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花椒组织培养再生体系的建立 
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摘 要：以凤椒的嫩茎和嫩叶为外植体，研究了不同种类和浓度的细胞分裂素(TDZ、ZT、6一BA和 

KT)和生长素(IBA和NAA)组合对花椒组织培养再生体系的影响，建立了完整的花椒组培再生体 

系。结果表明：嫩叶是诱导花椒愈伤组织较好的材料；MS+2，4一D 0．5 mg·L-1+BA 0．5 mg· 

L-1能成功诱导嫩叶产生愈伤组织，诱导率达 90 ，且愈伤组织生长 良好；MS十TDZ 0．03 mg· 

L-1+BA 0．1 mg·L-1能成功的诱导愈伤组织分化出正常的不定芽，诱导率达 70 ；芽增殖的适 

宜培养基为 MS+ 0．4 mg·L-1 6一BA + 0．3 mg·L_。IBA，增殖 系数为 2O；1／4MS+ 0．4 mg· 

L-1IBA能成功诱导健壮的无根苗生根，生根率 90 以上。 
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Establishment of Tissue Culture Regeneration System of Zanthoxylum bungeanum 
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(1．College ofForestry，NorthwestA&F University，Yangling，Shaanxi 712100，China,2、College ofSciencet 

Northwest A&F University，Yangling，Shaanxi 712100，China) 

Abstract：Soft stems and amture leaves were used as explants to study the tissue culture regeneration sys— 

tem of Zanthoxylum bungeanum．The results showed that the amture leaves were suitable materials for 

calli inducing and the best medium was MS+ 0．5 mg·L_。2，4-D+0．5 mg·L_。BA，and the inducing ratio 

was as high as 9O ．The medium of M S+ 0．03 mg·L TDZ+ 0．1 mg·L-1 NAA was the best one for 

shoot regeneration from calli．The regeneration ratio could be up to 7O ．On the medium of MS+ 0．4 mg 

· L一 6一BA+ 0．3 mg·L_。IBA ，the adventitious could be multiplied rapidly．The multiplication coeffi— 

cient was about 2O．When the shoots with a length of 2cm were cultured on the medium of 1／4MS+0．4 mg 

· L7 IBA，more than 9 O of them rooted and developed normally． 
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传统的 自然选育和杂交等育种手段耗费时间 

长 ，且随机性较大，这已远远不能满足人类社会发展 

的需要。以转基因为主的现代生物技术育种以其快 

速、高效及定向的特点，确定了其在未来植物乃至整 

个生物育种中的主体地位。林木再生周期长，更加 

迫切需要现代生物技术育种手段的引入，再生体系 

的建立是开展现代生物技术育种的前提条件。但由 

于木本植物结构复杂，研究起步晚，只有对杨树等少 

数树种建立了完整的再生体系。 

花椒是我国重要的香料植物和木本油料树种， 

还可入药，在我国被广泛栽植，有的地方甚至已经成 

了支柱产业。但同时也存在许多问题，如栽培品种 

老化 ，育种手段落后等 。花椒的组织培养前人 已 

做了部分研究 ，尤其是对 日本无刺花椒的组培研 
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究已取得了一定的成果[4 ]，但多是通过芽生芽的途 

径来进行的。这种途径只能达到快繁的目的，要利 

用现代生物技术手段进行花椒的育种，还必需要建 

立通过愈伤途径的组织培养再生体系。 

在前人研究的基础上，笔者对花椒再生体系，尤 

其是愈伤组织的形成和分化不定芽进行研究，以期 

建立由愈伤诱导分化芽途径的再生体系，为花椒育 

种开辟新的途径，同时也为其他木本植物再生体系 

的建立提供参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

实验所用花椒(Zanthoxylum bungeanum)品种 

为凤县大红袍(凤椒)。春季，采取刚抽出的嫩茎和 

嫩叶为外植体，采样植株树龄约 5 a。 

1．2 方法 

1．2．1 愈伤组织诱导 将材料用自来水冲洗干净， 

75 酒精浸泡 10 s后，用 0．1 升汞消毒，消毒时间 

设定 2、4、6、8、10 min4个梯度，无菌水冲洗 5次， 

备用。接种时，叶片剪去边缘，延主脉剪成 0．5 cm。 

的小片，嫩茎去掉两头及带腋芽部分，切成 0．5 cm 

长的小段。2种外植体分别接在附加不同浓度及配 

比的 NAA、6-BA和 2．4一D的MS培养基上(表 1)。 

每种处理接种 50瓶，每瓶 2块(段)，培养 10 d时统 

计诱导率并观察生长情况。培养条件为 25±1℃， 

每 日补充光照 14 h，光照强度 1 500~2 000 lx。 

1．2．2 愈伤组织再分化培养 将生长良好的愈伤 

组织切成约 0．5 crnz的薄片，接于附加不同浓度及 

配比的 TDZ、NAA、ZT及 6-BA的MS培养基中培 

养，诱导愈伤组织再分化。每种处理接种 40瓶，每 

瓶 3块。培养条件同上。 

1．2．3 不定芽增殖培养 将愈伤组织产生的不定 

芽切成带 1～2个腋芽的小段，接于附加不同浓度及 

配比的 6-BA、NAA和 IBA的 MS培养基中进行培 

养增殖。每种处理接种 30瓶，每瓶接种 3个芽。培 

养条件同上。 

1．2．4 不定芽生根培养 取健壮带顶芽的茎段切 

成 2 cm长，接人含有不同浓度的 IBA和 NAA的 

MS、1／2MS、1／4MS培养基中诱导生根。每种处理 

接种 50~60瓶，每瓶接种 1段。培养条件同上。 

1．2．5 炼苗及移栽 当根长 2 cm时，将瓶口打开 

炼苗，3 d后，移栽到室内花盆中，基质为沙子 ：珍 

珠岩 ：腐殖质一1：1：1及 1：2：1，盖上覆盖保鲜 

膜或地膜保湿，3 d后逐渐延长透气时间，并移至 自 

然光下。每种基质移栽 50盆 ，每盆 2株 。 

2 结果与分析 

2．1 外植体及消毒时间的确定 

试验表明，叶片用 0．1 oA的升汞消毒 4 min可 

以获得最好效果，污染率约 25 ，材料存活率可达 

70 ；嫩茎用 0．1 升汞消毒 8 min，可取得最佳效 

果，污染率 30 左右，存活率可达 60 。 

2．2 愈伤组织诱导 

研究表明，叶片愈伤组织由叶背叶脉附近产生， 

嫩茎也能诱导出愈伤组织，但在培养 2O d后逐渐老 

化。只有添加 2，4一D的培养基才能诱导出愈伤组织 

(图 1一A)。 

与2，4一D配合使用时，6-BA浓度在 0．5～1．0 

mg·L 时愈伤组织均能较好生长，但随着浓度增 

大，其结构逐渐变得紧密(表 1)。 

表 1 花椒嫩叶愈伤组织诱导 

Table 1 Calli inducing from amature leaves of Z．bungeanum 

激素及浓度／(mg·L一-) 诱导率／ 愈伤组织生长、颜色、质地 

2．3 愈伤组织的继代和分化不定芽 

试验表明，结构致密的愈伤组织在相同培养基 

上继代培养 15 d后逐渐老化死亡，而较松散的淡黄 

色愈伤组织则可稳定生长并经分化培养一段时间后 

逐渐变为绿色，然后分化出大量不定芽(图 1一B)。 

较好的愈伤组织继代培养基为 MS十2，4-D 0．5 mg 
· L 十6一BA 0．5 mg·L (表 1)。 

由表 2可知，花椒不定芽分化最佳培养基为 

MS十TDZ 0．03 mg·L_1十 NAA 0．1 mg·L_。。 

培养 45 d时，50 左右的愈伤组织开始分化出芽 

来，在随后的 15 d内，剩余的愈伤组织陆续分化出 
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丛生芽，诱导率接近 100％，且分化开始后，不断有 

芽生 出。TDZ是诱导花椒愈伤组织分化不定芽 的 

关键因素，当TDZ浓度高于 O．05 mg·L-1时，产生 

的不定芽大量玻璃化 ，而 TDZ浓度低 于 0．01 mg· 

L 时，不能诱导愈伤组织分化不定芽。 

表2 花椒愈伤组织分化不定芽 

Table 2 Shoot regeneration from calli of Z．bungeanum 

激素及浓度／(rag·L ) 不定芽分化情况 

6一BA2．0+ NAA0．1 

6一BA5．0+ NAA0．1 

ZT2．0+ NAA0．1 

ZT5．0+ NAA0．1 

TDZO．O1+ NAA0．1 

TDZ0．03+ NAA0．1 

TDZO．O5+ NAA0．1 

TDZO．1+ NAAO．1 

愈伤组织逐渐变绿．没有分化不定芽 

愈伤组织逐渐变绿，没有分化不定芽 

愈伤组织逐渐变绿，没有分化不定芽 

愈伤组织逐渐变绿，没有分化不定芽 

愈伤组织逐渐变绿．没有分化不定芽 

4O d以后逐渐分化出芽，有的长成叶， 
有的长成芽 

4O d以后逐渐分化出芽，213左右的芽 
玻璃化 

40 d以后逐渐分化出芽，但呈现玻璃化 

2．4 不定芽增殖 

由表 3可以看 出，含 0．3 mg·L-1 6一BA和 0．3 

mg·L-1IBA的 MS培养基为花椒不定芽增殖的最 

佳培养基。经25 d培养，平均增殖系数为 6．2(图1一 

C)。研究表明，用 NAA代替 IBA也能较快增殖， 

但芽苗基部肿大并愈伤化，影响芽苗质量。最初诱 

导产生的不定芽在增值培养基上生长缓慢，随着芽 

苗继代次数的增加，生长速度逐渐加快，这可能与 

TDZ抑制顶芽生长有关[8_ 。 

表3 不定芽增殖培养 

Table 3 Shoot multiplication of Z．bungeanum 

2．5 不定芽生根 

试验表明，含 IBA 0．4 mg·L-1的1／4MS培养 

基为最佳生根培养基，培养 10 d时生根率在 9O 9，5以 

上，一般可产生不定根 3～6条(图 1一D)。当IBA的 

浓度为0．3 mg·L-1时，也能诱导出根，但不定根数 

量明显减少(一般为 1～3条)。用 NAA代替 IBA 

时，根部肿大，不能诱导根的分化。 

2．6 炼苗及移栽 

当根长 2 cm时，将瓶 口打开炼苗，幼苗叶色逐 

渐加深(图 l-E)，以沙子、珍珠岩、腐殖质按 1：2：1 

为基质移栽成活率较高(约 80 )(图 l-F)。 

(A．愈伤组织}B．愈伤组织分化不定芽；C．不定芽增殖；D．生根培养；E．炼苗}F．移栽) 

图 1 花椒组织培养再生过程 

Fig．1 Regeneration process of bungeanum from tissue culture 
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获取空中俯视图和气象信息，并通过地面控制站传 

回到指挥中心，指挥中心获取这些信息以后 利用森 

林防火信息系统完成辅助决策，指挥者可以通过卫 

星链路与前方临时指挥所沟通，完成扑救指令的发 

送，由通信指挥系统完成指令的执行。 

第三，以广州市林业局森林防火指挥中心为核 

心，整合、共享各类应用；与省防火办、警备区、各区 

(县)及其他相关的防火部门进行数据互访与数据联 

动，起火现场与指挥中心实现双向语音、双向视频、 

双向数据传输；防火网络与防火信息系统延伸到各 

个区(县)，共享市防火办的数据与平台。 
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3 结论与讨论 

细胞具有全能性，在理论上，所有植物组织都可 

以组培再生，但在实际操作中却存在许多困难，其中 

最关键的是愈伤组织分化不定芽或体胚。关于花椒 

组织培养研究虽然已有报道[I-引，但都是通过芽生芽 

的途径来进行的，这一体系虽可用于良种繁殖，但却 

不能有效地用于花椒生物技术育种。本研究取得成 

功的关键在于 TDZ的使用，可以为其他较难再生植 

物的组培研究提供借鉴。 
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