu—qing 

(Xiaolongshan Forestry Science and Technology Research Institute，Tianshui Gansu 741020，China) 

Abstract：Calli were induced from young stem，shoot and seed of Taxus chinensis，callus induction were stud． 

ied on MS，B5 basal medium added with 2,4一D，NAA，KT．The result indicated that young stem was more effective 

as explants，which sterilized for 6 minutes and cultured on medium Bs+NAA 1．0 mg／L+KT0。2 mg／L+GA0．75 mg／L 

under 25 oC。It is most effective for callus cultured under unillumination condition 1-2 weeks and had best quality 

of induced callUS． 
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小陇山林区位于亚热带向暖温带的过渡地带， 

自然条件优越，气候湿润，物种丰富，区内有许多珍 

稀濒危树种。红豆杉Taxus chinensis国内分布稀少， 

此树种不仅对维持该地区生物多样性具有重要的意 

义，而且还具有特别的用途，如红豆杉属Taxus植物 

因含有抗肿瘤特效药紫杉醇(taxo1)而成为当今国内 

外科学工作者研究的热点之一。但由于受其本身生 

物学特性的影响，适应的生态环境独特，数量稀少， 

而且具有竞争性能弱、繁殖能力差、自然更新困难的 

特点限制了红豆杉的发展。 

利用种子繁殖是一条最直接的再生途径。如南 

方红豆杉种子因胚后熟引起休眠现象【 1，通常当年采 

收播种要到第2年春天才萌发，且萌发率极低，几乎 

为零。顶芽和腋芽培养也是获取种苗的另一重要途 

径，长期以来，红豆杉顶芽和腋芽培养技术未取得实 

质性进展。李伯林等[31以中国红豆杉、云南红豆杉、东 

北红豆杉的茎段为外植体，分别诱导出愈伤组织，并 

证明有紫杉醇产生；朱蔚华等[31也对几种红豆杉植物 

进行了愈伤组织的诱导培养；王水等[41以云南红豆杉 

当年生嫩枝为外植体，诱导出愈伤组织，进而获得完 

整植株，但成苗率较低。 

本试验从 2005年至2007年历经3年，应用组 
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培技术，试图以红豆杉顶芽和茎段为材料，经愈伤组 

织诱导芽的萌发，再诱导地下部分发育，形成实生 

苗，旨在为小陇山林区红豆杉的栽培提供苗木，也为 

进一步研究快速繁殖红豆杉等的优稀品种(系)提供 

依据。 

1 材料与方法 

1．1 桐料 

本试验材料以小陇山林科所院内红豆杉的营养 

体及种子作为外植体。 

1．2 方法 

1．2．1 外植体的选取 

红豆杉采取本所院内所栽植苗木为母本，选取 1 

年生的茎段、顶芽和种子作为外植体。 

1．2．2 诱导培养基 

分别选用 MS、1／4MS、B 作为诱导培养基及继代 

生长培养基。培养基 (表 1)所加激素种类为NAA 

(0．2—2．0)、GA(1．0)、KT(O．1—1．0)，附加 1 g／L的活性 

炭 ，7—8 L琼脂和 30 g／L蔗糖 ，用 0．1 mol／L的 

NaOH溶液及0．1 mol／L的 HC1溶液将 pH值调至 

5．4—5．8。培养基在121℃高压蒸气灭菌25—30 rain。 

表 1 愈伤组织诱导试验所用的培养基 

培养基 激素的种类和浓度 

1号 MS(B5)+NAA1．0 mg／L+KT0．1 mg／L 

2号 1／4MS(B5)+NAA1．0 mg／L+KT0．1 mg／L+GA1．0 mg／L 

3号 I／4MS(B5)+NAAO．2 mg／L+KT1．0 mg／L+GA1．0 mg／L 

4号 I／2MS(B5)+NAA1．0 mg／L+KT0．2 mg／L+GA0．75 mg／L 

5号 I／2MS(Bs)+NAA0．2 mg／L+KT0．2 mg／L+GA0．75 mg／L 

1．2．3 接种 

对带芽茎段和顶芽，先用洗洁精清洗，自来水流 

水冲洗1—2 h后，再用 10 g／L的升汞溶液浸泡4—1O 

min，消毒时间根据外植体而定(红豆杉茎尖及茎段消 

毒8~10 min，种子消毒 8—10 min)，后用无菌水冲洗 

4—6次。超净工作台上将灭菌后的幼茎切成0．5 em长 

的茎段，横向接种于装有25 3O ml培养基的三角瓶 

中。 

对种子，先将种子浸泡在3O℃温水中，作催芽 

处理(隔6 h换 1次水，浸泡约48 h)。然后将种子分 

剥皮与不剥种皮 2种处理，泡在 3O℃温水中。用洗 

衣粉水冲洗，然后用洗洁精清洗，自来水流水冲洗 

1-2 h。再用 1 g／L的升汞溶液浸泡 8 1O min，最后用 

无菌水冲洗6—8次直至干净。在无菌条件下接种到 

相应的培养基上。35 d左右统计生长、愈伤组织形成 

情况。 

1．2．4 培养 

将接种好的瓶苗置于培养箱中培养，培养温度 

为 15 3O℃，湿度50％ 80％。光照条件：每天光照时 

间12 h，光强2 000—3 0001x；暗处理，即接种后放置 

在黑暗中1—2周后，再进行正常光照。 

2 结果及分析 

2．1 消毒时间对红豆杉外植体生长的影响 

分别以红豆杉 1年生枝条茎段、顶芽和种子作 

为外植体进行培养，分别对各外植体消毒4、6、8、1O 

min，从表2可看出，不同的消毒时间对红豆杉外植 

体的生长有很大的影响。一般而言，消毒时间越长， 

外植体污染率越低，但成活率则各不相同。茎段在消 

毒8 min时外植体的成活率相对最高，成活率达到 

36．67％；而顶芽和种子则在消毒 6 rain时，成活率相 

对最高，分别达到2O．00％和26．67％。 

表 2 消毒时间对红豆杉外植体生长的影响 

体 

2．2 培养基对红豆杉外植体愈伤组织诱导的 
影响 

分别将不同红豆杉外植体接种在2种不同的培 

养基上，试验表明，以红豆杉茎段为外植体在MS和 

B 培养基上都能诱导出愈伤组织，但无论从数量还 

是愈伤组织形成速度上，B 培养基明显优于MS培 

养基(表3)。在2种培养基上，4号培养基的激素组 

合的诱导率明显高于其它各培养基，在MS和B5培 

养基上的诱导率分别达50．00％和63．33％。其次是2 
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表 3 培养基对红豆杉愈伤组织诱导的影响 

号培养基，诱导率分别达到36．67％和56．67％。与其 

它几种培养基相比，1号培养基相对最差，诱导率分 

别为6．67％和 13．33％。从中可以看出，对以红豆杉茎 

段为外植体的愈伤组织诱导，宜采用 B5培养基，以 

B5+NAA 1．0mg／L+KT0．2mg／L+GA0．75mg／L的激素组 

合诱导率高，愈伤组织生长良好。 

温度影响植物细胞的生长发育速度，是决定细 

胞生长快慢的主要因素之一。从表4可以看出，温度 

对红豆杉愈伤组织诱导有很大的影响。分别培养在 

15、20、25、30℃下的外植体，在25℃下培养的愈伤 

组织诱导的萌动数最多，在接种后30 d、40 d和50 d 

诱导率分别达26．6％、36．67％和40．00％。其次是在 

30℃下培养，愈伤组织萌动的速度明显快于20℃时 

表 4 温度对红豆杉外植体愈伤组织诱导的影响 

的培养，在接种后30 d基本达到最大值，但由于温 

度高，培养基易干燥，且污染程度较高。在 15℃下培 

养，愈伤组织萌动的速度很慢，至接种50 d愈伤组 

织诱导率才能达到23．33％，从而表明在 15℃下培 

养，不利于愈伤组织的诱导。 

2．4 光照条件对红豆杉外植体愈伤组织诱导 
的影响 

从表5可以看出，光照条件对红豆杉愈伤组织 

诱导的影响很大。在同一培养基上，经暗处理2周的 

诱导率明显大于光照处理下的诱导率，如在4号培 

养基上，光照处理下和暗处理下的愈伤组织诱导率 

分别为23．33％和63．33％，暗处理下的诱导率几乎是 

光照处理下诱导率的3倍，从而说明在初培的过程 

中，暗处理(2周)有利于红豆杉愈伤组织诱导的萌 

动，暗处理能够促进红豆杉愈伤组织的形成。 

表 5 光照条件对红豆杉外植体愈伤组织诱导的影响 

． 。 ．， 光照 暗处理2周 麟 基 

丽  
1号 3O 

2号 3O 

3号 3O 

4号 3O 

5号 3O 

2 6．67 

12 40．()0 

5 16．67 

7 23I33 

2 6．67 

4 13I33 

17 56．67 

8 26．67 

19 63I33 

13 43．33 

3 结论与讨论 

在植物组培中褐变是常遇到的问题，目前已在 

很多植物组培中发现有褐变现象，尤以木本植物组 

培中的褐变最为严重。褐变产物不仅使外植体、细 

胞、培养基等变褐，而且对许多酶有抑制作用，从而 

影响培养材料的生长与分化 ，严重时甚至导致死亡 
四

。究其原因可能是细胞分泌的酚类化合物氧化成醌 

类物质，对细胞正常生理产生毒害【删造成的。红豆杉 

细胞培养时，细胞在脱分化或分化过程中，经常会分 

泌一些红褐色色素或酚类物质到培养基中去，这是 

造成红豆杉褐变的主要原因t~12]。红豆杉属木本裸子 

植物，由于其特殊的生物学特性，发生褐变的几率较 

高，而且即使培养出优良的愈伤组织进行继代或细 

胞悬浮培养时，不久即继发褐变，细胞随即停止生 

长，甚至死亡，所以解决褐化问题已是用细胞培养法 

进行木本植物组培快繁的“瓶颈”问题。本试验在组 

织诱导愈伤组织过程中同样出现了褐化现象，但不 

同浓度的激素及种类不同，褐化程度也不同。本试验 

表明以茎段外植体的污染率很低，产生愈伤组织的 

时间早，诱导率高，愈伤组织生长速度快，这可能是 

由于茎段消毒较彻底，营养充足，细胞分裂旺盛的原 

因。而顶芽污染率也较低，但不易产生愈伤组织，诱 

导率低，容易长出新叶。茎段与顶芽诱导的最适培养 
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基为B 、NAA、KT和GA激素的组合，均可产生愈伤 

组织，但茎段和芽相比，茎段的愈伤组织诱导要比顶 

芽快得多。另外有一部分外植体，从接种后一直不发 

生变化，还有部分直接死亡，这可能是由于在外植体 

消毒处理过程中，处理时间太长，破坏组织结构的缘 

故。从激素调控方面看，生长素与细胞分裂素的比例 

在 10：1左右时，能有效促进愈伤组织的形成、生长和 

缓解褐化。这与甘烦远等嘲研究的结果基本一致。本 

试验虽从红豆杉愈伤组织诱导方面得到初步的成 

果，但从苗木繁育的角度出发，通过组织培养进行快 

繁的方法还有待于进一步的试验研究。 
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