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武夷岩茶大红袍的组织培养与快速繁殖
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摘要: 以武夷岩茶大红袍的无菌种胚为外植体, 通过对其胚的诱导、继代增殖及生根诱导培养的筛选, 建立了完整的组织

培养的体系。结果表明: 武夷岩茶大红袍生长最简单的诱导培养基为MS+蔗糖30 g·L-1, 诱导率100%; 继代最适培养基为

MS+TDZ 0.1 mg·L-1+蔗糖20 g·L-1, 平均增殖系数5.64; 培养基中同时添加2.5 mg·L-1 6-BA和1.5 mg·L-1 IBA壮苗效果明显; 最
佳生根培养基为1/3MS+NAA 2 mg·L-1+IAA 10 mg·L-1+抗坏血酸50 g·L-1+柠檬酸50 g·L-1+蔗糖10 g·L-1, 生根率达80%以上。
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武夷山的乌龙茶通称为武夷岩茶, 分布在我

国福建省武夷山市, 因其独特的生长环境(叶元高

和徐斌2009),  选育出多种优良品种(王飞权等

2015), 其中以大红袍最为有名, 是全国唯一被列入

国家首批非物质文化遗产名录的茶类 (周和平

2007)。近年来随着人们对健康问题的关注, 武夷

岩茶也因其良好的保健作用备受关注, 对武夷岩

茶的推广势在必行。组培快繁作为快速繁殖优良

品种的重要手段, 是实现武夷岩茶高品质品种大

规模生产最简单直接的方式。然而, 对于茶树组

织培养的研究虽有不少, 也有部分已经建立起特

有品种的快繁体系, 如江苏洞庭碧螺春(易鑫等

2008)、福建铁观音(郭玉琼等2008a, b)、海南山苦

茶(梁柳等2011)、广西金花茶(黄昌艳等2016)和大

果红花油茶(黄雪娟和张桂琴2015)、但不同茶品

种之间基因型不同, 生长生存环境差别较大, 组培

快繁体系差异显著。本实验采用常规组培方法, 
经过多次试验调整, 最终获得了武夷岩茶大红袍

的完整植株, 主要解决了茶树组培苗生根难的问

题, 为武夷岩茶高品质品种的推广提供了可能。

材料与方法

1  实验材料

本实验选取武夷岩茶大红袍[Camellia sinensis 
(L.) O. Ktze. Dahongpao]的种胚为实验材料, 样品

于2015年8月上旬采摘于福建省南平市武夷山市

南源岭茶园。

2  实验方法

2.1  武夷岩茶的种胚消毒和萌发

选取颗粒饱满、大小一致的种子, 剥去种皮, 
先用无菌水清洗1遍, 再用0.1% HgCl2分别消毒3和

5 min, 最后漂洗3次。消毒和漂洗过程均伴有轻微

震荡, 使得消毒和漂洗更加充分。

将处理过的种胚接种到初代培养基MS+蔗糖

30g·L-1上, 每瓶放置1个。30 d后记录污染率和无

菌萌发率, 选取长势良好的枝条进行下一步实验。

2.2  武夷岩茶茎段的增殖培养和壮苗培养

以30 d的武夷岩茶无菌实生苗为外植体, 首先

切去子叶, 再将种胚萌发所获得的无菌苗切割成

1.0~2.0 cm长的枝条, 基部用刀尖切一个伤口, 分
别转接到含不同植物生长调节剂(KT 0.1 mg·L-1、

6-BA 0.1 mg·L-1、TDZ 0.1 mg·L-1), 附加蔗糖20 
g·L-1、琼脂6.5 g·L-1的MS培养基中进行增殖培

养。30 d后观察结果, 记录无菌苗的增殖系数、茎

段高度以及茎段生长状况。将长势较差的无菌苗

转移到不同配比的6-BA和IBA、蔗糖20 g·L-1的

MS培养基中进行壮苗培养。

2.3  武夷岩茶无菌苗的生根

选取增殖培养效果较好、生长到2 cm以上的

健壮无菌苗进行切割, 将其基部的愈伤组织去除, 
然后转接到不同生根培养基[(1) 1/3MS+NAA 2 
mg·L-1+IAA 10 mg·L-1, (2) 1/3MS+NAA 2 mg·L-1+ 
IAA 10 mg·L-1+抗坏血酸50 g·L-1, (3) 1/3MS+NAA 
2 mg·L-1+IAA 10 mg·L-1+柠檬酸50 g·L-1, (4) 1/3MS+ 
NAA 2 mg·L-1+IAA 10 mg·L-1+抗坏血酸50 g·L-1+
柠檬酸50 g·L-1)上, 生根培养基中均附加蔗糖10 
g·L-1和琼脂5.5 g·L-1。60 d后记录无菌苗生根数、

根长以及根系生长状况。
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2.4  培养条件

上述培养在光周期为12 h/12 h (光/暗), 光照

强度40 μmol·m-2·s-1, 温度为25°C, 相对湿度控制在

60%的培养条件下进行。

2.5  数据处理及分析

采用Microsoft Excel整理数据, SPSS 17.0软件

进行方差分析。污染率=污染的外植体/接种的外

植体×100%; 萌发率=萌发的外植体/接种的外植体× 
100%。

实验结果

1  武夷岩茶大红袍无菌外植体的诱导

种胚是武夷岩茶大红袍离体培养的理想外植

体(图1-A), 不同时间HgCl2消毒种胚的污染率均较

低, 分别为6.7%和9.3%, 萌发率均为100%。

初代培养中发现, 种胚在抽芽后, 枝条顶端首

先长出叶片, 其侧芽则先长出圆球状的绿色物质, 
然后慢慢展开形成嫩叶(图1-B)。部分胚表面出现

有色的颗粒物质(图1-C), 将带有色颗粒物的胚转

移培养后, 有色物质逐渐消失(图1-D)。
2  不同细胞分裂素对武夷岩茶大红袍增殖的影响

由表1可知, 单独使用一种细胞分裂素, 对茶

树外植体增殖均有效果, 但不同细胞分裂素的影

响不同。使用TDZ所得的平均增殖系数可达5.64, 
明显大于6-BA的, 甚至比KT的多2倍。使用KT与
TDZ所得茎段的平均高度相差不大 ,  且均高于

表1  不同细胞分裂素对外植体增殖的影响

Table 1  Effects of different cytokinins on the proliferation of explants

生长调节剂                              浓度/mg·L-1                                              增殖系数                           茎段高度/cm 茎段生长状况

KT 0.1 2.32c 3.74b 瘦弱, 叶片少

6-BA 0.1 3.58b 2.88a 粗壮, 叶片较多

TDZ 0.1 5.64ab 3.62a 粗壮, 叶片较多

　　同列不同小写字母表示处理间差异显著(P<0.05), 下表同此。

图1  武夷岩茶组织培养与快速繁殖

Fig.1  Tissue culture and rapid propagation of Wuyi rock tea
A: 种胚预处理情况; B和C: 无菌苗初代培养30 d后, 胚的生长情况; D: 有色胚培养20 d生长情况; E: 丛芽壮苗培养20 d生长情况; F: 生

根培养60 d生长情况。
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6-BA, 但使用KT的茎段比较瘦弱, 且叶片较少, 
生长状况不良。综合分析 ,  TDZ的增殖效果最

好, 因此TDZ更适合武夷岩茶大红袍茎段的增殖

培养。

3  不同6-BA和IBA配比对武夷岩茶大红袍壮苗的

影响

由于增殖培养的无菌苗部分较瘦弱, 故将这

部分茎段接种到壮苗培养基上进行培养, 长势较

差的侧芽继续使用培养基(MS+TDZ 0.1 mg·L-1+蔗
糖20 g·L-1)增殖, 长势健壮的枝条接种到生根培养

基进行下一步实验。

由表2可以看出,在高6-BA浓度低IBA浓度条

件下无菌苗生长健壮, 植株较高, 且有少量增殖; 
在低6-BA浓度高IBA浓度条件下植株虽然生长较

高, 但相对瘦弱; 而当6-BA:IBA为1:1时, 植株生长

健壮, 但苗生长较矮。综合分析, 高6-BA浓度低

IBA浓度更有利于武夷岩茶的壮苗生长。

使用壮苗培养基生长后的无菌苗茎高4~5 cm, 
茎秆较粗, 生长茂盛, 叶片鲜绿, 基部出现与植株

长势成正比的愈伤组织 (图1-E)。因此培养基

MS+6-BA 2.5 mg·L-1+IBA 1.5 mg·L-1+蔗糖20 g·L-1

适宜武夷岩茶的壮苗培养。

表2  不同6-BA和IBA配比对外植体壮苗的影响

Table 2  Effects of different proportions of 6-BA and IBA on seedling growth of explants

6-BA浓度/mg·L-1                       IBA浓度/mg·L-1                              生长状况 苗高 增殖数量

2.5 1.5 健壮 较高 少量

1.5 2.5 瘦弱 较高 无

2.0 2.0 健壮 较矮 少量

4  抗坏血酸和柠檬酸对武夷岩茶生根的影响

由表3可知 ,  无根试管苗在1/3MS+NAA 2 
mg·L-1+IAA 10 mg·L-1生根培养基上培养60 d后, 生
根率约31.7%; 而抗坏血酸和柠檬酸的添加对武夷

岩茶的生根率有了明显的提升, 分别达到56.7%和

63.3%。其中, 添加柠檬酸能有效提高无菌苗的平

均生根数, 但根长变化不大, 且伴有侧根生长。培

养基添加抗坏血酸后, 无菌苗在提高了平均生根

数的同时, 也增加了根的平均长度, 但平均生根数

不如添加柠檬酸的效果好。同时添加抗坏血酸和

柠檬酸各50 g·L-1后, 生根率显著提高到81.7%, 且
生根数由2.4增加到7.6, 提升了近2倍, 根长也由1.4
增加到3.7, 有了很大幅度的提升(表3和图2), 且根

系生长较长, 并伴有侧根, 有利于营养的吸收。

无菌茶树试管苗生根培养基培育60 d后有明

显生根现象, 生根率达80%以上。每株生6~8个根, 
根长2~4 cm, 最长可达6 cm, 大部分伴有侧根产生

(图1-F)。

讨　　论

外植体的选择是组织培养的首要环节, 尽管茎

段早已成为组织培养最简单直接的原材料, Seran
等(2006)、程柳(2007)等国内外学者也均以茶树茎

作为外植体获得无菌植株, 但植株内生菌依旧比

较难克服。杨亚萍等(2015)使用发根农杆菌抑菌

剂发现, 抑菌剂在有效抑制农杆菌的同时, 显著降

低了丛芽增殖率, 且畸形率增加。本实验选取武

夷大红袍的叶片、芽尖和种胚作为实验材料, 结
果发现叶片和芽尖的污染率特别严重。周国兰等

(2011)报道使用夏秋季茶树腋芽以获得再生植株

表3  抗坏血酸与柠檬酸对外植体生根的影响

Table 3  Effects of ascorbic acid and citric acid on rooting of explants

                                                  培养基 生根数/条  根长/cm   生根率/%           生根状况描述

1/3MS+NAA 2 mg·L-1+IAA 10 mg·L-1  2.4 1.4 31.7 根较短, 粗, 比较脆

1/3MS+NAA 2 mg·L-1+IAA 10 mg·L-1+柠檬酸50 g·L-1 4.5 1.3 63.3 根较短, 细, 有侧根

1/3MS+NAA 2 mg·L-1+IAA 10 mg·L-1+抗坏血酸50 g·L-1 3.9 2.1 56.7 根较长, 基部伴有愈伤组织

1/3MS+NAA 2 mg·L-1+IAA 10 mg·L-1+抗坏血酸50 g·L-1+柠檬酸50 g·L-1 7.6 3.7 81.7 根较长, 细, 伴有侧根
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时污染严重。相比较而言, 种胚生长在一个相对

封闭的无菌环境中, 只是外表皮与外界短暂的接

触, 不易被污染。付姝颖等(2015)在对猴耳环的组

织培养中将种子去种皮消毒, 污染率明显下降, 且
证实种胚对升汞的耐受力更强。因此本研究只对

其进行简单的消毒, 并未出现大量污染状况。

初代培养中, 培养基(MS+蔗糖30 g·L-1)没有

添加任何其他激素, 而无菌苗的长势很好, 其原因

可能是种胚子叶为胚初期生长提供生长所必要的

营养元素, 这与付姝颖等(2015)的研究结果一致。

侧芽出现圆球状绿色物质后展开形成嫩叶, 可能

是茶树叶片的生长方式, 这种方式并未在其他文

献报道中出现。种胚周围出现的有色颗粒物, 形
状类似于愈伤组织, 而陈菁(2008)在对武夷名丛的

离体培养中也出现了同样的物质, 称其为“红色愈

伤”, 笔者猜测有色物质可能与外植体本身有关, 因
为在其他地区茶树研究中并未报道此现象, 该物

质具体是什么还有待进一步研究。TDZ作为一种

高效植物调节剂被广泛应用于植物组织培养过程

中, 徐晓峰和黄学林(2003)在对TDZ植物激素的研

究中表明它具有生长素和细胞分裂素的双重作

用。张铁和万京(2004)、王鑫和孔祥生(2014)分别

在对勃氏甜龙竹和流苏树的研究也表明使用一定

浓度的TDZ可显著增加芽的增殖系数及效果。

对于茶树的组培快繁体系建立, 生根是较为

困难的一步。虽有不少研究对茶树的组培生根做

了研究, 但均未建立完整的组培快繁体系, 茶树的

种植依旧以扦插为主, 对扦插苗基质的改良更容

易使苗生根(蔡冬元等2016)。大多数学者认为在

诱导和增殖过程可采用全量的大量元素, 而生根

过程应采用半量的大量元素, 李金英等(2013)在对

组培苗生根的影响因素中也指出, 适当减少培养

基中营养成分对生根有明显促进作用, 这可能是

由于MS培养基的总盐含量较高, 不适宜某些木本

植株的生长(梁柳等2011)。Fukaki等(2005)使用模

式植物拟南芥研究其生根机制时发现, 外源NAA
的使用可以促进内源IAA的形成, 更有利于植物生

根。一般生根培养基会加入适量的活性炭来模拟

植株的生存环境, 以便植株正常生根, 如阳翠等

(2016)就在蓝莓的生根培养基中加入300 mg·L-1的

活性炭, 不仅缩短了生长周期, 还提高了其生根

率。但也有不少研究发现, 活性炭是一种较强的

无极吸附剂, 在吸附了不少有害物质时, 也吸附植

株所需的营养物质抑制其生长(涂俊凡等2014; 曾
文丹等2015), 胡洪沙和唐琳(2012)在对枇杷花组

培研究中加入活性炭也未能使其生根, 可见是否

添加活性炭与植物本身对其它物质的抗性有关。

本实验在吸取前人经验的基础上, 在生根培养基

中加入了柠檬酸和抗坏血酸, 柠檬酸不仅为茶苗

提供了更为适应的酸性条件, 并具有杀菌的效果

(马英姿等2015); 抗坏血酸则可以促进吸收, 防止

褐化(付崇毅等2016), 更有利于茶苗的生长。黄晓

娜等(2014)尝试了组培苗管外生根, 确定该方法有

一定的可行性, 认为原因可能是培养基的透气性

差。实验过程就此问题做了调整, 减少琼脂量, 使
培养基较软, 从而增加培养基透气性, 确定了最终

的生根培养基。

本实验立足于福建省乌龙茶产业, 采用大红

袍种胚作为外植体, 建立完整的武夷岩茶离体培

养和快繁体系, 为武夷岩茶优良种质推广应用的

快繁提供理论基础, 也为中国乌龙茶优良品种选

育研究提供了技术支持。
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Tissue culture and rapid propagation of Camellia sinensis Dahongpao
TIAN Ao-Lei1, GAO Jun-Jie2, LI Dan-Dan1, LIU Jian-Fu1,*, WANG Ming-Yuan1, XU Mao-Xing3, ZHANG Bin4

1Department of Horticulture, Huaqiao University, Xiamen, Fujian 361021, China; 2Quanzhou Municipal Bureau of Agriculture 
Planting Station, Quanzhou, Fujian 362000, China; 3Wuyishan Mnicipal Bureau of Tea Industry, Nanping, Fujian 354300, China; 
4Tea Factory of Xianmingyan in Wuyishan County, Nanping, Fujian 354300, China

Abstract: The aseptic embryos of Camellia sinensis Dahongpao were used as explants, and the whole tissue 
culture system was established through the selection of embryo induction, subculture and root induction culture. 
The results showed that the optimum induction medium was MS+sucrose 30 g·L-1 and the induction rate was 
100%. The optimal medium for subculture was MS+TDZ 0.1 mg·L-1+sucrose 20 g·L-1, the average increment 
coefficient was 5.64. The effect of 2.5 mg·L-1 6-BA and 1.5 mg·L-1 IBA on seedling growth was obvious. The 
optimal rooting medium was 1/3MS+NAA 2.0 mg·L-1+IAA 10.0 mg·L-1+ascorbic acid 50 g·L-1+citric acid 50 
g·L-1+sucrose 10 g·L-1+agar 5.5 g·L-1, the rooting rate was more than 80%.
Key words: Wuyi rock tea (Camellia sinensis Dahongpao); seed embryo; tissue culture; rapid propagation
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