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　　摘要：为研究出一套完整的互叶白千层快繁技术体系，以互叶白千层幼苗茎段为外植体，分别以诱导率、增殖倍
数、生根率为指标，采用正交试验对芽诱导培养基、丛生芽增殖培养基、生根培养基进行优化。结果表明，最佳诱导培

养基为ＭＳ＋０．０１％活性炭＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ，诱导率为８２．８％；最佳增殖培养基为ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗
糖＋０．２５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，增殖倍数为３１倍；最佳生根培养基为１／２ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ，生根率达１００％，
移栽３０ｄ后成活率达８０％以上。研究结果为互叶白千层的工厂化育苗提供了技术参考。
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　　互叶白千层（Ｍｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｆｏｌｉａ）为桃金娘科（Ｍｙｒｔａｃｅ
ａｅ）白千层属 （Ｍｅｌａｔｅｕｃａ）常绿小乔木，原产于澳大利亚的新
南威尔士州和新西兰的部分地区［１］，是近年我国成功引进的

高价值经济植物及绿化树种。互叶白千层对污染物有很强的

净化能力［２－４］，可用于构建植物浮床［５］。互叶白千层的新鲜

枝叶和树干提取的精油俗称茶树油，可以高效、无毒、无刺激

地杀死人体皮肤表面的真菌和细菌［６－９］，并对某些病毒也有

抑制作用［１０－１１］，是一种强效的抗菌剂［１２－１７］、杀虫剂［１８－２０］、芳

香剂［２１］、防腐剂［２２］，是不可多得的天然保健医药材料，广泛

应用于制药、日化、食品、香料等行业。因此，种植互叶白千层

具有巨大的生态和经济效益。

目前，国内外对互叶白千层的研究主要集中在其精油的

提取、成分分析及作用等方面［２３－２４］，而对利用组织培养技术

进行再生植株的研究较少，目前尚没有完整的快繁技术体系。

依据精油化学成分含量的不同，互叶白千层分为６种［２５］，其

中仅松油醇 －４型优良品种提取的精油成分满足国际标
准［２６］。为获得品种优良的互叶白千层，使用种子繁殖多败

育，发芽率很低［２７］，且后代易产生变异，难以保持亲本优良性

状；扦插繁殖生根率虽高［２８］，但成活率较低［２９］。组织培养既

可以保持亲本的优良性状，又可以将获得的优良株系快速推

广应用于生产，有望成为互叶白千层产业化育苗的主要繁殖

手段。

本试验以互叶白千层茎段为材料，进行表面灭菌处理，对

诱导培养基、增殖培养基、生根培养基进行筛选，并对试管苗

驯化移栽，拟建立一套完整的互叶白千层快繁技术体系，为互

叶白千层的优株选育提供理论依据，为其工厂化育苗提供技

术参考。

１　材料与方法

１．１　材料
互叶白千层为温室栽培植株，株高２０ｃｍ，由江西抚州市

森源生物科技有限公司提供。

１．２　仪器
Ｗ－ＣＪ－２ＦＤ洁净工作台（苏州安泰空气技术有限公

司生产），ＬＭＱＪ型立式灭菌锅（山东新华医疗器械股份有
限公司生产），ＪＹ２００２电子分析天平（精密科学仪器有限
公司生产），ＪＡ１００３Ｎ电子天平（精密科学仪器有限公司
生产）。

１．３　方法
１．３．１　外植体的表面灭菌及预处理　培养６０ｄ的温室种植
的互叶白千层幼苗，株高３０ｃｍ，在２０ｃｍ处去顶。３０ｄ后，随
机剪取５ｃｍ的幼苗茎段，剪去部分叶片，用洗衣粉液浸泡
３０ｍｉｎ，流水冲洗２ｈ；７０％乙醇处理３０ｓ，无菌水洗３次，然后
用 ０．１％ ＨｇＣｌ２处理３ｍｉｎ，无菌水洗４次，待用；去掉茎段顶
部，剪取约１ｃｍ、含４～５个节点的茎段，接种到诱导培养基
中。为了降低酚类物质氧化褐变引起的生长抑制，在第３天
将茎段转接到新的培养基中。

１．３．２　诱导培养基的优化　采用３因素４水平Ｌ１６（４
３）正交

试验。各因素水平见表１。共１６组固体培养基，每组８瓶，
每瓶５个茎段；３０ｄ后统计长芽的外植体数、芽数，并计算诱
导率。诱导率的计算公式如下：

诱导率 ＝诱导出芽的外植体数 ÷接种的外植体数 ×
１００％。　

表１　诱导培养基优化的３因素４水平正交试验表

水平

因素

Ａ：活性炭
（％）

Ｂ：６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

１ ０．０１ ０．１ ０．０５
２ ０．０３ ０．５ ０．１０
３ ０．０５ １．０ ０．１５
４ ０．０７ １．５ ０．２０
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１．３．３　增殖培养基的优化　采用３因素４水平Ｌ１６（４
３）正交

试验。各因素水平见表２。共１６组液体培养基，每组１６瓶，
每瓶５个诱导出单芽的茎段；６０ｄ后统计丛生芽数，并计算增
殖倍数。增殖倍数的计算公式如下：

增殖倍数＝丛生芽数÷接种的外植体数×１００％。

表２　增殖培养基优化的３因素４水平正交试验表

水平

因素

Ａ：蔗糖
（ｇ／Ｌ）

Ｂ：６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

１ ２５ ０．１２５ ０
２ ３０ ０．２５０ ０．０５
３ ３５ ０．５００ ０．１０
４ ４０ １．０００ ０．２０

１．３．４　生根培养基的优化　采用４因素３水平Ｌ９（３
４）正交

试验。各因素水平见表３。共９组固体培养基，每组１０瓶，
每瓶５个幼枝茎段；３０ｄ后统计生根的外植体数，并计算生根
率。生根率的计算公式如下：

生根率＝生根的外植体数÷接种的外植体数×１００％。

表３　生根培养基优化的４因素３水平正交试验表

水平

因素

Ａ：培养基 Ｂ：蔗糖
（ｇ／Ｌ）

Ｃ：ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｄ：ＩＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

１ １／４ＭＳ １５ ０ ０
２ １／２ＭＳ ２０ ０．１ ０．１
３ ＭＳ ３０ ０．５ ０．５

１．３．５　移栽　生根培养３０ｄ后，将试管苗转移到室外炼苗，
散射光光照培养１０～２０ｄ，当组培苗抽高生长，木质化程度加
强时，即可移栽。取出试管苗，清洗根部，再用０．１％高锰酸
钾溶液消毒３０ｓ，自来水清洗除去残留的高锰酸钾，然后把试
管苗移栽至含基质（泥炭 ∶珍珠岩＝１∶１）的花盆里，遮阳网
遮阳，将１Ｌ的塑料饮料容器底部剪掉，罩在试管苗上，保持
幼苗周围湿润。１４ｄ后，遮阳网部分移除，容器一侧抬起以
露出植物。再过７ｄ后，遮阳网移除，移走容器。移栽３０ｄ后
统计成活率。

１．４　培养条件
温度（２５±２）℃，光照 １２ｈ／ｄ，光照强度 ２５００～

３０００ｌｘ。诱导培养基、增殖培养基和生根培养基的基础培养
基均为ＭＳ培养基，通过添加各种不同浓度的激素或蔗糖、ＭＳ
成分减半进行优化；固体培养基中加７．０ｇ／Ｌ琼脂，调 ｐＨ值
为５．８；液体培养基不加琼脂，不调节 ｐＨ值，实际测得 ｐＨ值
为５．２。

２　结果与分析

２．１　诱导培养基的优化
互叶白千层茎段在诱导培养基上培养３０ｄ，统计结果见

表４。极差分析表明，３个因素对互叶白千层芽诱导的影响大
小依次为：ＮＡＡ＞活性炭６－ＢＡ。随着 ＮＡＡ浓度的增加，诱
导率呈下降趋势；当活性炭浓度为 ０．０１％、６－ＢＡ浓度为
０．１ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ浓度为 ０．０５ｍｇ／Ｌ时，诱导出芽数是 ２．４６
个，诱导率是８２．８％。方差分析表明，３个因素对诱导率及芽

数无显著影响（表５、表６）。
芽诱导主要是已有芽原基在解除顶端优势之后的萌发。

本试验结果表明，不同培养基对外植体的诱导率及芽数无显

著影响，最佳诱导效果的培养基为：ＭＳ＋０．０１％活性炭 ＋
０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ。

表４　互叶白千层芽诱导的正交试验结果

处理
因素

Ａ：活性炭 Ｂ：６－ＢＡ Ｃ：ＮＡＡ
诱导率

（％）
芽数

（个）

１ １ １ １ ８２．８ ２．４６
２ １ ２ ２ ６３．６ ２．２４
３ １ ３ ３ ７０．０ ２．１０
４ １ ４ ４ ５１．４ ２．５０
５ ２ １ ２ ６５．７ ２．０４
６ ２ ２ １ ６３．９ ２．３０
７ ２ ３ ４ ６６．７ １．７７
８ ２ ４ ３ ７３．０ ２．１９
９ ３ １ ３ ５１．７ ２．００
１０ ３ ２ ４ ５２．８ １．５８
１１ ３ ３ １ ６６．７ ２．５０
１２ ３ ４ ２ ７５．０ ２．３３
１３ ４ １ ４ ６９．２ ２．１９
１４ ４ ２ ３ ７４．４ ２．６６
１５ ４ ３ ２ ６６．７ ２．１０
１６ ４ ４ １ ６０．５ １．７４

ｋ１（诱导率） ６７．０ ６７．４ ６８．５
ｋ２（诱导率） ６７．３ ６３．７ ６７．８
ｋ３（诱导率） ６１．６ ６７．５ ６７．３
ｋ４（诱导率） ６７．７ ６５．０ ６０．０
Ｒ ６．１ ３．８ ８．５

表５　互叶白千层芽诱导正交试验的诱导率的方差分析

来源 Ⅲ型平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

模型 ３２９．２０１ ９ ３６．５７８ ０．２７０ ０．９６１
活性炭 １０１．１７７ ３ ３３．７２６ ０．２４９ ０．８６０
６－ＢＡ ４２．１９２ ３ １４．０６４ ０．１０４ ０．９５５
ＮＡＡ １８５．８３２ ３ ６１．９４４ ０．４５７ ０．７２２
误差 ８１３．４８４ ６ １３５．５８１
总计 ７０５８８．１１０ １６

　　注：“”表示差异显著，“”表示差异极其显著。下同。

表６　互叶白千层芽诱导正交试验的芽数的方差分析

来源 Ⅲ型平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

模型 ０．３１０ ９ ０．０３４ ０．２０２ ０．９８３
活性炭 ０．１４８ ３ ０．０４９ ０．２９０ ０．８３２
６－ＢＡ ０．０１５ ３ ０．００５ ０．０２９ ０．９９３
ＮＡＡ ０．１４７ ３ ０．０４９ ０．２８７ ０．８３３
误差 １．０２５ ６ ０．１７１
总计 ７６．５４３ １６

２．２　增殖培养基的优化
互叶白千层芽诱导后在液体培养基中增殖培养６０ｄ，增

殖倍数的统计结果见表７。极差分析表明，３个因素对互叶白
千层芽增殖的影响大小依次为：ＮＡＡ＞６－ＢＡ＞蔗糖。随着
ＮＡＡ浓度的增加，增殖倍数呈下降趋势，当 ＮＡＡ浓度为０时
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增殖倍数最高。随着６－ＢＡ浓度的增加，增殖倍数先增大后
减小，当６－ＢＡ浓度达０．２５０ｍｇ／Ｌ时增殖倍数最高，这可能
是由于低浓度的６－ＢＡ促进细胞分裂，而高浓度的６－ＢＡ则
抑制细胞分裂。随着蔗糖浓度的增加，增殖倍数先增大后减

小，当蔗糖浓度达３０ｇ／Ｌ时，增殖倍数最高。方差分析表明
（表８），ＮＡＡ对增殖倍数影响达显著水平（Ｐ＜０．０５）。互叶
白千层芽增殖的最佳培养基组合为：ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋
０２５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，增殖倍数达３１倍。

表７　互叶白千层芽增殖的正交试验结果

处理
因素

Ａ：蔗糖 Ｂ：６－ＢＡ Ｃ：ＮＡＡ
增殖倍数

１ １ １ １ １６．２５
２ １ ２ ２ ３．８７
３ １ ３ ３ ２．００
４ １ ４ ４ ２．００
５ ２ １ ２ １０．８８
６ ２ ２ １ ３１．００
７ ２ ３ ４ ２．２５
８ ２ ４ ３ ０．００
９ ３ １ ３ ３．５６
１０ ３ ２ ４ ３．６５
１１ ３ ３ １ ７．１０
１２ ３ ４ ２ １．００
１３ ４ １ ４ １．７４
１４ ４ ２ ３ ４．９５
１５ ４ ３ ２ ４．２１
１６ ４ ４ １ ４．１３

ｋ１（增殖倍数） ６．０３ ８．１１ １４．６２
ｋ２（增殖倍数） １１．０３ １０．８７ ４．９９
ｋ３（增殖倍数） ３．８３ ３．８９ ２．６３
ｋ４（增殖倍数） ３．７６ １．７８ ２．４１
Ｒ ７．２７ ９．０９ １２．２１

表８　互叶白千层芽增殖正交试验的方差分析

来源 Ⅲ型平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

模型 ７３８．８８４ ９ ８２．０９８ ２．９８９ ０．０９８
蔗糖 １３９．８８３ ３ ４６．６２８ １．６９７ ０．２６６
６－ＢＡ ２０１．０７５ ３ ６７．０２５ ２．４４０ ０．１６２
ＮＡＡ ３９７．９２６ ３ １３２．６４２ ４．８２９ ０．０４９

误差 １６４．８１０ ６ ２７．４６８
总计 １５１１．１９４ １６

　　Ｌｉｓｔ等采用单因素试验获得的增殖培养基为 ＭＳ固体培
养基＋１．０ｍｇ／ＬＢＡ，培养时间为 ６３ｄ，增殖倍数为 ５．５
倍［３０］。ＤｅＯｌｉｖｅｉｒａ等同样用单因素试验获得的增殖培养基
为ＭＳ液体培养基＋０．２５ｍｇ／ＬＢＡ，培养时间为５６ｄ，增殖倍
数为１１８倍［３１］。樊吉尤等用不同激素组合进行试验，结果

表明较好的激素组合是 ０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０１ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ，增殖倍数为１４．８８倍［３２］。本研究通过正交试验，获

得了最佳的增殖培养基，增殖倍数达３１倍，而且丛生芽较粗
壮，呈深绿色（图１－Ｃ），结果显著好于已往报道。主要原因
有：（１）互叶白千层通常生长在沼泽中［３３］，喜酸性或微酸性土

壤［３４－３５］，本试验使用的液体培养基，ｐＨ值为５．２，适合其生

长；（２）以往研究一般在培养基中仅添加ＮＡＡ，本试验将其设
定为因素之一，结果表明，ＮＡＡ与增殖倍数呈负相关，不加
ＮＡＡ的第６处理的培养基效果最佳；（３）本试验使用的是液
体培养基，养分交换非常充分，营养物质可以更好地被

吸收［３１］。

由表７可知，第８处理的培养基中外植体的增殖倍数为
０，观察发现该组培养基中的外植体无明显生长，逐渐变成褐
色，可能原因是激素配比不利于芽的生长，同时液体培养基中

氧气含量比较低，外植体易发生缺氧坏死。

２．３　生根培养基的优化
生根培养３０ｄ后，生根率统计结果见表９。极差分析表

明，对互叶白千层生根率的影响大小依次是：ＮＡＡ＞基本培养
基＝ＩＡＡ＞蔗糖。由表９可知，所有培养基的生根率都在８０％
以上，第６处理的生根率和根系发达程度最高。观察可知，该
处理试管苗根系发达，有３级根，一级根上生成粗细不同的二
级根，并且在粗二级根上形成三级根，各级根上均有少量根

毛；在以后炼苗时发现，这样的根系更加有利于移栽成活。因

此，最佳生根培养基是含 ３０ｇ／Ｌ蔗糖、０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ和
０ｍｇ／ＬＩＡＡ的１／２ＭＳ培养基。
２．４　移栽

幼苗移栽是试管苗从实验室适宜生长环境到复杂外界环

境，并发生从异养到自养的转变过程。因此，移栽前要进行炼

苗，让试管苗更好地适应自然环境。在本试验中，经过炼苗，

幼苗的地上、地下部分均具有较强木质化，移栽成活率达

８０％以上；其中，茎部粗壮、叶片浓绿、根系发达的幼苗，移栽
时更易成活。
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表９　互叶白千层生根的正交试验结果

处理
因素

Ａ：培养基 Ｂ：蔗糖 Ｃ：ＮＡＡ Ｄ：ＩＡＡ
生根率

（％） 生根状况

１ １ １ １ １ ９６．１ 根数多，细长
２ １ ２ ２ ２ ９８．２ 根数多，细短
３ １ ３ ３ ３ ８１．８ 根数多，细短
４ ２ １ ３ ２ ８０．０ 根数少，粗壮
５ ２ ２ １ ３ ９３．０ 根数少，粗壮
６ ２ ３ ２ １ １００．０根数多，粗壮
７ ３ １ ２ ３ ９８．１ 根数少，粗壮
８ ３ ２ ３ １ ８４．９ 根数少，粗壮
９ ３ ３ １ ２ ９８．１ 根数少，细长
ｋ１ ９２．０ ９１．４ ９５．７ ９３．７
ｋ２ ９１．０ ９２．０ ９８．８ ９２．１
ｋ３ ９３．７ ９３．３ ８２．２ ９１．０
Ｒ ２．７ １．９ １６．６ ２．７

３　结论

通过正交试验得出互叶白千层外植体的最佳诱导培养基

为ＭＳ＋０．０１％ＡＣ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ，诱
导率达 ８２．８％；最佳增殖培养基为 ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋
０．２５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，增殖倍数达 ３１倍；最佳生根培养基为
１／２ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ，生根率达１００％；移
栽 ３０ｄ后，成活率达８０％以上。研究结果为互叶白千层的
工厂化育苗提供了科学依据。
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验研究［Ｊ］．中药材，２０１３，３６（６）：９８８－９９１．

［１７］ＣｏｘＳＤ，ＭａｎｎＣＭ，ＭａｒｋｈａｍＪＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍｏｄｅｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ａｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｓｓｅｎｔｉａｌｏｉｌｏｆＭｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｆｏｌｉａ（ｔｅａｔｒｅｅｏｉｌ）［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０００，８８（１）：１７０－１７５．

［１８］ＣａｌｌａｎｄｅｒＪＴ，ＪａｍｅｓＰＪ．Ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌａｎｄｒｅｐｅｌｌｅｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅａｔｒｅｅ
（Ｍｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｆｏｌｉａ）ｏｉｌａｇａｉｎｓｔＬｕｃｉｌｉａｃｕｐｒｉｎａ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ，２０１２，１８４（２／３／４）：２７１－２７８．

［１９］ＩｏｒｉＡ，ＧｒａｚｉｏｌｉＤ，ＧｅｎｔｉｌｅＥ，ｅｔａｌ．Ａｃａｒｉｃｉｄａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｔｈｅｅｓ
ｓｅｎｔｉａｌｏｉｌｏｆＭｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｆｏｌｉａＣｈｅｅｌ（ｔｅａｔｒｅｅｏｉｌ）ａｇａｉｎｓｔ
ｎｙｍｐｈｓｏｆＩｘｏｄｅｓｒｉｃｉｎｕｓ［Ｊ］．ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＰａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ，２００５，１２９
（１／２）：１７３－１７６．

［２０］ＪａｍｅｓＰＪ，ＣａｌｌａｎｄｅｒＪＴ．Ｄｉｐｐｉｎｇａｎｄｊｅｔｔｉｎｇｗｉｔｈｔｅａｔｒｅｅ
（Ｍｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｆｏｌｉａ）ｏｉｌｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｃｏｎｔｒｏｌｌｉｃｅ（Ｂｏｖｉｃｏｌａｏｖｉｓ）
ｏｎｓｈｅｅｐ［Ｊ］．ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＰａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ，２０１２，１８９（２／４）：３３８－３４３．

［２１］田玉红，邹克兴，刘　政，等．互叶白千层精油的提取工艺及其
在卷烟中的应用研究［Ｊ］．安徽农业科学，２００８，３６（２９）：
１２５４３－１２５４５．　

［２２］刘布鸣，董晓敏，黄　艳，等．互叶白千层的化学成分研究［Ｊ］．
中草药，２０１１，４２（７）：１２８２－１２８４．

［２３］肖凯军，李 琳，郭祀远，等．互叶白千层油的提取和应用［Ｊ］．食
品科技，２０００（１）：１２－１３．

［２４］张燕君，古佛政．互叶白千层精油的组分及抗菌作用［Ｊ］．广东
林业科技，１９９８，１４（２）：３１－３４．

［２５］ＨｏｍｅｒＬＥ，ＬｅａｃｈＤＮ，ＬｅａＤ，ｅｔａｌ．Ｎａｔｕｒａｌｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｅｓｓｅｎ
ｔｉａｌｏｉｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｆｏｌｉａＣｈｅｅｌ（Ｍｙｒｔａｃｅａｅ）［Ｊ］．
ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓａｎｄＥｃｏｌｏｇｙ，２０００，２８（４）：３６７－３８２．

［２６］Ｅｓｓｅｎｔｉａｌｏｉｌｓ－ｏｉｌｏｆＭｅｌａｌｅｕｃａ，ｔｅｒｐｉｎｅｎ－４－ｏｌｔｙｐｅ（ｔｅａｔｒｅｅ
ｏｉｌ）．ＩＳＯ－４７３０［Ｒ］．Ｇｅｎｅｖａ：ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＯｒｇａｎｉｓａｔｉｏｎｆｏｒ
Ｓｔａｎｄａｒｄｉｓａｔｉｏｎ，１９９６．
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［２７］周丽华，张华通，龚　峥，等．互叶白千层工厂化育苗技术［Ｊ］．

广东林业科技，２００１，１７（１）：１６－１９．
［２８］郭逸成．互叶白千层扦插育苗技术研究［Ｊ］．防护林科技，２００７

（３）：２６－２７．
［２９］李晓林，梁国鲁，胡英浩，等．互叶白千层的扦插繁殖试验研究

［Ｊ］．西南园艺，２００３，３１（１）：１６－１８．
［３０］ＬｉｓｔＳＥ，ＢｒｏｗｎＰＨ，ＬｏｗＣＳ，ｅｔａｌ．Ａｍｉｃｒｏｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒ

Ｍｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｆｏｌｉａ（ｔｅａｔｒｅｅ）［Ｊ］．ＡｎｉｍａｌＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎＳｃｉｅｎｃｅ，
１９９６，３６（６）：７５５－７６０．

［３１］ＤｅＯｌｉｖｅｉｒａＹ，ＰｉｎｔｏＦ，ＤａＳｉｌｖａＡＬＬ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｆｏｒｍｉｃｒｏｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎｏｆＭｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｆｏｌｉａＣｈｅｅｌ［Ｊ］．ＩｎＶｉｔｒｏ
Ｃｅｌｌｕｌａｒ＆ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ－Ｐｌａｎｔ，２０１０，４６（２）：１９２－１９７．

［３２］樊吉尤，莫昭展，杨　福，等．不同培养条件对互叶白千层丛生
芽增殖的影响［Ｊ］．安徽农业科学，２０１１，３９（２４）：１４７０５－
１４７０７．　

［３３］ＳｃｈｅｉｄｔＧＮ，ＬｏｐｅｓＤａＳｉｌｖａＡＬ，ＤｅＯｌｉｖｅｉｒａＹ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｒｏｗｔｈｏｆＭｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｆｏｌｉａＣｈｅｅｌｉｎｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｏｆｉｍｍｅｒｓｉｏｎｂｙ
ｂｕｂｂｌｅｓ［Ｊ］．ＰａｋｉｓｔａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，２０１１，４３（６）：２９３７－
２９３９．　

［３４］ＳｏｕｔｈｗｅｌｌＩＡ，ＳｔｉｆｆＩＡ，ＢｒｏｐｈｙＪＪ．ＴｅｒｐｉｎｏｌｅｎｅｖａｒｉｅｔｉｅｓｏｆＭｅｌａｌｅｕ
ｃａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｓｓｅｎｔｉａｌＯｉｌＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９２，４（４）：３６３－
３６７．　

［３５］张　梅，幸世林．互叶白千层大棚引种育苗［Ｊ］．林业实用技
术，２００３（７）：２１－２２．

李　芳．基于多个核基因序列的１株皮伞属菌株的鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（３）：２４－２５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０３．００７

基于多个核基因序列的１株皮伞属菌株的鉴定
李　芳

（滨州学院化学工程系，山东滨州２５６６００）

　　摘要：提取在北京市房山地区野外环境中采集的１株野生菌子实体的基因组 ＤＮＡ，并以此为模板进行 ＩＴＳ、ＬＳＵ
和ＳＳＵ片段的扩增、测序及比对分析。结果发现，从菌丝体基因组ＤＮＡ中扩增获得了７００ｂｐ左右的ＩＴＳ片段、８５０ｂｐ
左右的ＬＳＵ片段和１８００ｂｐ左右的ＳＳＵ片段，经序列测定及比对，表明该真菌是Ｍａｒａｓｍｉｅｌｌｕｓ属菌株。建立了一种野
生真菌快速、准确的鉴定方法。

　　关键词：皮伞属；分子鉴定；ＩＴＳ；ＬＳＵ；ＳＳＵ
　　中图分类号：Ｓ６４６．０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０３－００２４－０２

收稿日期：２０１４－０４－１７
作者简介：李　芳（１９８１—），女，山东滨州人，硕士，讲师，从事分子
生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｆａｎｇ１９８１＠１２６．ｃｏｍ。

　　我国地域广阔，野生食用菌资源丰富、种类繁多、分布广
泛、蕴藏量大。野生食用菌分类鉴定是涉及资源保护利用及

产业发展的一项基础性研究工作［１］。随着分子生物学技术

的广泛应用，从分子的层面上对野生菌进行快速、有效的鉴

定，为野生菌的鉴定、开发及利用提供了很大的便利［２］。本

研究对北京市房山地区采集的１株野生菌进行分子鉴定，并
通过多个核基因序列的测定及比对分析，从而对该野生菌株

的遗传地位进行解析，为该野生菌的开发利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　子实体，采集自北京市房山区东湖港风景
区的野生菌。

１．１．２　试剂　基因组ＤＮＡ提取试剂盒ＤｎｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ
和凝胶回收试剂盒ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ购自德国ＱＩＡ
ｇｅｎ公司；ＴａＫａＲａＰＣＲＭｉｘ购自大连宝生物公司；琼脂糖购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．１．３　仪器　ＰＣＲ仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ，ｍｙｃｙｃｌｅｒ）、凝胶成像系统
（ＢＩＯ－ＲＡＤ）、电泳仪（北京六一 ＤＹＹ－Ⅲ －１２Ｂ）、离心机

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４１８）、移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）等。
１．２　方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ的提取　取少量子实体于１．５ｍＬ离心
管中，加入少量液氮，研磨棒研磨至粉末状后，利用 Ｄｎｅａｓｙ
ＰｌａｎｔｍｉｎｉＫｉｔ试剂盒（ＱＩＡｇｅｎ，货号：６９１０４）说明书进行 ＤＮＡ
的提取。

１．２．２　ＩＴＳ－ＰＣＲ扩增　选取 ＩＴＳ５（５′－ＧＧＡＡＧＴＡ
ＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′）和 ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ－３′）为引物［３］，以所提基因组 ＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增。扩增程序为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５６℃
１ｍｉｎ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环；７２℃ ７ｍｉｎ；降至４℃结束。反
应体系为５０μＬ。然后进行电泳检测。
１．２．３　ＬＳＵ－ＰＣＲ扩增　选取 ＬＲ５（５′－ＴＣＣＴＧＡＧＧ
ＧＡＡＡＣＴＴＣＧ－３′，ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｆｕｎｇｉ／ｍｙｃｏｌａｂ／
ｐｒｉｍｅｒｓ．ｈｔｍ）和 ＬＲＯＲ（５′－ＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＣＴＴＡＡＧＣ－３′，
ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｆｕｎｇｉ／ｍｙｃｏｌａｂ／ｐｒｉｍｅｒｓ．ｈｔｍ）为引物，
以所提基因组 ＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增。扩增程序为：
９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５６℃ １ｍｉｎ，７２℃ ６０ｓ，３０个
循环；７２℃１０ｍｉｎ；降至４℃结束。反应体系为５０μＬ。然后
进行电泳检测。

１．２．４　ＳＳＵ－ＰＣＲ扩增　选取 ＮＳ１（５′－ＧＴＡＧＴＣＡＴＡＴＧＣＴ
ＴＧＴＣＴＣ － ３′，ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｌｏｇｙ．ｄｕｋｅ．ｅｄｕ／ｆｕｎｇｉ／ｍｙｃｏｌａｂ／
ｐｒｉｍｅｒｓ．ｈｔｍ）和 ＮＳ８（５′－ＴＣＣＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣＧＧＡ－３′，
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