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樟叶越桔的组织培养与快速繁殖
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摘要: 以野生樟叶越桔幼嫩带芽茎段为外植体, 通过对初代启动培养、增殖及生根培养方案的筛选, 建立了樟叶越桔的组

织培养和快速繁殖体系。结果表明, 最适启动培养基为WPM+6-BA 3.0 mg·L-1+NAA 0.2 mg·L-1, 外植体诱导萌发率达

83.33%; 增殖培养基为WPM+ZT 2.0 mg·L-1, 可获得较高的增殖倍率, 且暗培养7 d可达最佳增殖效果; 生根最适培养基为

WPM+IBA 0.2 mg·L-1, 生根率达86.67%。
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Abstract: Taking the healthy tender stem segments of wild Vaccinium dunalianum as explants, the media for 
axillary bud induction, subculture and rooting culture were selected. The results showed that the optimal medi-
um for initial culture with an induction rate of 83.33% was WPM+6-BA 3.0 mg·L-1+NAA 0.2 mg·L-1, and the 
optimal medium for subculture was WPM+ZT 2.0 mg·L-1 with darkness cultured for 7 d. The optimal rooting 
medium was WPM+IBA 0.2 mg·L-1, with a rooting rate of 86.67%. 
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樟叶越桔为杜鹃花科(Ericaceae)越桔属(Vac-
cinium)常绿灌木(侯宽昭1998), 主产于云南、四

川、贵州、西藏等地 ,  我国台湾以及锡金、不

丹、印度(东北部)、缅甸(东北部)至越南亦有分

布, 在云南省境内则主要分布于云南西北部经滇

中高原至滇南和滇东南 (吴征镒1984;  方瑞征

1986)。其花冠为淡绿带紫红色或淡红色, 宽钟状, 
浆果球形, 直径4~12 mm, 成熟时呈紫黑色, 被白

粉, 花期4~5月, 果期9~12月。其果实营养丰富, 具
有较高的药用和保健价值(罗旭璐等2014)。樟叶

越桔的幼嫩叶芽因形似雀嘴呈锥状, 在云南彝族

民间又称“雀嘴茶”, 据记载自明代开始就作为一种

茶代用品长期饮用至今, 具有祛风除湿、舒筋活

络等功效(杨芳等2011)。
樟叶越桔还是一种富含咖啡酰熊果苷类物质

的特殊资源植物(Zhao等2008), 其主要成分的黑色

素生成抑制活性优于熊果苷, 且毒性仅为熊果苷

的1/2 (Xu等2014)。熊果苷是源于绿色植物的天然

活性物质, 是当今流行的最为安全有效的美白原

料, 也是国际公认的21世纪的理想皮肤美白祛斑

活性剂(Akiu等1991; Maeda和Fukuda 1996; Wei等
2007)。由于熊果苷作为次生代谢产物通常以微量

形式存在于植物体中, 且天然植物来源困难, 因此, 
樟叶越桔有望作为熊果苷天然替代品资源加以应

用, 具有重要的开发价值。

目前, 樟叶越桔仍处于野生状态, 其生长缓慢, 
且分布量有限, 加之随着对雀嘴茶的关注度不断

提高, 导致其连年遭受破坏性采摘, 野生樟叶越桔

数量急剧减少。迄今为止, 国内外对越桔属多种

植物的组织培养已有报道(Debnath和McRae 2001; 
Meiners等2007; 兰士波2010; 李铁军等2012; 朱宏

芬等2012), 而有关樟叶越桔组织培养和快速繁殖

的研究尚未见报道。为此, 本研究以樟叶越桔幼

嫩茎段为外植体, 建立其组织培养和快速繁殖体
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系, 以期为该植物的种质资源保护及进一步的综

合开发利用提供基础。

材料与方法

1  植物材料

供试樟叶越桔(Vaccinium dunalianum Wight)
材料于2013年5月采自云南省楚雄彝族自治州武

定县, 选取当年新生无病虫害、生长健壮的幼嫩

茎段作为外植体。

2  培养方法

2.1  培养基及培养条件

以WPM为基本培养基, 添加蔗糖30 g·L-1和琼

脂5 g·L-1, 调整pH值为4.8~5.2, 配制分装后于121 ℃

灭菌18 min。培养温度为(25±2) ℃ ,  光照强度

30~50 μmol·m-2·s-1, 每天光照12 h。
2.2  外植体处理

剪除外植体上的叶片, 剪成4~6 cm长的茎段, 
选用洗洁精水浸泡30~60 s (刘明群等2013), 流水

冲洗1~2 h, 在75%的酒精中浸泡30 s, 然后采用

0.1% HgCl2和2% NaClO进一步消毒, 用无菌水冲

洗4~5次。于消毒过的滤纸上将其切成带1~2个叶

腋的茎段并吸干茎段上的水分, 然后叶腋朝上斜

插于WPM+6-BA 1.0 mg·L-1+NAA 0.2 mg·L-1的培

养基上。每个处理接种30瓶, 每瓶3个茎段。15 d
后观察并统计各处理的死亡率、污染率及成活

率, 从而筛选出外植体消毒的最佳方案。死亡率= 
(死亡的外植体数/接种的外植体总数)×100%; 污
染率=(污染的外植体数 /接种的外植体总数 )× 
100%; 成活率=(成活的外植体数/接种的外植体总

数)×100%。

2.3  腋芽诱导的启动

将灭菌后的樟叶越桔带腋芽茎段分别接种于

添加不同浓度6-BA和NAA的WPM培养基上, 30 d

后统计芽诱导率=(诱导出芽的外植体数/接种总外

植体数)×100%。

2.4  继代与增殖

将茎段分别接种于WPM+0.5、1.0、2.0、3.0 
mg·L-1玉米素(ZT)的腋芽增殖培养基上。每个处

理接种30瓶, 每瓶1个茎段。培养30 d后统计平均

芽数和增殖系数, 观察新芽的生长状况。接种在

WPM+ZT 2.0 mg·L-1培养基上的茎段分别经0、
7、14 d暗培养处理, 再转移到光照条件下培养30 
d后观察暗培养对增殖培养的影响。增殖系数=增
殖后的芽苗数/接种的外植体总数。

2.5  生根

选择健壮的小苗, 切成5~8 cm的茎段, 转入添

加不同浓度IBA的WPM培养基中进行生根培养。

每个处理接种30瓶, 每瓶1个单株, 重复3次。30 d
后统计生根数和生根率, 并观察试管苗的生长情

况。生根率=(生根的外植体数/接种的外植体总

数)×100%。

实验结果

1  外植体的消毒处理 
从表 l中可以看出 ,  HgCl2的消毒效果好于

NaClO, 随着HgCl2消毒时间的延长, 污染率均降

低, 但对外植体造成了伤害, 致使死亡率升高。所

以最佳的消毒处理方案为75%酒精30 s+0.1% 
HgCl2 8 min, 成活率可达76.67%。

2  腋芽诱导的启动培养

不同浓度的6-BA及NAA组合对樟叶越桔腋

芽诱导的影响见表2。当6-BA浓度为1.0 mg·L-1时, 
诱导率较低, 浓度为2.0~3.0 mg·L-1较适宜, 芽苗生

长健壮; NAA浓度的影响不明显, 浓度较高时容易

产生愈伤组织, 所以使用0.2 mg·L-1的浓度效果较

好。最佳诱导培养基为WPM+6-BA 3.0 mg·L-1+ 

表1  不同消毒处理对樟叶越桔死亡率、污染率和成活率的影响

Table 1  Effects of different disinfection treatments on mortality rate, contamination rate and survival rate of V. dunalianum

                    消毒处理                                                接种数/个                         死亡率/%                         污染率/%                          成活率/%

75%酒精30 s+0.1% HgCl2 6 min	 30	 10.00	 40.00	 50.00
75%酒精30 s+0.1% HgCl2 8 min	 30	   6.67	 16.67	 76.67
75%酒精30 s+0.1% HgCl2 10 min	 30	 23.33	 10.00	 66.67
75%酒精30 s+2% NaClO 8 min	 30	 10.00	 46.67	 43.33
75%酒精30 s+2% NaClO 10 min	 30	 13.33	 23.33	 63.33
75%酒精30 s+2% NaClO 12 min	 30	 16.67	 23.33	 60.00
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NAA 0.2 mg·L-1, 诱导率为83.33%, 培养4周后生长

良好(图1-A)。
3  继代与增殖培养

由表3可以看出, 不同的ZT浓度对樟叶越桔增

殖培养的效果不同。当ZT浓度较低时, 效果不明

显; 随着ZT浓度的增加, 组培苗茎的伸长生长明显

增加, 浓度为 2.0 mg·L-1时增殖倍数最高, 苗生长最

粗壮(图1-B); 当ZT浓度为3.0 mg·L-1时, 茎短, 较壮, 
生长受到抑制。

将刚接种在WPM+ZT 2.0 mg·L-1培养基上的

樟叶越桔茎段进行7 d的暗培养, 能促进茎段的增

殖, 但暗培养时间不宜太长, 否则会导致苗的玻璃

化(表4)。
4  生根培养

由表5可见, 樟叶越桔组织培养苗在添加不同

浓度IBA的培养基上均可生根, 其中, 在WPM+IBA 
0.2 mg·L-1培养基上培养30 d后, 生根率最高, 达到

86.67%, 根多且粗壮, 植株生长健壮(图1-C)。

表2  不同浓度6-BA和NAA对腋芽诱导的影响

Table 2  Effects of different concentrations of 6-BA and NAA on axillary bud induction of V. dunalianum

处理编号                        6-BA浓度/mg·L-1                     NAA浓度/mg·L-1                                接种数/个                      萌发数/个                         诱导率/%

1 1.0 0.1 30 17 56.67
2 1.0 0.2 30 18 60.00
3 1.0 0.5 30 20 66.67
4 2.0 0.1 30 19 63.33
5 2.0 0.2 30 22 73.33
6 2.0 0.5 30 21 70.00
7 3.0 0.1 30 20 66.67
8 3.0 0.2 30 25 83.33
9 3.0 0.5 30 23 76.67

图1  樟叶越桔在不同培养基中的生长情况

Fig.1  Growth of V. dunalianum in different media
A: 诱导培养基(WPM+6-BA 3.0 mg·L-1+NAA 0.2 mg·L-1)培养4周; B: 增殖培养基(WPM+ZT 2.0 mg·L-1)培养6周; C: 生根培养基 

(WPM+IBA 0.2 mg·L-1)培养4周。

表3  不同ZT浓度对樟叶越桔继代培养的影响

Table 3  Effects of different concentrations of ZT on the subculture of V. dunalianum

        继代培养基                                 接种数/个                       平均芽数/个                       增殖系数    苗的生长情况

WPM+ZT 0.5 mg·L-1	 30	 67	 2.23	 叶绿, 茎细长

WPM+ZT 1.0 mg·L-1	 30	 70	 2.33	 叶浓绿, 茎粗壮

WPM+ZT 2.0 mg·L-1	 30	 83	 2.77	 叶浓绿, 茎粗壮

WPM+ZT 3.0 mg·L-1	 30	 73	 2.43	 叶较绿, 茎短, 较壮
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讨　　论

植物组织培养的第一步是建立无菌材料(陈
正华1986), 消毒时间可依枝条采集时间及老嫩情

况而定(刘明群等2013), 一般宜控制在6~8 min。
本试验选取当年生生长健壮的樟叶越桔幼嫩带芽

茎段为外植体, 筛选出最佳的消毒处理方案为75%
酒精30 s+0.1% HgCl2 8 min, 此时成活率最高。

Meiners等(2007)认为, Anderson、WPM和MS
培养基均适合蓝莓组培, 其中WPM的效果最好。

樟叶越桔与蓝莓同为杜鹃花科越桔属植物, 我们

也曾比较了MS、2/1MS、WPM等培养基, 结果表

明WPM对樟叶越桔最为适宜, 所以本试验选用

WPM为基本培养基。

在植物离体快速繁殖中, 植物生长调节剂的

种类和浓度以及培养基的组成都会影响组培苗的

生长与分化(王明莹等2013)。本试验选用不同浓

度的6-BA与NAA组合, 结果表明, WPM+6-BA 3.0 
mg·L-1+NAA 0.2 mg·L-1为最适外植体诱导培养基, 
诱导率达83.33%。但6-BA与NAA对樟叶越桔苗

的增殖效果较差, 生长缓慢, 且容易诱导出愈伤组

织。在培养基中添加1.0~2.0 mg·L-1的ZT比较适合

樟叶越桔的增殖培养, 尤以WPM+ZT 2.0 mg·L-1中

的增殖倍数最高; 这与李丽容等(2013)和陶俊锋等

(2014)在蓝莓中的研究结果一致。另外, 孙书伟

(2009)在对蓝莓试管苗进行生根培养时发现, IBA
诱导生根最为有效; 我们也在生根培养基中添加

了不同浓度的IBA, 结果表明WPM+0.2 mg·L-1 IBA
对诱导樟叶越桔组织培养苗的生根效果最好, 生
根率达86.67%。
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表4  暗培养对樟叶越桔增殖效果的影响

Table 4  Effects of darkness culture on  
propagation of V. dunalianum

暗培养时间/d           接种数/个        平均芽数/个 增殖倍数

  0 30 79 2.63
  7	 30	 83	 2.77
14	 30	 76	 2.53

表5  不同IBA浓度对樟叶越桔生根培养的影响

Table 5  Effects of different concentrations of IBA on 
 rooting culture of V. dunalianum

       生根培养基   接种数/个  生根数/个 生根率/%

WPM+IBA 0.1 mg·L-1 30 19 63.33
WPM+IBA 0.2 mg·L-1	 30	 26	 86.67
WPM+IBA 0.5 mg·L-1	 24	 13	 54.17


