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荔枝幼叶愈伤组织诱导的研究 

范翠娜 刘国杰 

(中国农业大学农学与生物技术学院，北京 100094) 

荔枝 (Litchi chinensis Sonn．)是无患子 

科 (Sapindaceac)荔枝属植物。荔枝组织培养 

比较困难。荔枝内源酚类物质含量较高，外植 

体在培养期间易发生褐变，导致培养失败。目 

前，荔枝组织培养多选用胚性器官和组织作为 

外植体，如花药、幼胚等，用嫩叶作为外植体 

进行植株再生的极少。D．Puch∞a[1]以荔枝组 

培苗嫩叶为外植体，通过器官发生途径实现了 

植株再生；同时通过体胚发生途径诱导出了体 

胚，但体胚没有发芽。苏明申[ ]用荔枝嫩叶 

为外植体进行了愈伤组织诱导尝试，结果有少 

量愈伤组织发生。另外，Richard E LitzE3]、 

赖钟雄l_4 J用荔枝近缘植物龙眼的嫩叶为外植 

体，实现了植株再生。本试验的目的是明确影 

响荔枝幼叶愈伤组织发生的因素，以进一步开 

展荔枝再生体系的建立和转基因研究工作。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

外植体为温室中栽培的3年生 ‘妃子笑’ 

荔枝树嫩叶，叶片展开 10天左右，已基本退 

红 。 

1．2 方法 

1．2．1 基本培养基种类、生长调节剂配比以 

及抗褐化剂种类对愈伤组织诱导的影响试验 

培养基试验采用正交设计 (3 )表， 

即基本培养基种类、2，4一D浓度、6-BA浓度、 

抗褐化剂种类 4个因素，每因素设 3个水平， 

共 9个处理 (见表 1)。培养基蔗糖浓度 50 g／ 

L，有机添加物为谷氨酸 0．4 g／L+水解酪蛋 

白0．2 g／L，琼脂 7 g／L。抗褐化剂为维生素 

C(Vc)0．1 g／L和柠檬酸 (CA)0．1 g／L。所 

有试验培养基均是分装好再进行高压灭菌，灭 

菌温度 121℃，灭菌时间 15分钟。 

将从温室取回的荔枝嫩叶首先在自来水下 

冲洗 1．5小时，之后再换用 0．1％升汞消毒 15 

分钟，用无菌水冲洗 3次，之后再用 75％酒 

精消毒 30秒，用无菌水冲洗 3次。在超净工 

作台上将消毒的外植体嫩叶切去周缘和叶脉以 

及消毒破损部位，切成 1 cm见方小块，接人 

分别装有 9种供试培养基的 100 mL三角瓶 

中，每瓶接种 4块，为 1次重复，每处理 8次 

重复。接种完毕即将其放置到 (25±2)℃的 

培养室培养，遮光培养 4周后，观察并记录愈 

伤组织发生情况。 

1．2．2 不同生长调节剂配比对愈伤组织诱导 

的影响试验 

培养基 中生长调节剂配比试验设 2个因 

素，每因素设 3个水平，即2，4一D浓度 0．5、 

1．0、2．0 mg／L和 NAA浓度 0．2、0．5、1．0 

mg／L，采用完全排列试验设计，试验共 9个 

处理 (见表 2)。基本培养基和其它添加物为： 

MS基本培养基 +维生素 C 0．1 g／L+柠檬酸 

0．1 g／L+谷氨酸0．4 g／L+水解酪蛋白0．2 g／ 

L+蔗糖 50 g／L+琼脂 7 g／L。所有试验培养 

基均是分装好再进行高压灭菌，灭菌温度 121 

℃，灭菌时间 15分钟。 

试材前处理及其他培养条件同 1．2．1。每 

瓶接种 4块，为 1次重复，每处理 8次重复。遮 
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光培养 4周后观察并记录愈伤组织发生情况。 

2 结果与分析 

2．1 基本培养基种类、生长调节剂配比以及 

抗褐化剂种类对愈伤组织诱导的影响 

不同培养基配方对荔枝嫩叶愈伤组织的诱 

导率影响很大。从极差可以看出，影响荔枝嫩 

叶愈伤组织诱导率的因子由大到小依次是抗褐 

化剂、2，4一D、基本培养基、6一BA。由极差 

可以推出，最佳培养基组合为：MS+B5+维 

生素 C 0．1 g／L+柠檬酸 0．1 g／L+2，4一D 

1．0 rng／L+6一BA 0．2 rng／L，即试验中的处 

理 8，荔枝嫩叶愈伤组织的诱导率为 95．45％， 

显著高于其它处理组合。 

表 1 不同培养基配方对荔枝嫩叶愈伤组织的诱导结果 

注：抗褐化剂 Vc是维生素 C 0．1 g／L，CA为柠檬酸 0．1 g／L。小写英文字母表示在 0．05水平上的差异显著性，字母相同 

表示差异不显著，字母不同表示差异显著。 

2．2 生长调节剂配比对愈伤组织诱导的影响 

在基本培养基和其它添加物一致的条件 

下，添加 2，4一D和 NAA的浓度不同，荔枝 

嫩叶愈伤组织的诱导率各不相同，添加2，4一 

D 0．5 rng／L、NAA 0．2 rng／L的组合愈伤组织 

诱导率最高，为 90．00％，添加 2，4一D 2．0 

rng见、NAA 1．0 mg／L的组合愈伤组织诱导 

率最低，为50．00％，但各处理间愈伤组织诱 

导率的差异显著性各不相同。总的看来，2，4 
一 D浓度为 0．5～1．0 mg／L时，NAA浓度在 

0．2～1．0 mg／L范围内，愈伤组织诱导率均较 

高；2，4一D浓度为 2．0 mg／L时，愈伤组织 

诱导率呈下降趋势，但没发现 NAA浓度与愈 

伤组织诱导率之间存在明显的规律 (表 2)。 

所有外植体在接种 1周时外围开始卷曲， 

并出现褶皱状，2周开始有 白色愈伤组织出 

现，最初出现在周缘伤口处，随后在中部没有 
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切割伤口的地方也出现愈伤组织。刚出现的愈 

伤组织呈疏松状，分生能力强，4周以后愈伤 

组织开始呈现衰败趋势。 

表 2 培养基中不同生长调节剂配比对荔枝 

嫩叶愈伤组织的诱导结果 

注：基本培养基和其它添加物为：MS基本培养基 +维 

生素CO．1 g／L+柠檬酸0．1 g／L+谷氨酸0．4 g／L+水解酪蛋 

白0．2 g／L+蔗糖 50 g／L+琼脂 7 g／L。小写英文字母表示在 

0．05水平上的差异显著性，字母相同表示差异不显著，字母 

不同表示差异显著。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中国果树 China Fruits 2006(3) 2006年 5月 

3 讨 论 

(1)以往荔枝组织培养方面的研究主要集 

中在用胚性器官和组织作为外植体进行植株再 

生，用荔枝嫩叶作为外植体进行植株再生的研 

究报道并不多，且结论一般是诱导率低，其原 

因是荔枝嫩叶愈伤组织容易褐化死亡。本试验 

研究表明在培养基中有抗褐化剂、谷氨酸、水 

解酪蛋白等添加物的条件下，以荔枝嫩叶作为 

外植体来进行培养，其愈伤组织有较高的诱导 

率，并不 比用 自身胚性 器官如幼 胚_5_5、花 

药 6等作外植体的再生能力差，且荔枝嫩叶 

诱导的愈伤组织质量较好，有很强的分生能 

力。 

(2)本试验表明，抗褐化剂的种类是影响 

荔枝嫩叶愈伤组织发生的重要因素之一。这可 

能因为荔枝 自身多酚氧化物含量较高，以其嫩 

叶作为外植体容易褐化死亡而失去再生能力， 

另外，也有可能是多酚氧化物与培养基里面的 

激素反应，影响这些激素的浓度和活性。黄诚 

梅等l7j用 0．02％活性炭或 0．02％PVP来减轻 

甘蔗组培中的褐化问题，活性炭在吸附褐化物 

质同时也吸附培养基中的植物生长素类物质， 

另外谷氨酰胺和硝酸银 8也被用来抑制褐化。 

本试验在培养基中添加维生素C 0．1 mg／L+ 

柠檬酸 0．1 mg／L作为抗褐化剂效果较为理 

想。 

(3)比较 2个荔枝嫩叶愈伤组织发生试 

验，可以看出，、在培养基中不管是单独使用植 

物生长素类物质 (2，4一D+NAA)，还是在 

含有生长素类物质的基础上再添加低浓度细胞 

分裂素类物质 (2，4一D+6一BA)，都可以有 

较高频率的愈伤组织诱导率，但是添加少量细 

胞分裂素 (6一BA)，荔枝嫩叶愈伤组织最高 

诱导率比添加植物生长素 (2，4一D+NAA) 

类物质的最高诱导率要高，说明植物生长素类 

物质 (2，4一D+NAA)是诱导荔枝嫩叶愈伤 

组织所必需的，但添加少量细胞分裂素效果更 

好。另外，植物生长素类物质 (2，4一D+ 

NAA)自身的绝对浓度和相对浓度 也对荔枝 

嫩叶愈伤组织诱导率有较大的影响。 

(4)荔枝组织培养的基本培养基多数为 

MS培养基，只有少数用到 1／2N—IS[9 和 B5[10] 

培养基。本试验结果表明，荔枝嫩叶培养用 

“MS+B5”培养基诱导效果最好，原因可能 

是荔枝嫩叶愈伤组织诱导需要高盐 (MS)和 

高有机物 (135)的培养基，或者荔枝嫩叶 自 

身的特殊性要求还原型氮和氧化型氮的比例比 

较严格。 
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