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钟花樱组织培养中多因子正交试验研究 

王贤荣，荣冬青 

(南京林业大学森林资源与环境学院，南京 210037) 

摘 要：采用正交设计方法，研究 6一BA、NAA、2，4一D及外植体 4种不同因素及其组合对钟花樱愈伤组织及丛 

生芽诱导率的影响。试验结果统计分析表明，外植体是诱导愈伤组织和诱导丛生芽的最主要 因素。诱导愈伤组织 

的最佳组合为 MS+1．0 mg·L BA+1．0 mg·L NAA+0．5 mg·L～2，4一D+叶片，其诱导率为 94．5％；诱导丛生芽 

的最佳组合为 Ms+1．0 mg·L 6一BA+0．5 mg·LI1 NAA+带芽茎段，其诱导率为 37．5％；增殖培养中，以 MS+ 

1．0 mg·L BA+0．05 mg·L NAA效果最好，增殖率为 460％；当株高在 2 cm以上时，转入1／2MS+0．8 mg·L 

IBA+0．2 mg·L NAA生根培养基上，接种 30 d后，生根率可达 90％，移栽成活率达 92％。 
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Application of orthogonal design in tissue culture of Cerasus campanulata(Rosaceae) 

WANG Xian—rong，RONG Dong—qing 

(College of Forest Resources and Environment，Nanjing Forestry University，Nanjing，210037) 

Abstract：Effects of 6一BA，NAA，2，4一D and different explants on callus induction and the inducting rate of fas— 

ciculated shoots in Cerasus campanulata were studied．Statistic analysis indicated that the main factor which influ— 

enced callus induction and the inducting rate of fasciculated shoots was explant．The optimal medium for callus in— 

duction was MS+ 1．0 mg·L一 BA + 1．0 mg·L～ NAA +0．5 mg·L一 2，4一D +Leaves，the inducing rate was 

94．5％ ；the optimal medium f0r the inducting rate was MS+1．0 mg·L 6一BA+0．5 mg·L NAA +stem section 

with bud，and the inducing rate was 37．5％ ．The medium of MS with 1．0 mg·L BA and 0．05 mg·L NAA was 

optimal for multiplication．and the multiplication rate was 460％ ．Plantets were transplanted to the 1／2MS medium 

with 0．8 mg·L～ IBA and 0．2 mg·L～ NAA for rooting，when the explants reached 2 am，the rooting rate could 

reach 90％ after 30 days．and the suvival rate of transplant was 92％ ． 

Key words：Cerasus campanulata；or：thogonal design；tissue culture 

钟花樱 (Cerasus campanulata)为蔷薇科 (R0一 

saceae)樱属 (Cerasus)落叶小乔木。产于浙江、湖 

南、江西、福建、广东、广西、台湾等省(区)以及 日本 

南部的鹿耳岛一带，是樱属 中分布较南的一个种。 

和其他樱属植物相 比，钟花樱花期极早，2～3月先 

于叶开放，花瓣绯红，颜色鲜艳，花萼钟形，是一种具 

有极高观赏价值的木本花卉 卫 ，目前市场需求较 

大。但由于分布零星，果实成熟时鸟食严重，难以采 

到扦插的枝条和播种的种子，给繁殖带来极大的困 

难。在樱属植物的繁殖技术研究方面，虽已有大量 

离体培养的研究 ，但基本上都是在食用樱桃及其砧 

木树种上进行的。在观赏樱花方面，虽有组织培养 

快速繁殖的研究报道 ，但主要从人工嫁接成活的 
一 年生幼树上取材培养。本试验以野生种钟花樱为 
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材料，通过嫩枝带芽茎段、叶片、叶柄在受控条件下 

离体培养、继代增殖，获得了无性繁殖系，经生根、炼 

苗、移栽等一系列环节，获得大量无菌苗。这一工作 

将为保护野生樱花资源，在有限资源得到永续利用 

方面开辟新的途径，同时为充分开发、利用我国樱属 

植物资源，扩大繁殖系数 ，应用于生产以及为今后的 

良种选育提供理论和试验依据。 

1 材料和方法 

1．1 外植体的选取和灭菌处理 

2006年4月，于南京林业大学南大山采集钟花 

樱当年生半木质化枝条，分别以茎段、叶片、叶柄为 

材料。 

枝条去叶，切成 2～3 cm的小段，每段带一个腋 

芽，先用流水冲洗 2 h，在无菌条件下，用 70％的酒 

精消毒 30 s，无菌水冲洗4次，再用 0．1％的升汞消 

毒8 min，无菌水冲洗 4次，在超净工作台接种于不 

同的培养基上。叶片、叶柄升汞消毒时间分别是 

6 min和 4 min[ 。 

1．2 培养方法 

将灭菌后的带芽茎段、叶片、叶柄接种于已灭菌 

的琼脂质量分数为 0．6％、蔗糖为 30 g-L 的培养 

基(pH 5．6)上进行培养，30 d后观察丛生芽的诱导 

和出愈情况。丛生芽诱导率 =未污染外植体丛生芽 

诱导数／未污染外植体总数 ×100％，出愈率 =未污 

染外植体出愈数／未污染接种外植体总数 ×100％。 

培养温度为(25±2)℃，目光灯照明，光强为 

1 500～2 000 1x，光周期为 12 h·d～。 

1．3 诱导培养基的正交试验 

以 MS为基本培养基，选用 L。(3 )设计进行 4 

因素 3水平的正交试验_4刮(表 1)，以诱导 30 d后 

诱导率为考察指标，根据设计，安排 9组实验，每组 

接种 20瓶，每瓶接种 4个。 

表 1 L。(3 )因子水平 

Table 1 L9(3 )o~hogonM design 

1．4 幼芽增殖培养 

以MS为基本培养基 ，细胞分裂素 BA(0．1， 

0．5，1．0 mg·L )与 生 长 素 NAA(0．0l，0．05， 

0．1 mg·L )分别组成 9个处理 ，增殖率％ =增殖芽 

数／接种芽数 ×100％。 

1．5 生根培养 

以1／2MS为基本培养基，添加不同种类和不同 

浓度的生长素和细胞分裂素(见表 5)，生根培养基 

的蔗糖浓度为 15 g·L～。当幼芽展开叶为3～4片， 

株高 2 cm以上时，选择叶色浓绿，生长健壮的幼芽 

接种到生根培养基上进行根的诱导 ，生根率 =生根 

的苗数／培养的苗数 ×100％。 

1．6 试管苗的移栽 

将生长健壮的试管苗打开瓶盖，放置于室内炼 

苗5d，在室内移栽植 ，将苗取出，洗净根部培养基 ， 

用0．1％的多菌灵蘸根处理 ，栽入塑料杯内，保持相 

对湿度90％左右，每隔7 d以1／10MS为营养液对 

小苗进行叶面施肥 ，两周后可观察到新叶的萌发和 

根的伸长，并带有侧根的发生。16 d后苗木调查成 

活率 ，成活率％ =成活苗数／移栽苗数 x 100％。 

2 结果与分析 

2．1 丛生芽的诱导 

正交试验设计结果见表 2。各因素不同，水平 

间的级差也不同，级差越大，表明该因素越重要 。 

通过对结果的级差分析(表 3)可知，愈伤组织诱导 

率的级差差异很大，其 中外植体 的级差最大，为 

80．50，级差较小的是2，4一D和6一BA这两个因素，级 

差分别为 22．14、l7．60，NAA的级差最小为 8．13。 

说明外植体是愈伤组织诱导成功与否的关键。 

由表 3可知 ，丛生芽诱导率的级差差异不明显， 

其中外植体的差异最大，为 24．2。而 2，4-D、6一BA、 

NAA这 3个因素的级差均为 8。33，说明这 3个因素 

对丛生芽诱导同等重要。 

由表 3还可看出，叶片和叶柄均诱导出了愈伤 

组织 ，叶片诱导的愈伤组织出愈快 ，愈伤组织淡黄 
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色、数量较多、比较密集。而由叶柄诱导的出愈慢， 

首先是叶柄两端膨大，形成淡灰色愈伤组织，质地疏 

松，形成的愈伤量较少。相比之下，叶片更适于诱导 

愈伤组织，在 1号、6号、8号相比较得出，在未添加 

2，4一D的 1号培养基上，愈伤组织出愈较慢而且生 

长缓慢，出愈率较低，仅为 62．0％。在添加 2，4一D 

的6号、8号培养基上，愈伤组织诱导率较高分别为 

94．5％、85．0％，而且愈伤组织淡黄色，结构紧密，因 

此，认为6号即 A B，C D 组合是诱导愈伤组织的 

最佳组合。 

带芽茎段在接种时因直接插入培养基中，因此， 

茎段的下端仅有极其少量的愈伤组织出现，而且在 

以后的继代培养中无法利用，因此在本试验中，忽略 

不计。故由带芽茎段形成的愈伤组织为0。 

对比各组合，只有以带芽茎段为外植体的组合 

才能诱导出丛生芽，其余组合均不能诱导出丛生芽。 

由表 3可看出，A B C D，是诱导芽的较好组合，其 

丛生芽诱导率为 37．5％，即 MS+1．0 mg·L 6-BA 

+0．5 mg·L NAA+带芽茎段。 

从本试验结果看，丛生芽诱导率均较低，可能是 

由植物种类、外植体的取材季节、取材部位有关。此 

外，在实验过程中，带芽茎段的褐化现象较严重，这 

也是导致芽诱导率较低的原因之一。 

表 2 正交设计试验结果 

Table 2 The results of orthogonal experiment 

注 ：括号内的数据为丛生芽的诱导率／％。 

Notice：The data in brackets represent the inducting rate of fasciculated shoot(％) 

2．2 植物生长调节剂混合使用对幼芽增殖的影响 

BA和 NAA组配使用对幼芽增殖的影响是以 

BA和 NAA质量浓度为20：1时最佳，30 d的增殖率 

可达 460％(见表 4)。而 0．1 mg·L BA与 0．1 

mg·L。NAA组配使用 比例为1：1时，增殖效果最 

差。结果表明，细胞分裂素(BA)与生长素(NAA) 

应达到一定的比值，才能有利于幼芽的增殖，以提高 

其增殖。其他组合的丛生芽增殖率均低于300％。 

2．3 生根培养基对小苗生根的影响 

降低无机盐的浓度常常有利于试管苗的生根， 

故采用 1／2 MS培养基取得了较好的效果。用不同 

浓度的 IBA、NAA及二者组合试验，结果表明，不含 

生长素的培养基生根率低，只有 15．0％，根系细弱 

且根数量少。在仅含有 IBA的两种生根培养基上， 
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根系比较纤细，须根多，生根率 比较低，分别 为 

23．3％和 55．0％。在仅含有 NAA的培养基上，根 

呈白色，较粗壮，但几乎没有须根发生。因此，IBA、 

NAA二者组合效果较好，这时生根条数最多，平均 

为8条，根均长 1．83 cm。根生长粗壮，根毛丰富， 

根呈现深黄色。在本试验中，1／2MS+0．8 mg·L 

IBA+0．2 mg·L NAA培养基中培养，接种 15 d后 

可陆续出现白色根点，接种 30 d后，长成完整植株， 

苗高在5～9 cm，生根率可达90％。 

2．4 试管苗的移栽 

3种基质内苗木的移栽成活率见表6。 

表 4 不同培养基对钟花樱花芽增殖的影响 

Table 4 Effects of different culture mediums on buds multiplication of C．campanulata 

表 5 不同培养基对钟花樱生根的影响 

Table 5 Effects of different culture mediums on rooting of C campauulata 

表 6 基质对钟花樱移栽成活率的影响 

Table 6 Effects of cultivating mediums on transplant livability 

由表6可得出试验处理中以珍珠岩：蛭石 =1：1 

基质，并以1／10MS进行叶面施肥较有利于钟华樱 

试管苗的移栽成活，最高成活率达 92％。 

3 小结与讨论 

正交设计试验法是选择最佳试验方案的有效工 

具，其优点在于省时省力 引。本试验若对4种因素 

3个水平进行全部组合试验，必须采用 8 1个处理组 

合。采用正交试验，仅做 9个处理组合，即筛选出了 

诱导愈伤和丛生芽的适宜条件，从而节省大量人力、 

物力、财力，很大程度上提高了组织培养工作效率与 

准确性。 

(1)外植体的选择：本试验证实，只有带芽茎段 

才能诱导出丛生芽，叶片和叶柄不能诱导形成丛生 
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芽，因而带芽茎段是钟花樱诱导丛生芽培养的最佳 

外植体。同时，叶片是钟花樱诱导愈伤组织的最佳 

外植体。 

在试验中，带芽茎段诱导丛生芽的过程中，外植 

体褐化死亡较严重，这也是芽诱导率较低的原因之 
一

。 王光萍等人 报道了福建山樱花在 MS培养基 

上嫩枝褐化严重，芽的分化率低于 10％，在 lf2MS 

培养基上有少量褐化，芽的分化率为 10％ ～30％； 

在 1／4MS上，基本无褐化现象，芽的诱导率较高。 

因此，在初代培养中，有必要降低 MS培养基中大量 

元素的量，以期降低褐化，提高丛生芽诱导率。 

由于愈伤组织具有易于繁殖、生长同步、细胞组 

成均一、处理方便等优点。因此，通过以叶片为外植 

体，诱导愈伤组织，可以为离体条件下的各种生理生 

化研究提供良好的试材_1 ”J。从理论上讲，愈伤组 

织可以通过器官发生途径再生出完整的植株，在愈 

伤组织的继代培养中，通过降低 2，4．D的浓度，仍未 

诱导出丛生芽。因此，要从外植体的生理状态、不同 

的激素配比、培养条件、继代周期等方面做进一步的 

研究，以获得胚性愈伤组织，诱导出丛生芽，通过生 

根培养，进而获得完整植株。 

(2)培养基的筛选：通过正交试验综合分析影 

响钟花樱愈伤组织及丛生芽诱导的影响因素，筛选 

出诱导愈伤组织的最佳培养基为 MS+1．0 mg·L 

BA+1．0 mg·L一 NAA+0．5 mg·L一 2，4-D+叶片， 

其诱导率为 94．5％；诱导丛生芽的组合为 MS+ 

1．0 mg·L 6-BA+0．5 mg·L NAA+带芽茎段，其 

诱导率为 37．5％；增殖培养中，以 MS+1．0 mg·L 

BA+0．05 mg·L NAA效果最好，增殖率为460％， 

当株高在 2 cm以上时，转入 1／2MS+0．8 mg·L 

IBA+0．2 mg·L NAA生根培养基上，接种 30 d 

后，生根率可达90％，移栽成活率达92％。 
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