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摘要：【目的】柳杉 Cryptomeria fortunei 外植体丛芽分化能力强而芽伸长不足。为探索分段培养过程中的柳杉不定芽诱

导与增殖、伸长培养及生根诱导的最佳培养基，建立柳杉分段培养的高效组培快繁体系。【方法】以 20 年生柳杉优良无

性系的当年生带芽茎段为外植体，采用正交试验设计分段培养的组培体系。柳杉外植体分段培养再生体系主要包括丛生

芽诱导、伸长、生根及移栽等步骤。【结果】①在 3 种基本培养基 (MS、DCR 和 WPM) 中分别添加不同质量浓度 6-苄

氨基腺嘌呤 (6-BA)、吲哚丁酸 (IBA) 及水解酪蛋白 (CH)，3 个柳杉无性系均能诱导出不定芽，但诱导率存在显著差异，以

WPM+1.00 mg·L−1 6-BA+0.10 mg·L−1  IBA 中不定芽诱导率 (100%) 和增殖系数 (9.13) 最高。②高质量浓度激素培养基与

低质量浓度激素培养基交替分段培养方式对柳杉无性系进行继代增殖培养，效果良好，有效枝条增长率可达到

456.87%。③柳杉无性系离体生根的最适宜培养基为 DCR+0.10 mg·L−1 IBA，且 3 个无性系生根率最高可达 100%。④生

根的无菌苗移栽至 V(泥炭)∶V(蛭石)=1∶1 的混合基质，经过 15~20 d 炼苗，成活率高达 96.70%，繁殖潜能达 3 865 株·母株−1·a−1。

【结论】柳杉分段培养的组培模式极大提高了柳杉组培再生效率，有助于柳杉优良品种的工业化育苗。图 1 表 5 参 23
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Study on rapid propagation system of superior clones in Cryptomeria fortunei

WANG Chen，ZHANG Junhong，ZHANG Miao，XU Wenting，LOU Xiongzhen，TONG Zaikang

（State Key Laboratory of Subtropical Silviculture, Zhejiang A&F University, Hangzhou 311300, Zhejiang, China）

Abstract: [Objective] The induced clustered buds of Cryptomeria fortunei have strong differentiative capacity

but  insufficient  elongation  ability.  In  order  to  obtain  the  optimum  medium  of  adventitious  bud  induction,

proliferation,  elongation  culture  and  rooting  induction,  the  rapid  propagation  system  of  C.  fortunei  was

established. [Method] The annual shoot from 20-year-old C. fortunei were used as explants; the orthogonal test

design  was  used  to  select  the  optimum  medium.  The  propagation  system  of C.  fortunei  includes  induction,

proliferation,  elongation,  rooting  and  transplant.  [Result]  (1)  Adventitious  buds  from  three  clones  could  be

induced on  MS,  DCR and WPM basic  medium supplemented  with  different  combinations  of  6-BA,  IBA and

CH.  But  the  proliferation  ability  of  buds  varied  significantly  among  different  mediums.  When  clones  were

cultured  in  WPM  medium  with  1.0  mg·L−1  6-BA  and  0.1  mg·L−1  IBA,  the  induction  rate  and  proliferation

coefficient was the highest, which was 100% and 9.13, respectively. (2) When three clones of C. fortunei were

subcultured  alternately  with  high  concentration  hormone  and  low  concentration  hormone,  the  effective  shoot

growth rate reached 456.87%. (3) The most suitable medium for the C. fortunei rooting was DCR medium with

0.1 mg·L−1 IBA, under which the rooting rate ratio was 100%. (4) The rooted seedlings were transplanted to a

mixed matrix with equal vermiculite and peat, after 15−20 days of seedling hardening, and the survival rate was 
收稿日期：2019-08-21；修回日期：2019-11-21
基金项目：政府间国际科技创新合作重点专项资助 (2016YFE0127200)
作者简介：王晨，从事珍贵树种育种研究。E-mail: 260980198@qq.com。通信作者：童再康，教授，博士，博士生

导师，从事珍贵树种资源保育与育种研究。E-mail: zktong@zafu.edu.cn

浙  江  农  林  大  学  学  报，2020，37（4）：810–816
Journal of Zhejiang A&F University
doi: 10.11833/j.issn.2095-0756.20190484

mailto:260980198@qq.com
mailto:zktong@zafu.edu.cn
https://doi.org/10.11833/j.issn.2095-0756.20190484


96.70%.  Therefore,  the  potential  propagation  ability  is  3  865  seedlings  per  maternal  plant  per  year.
[Conclusion] Thus, an efficient propagation technology for C. fortunei was established, which laid a technical
foundation for industrialization of improved varieties. [Ch, 1 fig. 5 tab. 23 ref.]
Key words: cilviculture; buds elongation; segmental culture; rapid propagation; Cryptomeria fortunei

柳杉 Cryptomeria fortunei 为杉科 Taxodiaceae柳杉属 Cryptomeria 常绿高大乔木，是中国特有的用材

与绿化树种。天然种群集中分布于东南部的武夷山和天目山山脉，长江以南省区多有栽培[1]。柳杉生长

快，生长期持久，树干通直，材质优良，可广泛应用于建筑、桥梁、家具等，且树姿雄伟，树形优美，

是优良的园林绿化树种。同时，柳杉叶片对空气颗粒物有着较强吸附能力，是重要环保树种[2]。目前柳

杉研究主要集中在育苗[3−6]、良种选育[7]、病虫害[8−9] 与生理生态[10−11] 等方面。此外，学者进行了简单重

复序列 (simple sequence repeat，SSR)分子标记引物筛选[12] 与材性相关基因的筛选[13] 等分子生物学方面

的初步探索。此前柳杉种苗繁育仍采用播种[3−4]、扦插[5] 与嫁接[6] 等常规扩繁方法，但即便是良种选育，

也存在优良材料繁殖系数低、繁育周期长等问题，有性繁育子代分离难以保持优良性状。植物组织培养

是目前植物快速繁殖的重要手段，具有繁殖系数高、生产速度快、受外界环境影响小、可实现工厂化育

苗、全年生产等优点，在良种繁育上已具有诸多成功案例[14]。如张翠萍等[15] 以柳杉种胚为实验材料，通

过柳杉试管苗繁殖技术研究，建立了种子试管苗组培快繁体系；但该体系仅能应用于分离世代的种子材

料，受种胚采集时间和环境限制，繁殖效率偏低。祝晨辰等[16] 以柳杉优良无性系的茎段为外植体，建立

了柳杉优良无性系繁育技术体系，但不定芽增殖效率较低 (1.23~5.00)。为提高柳杉的不定芽增殖效率，

本研究以柳杉优良无性系的茎段为外植体，以高效分段培养的方式进行组织快繁，以期建立高效无性繁

殖技术体系，为柳杉良种生产性规模化快繁提供参考。

1    材料与方法

1.1    材料

以浙江省文成县石垟林场 20年生柳杉无性系测定林中 3个植株健壮、性状优良的无性系作为外植

体，取当年生幼嫩枝条，用洗涤剂浸泡 30 min后轻刷枝条表面，并将其剪成独立的带顶芽茎段，流水冲

洗 2 h。无菌条件下用质量浓度 75.0% 的乙醇浸泡 20 s，再用质量浓度 0.1% 的升汞消毒 8 min，无菌蒸

馏水冲洗 4~5次，每次 1~2 min。

1.2    培养基及培养条件

1.2.1    不定芽的诱导与增殖     为探索基本培养

基、水解酪蛋白 (CH)对不定芽诱导与增殖的影

响，采用 MS、DCR和 WPM等 3个基本培养

基，分别添加蔗糖 30  g·L−1，琼脂粉 7  g·L−1，

pH值调至 5.8；设置 6-苄氨基腺嘌呤 (6-BA，

0.10、0.50和 1.00  mg·L−1)、吲哚丁酸 (IBA，0、
0.10和 0.30 mg·L−1)、水解酪蛋白 (CH，0、0.50
和 1.00 g·L−1)各 3个水平，使用 L9(34)正交实验

(表 1)。每瓶接种 2~3个茎段，每个处理 10瓶，

重复 3次，40 d后统计数据，计算不定芽诱导率

与增殖系数。

1.2.2    不定芽的伸长    前期实验发现，组织培养

过程中＜1 cm的不定芽操作效率偏低，微扦插生根效果不佳。本实验将芽长≥1 cm的不定芽定义为有

效芽。为解决上一步实验中不定芽萌发多但有效芽少的问题，调整培养基植物生长调节剂质量浓度，设

计 B1(WPM+1.00 mg·L−1 6-BA+0.10 mg·L−1 IBA)、B2(WPM+0.20 mg·L−1 6-BA+0.02 mg·L−1 IBA)和 B3(不
添加植物生长调节剂的 WPM培养基)等 3个培养基组合，每瓶接种 3~5个茎段，每个处理 10瓶，重复

 

表 1    不同培养基对不定芽诱导与增殖
Table 1    Effects of different mediums on the induction and proliferation

of adventitious buds

处理
培养

基
ρ6-BA/

(mg·L−1)
ρIBA/

(mg·L−1)
ρCH/

(g·L−1)
诱导率/

%

增殖

系数

A1 MS 0.10 0      0        50.00 4.00
A2 DCR 0.10 0.10 0.50   66.67 4.50
A3 WPM 0.10 0.30 1.00   55.56 4.20
A4 WPM 0.50 0      0.50   87.50 4.00
A5 MS 0.50 0.10 1.00   75.00 3.50
A6 DCR 0.50 0.30 0        90.91 3.00
A7 DCR 1.00 0      1.00 100.00 8.00
A8 WPM 1.00 0.10 0      100.00 9.13
A9 MS 1.00 0.30 0.50   94.12 7.25
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3次。40 d后观察芽伸长情况，统计数据。

1.2.3    生根培养    剪取不定芽长≥1 cm的有效芽进行生根培养。在DCR和WPM培养基中添加 0.10 mg·L−1

IBA和不同质量浓度 (0、0.01、0.10 mg·L−1)萘乙酸 (NAA)，每瓶接种 3个有效芽，每个处理 10瓶，重

复 3次。30 d后观察并统计数据。

1.2.4    炼苗移栽     生根培养约 40 d后，将株高≥5 cm且根系发达的柳杉无菌苗移至 V(泥炭 )∶V(蛭
石)=1∶1的混合基质常规管理。30 d后调查移栽存活率。

1.3    培养条件

以上培养条件均为光照时间 16 h·d−1，光强 2 000 lx，培养温度 (23±2) ℃。

1.4    数据处理与统计分析

根据实验获得数据，分别计算以下指标。

芽诱导率=出芽外植体数/总接外植体数×100%。芽增殖系数=诱导出的不定芽总数/外植体总数。有

效枝条增长率=诱导出的有效枝条总数/原有效枝条总数×100%。不定根的诱导率=生根的枝条数/接种枝

条总数×100%。平均不定根数=生根的总数/诱导出不定根的枝条数。平均根长=不定根的总长度/诱导出

不定根的枝条数。移栽存活率=移栽存活的苗数/移栽的总苗数×100%。繁殖潜能 (株·株−1·a−1)=繁殖系

数3.75×生根率×移栽存活率。

采用 SPSS 17.0和 Excel先对百分率数据进行反正弦转换，再进行方差分析和 LSD多重比较。

2    结果与分析

2.1    不同培养基对柳杉芽诱导与增殖的影响

由表 1知：各无性系在所有培养基中均能形成不定芽，但不同处理间芽的诱导率与增殖系数存在差

异。综合来看，A8 处理优于其他组合，不定芽诱导率和增殖系数达到最高，分别为 100% 和 9.13。外植

体在培养基中 7 d左右开始萌动，针叶基部的芽点膨大，随后逐渐伸长，萌发出芽 (图 1A)。从芽的生长

状况来看，A8 芽萌发较多，叶色翠绿，生长健壮 (图 1B)；A1 芽萌发少，叶色较黄，芽苗瘦弱，生长状

况较差 (图 1C)。
根据正交实验结果进行极差分析，结果见

表 2。从诱导率来看，6-BA对柳杉茎段不定芽

诱导率的影响占主导地位，极差 (R)达 40.63，
其次是 IBA(15.07)和基本培养基 (12.82)，最

后是 CH(5.91)。其中最佳水平 6-BA为 1.00
mg·L−1，IBA为 0.10 mg·L−1，CH为 0.50 g·L−1，

最佳基本培养基为 DCR。因此，柳杉芽诱导与

增殖的最佳基本培养方案为 WPM+1.00 mg·L−1

6-BA+0.10 mg·L−1 IBA。

方差分析发现 (表 3)：6-BA对柳杉茎段不

定芽的诱导率及增殖系数均有极显著影响 (P＜
0.01)，基本培养基与 IBA质量浓度对柳杉茎段

不定芽的增殖系数有显著影响 (P＜0.05)。

2.2    不同质量浓度植物生长调节剂对柳杉不定芽伸长的影响

在继代培养过程中，将幼芽接入最佳诱导增殖培养基后，各无性系不定芽增殖系数显著提升。培养

40 d后，接入不定芽伸长培养基。结果表明 (表 4)：相较于添加高质量浓度植物生长调节剂的培养基，

低质量浓度或不添加植物生长调节剂的培养基对柳杉不定芽的伸长有显著促进作用。其中 B3 处理下柳

杉芽伸长效果最好，有效枝条多，长势良好，有效枝条增长率达到 456.87%；B1 处理下柳杉芽基本没有

伸长，短芽多，植株发黄，甚至死亡。由图 1D(培养 1 d)、图 1E(培养7 d)、图 1F(培养 40 d)可知：B3 处

理下柳杉芽伸长良好。

 

表 2    不定芽诱导与增殖实验结果极差分析
Table 2    Range analysis on the induction and proliferation of

adventitious buds

指标 水平 6-BA IBA CH 基本培养基

诱导率/%

K1 57.41 65.49 80.30 73.04
K2 84.47 80.56 82.76 85.86

K3 98.04 80.20 76.85 81.02

R  40.63 15.07   5.91 12.82

增殖系数

K1   4.23   3.73   5.38   4.92
K2   3.50   5.71   5.25   5.17

K3   8.13   4.82   5.23   5.78

R    4.63   1.98   0.14   0.86

　　说明：K1、K2、K3为各因素的3个水平对应的各次试验结

　　　　　果之和的平均值
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2.3    不同培养基对柳杉不定根发生的影响

待枝条生长到 2~3 cm时剪下，插入生根培养

基进行生根培养。结果表明 (表 5)：幼苗在 2种基

本培养基中生根情况无显著差异。当培养基中添

加 0.10 mg·L−1 IBA时，枝条的生根率达到 100%，

生根速度较快，根多且健壮。平均生根数随着

NAA质量浓度的升高而增加，但平均根长减小

(图 1G )。当培养基中添加少量 NAA时，幼苗基部

先分化出少量愈伤组织，随后从愈伤组织中分化出

根，根条细弱，根数较多，根长度较短。随着 NAA质量浓度升高，生根率逐渐降低，愈伤组织增多；至

0.10 mg·L−1 时，幼苗基部分化出大量愈伤组织，生根受到抑制，茎段发黄，最终整株死亡。C1 处理下

表 3    不同因素对茎段不定芽诱导与增殖影响的方差分析
Table 3    Variance analysis on the induction and proliferation of adventitious buds

因变量 变异来源 平方和 自由度 均方 F P

诱导率　

6-BA 1 945.413 2 972.706 139.685 0.007**
基本培养基 16.068 2 8.034 1.154 0.464

CH 234.396 2 117.198 16.830 0.056

误差 13.927 2 6.964

总计 42 965.601 9

增殖系数

6-BA 37.102 2 18.551 1 006.38 0.001**

IBA 1.207 2 0.603 32.736 0.030*

基本培养基 1.174 2 0.587 31.85 0.030*

误差 0.037 2 0.018

总计 291.059 9

　　说明：*表示在P=0.05水平上差异显著，**表示在P=0.01水平上差异显著

 

表 4    不同质量浓度植物生长调节剂对不定芽伸
长的影响

Table 4    Effects  of  different  concentrations  of  plant  growth  regulators
on elongation of adventitious buds

培养基 ρ6-BA/(mg·L−1) ρIBA/(mg·L−1) 有效枝条增长率/%

B1 1.00 0.10   66.36±116.78 b
B2 0.20 0.02 286.84±148.46 a

B3 0    0    465.87±268.46 a

　　说明：不同小写字母表示在P=0.05 水平上差异显著

 

A B C

D E F

G H

　　　A. 不定芽的诱导；B. 长势较好的无性系；C. 长势较差的无性系；D~F. 无性系分段培养的芽伸长情况；
　　　G. 生根的幼苗；H. 移栽成活的无菌苗

 

图 1    柳杉茎段的不定芽诱导和植株再生
Figure 1    Adventitious buds induction and plant regeneration of C. fortunei sterile seedlings
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柳杉幼苗生根率较高，根长度大，与其他处理差异显著。因此，DCR+0.10 mg·L−1 IBA为生根的最适培

养基。幼苗在最佳不定根诱导培养基中生长，7 d左右长出白色的根尖，之后根迅速伸长，30 d后形成

良好根系。由图 1G可知：无性系在 C1 培养基中生根情况最好。

2.4    炼苗与移栽

组培苗经炼苗移栽，约 15 d后发出新芽。检查根部有新根长出即移栽成活，移栽成活率达

96.70%，成活植株长势较好且一致。图 1H可知：无菌苗移栽 1、15和 40 d后生长良好。

2.5    分段培养效果

将诱导与继代增殖的不定芽进行分段培养。首先，将经消毒的外植体接入诱导与增殖培养基进行不

定芽的诱导与增殖；接着，将诱导与增殖的不定芽接入伸长培养基进行伸长培养；然后，将经过伸长培

养的枝条剪下，一部分接入生根或增殖不定芽，进行分段循环培养；最后，将生根完成的无菌苗移栽炼

苗，投入常规容器苗培育。经分段培养的组培苗，各无性系不定芽得到有效利用，有效枝条比例显著提

升，单个外殖体的繁殖潜能高达 3 865株·株−1·a−1。

3    讨论与结论

3.1    讨论

植物组织培养中，基本培养基的区别主要在于无机盐的种类和含量的不同[17]。MS培养基中无机盐

和离子浓度较高，具有较稳定的离子平衡，养分的数量和比例合适，因而适用范围比较广，是多数植物

组织培养快速繁殖的基本培养基。相较于 MS培养基，DCR与 WPM培养基均是低盐培养基。本实验结

果表明：DCR与 WPM培养基的诱导效果均优于常用的 MS基本培养基；不定芽诱导中 DCR培养基效

果最佳，不定芽增殖中WPM效果最佳。这与低盐培养基更适合于外植体生长和增殖的报道相符[18]。

植物生长调节剂尤其生长素和细胞分裂素在调控离体器官发生中起关键作用[19]。本研究中选用 6-
BA和 IBA作为植物生长调节剂，选用 CH作为营养物质，研究不同组合在柳杉芽诱导过程中的作用。

结果表明：6-BA最佳质量浓度为 1.00 mg·L−1，同时添加少量的 IBA(0.10 mg·L−1)诱导率可达 100%，增

殖系数达到 9.0以上。有研究[20] 表明：CH对猕猴桃 Actinidia chinensis 芽苗的生长有一定促进作用；本

研究中，添加 CH的处理组合其诱导与增殖效果均无明显差异，可见 CH不适用于柳杉不定芽的诱导与

增殖。

有研究认为：繁殖系数过高，不定芽过度增殖会引起组培苗弱化，生长势变差[21]。崔佩荣[22] 在对紫

萼 Hosta ventricosa 继代增殖培养时发现：有效芽增殖系数随着植物生长调节剂质量浓度增加呈先上升后

再下降规律，影响有效芽增殖。本研究采用高质量浓度植物生长调节剂培养基与低质量浓度植物生长调

节剂培养基交替继代，对柳杉组培苗进行分段培养，可有效解决上述问题，显著加快柳杉组织培养进

程，为工厂化育苗提供了有效途径。

大量研究 [23] 表明：培养基的无机盐质量浓度降至一半，可有效提高大多数植物的生根能力；

WPM和 DCR培养基是低盐培养基，因此常和不同质量浓度植物生长调节剂配合诱导组培苗生根。本实

表 5    不同培养基对生根的影响
Table 5    Effects of different mediums on the percentage of rooting

培养基 基本培养基 ρIBA/(mg·L−1) ρNAA /(mg·L−1) 生根率/% 平均根数/条 平均根长/cm

C1

WPM 0.10

0      100.00±0.00 a 10.00±5.00 b 3.87±1.17 a
C2 0.01 69.44±4.81 b 8.67±1.15 b 2.71±0.36 bc

C3 0.10 55.56±19.25 b 24.00±2.00 a 1.29±0.39 c

C4

DCR 0.10

0      100.00±0.00 a 10.50±0.71 b 3.82±1.17 a

C5 0.01 80.56±17.34 ab 15.67±5.86 ab 3.15±0.59 ab

C6 0.10 77.78±19.79 ab 17.33±9.24 ab 1.86±0.60 bc

　　说明：不同小写字母表示在P=0.05 水平上差异显著
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验利用 WPM和 DCR培养基配合低质量浓度的 IBA诱导生根，柳杉幼苗生根率高达 100%，同时生根较

快，根系健壮。生根的无菌苗移栽至 V(泥炭)∶V(蛭石)=1∶1的基质中，浇透水，保持相对湿度 90%~
100%，30 d后存活率达 96.70%。

3.2    结论

本研究建立的柳杉外植体分段培养再生体系，主要包括丛生芽诱导、伸长、生根及移栽等。不定芽

诱导与增殖阶段，无性系在 WPM+1.00 mg·L−1 6-BA+0.10 mg·L−1 IBA中培养，不定芽诱导率 (100%)
和增殖系数 (9.13)显著高于其它处理；不定芽伸长阶段采用高-低质量浓度植物生长调节剂培养基交替分

段培养，柳杉无性系继代增殖效果良好，有效枝条增长率可达到 456.87%；生根培养阶段，无性系离体

生根的最适宜培养基为 DCR+0.10 mg·L−1 IBA，且 3个无性系生根率最高可达 100%；炼苗移栽阶段，生

根的无菌苗移栽至 V(泥炭)∶V(蛭石)=1∶1的混合基质，经过 15~20 d炼苗，成活率高达 96.70%。从不定

芽的诱导到生根仅需 4~5个月，繁殖潜能高达 3 865株·株−1·a−1。综上所述，柳杉分段培养的组培模式

可有效解决柳杉外植体丛芽分化能力强而芽伸长不足的问题。
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