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红千层愈伤组织诱导及植株再生
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( 1.广州市园林科学研究所,广东广州 510405; 2.厦门大学 生命科学学院, 福建 厦门 361005)

摘　要: 　以茎段、芽和叶片为材料,探讨了红千层愈伤组织诱导及植株再生的方法.结果表明:红千层的茎段、芽和叶片均可诱导出

愈伤组织,通过继代培养可发育成绿色和粉红色 2种类型的愈伤组织, 其中绿色、致密的愈伤组织可以分化出不定芽;培养基 1/ 2MS

+ 6-BA1. 0 mg /L + NAA0. 1 mg /L 适宜愈伤组织不定芽的诱导,在培养基 1/ 2MS+ IBA0. 25 mg/ L 上试管苗的生根率可达 95% .
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Abstract: Taking stem segmen t , bud and leaf as materials , th is paper made a s tu dy of callus indu ct ion and plant regenerat ion in

Call istemon rig id us R. Br. T he result s sh ow that cal lus can be induced fr om all types of m aterial s an d af ter being sub-cultur ed, the

callus wil l develop to two k inds of colors that are pink and green; that the pink callus w ill be degener ated w hile the compact gr een one

w ill induce advent it ious buds . T he opt imal medium for advent it ious bud inducing is 1/2 MS+ 6-BA 1. 0 m g/ L+ NAA 0. 1 mg/ L and

the opt imal for the root ing of test-tube plant let s is 1/ 2M S+ IBA0. 25 mg/ L on w hich its rate can reach 95 % af ter b eing cul tured for

40 d ays .
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红千层Callistemon rigid us R. Br .为桃金娘科红千层属常绿小乔木,原产澳大利亚.其树冠为圆球形, 株高

3～5 m ,花鲜红色, 穗状花序生于近枝顶, 形似瓶刷,盛开时红压枝头, 极为美观,为近年来庭院观花、行道景

观、小区绿化的首选树种.红千层的组织培养近年来有所报道,并已经应用于种苗的快速繁殖
[ 1～5]

. 因此,笔者

查阅相关资料
[ 6～10]

, 通过对红千层茎段、芽和叶片培养获得愈伤组织,实现了愈伤组织的高频率再生, 旨在为

红千层的遗传转化和新品种培育提供理论依据.

1　材料与方法

1. 1　材　料

试验材料为广州市园林科学研究所新引进的垂枝型红千层,开花期1～4月.

1. 2　方　法

1. 2. 1　愈伤组织的诱导

4～6月取当年生半木质化枝条,剪除叶片(保留叶柄)后置于烧杯中, 用自来水冲冼干净,然后用70%酒精
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消毒10 s,再用0. 1%升汞消毒8 min,以无菌水清洗5～6遍后,将枝条切成1～2 cm 长的茎段作为外植体接种到

培养基上.接种后30 d统计愈伤组织的诱导率.

　　愈伤组织的诱导率= (产生愈伤组织茎段数/外植体数)×100%

1. 2. 2　不定芽的诱导

愈伤组织每30 d 继代培养1次.将继代2～3次的愈伤组织转至分化培养基上进行不定芽的诱导, 每个培养

基接种5瓶, 每瓶接种愈伤组织10块, 45 d 后统计不定芽的诱导率和增殖倍数.

　　不定芽诱导率= (形成不定芽的愈伤组织块数/接种愈伤组织块数)×100%

　　不定芽的增殖倍数= 不定芽数/接种愈伤组织块数

1. 2. 3　试管苗的生根和移栽

将2 cm 长的无根苗切下,接种到生根培养基上进行不定根诱导, 25 d 观察生根结果. 炼苗7～10 d,用自来

水冲洗干净根部的培养基后将试管苗移栽到托盘中, 栽培基质为泥炭+ 粗河沙(m泥炭∶m粗河沙= 1∶1) ,移栽

15 d后随机抽查100株统计移栽成活率.

　　移栽成活率= (成活苗数/统计苗数)×100%

1. 2. 4　培养基与培养条件

以MS、1/ 2MS(大量元素减半)为基本培养基,添加不同质量浓度的6-BA、NAA、IBA 和椰乳( CM ) ,所有

培养基均含精制白砂糖 3%、卡拉胶0. 51%, pH 值为5. 8. 培养温度为( 26±1)℃,光强为1 500 lx, 光照时间为

10 h/ d.

图1　茎段诱导的愈伤组织

Fig. 1　Callus induced from stem segment

2　结果与分析

2. 1　愈伤组织的诱导

接种 10 d 后, 腋芽开始萌发,同时在茎段基部切口部

位脱分化形成淡黄色的愈伤组织,随着培养时间的延长, 其

愈伤组织逐渐变成黄绿色(见图1) .从表1可以看出,在MS

培养基中不添加生长素时不能诱导出愈伤组织, 而添加

0. 1～0. 5 mg/ L的NAA 后茎段可以产生愈伤组织,在3, 6,

7号培养基上愈伤组织的诱导率均达100%; 茎段在不添加

任何生长调节物质的MS 培养基上腋芽的萌发率最高, 可

达37. 5%. 将萌发的腋芽接种到4号培养基, 在芽基部和接

触培养基的基部叶片也可形成淡黄色至黄绿色、质地致密

的愈伤组织(见图2和图3) ,这类愈伤组织和茎段诱导的愈

伤组织在外观上没有明显差别.

表 1　不同培养基对红千层茎段培养的影响

Table 1　Ef fects of diff erent media on culture of stem segments in Callistemon rigidus

序号 培养基 外植体数 产生愈伤组织茎段数
愈伤组织诱导率

/ %
萌芽数

萌芽率
/ %

1 MS 56 0 0 21 37. 5

2 MS+ NAA0. 1 m g/ L 24 18 75. 0 1 4. 2

3 MS+ NAA0. 5 m g/ L 20 20 100 2 10. 0

4 MS+ 6-BA1. 0 mg /L + NAA0. 1 mg /L 48 42 87. 5 1 2. 1

5 MS+ 6-BA2. 0 mg /L + NAA0. 1 mg /L 47 33 70. 2 0 0

6 MS+ 6-BA0. 2 mg /L + NAA0. 5 mg /L 38 38 100 4 10. 5

7 MS+ 6-BA1. 0 mg /L + NAA0. 5 mg /L 43 43 100 6 14. 0

8 MS+ 6-BA2. 0 mg /L 26 0 0 3 11. 5
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图2　芽基部诱导的愈伤组织

Fig. 2　Callus induced from the bottom of bud

图 3　基部叶片诱导的愈伤组织

Fig. 3　Callus induced from the foot leaves

2. 2　植物生长调节物质对不定芽诱导的影响

愈伤组织通过继代培养,在培养基MS+ 6-BA 0. 2 mg / L+ NAA 0. 5 mg / L 上其愈伤组织呈黄绿色, 致密,颗

粒状; 在培养基 MS+ 6-BA1. 0 mg/ L + NAA0. 5 mg/ L 上其愈伤组织为黄绿色,松软; 在培养基MS+ 6-BA

2. 0 mg / L+ NAA 0. 5 mg/ L 上其愈伤组织表面呈黄褐色, 而接触培养基处逐渐变黑.在这3种培养基上愈伤组织

均会形成表面湿润、光滑、颗粒状的粉红色愈伤组织(见图4) ,这类愈伤组织继续培养后逐渐变松软, 不能诱导出

不定芽.

图4　粉红色的愈伤组织

Fig. 4　Pink callus

图 5　绿色的愈伤组织

Fig. 5　Green callus

　　在培养基MS+ 6-BA0. 3 mg/ L+ NAA0. 1 mg / L 上愈伤组织为绿色, 松软,少量致密, 50块愈伤组织仅能

诱导出1棵小植株, 诱导率为2. 5%; 在培养基MS+ 6-BA1. 0 mg / L+ NAA0. 1 mg / L 上愈伤组织为绿色,致密,

颗粒状(见图5) ,不定芽的诱导率为100% ,增殖倍数为6. 7倍(见图6) ,在此培养基上不定芽还可伸长生长成无

根苗(见图7) .

图6　愈伤组织再生的不定芽

Fig. 6　Adventitious buds induced from callus

图 7　伸长的不定芽丛

Fig. 7　A clump of elongated adventitious buds
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2. 3　大量元素和椰乳对不定芽诱导的影响

在MS+ 6-BA 1. 0 mg/ L+ NAA0. 1 mg / L 培养基上,愈伤组织再生的丛生芽可以正常伸长,但木质化程度

低;在1/ 2M S+ 6-BA1. 0 mg/ L+ NAA0. 1 mg/ L 培养基上,愈伤组织不定芽的诱导率也可达到100%,增殖倍

数为7. 2倍, 形成的丛生芽木质化程度较高(见图8B) .在其它条件不变的情况下,仅将CaCl2·2H2O的用量提

高1倍即440 mg / L ,愈伤组织即大量褐化, 不定芽的增殖倍数仅1. 7倍(见图8A) ,在此培养基中加入体积分数

为10%的椰乳, 不定芽的分化也不能明显改善(见图8C) .

图 8　大量元素和椰乳对不定芽诱导的影响

Fig. 8　The ef fects of macro-elements and coconut milk on the induction of adventitious buds

图 9　生根的试管苗

Fig. 9　Test-tube plantlets

2. 4　生根诱导与试管苗移栽

无根苗在生根培养基上培养 10 d 即开始长出白色的

根,当MS培养基中不添加生长素时,培养25 d 就有20. 5%

的生根率.培养基中添加生长素可以提高无根苗的生根率,

但同时也在无根苗的基部诱导出愈伤组织, 生长素质量浓

度越高,诱导的愈伤组织量也愈多.适宜生根的生长素质量

浓度NAA 为0. 2 mg / L , IBA 为0. 25 mg / L ,超过此质量浓

度,生根率随着生长素质量浓度的提高反而下降.在生长素

质量浓度相同的条件下,降低培养基中大量元素的质量浓

度有利于红千层试管苗生根, 其最适培养基为1/ 2 M S +

IBA0. 25 mg / L ,培养25 d平均根数为2. 9条,生根率为82.

5% (见表2) .在此培养基上培养40 d 后生根率在95%以上

(见图9) .

表 2　不同培养基对红千层生根的影响

Table 2　Effects of dif f erent media on the rooting of seedlings in Callistemon rigidus

序号 培养基 总苗数 长根数 生根率/ % 平均根数 长愈数 长愈率/ %

1 MS 88 18 20. 5 1. 3±0. 5 0 0

2 MS+ IBA0. 1 mg/ L 103 26 25. 2 1. 2±0. 4 99 96

3 MS+ IBA0. 2 mg/ L 78 24 30. 8 1. 6±0. 8 78 100

4 MS+ IBA0. 25 mg/ L 94 30 31. 9 1. 5±0. 7 94 100

5 MS+ IBA0. 5 mg/ L 76 20 26. 3 1. 7±0. 8 76 100

6 MS+ NAA0. 1 m g/ L 81 20 24. 7 1. 5±0. 6 81 100

7 MS+ NAA0. 2 m g/ L 83 26 31. 3 1. 4±0. 6 83 100

8 MS+ NAA0. 25 mg / L 83 20 24. 1 1. 3±0. 5 83 100

9 MS+ NAA0. 5 m g/ L 62 5 8. 1 1. 4±0. 6 83 100

10 1/ 2 MS+ IBA0. 25 m g/ L 80 66 82. 5 2. 9±1. 4 80 100

11 1/ 2 MS+ NAA0. 25 mg/ L 93 32 34. 4 1. 4±0. 7 93 100

　　　　　　 根长≥0. 2 cm才计数.
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图 10　移植成活的试管苗

Fig. 10　Transplanted plantlets

　　炼苗7 d,将试管苗从培养瓶中取出, 用自来水冲洗干净

后移栽到托盘中, 保湿遮荫, 移栽植株成活率在90%以上(见

图10) .

3　结论与讨论

红千层的茎段、芽和叶片均可诱导出愈伤组织, 在培养基

MS+ 6-BA0. 2 mg/ L + NAA 0. 5 mg / L 和 MS+ 6-BA1. 0

mg / L+ NAA0. 5 mg / L 上红千层愈伤组织的诱导率均可达

100%, 培养基1/ 2M S+ 6-BA 1. 0 mg / L+ NAA0. 1 mg/ L 较

适宜愈伤组织不定芽的诱导, 在培养基 1/ 2M S + IBA 0. 25

mg / L 上试管苗的生根率最高.

有研究报道红千层无根苗基部
[ 1～3]
和叶片

[ 3, 4]
可以诱导

出愈伤组织, 本试验表明红千层的茎段和芽基部的叶片也是

很好的愈伤组织诱导材料. 愈伤组织通过继代培养可以产生

粉红色和绿色2种颜色的愈伤组织.在刚果12号桉Eucalyp tus 12A BL 组织培养中,红色愈伤组织可以分化出

不定芽
[ 11]
,本研究中红千层的粉红色愈伤组织继续培养后逐渐变松软,不能诱导出不定芽,而绿色致密的愈伤

组织则可诱导出大量不定芽.

有研究报道红千层的愈伤组织在 MS+ 6-BA1. 0 mg/ L + NAA0. 1 mg/ L 培养基上产生的丛生芽因木质

化程度低,需要经过壮苗培养才可用于生根诱导
[ 1, 2, 5]

, 本试验通过降低培养基中大量元素的质量浓度可以较

好地解决这一难题.

试验中若CaCl2·2H2O 的质量浓度未变,仅降低其它大量元素质量浓度反而会抑制不定芽的再生,因此红

千层愈伤组织的再分化过程中CaCl2·2H2O 的作用值得注意. 在蝴蝶兰Phalaenop sis 愈伤组织培养中椰乳对

愈伤组织的再分化有促进作用[ 12] ,而在红千层愈伤组织再分化过程中椰乳却未能产生类似的效果.

商宏莉等
[ 4]
利用秋水仙碱对红千层无根苗进行处理,诱导出四倍体植株,展示了红千层组培技术结合多倍

体诱导育种的应用前景.其诱导的四倍体植株初期检测为纯合体, 但经过2年后再检测发现四倍体植株为四倍

体和二倍体的混合体. 应用本试验建立的愈伤组织再生体系进行多倍体育种, 有可能减少“嵌合体”的发生频

率,从而为红千层育种开辟一条实用的途径.
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