
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［２４］林　静，张所兵，张云辉，等．利用染色体片段置换系定位水稻

抗纹枯病ＱＴＬｓ［Ｊ］．江苏农业学报，２０１３，２９（４）：６９１－６９５．

［２５］林　静，张云辉，陈海元，等．水稻地方品种苗期耐盐 ＱＴＬ的定

位［Ｊ］．华北农学报，２０１９，３４（增刊１）：１－５．

［２６］ＷｅｎｇＪＦ，ＧｕＳＨ，ＷａｎＸ Ｙ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｉｎｉｔｉａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＧＷ５，ａｍａｊｏｒＱＴＬａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｒｉｃｅｇｒａｉｎ

ｗｉｄｔｈａｎｄｗｅｉｇｈｔ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２００８，１８（１２）：１１９９－１２０９．

［２７］ＺｈａｎｇＸＪ，ＷａｎｇＪＦ，ＨｕａｎｇＪ，ｅｔａｌ．ＲａｒｅａｌｌｅｌｅｏｆＯｓＰＰＫＬ１

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｇｒａｉｎｌｅｎｇｔｈｃａｕｓｅｓｅｘｔｒａ－ｌａｒｇｅｇｒａｉｎａｎｄａ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｙｉｅｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｒｉｃｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌ

ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２０１２，１０９

（５２）：２１５３４－２１５３９．

［２８］ＩｓｈｉｍａｒｕＫ，ＨｉｒｏｔｓｕＮ，ＭａｄｏｋａＹ，ｅｔａｌ．ＬｏｓｓｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＩＡＡ－

ｇｌｕｃｏｓｅｈｙｄｒｏｌａｓｅｇｅｎｅＴＧＷ６ｅｎｈａｎｃｅｓｒｉｃｅｇｒａｉｎｗｅｉｇｈｔａｎｄ

ｉｎｃｒｅａｓｅｓｙｉｅｌｄ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１３，４５（６）：７０７－７１１．

［２９］ＬｉＹＢ，ＦａｎＣＣ，ＸｉｎｇＹＺ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｌｋ５ｅｎｃｏｄｅｓａｖａｃｕｏｌａｒＨ＋－

ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｎｇｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｇｒａｉｎｃｈａｌｋｉｎｅｓｓｉｎｒｉｃｅ

［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１４，４６（４）：３９８－４０４．

［３０］孙春龙．水稻抗性淀粉含量性状的ＱＴＬ定位及遗传分析［Ｄ］．

长春：吉林大学，２０１３．

李先民，卜朝阳，李春牛，等．杜鹃红山茶愈伤组织诱导条件的优化［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（２３）：６１－６５．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２１．２３．０１１

杜鹃红山茶愈伤组织诱导条件的优化
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　　摘要：为明确不同处理对杜鹃红山茶愈伤组织诱导的影响，以８年生杜鹃红山茶为材料，研究不同外植体材料、灭
菌方式、培养基种类、激素种类及配比、活性炭浓度等对杜鹃红山茶愈伤组织诱导的影响。结果表明：（１）在相同的灭
菌方式下，叶片外植体愈伤诱导率均明显高于叶柄外植体和花瓣外植体。采用０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌５ｍｉｎ，叶片外植体愈

伤诱导率最高，达４８．８９％。（２）ＭＳ培养基是最适合叶片和花瓣外植体愈伤组织诱导的基本培养基，叶片和花瓣在该
培养基中的愈伤诱导率均最高，分别达４２．１２％、３７．６２％。（３）培养基中添加不同浓度的６－ＢＡ与 ＧＡ３对叶片外植

体愈伤诱导率具有显著影响，低浓度的６－ＢＡ和高浓度的ＧＡ３有利于提高愈伤诱导率，愈伤诱导率最高的激素组合

为１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．６ｍｇ／ＬＧＡ３，诱导率达６１．６７。（４）外植体褐化率随添加活性炭浓度的增加呈

逐渐降低的趋势，添加活性炭浓度为１．２ｇ／Ｌ时，叶片和花瓣外植体褐化率最低且愈伤诱导率处于最高水平。
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　　 杜鹃红山茶 （Ｃａｍｅｌｌｉａａｚａｌｅａ）为山茶科
（Ｔｈｅａｃｅａｅ）山茶属（Ｃａｍｅｌｌｉａ）常绿灌木或小乔木，
是中国特有珍稀濒危物种，现存野生植株仅１０００
多株，仅在广东省阳春市鹅凰嶂省级自然保护区内

一个狭窄的河谷两旁有零星分布［１］，已被《中国物

种红色名录》列为极危种［２］。杜鹃红山茶花期长，

夏、秋２季为盛花期，在适宜的栽培条件下一年四季

都可以开花，是迄今为止发现的唯一能真正全年开

花的山茶物种，弥补了山茶属夏季和秋季不开花的

空白［３］。杜鹃红山茶开花稠密、花朵大而艳红，叶

形奇特、叶厚革质，植株紧凑，病虫害少，适应性强，

在园林与观赏园艺方面具有广阔的应用前景［４］；同

时，杜鹃红山茶是培育杂交四季茶花优良品种的宝

贵亲本材料，具有极高的科研价值［５］。

近年来，随着杜鹃红山茶知名度及市场需求与

日俱增，国内外关于杜鹃红山茶繁殖技术的研究也

逐渐增多，主要集中在扦插繁殖［６］、嫁接繁殖［７］、播

种育苗［８］方面，有关组织培养的研究较少。利用组

织培养，可以生产大量的优良无性系［９］，将植物组

织培养技术应用于杜鹃红山茶的快速繁殖，对种质

资源保护，丰富园林植物多样性，缓解杜鹃红山茶

苗木供应紧张的状况，为科研提供优良无性系，皆
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具有十分重要的意义。本研究以杜鹃红山茶叶片、

叶柄及花瓣作为外植体，研究不同外植体材料、灭

菌方式、培养基种类、激素种类及配比、活性炭浓度

等对杜鹃红山茶愈伤组织诱导的影响，探索提高杜

鹃红山茶愈伤组织诱导效果的技术方法，旨在为杜

鹃红山茶组织培养提供理论依据，以期为其他同类

型林木组织培养技术的研究提供经验和借鉴。

１　材料与方法

１．１　试验地概况
试验地位于广西农业科学院花卉研究所组培

中心。组织培养室培养温度为（２５±２）℃，光照度
为３０００ｌｘ，光照时长为１２ｈ／ｄ。
１．２　试验材料

试验材料采自广西农业科学院花卉研发与推

广中心山茶资源圃生长健壮的８～９年生杜鹃红山
茶植株，以成熟叶片、成熟叶片的叶柄、花瓣（选择

花苞，剥去外部受损花瓣，采用由外至内第３～４层
花瓣）３种材料作为外植体。在碟子上将叶片剪成
０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的块状，叶柄剪成约０．５ｃｍ的小
段，将花瓣剪成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的块状。
１．３　试验方法
１．３．１　不同外植体及灭菌方式　试验于２０２０年６
月进行，以叶片、叶柄、花瓣作为外植体材料，先用

７５％乙醇棉球擦洗外植体表面，饱和洗衣粉水洗涤，
再用流水冲洗１５～２０ｍｉｎ，在超净工作台上用７５％
的乙醇浸泡３０ｓ，无菌水冲洗３次后，进行灭菌处
理，灭菌剂采用 ０．１％ ＨｇＣｌ２（氯化汞）或 １０％
ＮａＣｌＯ（次氯酸钠），０．１％ ＨｇＣｌ２设置５、７、１０ｍｉｎ３
个灭菌时间，１０％ ＮａＣｌＯ设置１０、１５、２０ｍｉｎ３个灭
菌时间，共６个灭菌处理，灭菌处理后用无菌水清洗
５～６次。处理完成接种于ＭＳ＋６－ＢＡ（１．０ｍｇ／Ｌ）＋
ＮＡＡ（１．０ｍｇ／Ｌ）培养基中，各处理接种１５瓶，每瓶
３个外植体，重复３次。培养５０ｄ后统计外植体愈
伤诱导率及污染率。

１．３．２　不同外植体及培养基　试验于２０２０年６月
进行，以叶片、花瓣作为外植体材料，先用７５％乙醇
棉球擦洗表面，饱和洗衣粉水洗涤，再用流水冲洗

１５～２０ｍｉｎ，在超净工作台上用 ７５％的乙醇浸泡
３０ｓ，无菌水冲洗３次后，转入０．１％ ＨｇＣｌ２中浸泡
５ｍｉｎ，无菌水冲洗５～６次。在碟子上将叶柄剪成
约０．５ｃｍ的小段，叶片剪成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的块
状，花瓣除去最外层后，将花瓣剪成 ０．５ｃｍ×

０．５ｃｍ的块状，分别接入 ＭＳ培养基（青岛海博）、
Ｂ５培养基（青岛海博）、ＷＰＭ培养基（青岛海博）及
ＳＨ培养基（北京酷来搏）中，每种培养基均添加
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ。各处理接种１５
瓶，每瓶３个外植体，重复３次。培养５０ｄ后统计
外植体愈伤诱导率及褐化率。

１．３．３　不同激素处理　试验于２０２０年６月进行，
以叶片作为外植体材料，按“１．３．２”节的方法灭菌，
诱导培养基以ＭＳ为基本成分，添加３％蔗糖、０．４％
琼脂，同时添加不同种类和浓度的激素，采用

Ｌ９（３
４）正交设计方案（表 １），设置 ６－ＢＡ浓度、

ＮＡＡ浓度及ＧＡ３浓度等３个因素，每个因素分别设
３个水平，共９个激素组合处理，ｐＨ值５．８。各激素
组合接种１０瓶，每瓶２个外植体，重复３次。培养
５０ｄ后统计外植体愈伤诱导率。

表１　不同激素处理Ｌ９（３４）正交试验因素水平

水平
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

Ａ：６－ＢＡ Ｂ：ＮＡＡ Ｃ：ＧＡ３
空列

１ １ ０．５ ０．２ —

２ ２ １．０ ０．４ —

３ ３ １．５ ０．６ —

１．３．４　活性炭防褐化试验　试验于２０２０年６月进
行，以叶片、叶柄、花瓣作为外植体材料，按“１．３．２”
节的方法灭菌，接入不同浓度处理的培养基中。培

养基为ＭＳ＋６－ＢＡ（１．０ｍｇ／Ｌ）＋ＮＡＡ（１．０ｍｇ／Ｌ）
诱导培养基，培养基中添加活性炭浓度设置４个水
平，即０、０．４、０．６、１．２ｇ／Ｌ。每种处理接种１５瓶，每
瓶３个外植体，重复３次。培养５０ｄ后统计愈伤诱
导率和褐化率。

１．４　统计分析
采用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件进行数据统计，采用 ＳＰＳＳ

２１．０软件进行方差分析和显著性检验（Ｄｕｎｃａｎｓ新
复极差法）。

２　结果与分析

２．１　不同外植体及灭菌方式对愈伤组织诱导的影响
　　不同外植体及灭菌方式对杜鹃红山茶愈伤组
织诱导率及污染率的影响见表２，不同处理间杜鹃
红山茶外植体愈伤诱导率及褐化率的差异均达到

了显著水平。选择叶片作为外植体，采用 ０．１％
ＨｇＣｌ２灭菌５ｍｉｎ，外植体诱导愈伤诱导率最高，达
４８．８９％，与选择叶片作为外植体的其他处理以及
Ｔ１３、Ｔ１４、Ｔ１６相比差异不显著（Ｐ＞０．０５），但显著
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高于其他处理。选择叶片作为外植体，在相同的灭

菌方式下，其愈伤诱导率均明显高于采用叶柄和花

瓣作为外植体。选择叶柄作为外植体，采用 １０％
ＮａＣｌＯ灭菌１０ｍｉｎ，外植体褐化率最高，达６１．９０％，

与选择叶柄作为外植体的其他处理以及 Ｔ４相比差
异不显著（Ｐ＞０．０５），但显著高于其他处理。选择
叶柄作为外植体，在相同的灭菌方式下，其褐化率

均明显高于采用叶片和花瓣作为外植体。

表２　不同外植体及灭菌方式对杜鹃红山茶愈伤组织诱导的影响

处理号 外植体
灭菌方式

药剂种类 浓度（％） 时间（ｍｉｎ）
愈伤诱导率

（％）
褐化率

（％）

Ｔ１ 叶片 ＨｇＣｌ２ ０．１ ５ ４８．８９±２０．３７ａ ２９．５２±１０．０３ｃｄｅｆｇ

Ｔ２ 叶片 ＨｇＣｌ２ ０．１ ７ ３５．５６±３．８５ａｂｃ ２７．３０±６．７６ｃｄｅｆｇ

Ｔ３ 叶片 ＨｇＣｌ２ ０．１ １０ ３２．９６±６．１２ａｂｃ １８．８９±１．９２ｄｅｆｇ

Ｔ４ 叶片 ＮａＣｌＯ １０．０ １０ ４３．７０±１６．６８ａ ３６．６７±１５．２８ａｂｃｄｅ

Ｔ５ 叶片 ＮａＣｌＯ １０．０ １５ ３７．０４±１１．５６ａｂｃ ３１．７５±１６．８９ｂｃｄｅｆ

Ｔ６ 叶片 ＮａＣｌＯ １０．０ ２０ ３８．８９±１４．７ａｂ ２４．６０±６．８７ｃｄｅｆｇ

Ｔ７ 叶柄 ＨｇＣｌ２ ０．１ ５ ０±０ｆ ５７．１４±１４．２９ａｂ

Ｔ８ 叶柄 ＨｇＣｌ２ ０．１ ７ １．５９±２．７５ｆ ４７．６２±２１．８２ａｂｃ

Ｔ９ 叶柄 ＨｇＣｌ２ ０．１ １０ １１．１１±１０．１８ｄｅｆ ３９．０５±１８．５９ａｂｃｄ

Ｔ１０ 叶柄 ＮａＣｌＯ １０．０ １０ ０±０ｆ ６１．９０±８．２５ａ

Ｔ１１ 叶柄 ＮａＣｌＯ １０．０ １５ ６．３０±６．７ｄｅｆ ５７．１４±２４．７４ａｂ

Ｔ１２ 叶柄 ＮａＣｌＯ １０．０ ２０ ５．５６±５．５６ｅｆ ４８．１５±７．８３ａｂｃ

Ｔ１３ 花瓣 ＨｇＣｌ２ ０．１ ５ ３５．１９±８．４９ａｂｃ １２．２２±１０．７２ｅｆｇ

Ｔ１４ 花瓣 ＨｇＣｌ２ ０．１ ７ ３１．１１±１０．１８ａｂｃ ６．６７±１１．５５ｆｇ

Ｔ１５ 花瓣 ＨｇＣｌ２ ０．１ １０ ２４．０７±３．２１ｂｃｄ ５．５６±９．６２ｇ

Ｔ１６ 花瓣 ＮａＣｌＯ １０．０ １０ ３３．３３±９．６２ａｂｃ ３３．３３±１６．６７ｂｃｄｅ

Ｔ１７ 花瓣 ＮａＣｌＯ １０．０ １５ ２２．２２±１３．８８ｂｃｄｅ ２８．８９±７．７０ｃｄｅｆｇ

Ｔ１８ 花瓣 ＮａＣｌＯ １０．０ ２０ １８．５２±３．２１ｃｄｅｆ ２５．４０±９．９１ｃｄｅｆｇ

　　注：数据为平均值±标准误，同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。表３、表４、表６同。

２．２　不同外植体及培养基对愈伤组织诱导的影响
　　不同外植体及培养基对杜鹃红山茶愈伤组织
诱导率及褐化率的影响见表３，不同处理间杜鹃红
山茶外植体愈伤诱导率及褐化率的差异均达到了

显著水平（Ｐ＜０．０５）。各处理中，选择叶片作为外
植体，接种于 ＭＳ培养基上，愈伤诱导率最高，达
４２１２％，愈伤诱导率显著高于接种于其他培养基上
的叶片，但与花瓣接种于 ＭＳ、Ｂ５及 ＳＨ培养基相比
差异不显著。选择叶片作为外植体，接种于Ｂ５培养
基上，外植体褐化率最高，达６８．７５％，显著高于其
他处理，其他处理间褐化率差异不显著，褐化率最

低的处理为 Ｔ３，即选择叶片作为外植体，接种于
ＷＰＭ培养基上，褐化率为３１．６７％。
２．３　不同激素处理对愈伤组织诱导的影响
　　从表４可以看出，愈伤诱导率最高的处理为激
素组合 ３，即 １ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０．６ｍｇ／ＬＧＡ３，发芽率达６１．６７％，与组合５相比愈
伤诱导率差异不显著，显著高于其他处理组合（Ｐ＜
０．０５）。

表３　不同外植体及培养基对杜鹃红山茶愈伤组织诱导的影响

处理号 外植体 培养基
愈伤诱导率

（％）
褐化率

（％）

Ｔ１ 叶片 ＭＳ ４２．１２±１５．８１ａ ３５．４５±５．０６ｂ

Ｔ２ 叶片 Ｂ５ １８．７５±６．２５ｃｄ ６８．７５±１２．５０ａ

Ｔ３ 叶片 ＷＰＭ ２１．６７±７．６４ｂｃｄ ３１．６７±１０．４１ｂ

Ｔ４ 叶片 ＳＨ １３．３３±５．７７ｄ ４４．８５±８．４０ｂ

Ｔ５ 花瓣 ＭＳ ３７．６２±６．７５ａｂ ３７．７８±６．３１ｂ

Ｔ６ 花瓣 Ｂ５ ３４．４４±１０．０５ａｂｃ ４２．８６±１９．４４ｂ

Ｔ７ 花瓣 ＷＰＭ １８．４５±３．６４ｃｄ ３２．１４±１４．２８ｂ

Ｔ８ 花瓣 ＳＨ ２７．７３±１１．１６ａｂｃｄ ４０．４８±１０．９１ｂ

　　方差分析（表５）表明，６－ＢＡ浓度与 ＧＡ３浓度
对杜鹃红山茶叶片愈伤诱导率的影响达到显著水

平（Ｐ＜０．０５）。从图１可以看出，随着６－ＢＡ浓度
的增加，愈伤诱导率呈逐渐降低的趋势；随着 ＧＡ３
浓度的增加，愈伤诱导率呈逐渐升高的趋势。ＮＡＡ
浓度对杜鹃红山茶愈伤诱导率的影响不显著（Ｐ＞
０．０５），但较高浓度的ＮＡＡ可提高叶片愈伤诱导率。
极差分析结果表明，本试验设置的３个因素对发芽
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表４　不同激素处理对杜鹃红山茶愈伤诱导率的影响

处理号
Ａ：６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＧＡ３
（ｍｇ／Ｌ）

愈伤诱导率

（％）

Ｔ１ １ ０．５ ０．２ ４６．６７±１２．５８ｂｃ

Ｔ２ １ １．０ ０．４ ４８．３３±１１．５５ｂｃ

Ｔ３ １ １．５ ０．６ ６１．６７±２．８９ａ

Ｔ４ ２ ０．５ ０．４ ４３．３３±２．８９ｃ

Ｔ５ ２ １．０ ０．６ ５８．３３±７．６４ａｂ

Ｔ６ ２ １．５ ０．２ ４６．６７±５．７７ｂｃ

Ｔ７ ３ ０．５ ０．６ ４６．６７±２．８９ｂｃ

Ｔ８ ３ １．０ ０．２ ２３．３３±５．７７ｄ

Ｔ９ ３ １．５ ０．４ ３８．３３±５．７７ｃ

ｋ１ ５２．２２ａ ４５．５６ａ ３８．８９ｂ

ｋ２ ４９．４４ａ ４３．３３ａ ４３．３３ｂ

ｋ３ ３６．１１ｂ ４８．８９ａ ５５．５６ａ

极差 １６．１１ ５．５６ １６．６７

较优因子 Ａ１ Ｂ３ Ｃ３

表５　不同激素处理对杜鹃红山茶愈伤诱导率方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

６－ＢＡ １３３５．１８５２ ２ ６６７．５９２６ １４．１３７３ ０．０００２

ＮＡＡ １４０．７４０７ ２ ７０．３７０４ １．４９０２ ０．２５１８

ＧＡ３ １３４０．７４０７ ２ ６７０．３７０４ １４．１９６１ ０．０００２

误差 ８５０．００００ １８ ４７．２２２２

总和 ３９０１．８５１９

率的影响由大到小排列为ＧＡ３浓度＞６－ＢＡ浓度＞
ＩＡＡ浓度，就愈伤诱导率而言Ａ１Ｂ３Ｃ３组合为最佳组
合，即采用添加了１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０．６ｍｇ／ＬＧＡ３的 ＭＳ培养基诱导愈伤组织效果最
佳，该组合与实际观测的最优组合（处理组合 ３）
一致。

２．４　活性炭对愈伤组织诱导及防褐化的影响
　　不同活性炭浓度对杜鹃红山茶愈伤组织诱导
率及褐化率的影响见表６，不同处理间杜鹃红山茶

外植体愈伤诱导率及褐化率的差异不显著。选择

叶片作为外植体，添加活性炭浓度为１．２ｇ／Ｌ时，愈
伤诱导率最高且褐化率最低，分别为 ４０．３９％、
２０５６％，但愈伤诱导率和褐化率与其他处理相比差
异不显著。选择叶片或花瓣作为外植体，随着添加

活性炭浓度的增加，外植体褐化率均呈逐渐降低的

趋势。

表６　活性炭对杜鹃红山茶愈伤组织诱导率及褐化率的影响

处理号 外植体
活性炭浓度

（ｇ／Ｌ）
愈伤诱导率

（％）
褐化率

（％）

Ｔ１ 叶片 ０ ３７．７８±１０．７２ａ ３７．７８±２０．３７ａ

Ｔ２ 叶片 ０．４ ３９．４４±１１．１０ａ ３１．５５±５．１５ａ

Ｔ３ 叶片 ０．８ ３７．８０±４．０３ａ ２１．７５±６．１４ａ

Ｔ４ 叶片 １．２ ４０．３９±６．７０ａ ２０．５６±４．１９ａ

Ｔ５ 花瓣 ０ ３４．０４±６．０５ａ ３３．３３±１１．５５ａ

Ｔ６ 花瓣 ０．４ ３５．５６±１５．４０ａ ２８．６９±８．７５ａ

Ｔ７ 花瓣 ０．８ ３２．７８±１２．０６ａ ２６．１９±５．４１ａ

Ｔ８ 花瓣 １．２ ３４．２９±８．１４ａ ２５．４６±１０．７９ａ

３　讨论与结论

外植体类型会影响愈伤的诱导［１０］，同种植物不

同部位的组织，其再生能力存在较大差别，因此对

外植体的筛选也是组织培养中的关键技术。本试

验中，选择杜鹃红山茶叶片和花瓣作为外植体，在相

同的灭菌方式下，其愈伤诱导率均高于叶柄，褐化

率均低于叶柄，这可能是由于叶柄基部抱茎，夹带

有较多杂菌，且外形不规整，不易被消毒清洗彻底，

结合实际观察，叶柄作为外植体接种后褐化率较

高，导致其难以形成愈伤组织。同时，考虑组织培

养生产的无菌叶片数量上要多于叶柄及花瓣，因

此，叶片更适合作为外植体加以使用。本试验中，

随着灭菌剂灭菌时间的延长，叶片及花瓣的愈伤诱

导率及褐化率均逐渐降低，这可能是因为消毒时间

适当延长可以降低污染，但是会伤害到外植体组

织，导致外植体死亡率升高［１１］。结合实际观察，选

择叶片作为外植体，采用０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌５ｍｉｎ，
出现愈伤组织时间较快，最有利于愈伤组织诱导。

本研究表明，培养基的种类对愈伤组织的诱导

率及愈伤组织的质量存在显著影响，这与不同培养

基的组成差异较大，对杜鹃红山茶外植体细胞的生

长产生了不同的影响有关［１２］。本试验中，叶片外植

体接种于 ＭＳ培养基的愈伤诱导率最高，叶片及花
瓣外植体接种于ＭＳ培养基的愈伤诱导率均高于接
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种于其他３种培养基。结合实际观察，就叶片而言，
接种于 ＭＳ培养基较其他培养基形成愈伤组织快，
数量多，质地均匀致密，为黄绿色，愈伤组织质量较

好，生长能力更强，更接近与胚性愈伤组织，说明ＭＳ
培养基能充分提供杜鹃红山茶愈伤组织诱导及生

长所需养分，是最适合杜鹃红山茶愈伤组织诱导的

基本培养基。

植物激素是植物愈伤组织诱导分化的关键性

因素［１３］，外源激素起着传递遗传物质的脱分化、再

分化等发育信号的作用［１４］，激素种类及浓度是影响

胚性愈伤组织诱导的关键因子之一［１５－１６］，本试验选

择的３种激素中，６－ＢＡ浓度与 ＧＡ３浓度对杜鹃红
山茶叶片愈伤诱导率影响显著，ＮＡＡ浓度对杜鹃红
山茶愈伤诱导率的影响不显著；随着６－ＢＡ浓度的
增加，愈伤诱导率呈逐渐降低的趋势，随着 ＧＡ３浓
度的增加，愈伤诱导率呈逐渐升高的趋势。可以认

为杜鹃红山茶外植体在诱导愈伤组织阶段对６－ＢＡ
浓度与 ＧＡ３浓度反应敏感，外植体要求较低的６－
ＢＡ浓度水平及较高的 ＧＡ３浓度水平。试验通过多
重比较得出理论上最佳组合为Ａ１Ｂ３Ｃ３，与实际观测
的最优组合一致，在今后的试验中可以以这一组合

为参考，在此基础上进一步调整细化６－ＢＡ及 ＧＡ３
的配比，以达到更为理想的愈伤组织诱导效果。

山茶科植物中酚类物质含量较高［１７］，当酚类化

合物含量高时，木质素、单宁或色素形成就多，酚类

物质易经氧化形成醌类物质，导致褐变的发生［１８］，

褐化现象是制约愈伤组织生长、增殖和分化的主要

因素［１９］。在培养基中添加适宜浓度的防褐化剂可

有效地抑制褐化［２０］。本试验中，随着添加活性炭浓

度的增加，外植体褐化率呈逐渐降低的趋势，与吕

宗友等的研究结果［２１－２２］一致，说明在培养基中添加

适宜浓度活性炭对外植体褐化有较好的控制效果，

且能有效提高愈伤诱导率，这可能是采用活性炭等

酚类吸收剂从根源上阻断了褐化这一系列化学反

应，本试验中添加活性炭浓度为１．２ｇ／Ｌ时，叶片和
花瓣外植体褐化率最低且愈伤诱导率处于最高水

平，是最为适合的活性炭添加浓度。

杜鹃红山茶愈伤组织诱导宜选择叶片作为外

植体。就叶片外植体而言，采用０．１％ ＨｇＣｌ２灭菌
５ｍｉｎ灭菌效果最佳；接种于ＭＳ培养基上形成愈伤
组织快，愈伤组织质量好；在ＭＳ培养基中添加低浓
度的６－ＢＡ及高浓度的 ＧＡ３有利于提高愈伤诱导
率，添加１．２ｇ／Ｌ活性炭，能有效防止外植体褐化。
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