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(57)摘要

本发明公开了一种梅叶冬青组织培养快速

繁殖方法。本发明实现了野生梅叶冬青组织培养

快速繁殖，为野生梅叶冬青组织培养技术开辟新

道路。本发明的方法操作简单，易于实施，可一次

性培育出大量的梅叶冬青生长幼苗。本发明能够

有效的缩短育苗时间，且本发明所用的培养基和

试剂易配置，成本低，易大范围推广。
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1.一种梅叶冬青组织培养快速繁殖方法，其特征在于，包括以下步骤：

a、选取健康无病虫害8-12cm的梅叶冬青当年新抽带芽枝条，去除枝条的叶，用酒精棉

拭去枝条表面的灰尘并剪成3-5段，每段带有1-2个休眠芽点的枝段作为外植体；

b、将外植体灭菌，然后将灭菌后的外植体插入初代诱芽培养基中培养诱导出腋芽或顶

芽，培养条件为：1500-2000Lx，24℃-28℃，光照时间12h-14h，黑暗时间12h-10h，所述的初

代诱芽培养基每升由以下成分组成：1mg  ZT、0.05mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、30g蔗糖，余

量为MS培养基，pH  5.8-6.0；

c、将腋芽或顶芽切下，接入不定芽增殖培养基中进行增殖培养获得不定芽，培养条件

为：1500-2000Lx，24℃-28℃，光照时间12h-14h，黑暗时间12h-10h，所述的不定芽增殖培养

基每升由以下成分组成：1mg  6-BA、0.05mgNAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为MS培

养基，pH  5.8-6.0；

d、将不定芽接入壮苗培养基进行壮苗培养得到无根壮苗，培养条件为：1500-2000Lx，

24℃-28℃，光照时间12h-14h，黑暗时间12h-10h，所述的壮苗培养基每升由以下成分组成：

0.1mg  6-BA、0.1mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为MS培养基，pH  5.8-6.0；

e、将2-3cm高带有3-5个叶片的无根壮苗接入生根诱导培养基中培养得到组培苗，培养

条件为：1500-2000Lx，24℃-28℃，光照时间12h-14h，黑暗时间12h-10h，所述的生根诱导培

养基每升由以下成分组成：1mg  IBA、0.02g  AC、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为1/2MS

培养基，pH  5.8-6.0；

f、将组培苗进行移栽培养。

2.根据权利要求1所述的梅叶冬青组织培养快速繁殖方法，其特征在于，所述的步骤b

的将外植体灭菌是在无菌操作台上，将外植体置于体积分数75％酒精溶液中浸泡30s；移到

无菌工作台上，将酒精消毒的外植体放入锥形瓶中，加入质量分数0.1％的升汞水溶液，滴

加1滴吐温，浸泡10-15min，中间晃动数次，最后用无菌水冲洗3次，得到灭菌处理的外植体。

3.根据权利要求1所述的梅叶冬青组织培养快速繁殖方法，其特征在于，所述的步骤f

的移栽培养是待组培苗生根5-10条，根长1-2cm时，将组培苗移到温度湿度与外界相一致的

培养室中，4天后打开瓶盖，使生出根的组培苗与外界保持较高的接触，7天后加水取出生根

苗，洗净基质，用质量分数0.1％高锰酸钾水溶液浸泡1-3min，移入珍珠岩：蛭石体积比＝3:

2的培养基中。
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一种梅叶冬青组织培养快速繁殖方法

技术领域：

[0001] 本发明属于植物繁殖领域，具体涉及一种梅叶冬青组织培养快速繁殖方法。

背景技术：

[0002] 梅叶冬青(Ilex  asprella  Champ.ex  Benth)属于冬青科冬青属，落叶灌木，株高

可达3米。主要分布于我国浙江、江西、福建、台湾、湖南、广东、广西、香港等地；在菲律宾群

岛也有分布。多生于海拔400-1000米的山地疏林中或路旁灌丛中。其根、茎、叶均可入药，味

苦、甘、性凉，清热解毒、生津止渴。为广东、广西等岭南地区常用中药，用于感冒、高热烦渴、

扁桃体炎、咽喉炎、气管炎、百日咳等。梅叶冬青根为王老吉凉茶、沙溪凉茶等的主要原料，

岭南民间也广泛用梅叶冬青自制凉茶。根据研究梅叶冬青的叶片含有熊果酸，具有镇静、消

炎，抗糖尿病、冠心病及心绞痛等效应。随着现代医学对梅叶冬青活性成分和药理成分的研

究深入，其临床应用逐年扩大，梅叶冬青具有广阔的市场前景和经济效益。

[0003] 目前，梅叶冬青原料主要来源于野生资源，随着市场的需求扩大，梅叶冬青自然资

源日益枯竭，无法满足当前的市场需求。人工栽培是以后的重要发展方向。常见的梅叶冬青

繁殖技术主要为种子有性繁殖和枝条扦插繁殖。梅叶冬青种子具有深度休眠、隔年发芽的

特性，其种子发芽繁殖受到季节明显影响。另外，梅叶冬青种子小，其采集费时耗力，且不易

储存。梅叶冬青扦插繁殖，需采集大量当年生木质化枝条，对梅叶冬青生长存在较大破坏，

且在大规模种植时，易受到材料量的限制。

发明内容：

[0004] 本发明的目的是提供一种育苗繁殖不受时间和原材料数量的影响，繁殖系数高，

培育时间短，为大规模的培育梅叶冬青种苗提供技术保障的梅叶冬青组织培养快速繁殖方

法。

[0005] 本发明的梅叶冬青组织培养快速繁殖方法，其特征在于，包括以下步骤：

[0006] a、选取健康无病虫害8-12cm的梅叶冬青当年新抽带芽枝条，去除枝条的叶，用酒

精棉拭去枝条表面的灰尘并剪成3-5段，每段带有1-2个休眠芽点的枝段作为外植体；

[0007] b、将外植体灭菌，然后将灭菌后的外植体插入初代诱芽培养基中培养诱导出腋芽

或顶芽，培养条件为：1500-2000Lx，24℃-28℃，光照时间12h-14h，黑暗时间12h-10h，培养

20-30天，外植体的休眠芽生发成腋芽或顶芽，萌发率可达到80％以上，所述的初代诱芽培

养基每升含有：1mg  ZT(玉米素)、0.05mg  NAA(萘乙酸)、6.2g琼脂、0.1g肌醇、30g蔗糖，余量

为MS培养基，pH  5.8-6.0；

[0008] c、将腋芽或顶芽切下，接入不定芽增殖培养基中进行增殖培养获得不定芽，培养

条件为：1500-2000Lx，24℃-28℃，光照时间12h-14h，黑暗时间12h-10h，所述的不定芽增殖

培养基每升含有：1mg  6-BA(6-苄氨基基嘌呤)、0.05mgNAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，

余量为MS培养基，pH  5.8-6.0；增殖培养周期为35-45天，增殖系数可达到5；

[0009] d、将不定芽接入壮苗培养基进行壮苗培养得到无根壮苗，培养条件为：1500-
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2000Lx，24℃-28℃，光照时间12h-14h，黑暗时间12h-10h，所述的壮苗培养基每升含有：

0.1mg  6-BA、0.1mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为MS培养基，pH  5.8-6.0；

[0010] e、将2-3cm高带有3-5个叶片的无根壮苗接入生根诱导培养基中培养得到组培苗，

培养条件为：1500-2000Lx，24℃-28℃，光照时间12h-14h，黑暗时间12h-10h，所述的生根诱

导培养基每升含有：1mg  IBA(吲哚乙酸)、0.02g  AC(活性炭)、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗

糖，余量为1/2MS培养基，pH  5.8-6.0；培养30-45天，生根率可达到85％以上；

[0011] f、将组培苗进行移栽培养；

[0012] 所述的步骤b的将外植体灭菌优选是在无菌操作台上，将外植体置于体积分数

75％酒精溶液中浸泡30s；移到无菌工作台上，将酒精消毒的外植体放入锥形瓶中，加入质

量分数0.1％的升汞水溶液，滴加1滴吐温，浸泡10-15min，中间晃动数次，最后用无菌水冲

洗3次，得到灭菌处理的外植体。

[0013] 所述的移栽培养是待组培苗生根5-10条，根长1-2cm时，将组培苗移到温度湿度与

外界相一致的培养室中，4天后打开瓶盖，使生出根的组培苗与外界保持较高的接触，7天后

加水取出生根苗，洗净培养基，用质量分数0.1％高锰酸钾水溶液浸泡1-3min，移入珍珠岩：

蛭石体积比＝3:2的基质中。移栽成活率可达到95％以上。

[0014] 本发明中的MS培养基是指没有加琼脂的液体培养基，其配方属于本领域的公知常

识，所述的1/2MS培养基是MS培养基中大量元素减半，而其他不变的培养基。

[0015] 与现有的技术相比，本发明的具有以下优点：

[0016] 本发明实现了野生梅叶冬青组织培养快速繁殖，为野生梅叶冬青组织培养技术开

辟新道路。本发明的方法操作简单，易于实施，可一次性培育出大量的梅叶冬青生长幼苗。

本发明能够有效的缩短育苗时间，且本发明所用的培养基和试剂易配置，成本低，易大范围

推广。

具体实施方式：

[0017] 以下实施例是对本发明的进一步说明，而不是对本发明的限制。

[0018] 实施例1：

[0019] a、选取健康无病虫害8－12cm左右的野生梅叶冬青新抽带芽枝条；去除枝条的杂

叶，使用体积分数75％的酒精棉拭去枝条表面的灰尘并剪成3－5段，每段3cm左右，带有1-2

个休眠芽点，以此枝茎段作为外植体；

[0020] b、外植体灭菌：在无菌操作台上，将上述初步消毒得到的茎段(外植体)置于体积

分数75％酒精溶液中浸泡30s；移到无菌工作台上，将酒精消毒的茎段放入锥形瓶中，加入

质量分数0.1％的升汞水溶液，滴加1滴吐温，浸泡10-15min，中间晃动数次，最后用无菌水

冲洗3次，得到灭菌处理的外植体；

[0021] c、外植体诱导培养：将经灭菌处理的外植体插入初代诱芽培养基中培养，培养条

件为：1500Lx，24℃-28℃，光照时间14h，黑暗时间10h，培养20-30天，外植体的休眠芽生发

成腋芽或顶芽，萌发率可达到80％以上。所述的初代不定芽诱导培养基为：MS+1mg/L  ZT+

0.05mg/L  NAA+6.2g/L琼脂粉+0.1g/L肌醇+3％蔗糖，pH  5.8-6.0，即所述的初代诱芽培养

基每升含有：1mg  ZT、0.05mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、30g蔗糖，余量为MS培养基，pH  5.8-

6.0，其每升配制方法是将1mg  ZT、0.05mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、30g蔗糖加入到少量液
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体MS培养基中，然后再用液体MS培养基定容到1L，调pH值至5.8-6.0，灭菌备用。

[0022] d、不定芽增殖培养：将上述所得到的长为1cm左右的腋芽或顶芽切下，接入不定芽

增殖培养基中培养获得不定芽，培养条件为：1500Lx，24℃-28℃，光照时间14h，黑暗时间

10h，培养35-45天为一个周期，增殖系数可达到5。所述的不定芽增殖培养基成份为：MS+

1mg/L6-BA+0.05mg/LNAA+6.2g/L琼脂粉+0.1g/L肌醇+2％蔗糖，pH  5.8-6.0，即所述的不定

芽增殖培养基每升含有：1mg  6-BA、0.05mgNAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为MS培

养基，pH  5.8-6.0，其每升配制方法是将1mg  6-BA、0.05mgNAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗

糖加入到少量液体MS培养基中，然后用液体MS培养基定容到1L，调pH值至5.8-6.0，灭菌备

用。

[0023] e、壮苗培养：将增殖获得的不定芽放入壮苗培养基中培养30-45天得到无根壮苗，

培养条件为：1500Lx，24℃-28℃，光照时间14h，黑暗时间10h。所述的壮苗培养基成份为：MS

+0.1mg/L6-BA+0.1mg/LNAA+6.2g/L琼脂粉+0.1g/L肌醇+2％蔗糖，pH  5.8-6.0，即所述的壮

苗培养基每升含有：0.1mg  6-BA、0.1mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为MS培养

基，pH  5.8-6.0，其每升配制方法是将0.1mg  6-BA、0.1mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗

糖加入到少量液体MS培养基中，然后用液体MS培养基定容到1L，调pH值至5.8-6.0，灭菌备

用。

[0024] f、分化生根培养：将上述所得到2-3cm高带有3-5个叶片的无根壮苗接入生根诱导

培养基中培养30-45天得到组培苗，生根率可达到85％以上。培养条件为：1500Lx，24℃-28

℃，光照时间14h，黑暗时间10h。所述的生根诱导培养基成份为：1/2MS+1mg/L  IBA+0.02g/L 

AC+6.2g/L琼脂粉+0.1g/L肌醇+2％蔗糖，pH  5.8-6.0，即所述的生根诱导培养基每升含有：

1mg  IBA、0.02gAC、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为1/2MS培养基，pH  5.8-6.0，其每升

配制方法是将1mg  IBA、0.02gAC、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖加入到液体1/2MS培养基中，

然后用液体MS培养基定容到1L，调pH值至5.8-6.0，灭菌备用。

[0025] g、移栽培养：待组培苗生根5-10条，根长1-2cm时，将组培苗移到温度湿度与外界

相一致的培养室中，4天后打开瓶盖，使生根组培苗与外界保持较高的接触，7天后加水取出

生根苗，洗净培养基；用质量分数0.1％高锰酸钾水溶液浸泡1-3min，移入珍珠岩：蛭石体积

比为3:2的基质中培养，由此获得梅叶冬青小苗。

[0026] 实施例2：

[0027] a、选取健康无病虫害8－12cm左右的野生梅叶冬青新抽带芽枝条；去除枝条的杂

叶，使用体积分数75％的酒精棉拭去枝条表面的灰尘并剪成3－5段，每段3cm左右，带有1-2

个休眠芽点，以此处理的枝条作为外植体；

[0028] b、外植体灭菌：在无菌操作台上，将上述初步消毒得到的茎段(外植体)置于体积

分数75％酒精溶液中浸泡30s；移到无菌工作台上，将酒精消毒的茎段放入锥形瓶中，加入

质量分数0.1％的升汞水溶液，滴加1滴吐温，浸泡10-15min，中间晃动数次，最后用无菌水

冲洗3次，得到灭菌处理的外植体；

[0029] c、外植体诱导培养：将经灭菌处理的外植体插入初代诱芽培养基中培养，培养条

件为：2000Lx，24℃-28℃，光照时间12hh，黑暗时间12h，培养20-30天，外植体的休眠芽生发

成腋芽或顶芽，萌发率可达到80％以上。所述的初代不定芽诱导培养基为：MS+1mg/L  ZT+

0.05mg/L  NAA+6.2g/L琼脂粉+0.1g/L肌醇+3％蔗糖，pH  5.8-6.0，即所述的初代诱芽培养
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基每升含有：1mg  ZT、0.05mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、30g蔗糖，余量为MS培养基，pH  5.8-

6.0，其每升配制方法是将1mg  ZT、0.05mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、30g蔗糖加入到少量液

体MS培养基中，然后再用液体MS培养基定容到1L，调pH值至5.8-6.0，灭菌备用。

[0030] d、不定芽增殖培养：将上述所得到的长为1cm左右的腋芽或顶芽切下，接入不定芽

增殖培养基中培养获得不定芽，培养条件为：2000Lx，24℃-28℃，光照时间12hh，黑暗时间

12h，培养35-45天为一个周期，增殖系数可达到5。所述的不定芽增殖培养基成份为：MS+

1mg/L6-BA+0.05mg/LNAA+6.2g/L琼脂粉+0.1g/L肌醇+2％蔗糖，pH  5.8-6.0，即所述的不定

芽增殖培养基每升含有：1mg  6-BA、0.05mgNAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为MS培

养基，pH  5.8-6.0，其每升配制方法是将1mg  6-BA、0.05mgNAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗

糖加入到少量液体MS培养基中，然后用液体MS培养基定容到1L，调pH值至5.8-6.0，灭菌备

用。

[0031] e、壮苗培养：将增殖获得的不定芽放入壮苗培养基中培养30-45天得到无根壮苗，

培养条件为：2000Lx，24℃-28℃，光照时间12hh，黑暗时间12h。所述的壮苗培养基成份为：

MS+0.1mg/L6-BA+0.1mg/LNAA+6.2g/L琼脂粉+0.1g/L肌醇+2％蔗糖，pH  5.8-6.0，即所述的

壮苗培养基每升含有：0.1mg  6-BA、0.1mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为MS培

养基，pH  5.8-6.0，其每升配制方法是将0.1mg  6-BA、0.1mg  NAA、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g

蔗糖加入到少量液体MS培养基中，然后用液体MS培养基定容到1L，调pH值至5.8-6.0，灭菌

备用。

[0032] f、分化生根培养：将上述所得到2-3cm高带有3-5个叶片的无根壮苗接入生根诱导

培养基中培养30-45天得到组培苗，生根率可达到85％以上。培养条件为：2000Lx，24℃-28

℃，光照时间12hh，黑暗时间12h。所述的生根诱导培养基成份为：1/2MS+1mg/L  IBA+0.02g/

L  AC+6.2g/L琼脂粉+0.1g/L肌醇+2％蔗糖，pH  5.8-6.0，即所述的生根诱导培养基每升含

有：1mg  IBA、0.02gAC、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖，余量为1/2MS培养基，pH  5.8-6.0，其

每升配制方法是将1mg  IBA、0.02gAC、6.2g琼脂、0.1g肌醇、20g蔗糖加入到液体1/2MS培养

基中，然后用液体MS培养基定容到1L，调pH值至5.8-6.0，灭菌备用。

[0033] g、移栽培养：待组培苗生根5-10条，根长1-2cm时，将组培苗移到温度湿度与外界

相一致的培养室中，4天后打开瓶盖，使生根组培苗与外界保持较高的接触，7天后加水取出

生根苗，洗净培养基；用质量分数0.1％高锰酸钾水溶液浸泡1-3min，移入珍珠岩：蛭石为3:

2的基质中，由此获得梅叶冬青小苗。
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