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互叶白千层优株筛选及丛生芽诱导培养
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（南昌师范学院，江西南昌３３００３２）

　　摘要：本研究以３种互叶白千层枝叶为试验材料，采用同时蒸馏法提取精油，通过气相色谱 －质谱（ＧＣ－ＭＳ）联
用分析鉴定其化学成分。在此基础上，采用正交试验对优株诱导培养基的激素种类和浓度进行优化。结果发现，互叶

白千层品种２精油中松油醇 －４含量为４２．９％，１，８－桉树油素含量为１１．２４％，较佳的丛生芽诱导培养基为 ＭＳ＋
００５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５％活性炭＋０．０７ｍｍｏｌ／Ｌ硝酸镧，ｐＨ值５．８，该条件下的诱导率是９６．４％。
结果表明，互叶白千层品种２是高精油优良株系，精油成分符合国际标准（ＩＳＯ４７３０—１９９６），上述丛生芽诱导培养基为
最佳诱导培养基。
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　　互叶白千层（Ｍｅｌａｌｅｕｃａａｌｔｅｒｎｉｉｆｏｌｉａ）属于桃金娘科
（Ｍｙｒｔａｃｅａｅ）白千层属（Ｍｅｌａｔｅｕｃａ）常绿小乔木，原产于澳洲北
部沿海地带，现已被大量引种到部分热带和亚热带的国家和

地区［１］。互叶白千层耐干旱贫乏及渍水地，适合种植在气温

不低、无霜期长的地区，２０世纪８０年代引种到我国，现主要
分布在广东、广西和云南等地［２］。互叶白千层的新鲜枝叶和

树干提取的精油俗称茶树油，茶树油散发出宜人的肉豆蔻香

气，能够有效、无刺激地杀死人身体皮肤表层的真菌和细

菌［３－６］，并对一些病毒具有抑制作用［７－９］，因而广泛应用于医

用药品、食品防腐、护肤品、香料产业和农业药品等领域［１０－１３］。

互叶白千层花色洁白聚生，树型整齐，气味芳香，是创建保健园

林绿化树种的首选，且其能够耐湿生、抗水淹，可以固定河

床［１４］。所以，种植互叶白千层具有很大的生态和经济效益。

互叶白千层可分为３种类型，松油醇－４型，桉叶油素型
和混合型，现在能被广为利用的是松油醇 －４型［１５］。而我国

引进的树种良莠不齐，所提取的茶树油大部分不符合国际标

准，给茶树油的生产和贸易带来了许多问题。目前，国内并没

有学者对互叶白千层系统地进行优良精油株系筛选。所以，

有必要进行优株的筛选。互叶白千层种子多败育，发芽率仅

１０％左右，且后代易产生变异［１６］。扦插生根率虽高，但成活

率较低［１７－１８］。而通过快速繁殖技术获得的组培苗由于具有

产量高，易于生产管理，且能保持原有品种的优良性状等优

点，有希望成为互叶白千层产业化育苗的主要繁殖手段。目
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前，互叶白千层组培快速繁殖技术不成熟，丛生芽诱导率普遍

较低。

为筛选获得互叶白千层高精油产量优株，并解决制约优

株丛生芽诱导的瓶颈问题，本课题收集３种不同来源的互叶
白千层株系，采用同时蒸馏法和气相色谱－质谱联用技术，提
取并分析精油成分，对照国际标准，选取得油率高、品质好的

优株，再以该株系为试验材料，采用正交试验筛选出丛生芽诱

导培养基，为培育出大量高品质种苗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
互叶白千层：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和福建省永安市黄泥家有限责任公司

提供。前者提供的材料称为品种１，后者提供的材料有２个
品种，分别称为品种２和品种３。试验所用试剂均为国产分
析纯。

１．２　仪器
ＺＹ１００型同时蒸馏萃取仪，上海银泽仪器设备有限公司；

ＺＴ－５０Ｌ型旋转蒸发仪，郑州长盛实验仪器有限公司；
ＱＰ５０５０Ａ型气相色谱－质谱联用仪，日本岛津公司；ＬＭＱＣ型
立式灭菌锅，山东新华医疗器械股份有限公司；ＳＷ－ＣＪ－
２ＦＤ净化工作台，上海博迅实业有限公司；ＪＹ３００２电子天平，
上海舜宇恒平科学仪器有限公司；艾柯 ＤＺＧ－３０３Ａ超纯水
仪，成都唐氏康宁科技发展有限公司；ＲＤＸ型智能人工气候
箱，宁波东南仪器有限公司。

１．３　试验方法
１．３．１　精油提取和理化常数测定　随机采取互叶白千层带
叶的嫩枝，用自来水冲洗干净，随即阴干，剪碎至５０～６０ｍｍ
并封袋冷藏备用。将１００ｇ剪碎的互叶白千层枝叶放入同时
蒸馏仪一端的圆底烧瓶（１０００ｍＬ）中，加入约８００ｍＬ蒸馏
水，使用电炉加热；装置的另一端加入８０ｍＬ乙醚作为萃取
剂，在水浴锅上加热，水浴温度为３４．５℃。蒸馏萃取的时间
为４ｈ。蒸馏萃取完成后，用旋转蒸发仪除去混合液中的乙
醚，温度设定为３０℃，最后加入６０ｇ无水硫酸钠，干燥备用。
试验重复４次，取平均值。相对密度依据ＧＢ／Ｔ１１５４０—２００８
《香料　相对密度的测定》测定；折光指数依据 ＧＢ／Ｔ
１４４５４．４—２００８《香料　折光指料的测定》测定；旋光度依据
ＧＢ／Ｔ１４４５４．５—２００８《香料　旋光度的测定》测定；乙醇中溶
解（混）度依据 ＧＢ／Ｔ１４４５５．３—２００８《香料　乙醇中溶解
（混）度的评估》测定。

１．３．２　气相色谱－质谱工作参数　（１）色谱柱：柱箱采用程
序升温，起始温度为６０℃，保持２ｍｉｎ，之后以８℃／ｍｉｎ升至
２５０℃，保持５ｍｉｎ。进样口温度为２５０℃，以 Ｈｅ为载气，其

流速为 ０．４ｍＬ／ｍｉｎ，压力为 ５６．７ｋＰａ，流出物分流比为
２０∶１。（２）质谱条件：质谱电离方式为 ＥＩ，接口温度为
２８０℃，电子能量为７０ｅＶ，四级杆温度为１５０℃，离子源温度
为２３０℃，溶剂延迟 ３ｍｉｎ。质谱质量扫描范围为 ３３～
４００ａｍｕ，电子倍增器电压为 １９４１．２Ｖ。利用检索谱库
（ＮＩＳＴ１４．Ｌ）对样品进行定性分析，并采用峰面积归一化法对
各样品成分进行定量分析。精油检测单位是南昌大学分析检

测中心，每个样品检测量为１μＬ。
１．３．３　外植体的表面灭菌及预处理　在温室大棚中栽培互
叶白千层小苗，水肥管理４０ｄ后，在株高２０ｃｍ处去除顶部。
然后继续培养４５ｄ，取靠近顶部未木质化的新鲜嫩枝，去除嫩
枝上的叶片，将其置于适量浓度洗衣粉溶液中，振荡摇匀

２５ｍｉｎ，用自来水持续清洗１．５ｈ；使用两步脱毒法对外植体进
行表面灭菌，在超净工作台上将嫩枝浸入７５％乙醇３０ｓ，振
荡，并用无菌水冲洗３～４次，然后，用０．１％升汞浸泡３ｍｉｎ，
振荡，用无菌水冲洗４～５次，待用。剪去嫩枝两端，并将其剪
成１ｃｍ的茎段，每个茎段包含２～３个节点，每瓶丛生芽诱导
培养基接种５个茎段，３ｄ后继代培养，以缓解外植体的褐化。
１．３．４　诱导培养基的优化　采用４因素４水平Ｌ１６（４

５）正交

试验，共１６组固体培养基，每组１０瓶，每瓶５个茎段；２５ｄ后
统计长芽的外植体数、芽数、坏死的茎段数，并计算诱导率。

培养条件：温度（２５±２）℃，光照 １２ｈ／ｄ，光照度 ２５００～
３０００ｌｘ。培养基为固体培养，调ｐＨ值为５．８。

诱导率＝诱导出芽的外植体数 ÷接种的外植体数 ×
１００％。　

２　结果与讨论

２．１　精油提取和理化常数测定
用同时蒸馏法分别测定３个品种的互叶白千层精油的得

油率，结果发现，互叶白千层品种２提取精油的得油率最高，
达１．５４％，比品种１、品种３分别高２３．３８％、１８．１８％（表１）。

表１　不同品种互叶白千层茶树油的得油率

材料品种
样品质量

（ｇ）
精油量

（ｇ）
得油率

（％）

品种１ １００ １．１８ １．１８
品种２ １００ １．５４ １．５４
品种３ １００ １．２６ １．２６

　　采用国标方法测得精油的相对密度、折光指数、旋光度及
在乙醇中的溶解度。将测得的理化常数与ＩＳＯ国际标准相比
较，发现品种１和品种２精油均满足国际标准。品种３除了
在乙醇中的溶解度符合该标准之外，其余几项常数均不满足

国际标准（表２）。

表２　不同品种互叶白千层茶树油的理化常数

项目
相对密度

（２０℃）
折光指数

（２０℃）
旋光度

（２０℃） 乙醇中的溶解度１）

ＩＳＯ标准 ０．８８５～０．９０６ １．４７５０～１．４８２０ ＋５°～＋１５° １ｍＬ茶树油全溶于不大于２ｍＬ的乙醇中，溶液澄清
品种１ ０．９０４１ １．４７５３ ＋６．２° １ｍＬ精油全溶于１．５ｍＬ的乙醇中，溶液澄清
品种２ ０．８９１３ １．４８０６ ＋８．４° １ｍＬ精油全溶于１．５ｍＬ的乙醇中，溶液澄清
品种３ ０．９１５９ １．４６１ ＋３．２° １ｍＬ精油全溶于１．５ｍＬ的乙醇中，溶液澄清

　　注：１）２０℃下，在８５％ （体积分数）乙醇中的溶解度。
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２．２　不同品种互叶白千层精油的化学成分
通过采用ＧＣ／ＭＳ对互叶白千层精油进行化学成分的分

离和鉴定，经相关资料查询，定性定量分析（表３至表５），结
果发现，样品间精油化学成分存在差异。将测得的主要化学

成分与 ＩＳＯ国际标准相比较，发现互叶白千层精油质量主要
是由它所含的松油醇－４和１，８－桉叶油素的含量来决定，前
者是松油醇 －４型精油主要的活性成分，其含量不应低于
３０％，后者会使茶树油带有一定的刺激性气味，影响油香，对
皮肤也有一定的刺激性，含量应低于１５％（表６）。

表３　品种１茶树油化学成分分析结果

保留时间

（ｍｉｎ） 化合物 分子式
相对百分

含量（％）
符合度

（％）
５．０７６ α－崖柏烯 Ｃ１０Ｈ１６ １．２５ ９５
５．２１５ α－蒎烯 Ｃ１０Ｈ１６ ２．７６ ９６
６．７７０ 异松油烯 Ｃ１０Ｈ１６ ７．６９ ９８
６．９１６ 邻伞花烃 Ｃ１０Ｈ１４ ４．５７ ９４
７．００６ β－松油烯 Ｃ１０Ｈ１６ １．７８ ８７
７．０５１ １，８－桉叶油素 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ３．４１ ９７
７．６０３ γ－松油烯 Ｃ１０Ｈ１６ １２．３２ ９６
８．１４９ 异松油烯 Ｃ１０Ｈ１６ ３．５３ ９８
９．９４５ 松油醇－４ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ２６．２２ ９４
１０．１１２ α－松油烯 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ４．３８ ８６
１４．４３６ 香树烯 Ｃ１５Ｈ２４ ３．０８ ９９
１４．７８１ 别香树 Ｃ１５Ｈ２４ １．２０ ９９
１４．９４６ γ－杜松烯 Ｃ１５Ｈ２４ １．０８ ９１
１５．３１２ 绿花白千层 Ｃ１５Ｈ２４ ４．７６ ９９
１５．７０１ δ－杜松烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２．５８ ９４
１６．６６４ 蓝桉醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ １．４２ ９９

表４　样品２茶树油化学成分分析结果

保留时间

（ｍｉｎ） 化合物 分子式
相对百分

含量（％）
符合度

（％）

５．０７９ α－蒎烯 Ｃ１０Ｈ１６ ２．０８ ９６
６．７５５ α－松油烯 Ｃ１０Ｈ１６ ５．０３ ９７
６．９０６ 对伞花烃 Ｃ１０Ｈ１４ ４．２０ ９７
６．９９１ Ｄ－柠檬烯 Ｃ１０Ｈ１６ １．２６ ９８
７．０４３ １，８－桉叶油素 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １１．２４ ９７
７．５６５ γ－松油烯 Ｃ１０Ｈ１６ １１．１３ ９７
８．１４０ 异松油烯 Ｃ１０Ｈ１６ １．９０ ９８
９．８５４ 松油醇－４ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ４２．９０ ９５
１０．０７０ α－松油烯 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ４．４５ ７４
１４．４２３ 香树烯 Ｃ１５Ｈ２４ １．４３ ９９
１５．２９５ 绿花白千层 Ｃ１５Ｈ２４ ２．０８ ９９
１５．６９０ δ－杜松烯 Ｃ１５Ｈ２４ １．６５ ９４

　　品种１的松油醇－４含量为２６．２２％，小于３０％，１，８－桉
树油素含量为３．４１％，小于１５％，不符合国际标准；品种２的
松油醇－４含量为４２．９０％，大于３０％，１，８－桉树油素含量
为１１．２４％，小于１５％，符合该标准；品种３的松油醇 －４为
２５．４６％，低于 ３０％，１，８－桉树油素含量为 １．９１％，小于
１５％，不符合标准。
　　综合上述，按照精油国际质量标准 （ＩＳＯ４７３０—
１９９６）［１６］，品种２的精油得油率最高，精油的相对密度、折光
指数、旋光度及在乙醇中的溶解度满足国际标准，松油醇 －４
和１，８－桉叶油素达到国际标准，即由福建省永安市黄泥家
有限责任公司提供的互叶白千层品种２植株是符合条件的优

表５　样品３茶树油化学成分分析结果

保留时间

（ｍｉｎ） 化合物 分子式
相对含量

（％）
符合度

（％）
５．２１４ α－蒎烯 Ｃ１０Ｈ１６ １．１０ ９６
６．９１４ 邻伞花烃 Ｃ１０Ｈ１４ ３．２３ ９３
７．０４８ １，８－桉叶油素 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １．９１ ９７
７．５７３ γ－松油烯 Ｃ１０Ｈ１６ ３．１２ ９７
９．９８５ 松油醇－４ Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ２５．４６ ９４
１０．１４２ α－松油烯 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ ５．６６ ９０
１２．３８０ 己二烯酸 Ｃ６Ｈ８Ｏ２ １．４７ ５８
１４．４３５ 香树烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２．１４ ９９
１４．７７９ 石竹烯 Ｃ１５Ｈ２４ １．０２ ９９
１５．３０６ 绿花白千层 Ｃ１５Ｈ２４ ２．５８ ９９
１５．７０３ δ－杜松烯 Ｃ１５Ｈ２４ ２．６０ ９３
１６．２９６ 表蓝桉醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ １．０２ ９９
１６．５７２ 斯巴醇 Ｃ１５Ｈ２４Ｏ １．７６ ９９
１６．６９６ 蓝桉醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ６．３８ ９９
１６．９３６ 八氢四甲基萘甲醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ １．８８ ９１
１７．２９１ 库贝醇 Ｃ１５Ｈ２６Ｏ ２．１６ ９８
１７．４９４ α－荜澄茄油烯 Ｃ１５Ｈ２４ １．２６ ６４

表６　不同品种互叶白千层茶树油的主要化学成分

项目 松油醇－４（％） １，８－桉叶油素（％）

ＩＳＯ标准 （毛细管柱气相色谱法）

≥３０
（毛细管柱气相色谱法）

≤１５

品种１ ２６．２２ ３．４１
品种２ ４２．９０ １１．２４
品种３ ２５．４６ １．９１

良株系。

２．３　诱导培养基的优化
将１ｃｍ的互叶白千层茎段接种到诱导培养基中，培养

２５ｄ后计算诱导率（表７）。极差分析表明，影响丛生芽诱导
效果４个因素的强弱顺序为：活性炭 ＞硝酸镧 ＞６－ＢＡ＞
ＮＡＡ。随着活性炭浓度的增大，诱导率呈先增大后减小趋势，
当活性炭浓度为０．０５％时诱导率最高。随着 ＮＡＡ浓度的上
升，诱导率先上升后下降，当 ＮＡＡ浓度达０．０５ｍｇ／Ｌ时丛生
芽数最多，大于此浓度，丛生芽数减少，可能的原因是适量浓

度的ＮＡＡ对细胞分裂发挥正向调节作用，过高浓度的 ＮＡＡ
起到反向调节作用。

由直观分析法可知，４个因素的最佳搭配为 Ａ４Ｂ３Ｃ２Ｄ３，
即最佳诱导培养基为 ＭＳ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ
０．１５ｍｇ／Ｌ＋活性炭０．０５％ ＋硝酸镧 ０．０７ｍｍｏｌ／Ｌ。此条件
的试验在正交表的１６次试验中并没有出现，通过做补充试
验，结果得到丛生芽诱导率为９６．４％、芽数达到１２．４３，大于
正交试验结果中的最高值９３．５％和１１．５９，说明利用正交试
验优化丛生芽诱导是成功的。方差分析表明（表８、表９），４
个因素对诱导率及芽数无显著影响。

３　结论

通过同时蒸馏和ＧＣ－ＭＳ试验得出符合国际标准的互叶
白千层优株是福建省永安市黄泥家有限责任公司提供的品种

２，其精油中松油醇－４含量为４２．９０％，１，８－桉树油素含量
为１１．２４％；最佳诱导培养基为 ＭＳ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０．１５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５％活性炭＋０．０７ｍｍｏｌ／Ｌ硝酸镧，该
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表７　互叶白千层芽诱导的正交试验结果

处理
因素

Ａ：硝酸镧 Ｂ：活性炭 Ｃ：ＮＡＡ Ｄ：６－ＢＡ
诱导率

（％）
芽数

（个）

１ １（０．０１） １（０．０１） １（０．０３） １（０．０５） ５５．０ ４．１５
２ ３（０．０５） １（０．０１） ３（０．０７） ３（０．１５） ５１．２ ４．２１
３ ４（０．０７） １（０．０１） ４（０．０９） ４（０．２０） ５８．５ ３．４４
４ ２（０．０３） １（０．０１） ２（０．０５） ２（０．１０） ５１．３ ３．６７
５ １（０．０１） ３（０．０５） ４（０．０９） ２（０．１０） ５７．５ ４．４０
６ １（０．０１） ２（０．０３） ３（０．０７） ４（０．２０） ６１．４ ３．６８
７ １（０．０１） ４（０．０７） ２（０．０５） ３（０．１５） ６２．８ ５．２８
８ ３（０．０５） ４（０．０７） ４（０．０９） １（０．０５） ５３．５ ３．９３
９ ２（０．０３） ４（０．０７） １（０．０３） ４（０．２０） ５２．８ ４．０８
１０ ２（０．０３） ３（０．０５） ３（０．０７） １（０．０５） ７６．１ ７．００
１１ ４（０．０７） ４（０．０７） ３（０．０７） ２（０．１０） ７１．１ ４．１６
１２ ３（０．０５） ２（０．０３） １（０．０３） ２（０．１０） ５２．４ ３．６２
１３ ４（０．０７） ３（０．０５） １（０．０３） ３（０．１５） ８３．０ ６．２３
１４ ２（０．０３） ２（０．０３） ４（０．０９） ３（０．１５） ９３．５ １１．５９
１５ ３（０．０５） ３（０．０５） ２（０．０５） ４（０．２０） ８７．２ ６．５７
１６ ４（０．０７） ２（０．０３） ２（０．０５） １（０．１０） ８９．４ ９．５３
ｋ１ ５９．２ ５４．０ ６０．８ ６８．５
ｋ２ ６８．４ ７４．２ ７２．７ ５８．１
ｋ３ ６１．１ ７６．０ ６５．０ ７２．６
ｋ４ ７５．５ ６０．１ ６５．８ ６５．０
极差 １６．３ ２２ １１．９ １４．５

　　注：以ＭＳ为诱导培养的基本培养基，括弧中数据为添加物浓
度：ＮＡＡ为ｍｇ／Ｌ，６－ＢＡ为ｍｇ／Ｌ，活性炭为％，硝酸镧为ｍｍｏｌ／Ｌ。

表８　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 Ｐ值
校正模型 ０．２８５ １２ ０．０２４ １．２９７ ０．４６８
截距 ６．８４５ １ ６．８４５ ３７３．６４７ ０．０００
硝酸镧 ０．０８８ ３ ０．０２９ １．６０４ ０．３５４
活性炭 ０．１５８ ３ ０．０５３ ２．８６９ ０．２０５
６－ＢＡ ０．０４６ ３ ０．０１５ ０．８４３ ０．５５４
ＮＡＡ ０．０５１ ３ ０．０１７ ０．９３２ ０．５２２
误差 ０．０５５ ３ ０．０１８
总计 ７．３１９ １６

校正总计 ０．３４０ １５

表９　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 Ｐ值
校正模型 ６８．５２０ １２ ５．７１０ １．２３９ ０．４８６
截距 ４６０．７８１ １ ４６０．７８１ １００．０２４ ０．００２
硝酸镧 １５．９６４ ３ ５．３２１ １．１５５ ０．４５４
活性炭 ３３．０２５ ３ １１．００８ ２．３９０ ０．２４７
６－ＢＡ １２．５２７ ３ ４．１７６ ０．９０６ ０．５３１
ＮＡＡ １９．９２１ ３ ６．６４０ １．４４１ ０．３８６
误差 １３．８２０ ３ ４．６０７
总计 ５３９．６５８ １６

校正总计 ８２．３４０ １５

条件下诱导率达９６４％。研究结果可为互叶白千层的工厂
化育苗提供了科学依据。
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