
植物学报 Chinese Bulletin of Botany  2021, 56 (4): 451–461, www.chinbullbotany.com 

doi: 10.11983/CBB20205 

—————————————————— 
收稿日期: 2020-12-19; 接受日期: 2021-05-07 

基金项目: 贵州省农业科技支撑项目(No.(2018)2287) 

* 通讯作者。E-mail: coloroj@126.com 

 

      郁金樱愈伤组织诱导及植株再生 
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贵州大学林学院, 贵阳 550025 

摘要  为建立郁金樱(Cerasus serrulata var. lannesiana cv. ‘Grandiflora’)再生体系, 以多年生母株小叶、一年生嫁接苗小

叶、腋芽诱导小叶和增殖一代小叶为外植体, 探讨不同外植体和植物激素组合对郁金樱愈伤组织诱导、不定芽分化、增殖

和生根的影响。结果表明, 4种外植体均可诱导出愈伤组织, 除多年生母株小叶外皆分化出不定芽, 外植体幼化程度越高, 后

期培养潜力越大。以增殖一代小叶为外植体效果最佳, 其最适愈伤组织诱导培养基为MS+0.5 mg·L–1 6-BA+1.0 mg·L–1 

2,4-D, 诱导率达96.22%; 最佳分化培养基为MS+1.0 mg·L–1 6-BA+0.1 mg·L–1 2,4-D+0.1 mg·L–1 TDZ, 分化率达78.14%; 

最佳增殖培养基为MS+1.0 mg·L–1 6-BA, 增殖系数可达7.85; 最佳生根培养基为不含任何激素的1/2MS培养基, 生根率达

100%。不同外植体获得的再生植株移栽成活后生长差异显著, 以增殖一代小叶诱导的再生植株长势最佳。 
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郁金樱(Cerasus serrulata var. lannesiana cv. 

‘Grandiflora’)是蔷薇科(Rosaceae)樱属(Cerasus)落

叶乔木, 花叶同开, 花色淡黄至绿色, 花期在3月下

旬至4月上旬, 在我国长三角地区有栽培, 现已推广

到全国。樱花品种花色大多为白色、粉色或红色, 郁

金樱因其绿色花而独特, 在盛花期和落花期均有极高

的观赏价值, 园林开发潜力巨大(刘晓莉, 2012)。郁金

樱具有良好的适应性和观赏性(朱继军等, 2015), 其

在校园绿地、居住区绿地、道路绿地、综合公园和城

市广场上皆有分布, 苗木市场需求较大(蒋冬月等, 

2019; 杨小燕等, 2019)。生产上樱花主要通过嫁接繁

殖, 但该繁殖方法存在占用空间资源大、成苗周期长

及种苗价格高等问题, 且易受时间、气候和环境等因

素影响, 经多代繁殖后, 易造成病毒积累, 影响樱花

的产量和品质。随着现代生物技术的发展, 利用基因

工程技术进行植物性状改良已成为可行的育种方式

(张旭红等, 2018), 而建立高效且快速的再生体系是

进行遗传转化研究的前提。因此, 应用植物组织培养

技术建立无性快繁体系, 对郁金樱的遗传改良具有重

要意义。 

目前, 关于樱花的组培研究主要集中在福建山樱

花(Prunus campanulata) (黄守印等, 2003; 吕月良

等, 2006; Chen et al., 2016)、日本晚樱杨贵妃(C. 

serrulata var. lannesiana cv. ‘Mollis’)、日本晚樱醉红

(C. serrulata var. lannesiana cv. ‘Zuihong’) (张灵灵

和蒋细旺, 2015)、华中樱(C. conradinae)、迎春樱(C. 

discoidea) (宋斯妤, 2018)、染井吉野樱(C. × ye-

doensis cv. ‘Somei-yoshino’) (徐晨捷和欧静, 2020)

和喜马拉雅樱花(C. cerasoides) (李水根等, 2020)等

少数品种(李艳敏等, 2008, 2012)。关于樱花植株再生

和遗传转化方面的研究较少, 仅见福建山樱花以腋芽

诱导小叶为外植体, 成功建立了植株再生体系和体细

胞胚胎发生途径 (邹娜等 , 2013); 以雪落樱 (C. 

xueluoensis) (史港影等 , 2014)和御殿场樱 (C. × 

incisa cv. ‘Gotenba-zakura’) (雷巾茗, 2020)叶片为

外植体建立了愈伤组织再生体系, 目前尚未见有关郁

金樱再生体系及组织培养的报道。通过对北玄参

(Scrophularia buergeriana) (任如意等, 2017)、黄花

乌头(Aconitum coreanum) (刘莉莉等, 2015)、绒毛白

蜡(Fraxinus velutina) (燕丽萍等, 2016)和月季(Rosa 

·技术方法· 
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chinensis) (陈雪等, 2011)等植株再生的研究表明, 

不同外植体对植株再生影响极显著, 直接关系试验成

功与否, 故选择正确外植体是试验成功的前提。本研

究以郁金樱不同幼化程度的小叶为材料, 以期通过愈

伤组织诱导不定芽分化、不定芽增殖和生根, 建立高

效、稳定的郁金樱再生体系, 为其生物技术育种及后

续的遗传转化研究提供参考。 

1  植物材料 

试验材料郁金樱 (Cerasus serrulata G. Don var. 

lannesiana cv. ‘Grandiflora’)采自贵阳市白云区牛场

乡石龙基地。在天气晴朗、无下雨时, 分别从多年生

郁金樱母株(7年生, 以下称多年生母株)、1年生郁金

樱嫁接苗(砧木为1年生山樱花, 接穗为7年生郁金樱

母株)剪取当年生颜色嫩绿、半木质化且无病虫害的

健壮枝条, 置于保鲜袋中带回实验室备用。其中, 腋

芽诱导小叶以7年生母株半木质化茎段诱导而来, 增

殖一代小叶外植体采自7年生母株, 经诱导、增殖培

养一代后取幼嫩小叶进行试验。 

2  培养基成分与培养条件 

2.1  郁金樱无菌体的获得 

将郁金樱枝条去掉叶片, 保留部分叶柄, 剪成4 cm左

右带腋芽茎段。挑选颜色嫩绿的叶片, 保留叶柄, 分

别于流水下用软毛刷蘸洗洁精液轻刷茎段和叶片表

面, 用流水冲洗1小时刷洗干净。在超净工作台内进

行外植体消毒处理: 用75%乙醇摇晃消毒30秒, 用无

菌水冲洗3次, 然后转至0.1% (m/v)升汞(HgCl2)溶液

摇晃消毒6分钟, 最后用无菌水冲洗5次, 滤纸吸干水

分备用。将带腋芽茎段切掉两端, 切成2 cm左右接种

于MS+2 mg·L–1 6-BA+0.2 mg·L–1 IBA培养基进行腋

芽诱导。 

2.2  愈伤组织诱导 

分别将多年生母株幼嫩小叶、一年生嫁接苗幼嫩小

叶、腋芽诱导小叶(当腋芽生长至3–4 cm时完全展开

的幼嫩小叶)和增殖培养一代的幼嫩小叶(带叶柄)用

解剖刀于叶主脉垂直处横切3–4刀但不切断, 叶面朝

上接种于含不同浓度6-BA和2,4-D的MS愈伤组织诱

导培养基。每个处理接种15个外植体, 每瓶接种1–2

片小叶, 3次重复。20天后统计出愈叶片数, 并计算愈

伤组织诱导率。愈伤诱导率(%)=(出愈叶片数/接种叶

片数)×100。 

2.3  愈伤组织分化 

将获得的愈伤组织增殖后, 选择质地紧密的胚性愈伤

组织, 转入含不同浓度TDZ、6-BA和2,4-D配比组合

的MS分化培养基(表1)。每个处理接种20瓶, 每瓶接

种3块胚性愈伤组织, 重复3次。30天后统计愈伤组织

分化率。分化率(%)=(分化出不定芽愈伤组织块数/接

种总块数)×100。 

2.4  增殖及生根培养 

将分化成功的愈伤组织带不定芽切成小块, 连同基部

愈伤组织一起转入含不同6-BA和NAA组合的MS增殖

培养基。在增殖培养基上不定芽迅速生长和增殖, 当

不定芽长至2–5 cm高时, 从愈伤基部切掉后将不定

芽转入含不同浓度IBA和NAA的1/2MS生根培养基。

35天后统计生根率及生根数。增殖系数=有效芽数/

接种芽数; 生根率(%)=(生根组培苗数/接种组培苗

数)×100。 

2.5  炼苗移栽 

选择生长健壮、根系发育良好的郁金樱组培苗, 半打

开瓶盖后于室内炼苗2天, 然后全打开瓶盖炼苗5天。

用流水冲洗掉根部附着的培养基, 然后将组培苗移栽 

 

表1  郁金樱愈伤组织分化不同植物激素正交设计 

Table 1  Orthogonal design of different plant hormones in callus differentiation of Cerasus serrulata 

Concentrations of plant 
hormones (mg·L–1) 

Treatment code 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

6-BA 0.5 0.5 0.5 1 1 1 2 2 2 
2,4-D 0.1 0.5 1 0.1 0.5 1 0.1 0.5 1 
TDZ 0.01 0.1 0.5 0.1 0.5 0.01 0.5 0.01 0.1 

TDZ: 噻苯隆; TDZ: Thidiazuron  
 
 
 

© 植物学报  Chinese Bulletin of Botany



 罗钱等: 郁金樱愈伤组织诱导及植株再生  453 

 

 
 

于泥炭土:蛭石:河沙=2:1:1 (v/v/v)的混合基质中, 注

意保温保湿。30天后统计成活率。成活率(%)=(移栽

成活植株数/移栽总株数)×100。 

2.6  培养条件 

上述培养基中均添加30 g·L–1蔗糖、6 g·L–1琼脂, pH

值为5.8, 121°C高压灭菌20分钟。将组培材料置于温

度为(25±1)°C、光照强度为160 μmol·m–2·s–1、光周

期为12小时光照/12小时黑暗的光照培养箱中培养。 

2.7  数据处理及分析 

用单反相机拍摄郁金樱再生过程各阶段形态及发生

情况。采用SPSS 24.0软件分析数据, 采用Photoshop 

2017处理图片, 用Microsoft Excel 2014制表, 采用

Greship 8.0.2制图。 

3  结果与讨论 

3.1  不同激素组合对不同外植体愈伤组织诱导的

影响 

为筛选郁金樱愈伤组织诱导最佳外植体及激素组合, 

以郁金樱多年生母株小叶、一年生嫁接苗小叶、腋芽

诱导小叶和增殖一代小叶为外植体进行愈伤组织诱

导(图1)。将不同外植体小叶接种于诱导培养基1周后, 

叶片边缘朝叶脉中心卷曲拱起; 2周后, 小叶主叶脉

切口及叶柄端出现细小球形愈伤突起, 愈伤突起由主

叶脉向切口两端衍生逐渐变小。球形突起多发生于各

支叶脉切口处, 可能是叶脉作为物质运输交换的组

织, 最先感受到外界环境的激素变化从而脱分化产生

愈伤组织(房洪舟等, 2019), 后期叶片质地逐渐变硬

变脆。不同外植体诱导愈伤组织从颜色、质地到形态

皆有差异(图2A–E7)。以多年生母株小叶为外植体诱

导的愈伤组织颜色多呈黄褐色, 部分为红色, 质地较

紧实坚硬, 表面有粗糙颗粒突起(图2B1)。其它3种外

植体诱导的愈伤组织质地较松软, 表面分布有大量细

小颗粒, 其中一年生嫁接苗小叶诱导的愈伤组织呈浅

黄色(图2C1), 腋芽小叶愈伤组织和增殖一代小叶愈

伤组织为透明白色, 表面有光泽(图2D1, E1)。多年生

母株诱导的愈伤组织无分化能力, 为非胚性愈伤组

织, 后期培养逐渐褐化(图2B2, B3)。嫁接苗诱导愈伤

组织(图2C2)随着后期培养激素的调整可转化为胚性 

 

图1  郁金樱不同外植体愈伤组织的平均诱导率 

不同小写字母表示不同处理间差异显著(P<0.05)。 
 

Figure 1  Average callus induction rates in different ex-

plants of Cerasus serrulata 

Different lowercase letters indicate significant differences 

among different treatments (P<0.05). 
 

愈伤组织, 腋芽及增殖一代小叶诱导的愈伤组织多为

胚性愈伤组织, 以增殖一代小叶为外植体诱导效果最

佳(图2D2, D3, E2)。 

本研究表明, 不同浓度6-BA和2,4-D组合激素处

理后, 各郁金樱外植体愈伤发生表现出明显差异(表

2)。多年生母树小叶、一年生嫁接苗小叶、腋芽诱导

小叶和增殖一代小叶4种不同外植体的愈伤组织诱导

率排序为: 46.31%<64.41%<72.86%<80.27% (图1)。

分析多年生母株愈伤组织诱导率(表2)发现, 当2,4-D

浓度在2–3 mg·L–1时愈伤诱导效果显著, 诱导率均在

57%以上, 配合0.5 mg·L–1 6-BA能使诱导率达到最

大(68.55%), 比单独使用2,4-D时提高11.20%, 过高

浓度2,4-D和6-BA对其皆有抑制效应。就一年生嫁接

苗愈伤组织诱导而言, 当6-BA浓度为0.5 mg·L–1时, 

配合2.0 mg·L–1 2,4-D能使愈伤组织诱导率达到最大

(80.71%); 腋芽愈伤组织诱导率仅次于增殖一代小

叶, 两者对激素响应敏感, 当6-BA和2,4-D浓度分别

为 0.5和 2.0 mg·L–1时腋芽愈伤组织诱导率最高

(88.74%)。而增殖一代小叶愈伤组织诱导率在2,4-D

浓度为0.5 mg·L–1、6-BA浓度为1.0 mg·L–1时达到最

大(96.22%), 低浓度2,4-D及6-BA配合使用对增殖一

代小叶愈伤组织的诱导效果较好, 形成的愈伤组织多

为胚性愈伤组织且生长良好。 
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图2  郁金樱愈伤组织诱导、分化及增殖 

(A) 腋芽诱导小叶; (B1)–(B3) 多年生母株小叶愈伤组织诱导及分化; (C1)–(C7) 一年生嫁接苗小叶愈伤组织诱导、不定芽分化及

增殖过程; (D1)–(D7) 腋芽诱导小叶的愈伤组织诱导、不定芽分化及增殖过程; (E1)–(E7) 增殖一代小叶的愈伤组织诱导、不定芽

分化及增殖过程。Bars=1 cm 
 

Figure 2  Callus induction, differentiation and proliferation of Cerasus serrulata  

(A) Axillary buds induce leaflets; (B1)–(B3) Leaflet callus induction and differentiation of perennial mother plant; (C1)–(C7) 

Leaflet callus induction, adventitious bud differentiation and proliferation of one-year grafted seedlings; (D1)–(D7) The process 

of callus induction, adventitious bud differentiation and proliferation induced from axillary buds; (E1)–(E7) The process of callus 

induction, adventitious bud differentiation and proliferation of the proliferative generation of leaflets. Bars=1 cm 
 

表2  不同激素组合及外植体对郁金樱愈伤组织诱导的影响(平均值±标准误) 

Table 2   Effects of different hormone combinations and explants on Cerasus serrulata callus induction (means±SE) 

No. 
6-BA  

(mg·L–1) 
2,4-D  

(mg·L–1) 

Callus induction rate (%) 
Leaflet of perennial 

mother plant 
Annual grafted  
seedling leaflet 

Axillary buds induce 
leaflets 

Proliferate one gene-
ration of leaflets 

1 0 0.5 0 l 42.87±1.51 i 66.09±0.72 g 66.51±0.33 i 

2 0 1.0 23.91±0.51 j 49.32±1.01 h 68.46±1.00 ef 72.86±0.59 g 

3 0 1.5 46.28±0.58 h 58.92±0.72 f 67.64±0.80 f 76.23±0.96 ef 

4 0 2.0 57.35±0.68 e 68.63±0.60 d 72.52±1.16 d 80.77±0.59 d 

5 0 3.0 57.15±0.32 e 61.31±1.34 e 69.61±0.67 e 77.63±0.71 e 

6 0.5 0.5 16.68±1.45 k 55.08±0.82 g 63.67±0.54 h 71.12±0.20 h 

7 0.5 1.0 60.09±0.98 d 61.43±1.40 e 69.04±0.70 ef 96.22±0.94 a 

8 0.5 1.5 49.31±0.70 g 74.11±0.78 c 83.07±0.73 c 94.63±0.42 b 

9 0.5 2.0 68.55±1.04 a 80.71±0.49 a 88.74±0.45 a 91.40±0.80 c 

10 0.5 3.0 62.52±1.09 c 77.62±1.11 b 86.17±0.72 b 77.05±0.77 ef 

11 1 0.5 27.85±0.69 i 62.06±0.73 e 68.09±0.23 f 76.63±0.82 ef 

12 1 1.0 45.64±0.99 h 69.25±0.42 d 73.28±0.64 d 81.36±1.09 d 

13 1 1.5 51.03±1.17 f 73.81±0.92 c 83.64±1.06 c 92.18±2.00 c 

14 1 2.0 65.46±0.61 b 60.95±0.30 e 67.87±0.98 f 75.57±0.90 f 

15 1 3.0 59.89±1.22 d 54.64±1.00 g 65.07±0.82 f 73.85±0.63 g 

同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Different lowercase letters in the same column indicate significant differences (P<0.05). 
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3.2  不同浓度植物激素对外植体不定芽分化的

影响 

将获得的愈伤组织切割成小块后接种到分化培养基

上。随着培养时间的推移, 愈伤组织逐渐紧实, 生长

变缓, 表面出现颗粒状绿色愈伤组织, 部分绿色愈伤

组织分化出芽点(图2B4, D3, E2)。以增殖一代小叶为

外植体分化出的不定芽最多且长势最好(图2E3), 其

次为腋芽诱导小叶外植体(图2D4), 以嫁接小叶为外

植体诱导的不定芽效果较差, 部分出现褐化且不定芽

较少(图2C5), 多年生母株愈伤组织在不同激素组合

的培养基上均未分化出不定芽, 且随着培养时间的延

长逐渐褐化死亡(图2B3)。 

不同外植体愈伤组织平均分化率排序为: 增殖一

代小叶(51.29%)>腋芽诱导小叶(32.01%)>一年生嫁

接苗小叶(19.72%) (图3)。增殖一代小叶最佳愈伤组

织分化培养基为: MS+1.0 mg·L–1 6-BA+0.1 mg·L–1 

2,4-D+0.1 mg·L–1 TDZ, 分化率最大为78.14%; 腋芽

诱导小叶最佳愈伤分化培养基为: MS+2.0 mg·L–1 

6-BA+0.5 mg·L–1 2,4-D, 分化率最大为45.42%; 一年

生嫁接苗小叶最佳愈伤分化培养基为: MS+2.0 mg·L–1 

6-BA+0.1 mg·L–1 2,4-D+0.5 mg·L–1 TDZ, 分化率最

大为35.23%。除不同外植体对愈伤组织的不定芽分

化起决定作用外, 不同植物激素组合对不定芽分化也

有重要影响, 不同外植体对激素的响应差异显著(表

3)。结果表明, 6-BA对一年生嫁接小叶、腋芽诱导小

叶及增殖一代小叶的愈伤分化均产生极显著影响(P< 

0.01); 2,4-D对腋芽诱导小叶及增殖一代小叶愈伤分

化的影响均达显著性水平, 对一年生嫁接苗小叶愈伤

分化的影响不显著; TDZ对一年生嫁接苗愈伤分化的 

 

 

图3  不同植物激素对郁金樱不同外植体愈伤组织分化的影响

分化培养基编号1–9同表1。不同小写字母表示不同处理间差异

显著(P<0.05)。 
 

Figure 3  Effects of different plant hormones on Cerasus 

serrulata callus differentiation in different explants 

Differentiation medium No. 1–9 are the same as Table 1. 

Different lowercase letters indicate significant differences at 

P<0.05 among different treatments.  

 
表3  不同植物激素对郁金樱不同外植体愈伤组织分化的方差分析 

Table 3  Variance analysis of Cerasus serrulata callus differentiation of different explants with different plant hormones 

Different explants Source df Sum of squares Mean square F P 

Annual grafted  
seedling leaflet 

6-BA 2 2622.375 1311.187 77.591 0.000** 

2,4-D 2 57.819 28.910 1.711 0.206 

TDZ 2 128.789 64.394 3.811 0.040* 

Error 20 337.975 16.899 – – 

Sun 27 13723.723 – – – 

Axillary buds induce 
leaflets 

6-BA 2 1476.646 738.323 42.619 0.000** 

2,4-D 2 144.656 72.328 4.175 0.031* 

TDZ 2 19.924 9.962 0.575 0.572 

Error 20 346.474 17.324 – – 

Sun 27 29649.142 – – – 

Proliferate one gene-
ration of leaflets 

6-BA 2 3360.867 1680.433 29.026 0.000** 

2,4-D 2 600.965 300.483 5.19 0.015* 

TDZ 2 182.009 91.005 1.572 0.232 

Error 20 1157.866 57.893 – – 

Sun 27 79113.749 – – – 

TDZ: 噻苯隆; TDZ: Thidiazuron  * P<0.05; ** P<0.01 
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影响显著, 对腋芽诱导小叶及增殖一代小叶愈伤分化

的影响均不显著。综合各因素最优水平, 以增殖一代

小叶为外植体, 在MS+1.0 mg·L–1 6-BA+0.1 mg·L–1 

2,4-D+0.1 mg·L–1 TDZ培养基上愈伤组织分化效果最

佳(分化率为78.14%)。 

3.3  不同浓度植物激素对外植体不定芽增殖的

影响 

将不同外植体分化的不定芽团带愈伤组织切成大小

相等的小块, 接种于增殖培养基。结果表明, 外植体

类型及外源激素浓度对不定芽增殖均有显著影响。一

年生嫁接苗小叶、腋芽诱导小叶和增殖一代小叶3种

不同外植体平均增殖系数分别为 : 2.22<4.19<4.79 

(表4)。其中, 一年生嫁接苗小叶芽团在MS+2.0 mg·L–1 

6-BA+0.5 mg·L–1 NAA增殖培养基上增殖系数最大

(3.53) (图2C7); 腋芽诱导小叶芽团在MS+2.0 mg·L–1 

6-BA无NAA的增殖培养基上增殖系数最大(5.39) (图

2D7); 增殖一代小叶芽团在MS+1.0 mg·L–1 6-BA增

殖培养基上增殖系数最大(7.85) (图2E7)。6-BA和

NAA对郁金樱一年生嫁接苗小叶芽团的不定芽增殖

具有显著促进作用。随着6-BA和NAA浓度的增大, 不

定芽增殖系数增大; NAA对腋芽诱导小叶芽团不定芽

增殖则呈现出先上升后下降的趋势, 6-BA浓度与不定

芽增殖系数呈正相关 , 说明高浓度6-BA及低浓度

NAA有利于腋芽诱导小叶芽团的不定芽增殖。对增殖

一代小叶芽团而言, 6-BA和NAA则呈现出高浓度抑制

低浓度促进的共同现象, 表明过高浓度6-BA和NAA

不利于增殖一代小叶芽团增殖。综合不定芽增殖系数

及芽团生长状况, 以增殖一代小叶为外植体分化的芽

团接种于MS+1.0 mg·L–1 6-BA培养基上不定芽增殖

效果最佳。 

3.4  生根培养及炼苗移栽 

切取不定芽增殖培养基上生长健壮且高度大于1.0 cm

的组培苗, 接种于生根培养基(表5)。生长7天左右, 

不添加任何激素的1/2MS培养基中组培苗底部出现

不定根原始体突起, 20天后出现大量须根(图4D); 在

1/2MS+0.5 mg·L–1 NAA培养基中, 组培苗培养7天后

出现少量透明愈伤, 12天左右底部出现不定根原始体

突起(图4A), 约20天后出现5–6条粗壮的肉质主根(图

4B), 约25天后从主根上长出大量侧根(图4C)。在上

述2种培养基生根完成后瓶盖半敞开于室内炼苗2天, 

然后完全打开瓶盖炼苗5天, 洗净根部培养基, 移植

到泥炭土:蛭石:河沙=2:1:1 (v/v/v)的混合基质营养钵

中, 用塑料袋套住营养钵保湿保温, 30天后移栽成活

率达96%以上。与上述2种生根培养基相比, 其它生

根培养基上组培苗生根数少且多为肉质主根, 移栽成

活率仅为65%。 

 
 

表4  不同植物激素对郁金樱外植体不定芽增殖的影响(平均值±标准误) 

Table 4  Effects of different plant hormones on Cerasus serrulata adventitious bud proliferation of different explants (means±SE) 

No. 
6-BA  

(mg·L–1) 
NAA  

(mg·L–1) 

Proliferation coefficient 

Annual grafted seed-
ling leaflets 

Axillary buds induce 
leaflets 

Proliferate one gene-
ration of leaflets 

1 0.5 0 0 e 2.42±0.04 g 3.32±0.46 e 

2 0.5 0.1 0.88±0.77 d 3.52±0.07 f 2.70±0.24 f 

3 0.5 0.5 2.17±0.27 c 2.39±0.05 g 2.91±0.29 ef 

4 1 0 2.38±0.04 c 4.46±0.12 e 7.85±0.33 a 

5 1 0.1 2.17±0.62 c 4.99±0.11 c 5.57±0.20 cd 

6 1 0.5 3.13±0.05 ab 4.64±0.08 d 6.30±0.14 b 

7 2 0 2.61±0.07 bc 5.39±0.05 a 5.26±0.27 d 

8 2 0.1 3.07±0.06 b 5.18±0.19 b 5.82±0.19 c 

9 2 0.5 3.53±0.04 a 4.73±0.08 d 3.38±0.15 e 

Average 2.22±1.12 C 4.19±1.10 B 4.79±1.73 A 

同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 同行数值后不同大写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Different lowercase letters in the same column indicate significant differences (P<0.05), different capital letters after peer values 

indicate significant differences (P<0.05). 
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图4  郁金樱不同外植体诱导再生植株生根及移载 

(A) 不定根原始体突起; (B) 肉质主根; (C) 主根上长出侧根; (D) 直接长出须根; (E)–(G) 一年生嫁接苗小叶植株再生、生根及移

栽; (H)–(J) 腋芽诱导小叶再生植株生根及移栽; (K)–(M) 增殖一代小叶再生植株生根及移栽。Bars=2 cm 

 

Figure 4  Rooting and transplantation of regenerated plants induced by different explants of Cerasus serrulata 

(A) Adventitious roots protuberant; (B) Fleshy taproots; (C) Lateral roots on the taproot; (D) Directly grow fibrous roots; (E)–(G) 

Leaflet regeneration of annual grafted seedlings, rooting and transplanting; (H)–(J) The axillary buds induced the rooting and 

transplanting of regenerated leaflets; (K)–(M) Proliferation of a generation of regenerated leaflets, rooting and transplanting. 

Bars=2 cm 

 

表5  不同植物激素对郁金樱生根的影响(平均值±标准误) 

Table 5  Effects of plant hormones on rooting of Cerasus 

serrulata (means±SE) 

IBA  
(mg·L–1) 

NAA  
(mg·L–1) 

Rooting rate  
(%) 

Number of roots
(strips) 

0 0 100 a 12.82±0.54 a 

0 0.5 86.72±1.62 b 9.24±1.24 b 

0 1 0 e 0 e 

0.5 0 68.32±2.95 c 5.64±0.26 c 

0.5 0.5 44.09±1.74 d 3.24±0.48 d 

同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Different lowercase letters in the same column indicate sig-

nificant differences (P<0.05). 

不同外植体诱导的再生组培苗根、茎、叶增长量

对比分析(图5)表明, 增殖一代小叶诱导的再生组培

苗的根、茎、叶增长量均为最优, 幼苗高度达23– 

25 cm, 移栽成活后生长迅速且长势最好(图4K–M), 

表明增殖一代小叶诱导的再生组培苗比一年生嫁接

苗和腋芽诱导的再生组培苗更具生长优势。 

3.5  讨论 

研究发现, 郁金樱具有复杂的季节性周期, 在生长动

力学上表现出强烈的阵发性生长(episodic growth)特

性, 其生长势在上一个生长季节已预先确定(闫国华等,  
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图5  郁金樱不同外植体诱导的再生植株的生长状态 

 
Figure 5  The growth status of regenerated plants induced 

by different explants of Cerasus serrulata 

 
2002), 而这些由植物基因决定的生长生理规律通过

后期植物激素和营养手段较难调控(郭希梅等, 2011), 

从而增加了组织培养的难度。以冬樱花 (Prunus 

majestica)叶片、花托、花梗和子房为外植体未分化

出不定芽(和凤美等, 2010)。现阶段成功分化出不定

芽的樱花愈伤组织再生研究皆以叶片为外植体。福建

山樱花以腋芽诱导小叶和茎段为外植体诱导愈伤组

织, 仅腋芽诱导小叶分化出不定芽(邹娜等, 2013)。雪

落樱和御殿场樱以叶片为外植体虽分化出不定芽, 但

仍存在褐化率高和分化困难等问题(史港影等, 2014; 

雷巾茗, 2020), 这表明在樱花的愈伤组织再生研究

中外植体的选择尤为重要, 可能与樱花基因型和外植

体生理状态有关。研究表明, 在树番茄(Cyphomandra 

betacea) (Correia et al., 2011)、小粒咖啡(Coffea 

arabica) (Bartos et al., 2018)和冬青栎(Quercus ilex) 

(Martínez et al., 2017)等物种上, 胚性愈伤的诱导也

很大程度依赖于外植体种类, 这种由基因驱动的外植

体“抗拒”是很多品种无法建立稳定培养体系的主要

原因(McCown, 2000)。采用郁金樱不同分化程度的

小叶诱导再生植株, 我们发现郁金樱在离体培养中表

现出强烈的顽拗现象(recalcitrance), 这与樱桃砧木

酸樱桃 (P. cerasus) 相似 (Ben Mahmoud et al., 

2017)。本研究以多年生郁金樱小叶为外植体未分化

出不定芽, 愈伤组织诱导率低且胚性愈伤较少, 同时

随着培养时间的延长褐化现象严重, 顽拗现象出现于

多年生小叶组织培养的诱导和分化阶段, 这与前人的

研究结果一致(Hu et al., 2017; Wu et al., 2020)。为

克服遗传性基因导致的顽拗现象, 本研究采用郁金樱

一年生嫁接苗小叶、腋芽诱导小叶及增殖一代小叶为

外植体, 相当于间接对多年生郁金樱母株进行不同程

度的幼化(rejuvennation)或返童, 幼年外植体相比发

育成熟或分化组织具有更大的潜能 (Wu et al., 

2019)。通过采集多年生郁金樱母株嫁接于一年生山

樱花砧木上, 相当于直接操作原植物来克服郁金樱阵

发性生长特性。利用一年生砧木生长旺盛、生物活性

强的特点获得幼化接穗; 以腋芽诱导小叶为外植体, 

相当于采用器官发生来克服顽拗现象(Singh et al., 

2015; Díaz-Sala, 2019), 因为分生组织的诱导就是

一种幼化过程; 而通过诱导、分化和增殖等器官发生

刺激途径, 使增殖一代小叶外植体达到高度幼化, 是

其在愈伤诱导、分化及不定芽增殖中表现出较强生长

势及分裂活性的原因。本研究中, 不同幼化处理的外

植体在愈伤诱导、分化、增殖及生长上均表现出显著

差异, 即采用的外植体幼化程度越高, 后期生长潜力

越大(于波等, 2020), 各项生长生理指标越优, 以增

殖一代小叶为外植体效果最佳。研究发现, 随着郁金

樱幼化程度的加大, 各项生理指标渐优, 而连续继代

后随着幼化的深入, 能否逆转成年态? 这些问题尚

无相关报道, 有待深入研究。我们也曾连续对郁金樱

进行多次增殖继代, 发现随着继代次数的增加, 出现

叶发黄、毒害作用加强、对激素敏感性增强及大量死

亡等问题, 尚未尝试以增殖继代多次的小叶为外植体

进行愈伤组织再生, 这些都有待后期深入研究。 

研究发现, TDZ对一年生嫁接苗小叶(低幼化程度

外植体)愈伤分化具有显著作用(表3), 其具有较强的

生长素和细胞分裂素双重活性, 对克服顽拗现象有显

著效果(Bernula et al., 2020)。随着外植体幼化程度

的提高, 不同外植体诱导的愈伤组织对激素敏感性增

强(Ming et al., 2019), 表现为具有高活性的TDZ对愈

伤分化影响不显著, 低浓度6-BA及2,4-D对分化的影

响逐渐加强, 到不定芽增殖时, 腋芽诱导小叶和增殖

一代小叶不定芽能在不含NAA的培养基中大量增殖。

生根培养更出现组培苗在不含任何激素的1/2MS培

养基上生根率达到100%的现象, 在含有NAA或IBA

的培养基中, 根系诱导受到不同程度的抑制。综上表

明, 在植物组织培养过程中, 植物激素可能随着培养
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的深入出现富集, 导致后期植物对激素敏感性增强, 

对激素依赖度降低。还有可能是郁金樱组培再生过程

中出现了激素自养性的适应性现象, 即获得了不依赖

外援生长素和细胞分裂素的能力。通过对郁金樱植株

再生各阶段激素浓度的横向比较, 发现郁金樱再生过

程中不同外植体对激素的敏感性均发生改变, 幼化程

度最高的增殖一代小叶对激素敏感性最强。 

本研究以不同幼化程度的郁金樱小叶为外植体

进行组织培养, 率先建立了郁金樱植株再生体系, 确

定了郁金樱愈伤组织诱导、分化、不定芽增殖及生根

的最适培养条件及外植体。即以一年生嫁接苗小叶、

腋芽诱导小叶及增殖一代小叶为外植体, 通过对不同

植物激素的组合运用获得郁金樱再生植株。以多年生

郁金樱母株小叶为外植体, 虽可诱导出愈伤组织, 但

未能成功分化出不定芽。以一年生郁金樱嫁接苗小

叶、腋芽诱导小叶及增殖一代小叶为外植体皆成功分

化出不定芽, 获得的再生郁金樱植株顺利生根, 移栽

后成活率高, 生长健壮, 其中以增殖一代小叶为外植

体最优。以不同幼化处理小叶为外植体建立的郁金樱

愈伤组织再生体系, 可为多年生林木及具有顽拗现象

的其它树种植株再生提供参考思路和技术途径, 同时

可为郁金樱的基因工程育种及园林推广运用奠定基

础。 
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Callus Induction and Plant Regeneration of Cerasus  
serrulata var. lannesiana cv. ‘Grandiflora’ 

Qian Luo, Yansha Zhang, Jing Ou* 

College of Forestry, Guizhou University, Guiyang 550025, China 

Abstract  In order to establish the regeneration system of Cerasus serrulata var. lannesiana cv. ‘Grandiflora’, the effects 

of different explants and plant hormone combinations on callus induction, adventitious bud differentiation, proliferation and 

rooting were studied using perennial mother plant leaflets, annual grafted seedling leaflets, axillary bud induction leaflets 

and proliferative first-generation leaflets as explants. The results showed that callus could be induced from all four ex-

plants, and adventitious buds could be derived from all explants except the leaflets of perennial mother plants. The higher 

the degree of explants’ juvenility, the greater the success of subsequent culture, with the best explants were the proli-

ferative first generation leaflets. The best medium for callus induction was MS+0.5 mg·L–1 6-BA+1.0 mg·L–1 2,4-D, and the 

induction rate was 96.22%. The optimal medium for differentiation was MS+1.0 mg·L–1 6-BA+0.1 mg·L–1 2,4-D+0.1 mg·L–1 

TDZ, and the differentiation rate was 78.14%. The optimal medium for proliferation was MS+1.0 mg·L–1 6-BA, and the 

proliferation coefficient reached 7.85. The optimal medium for rooting was 1/2MS without any hormone, and the regene-

rated plants with 100% rooting rate were obtained. The regenerated plants from different explants grew very differently, 

and those induced from first generation of proliferative leaflets had the best growth. 
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