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东北百里香组培再生体系的建立 
王  玲*，杨丽鹏，张秀珍，马喜娟 
（东北林业大学园林学院，哈尔滨 150040） 

摘  要：以中国特有地被植物东北百里香为试材，研究了植物生长调节剂组合对腋芽萌发和茎段、

叶片外植体愈伤诱导和不定芽分化的影响。结果表明：百里香茎段腋芽可直接诱导萌发，在 MS + 6-BA 0.5 

mg · L-1 + NAA 0.1 mg · L-1培养基上萌发率最高，达 74%，在 MS + 6-BA 0.5 mg · L-1 + NAA 0.1 mg · L-1

的培养基上增殖倍数为 36.43。由茎段萌发的组培苗在 1/2MS + IBA 0.5 mg · L-1的培养基中 20 d 后生根率

100%，移栽成活率 76.7%。继代培养中叶片外植体可以诱导出愈伤组织，但是不能进一步分化成苗。茎

段愈伤诱导的最适培养基为 MS + 6-BA 0.5 mg · L-1 + 2,4-D 1.0 mg · L-1，再分化培养基为 MS + 6-BA（0.1 ~ 

1.0）mg · L-1 + GA3（0.1 ~ 0.5）mg · L-1，分化率为 33.3%。  
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The Establishment of the Adventitious Bud Regeneration System of 
Thymus mandschuricus 

WANG Ling*，YANG Li-peng，ZHANG Xiu-zhen，and Ma Xi-juan 

（The College of Landscape Architecture，Northeast Forestry University，Harbin 150040，China） 

Abstract：Understand the effect of different combinations of plant growth regulators on bud 

germination，callus growth induction of stem and leaves，and the regeneration of adventitious buds，by 

using different tissues of Thymus mandschuricus Ronn.，an endemic ground-cover species of China，as 

explants. The research results indicated that the axillary buds of Th. mandschuricus can directly germinate 

in MS + 6-BA 0.5 mg · L-1 + NAA 0.1 mg · L-1 and the germination rate was 74%. The proliferation of 

axillary buds on MS medium containing 0.5 mg · L-1 6-BA and 0.01 mg · L-1 NAA was achieved to 36.43. 

The best medium for rooting was 1/2MS + IBA 0.5 mg · L-1. The rooting ratio was 100%. The survival rate 

reaches 76.7%. Callus can be inducted through the leaf in subculture but can not develop further. The 

optimizing medium for pedicels explants inducing callus is MS + 6-BA 0.5 mg · L-1 + 2,4-D 1.0 mg · L-1 

and inducing multiple buds is MS + 6-BA（0.1–1.0）mg · L-1 + GA3（0.1–0.5）mg · L-1 with the buds 

induction frequency of 33.3%. 
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东北百里香（Thymus mandschuricus Ronn.）为百里香属（Thymus）矮生木本地被植物，为中国 
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特有种（中国科学院中国植物志编辑委员会，1978），仅分布在黑龙江省帽儿山山顶。东北百里香株

形良好，耐干旱，耐践踏，免修剪，作为城市观花和芳香地被植物，其应用前景广阔，可以用作观

赏地被、芳香疗养功能地被、护坡地被等。但原本有限的资源由于人为干扰破坏，现存数量急剧减

少，为了有效保护和利用该资源，快速有效的繁殖方法研究非常必要（王玲和苏含英，2008）。 

目前对百里香属植物的研究主要集中在百里香的精油提取、抗菌作用（张继 等，2004；张知侠，

2004；Rasooli et al.，2006；邓盾，2009；Toro-Sánchez et al.，2010）、化感作用（侯维，2007；Shati 

& Elsaid，2009）、药用价值（王全林，1998）、萜类成分提取（Vasilenko et al.，1978）等方面。关

于百里香属植物的组织培养和快繁技术研究虽已有一些报道（赵庆臻 等，2002；沙红，2004；魏艳 

等，2007；李晓东 等，2009），但繁殖系数不高，有待进一步优化。 

本研究的目的是建立东北百里香有效的组织培养再生体系，保护有限的野生资源，为园林推广

应用供应大量的种苗，并为进一步开展百里香属植物的基因转化、品种改良等工作奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料及外植体处理 

供试的东北百里香取自东北林业大学园林学院苗圃，于 2009 年 6 月在晴天的上午或中午使用消

毒过的剪刀采集带腋芽的茎段，在洗衣粉水中浸泡 15 min，自来水冲洗 1 ~ 2 h 后，置于超净工作台

上，用 75%的酒精浸泡 10 ~ 30 s，无菌水冲洗 4 ~ 6 遍，然后加入 2%的次氯酸钠或 1%升汞，杀菌

5 ~ 20 min，无菌水冲洗 4 ~ 6 遍，用无菌滤纸吸干材料表面水分，切割成 1 ~ 1.5 cm 长的茎段。 

1.2  茎段腋芽萌发诱导 

将带有腋芽的茎段接入到（1）初代培养基 + 6-BA（0.1、0.3、0.5、0.8、1.0、1.5 和 2.0）mg · L-1

组合；（2）MS、6-BA（0.01、0.05、0.1、0.3、0.5 和 1.0）mg · L-1 + NAA 0.1 mg · L-1 组合的培养基

上。每处理接种 30 个外植体，重复 3 次，10 d 左右观察各培养基中腋芽的萌发程度。 

1.3  叶片及茎段愈伤组织的诱导及不定芽的分化 

无菌叶片切割成约 0.5 cm2 的小块远轴面朝下，无菌茎段切割成 0.5 cm 小段，接种到由 6-BA 和

组合的愈伤组织诱导培养基上，每处理接种 30 个外植体，重复 3 次，30 d 后统计愈伤组织诱导率

并记录生长状况。再将生长状态良好，颜色浅绿色，较透明，质地疏松的胚性愈伤组织转接到不同

组合的培养基上，叶片愈伤组织分化培养基组合分别为：6-BA 和 NAA；6-BA 和 GA3；6-BA、GA3

和 IBA 以及 6-BA 和 GA3 的组合。茎段愈伤组织分化培养基组合为 6-BA 和 2,4-D。每处理接种 50

个外植体，重复 3 次，30 d 后统计不定芽分化率并记录生长情况。 

1.4  生根与移栽 

茎段腋芽萌发形成的再生苗在锥形瓶中长到 2 cm 左右时转入 1/2MS 培养基以及 1/2MS + IAA 

0.1、0.5、1.0 mg · L-1 和 1/2MS + IBA 0.1、0.5、1.0 mg · L-1 的生根培养基上。 

当根长 2 ~ 3 cm 时进行移栽。移栽前先在组培室半开封口膜放置 1 d，再去掉封口膜放置 1 d，

然后用镊子小心取出小苗，用自来水冲去附着在根上的培养基，放入装有自来水的三角瓶中培养 2 d，

炼苗结束后将小苗移栽到已灭菌的蛭石中，浸透水后放入人工气候箱内缓苗，15 d 后移到温室，30 

d 后统计成活率。 
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表 1  不同浓度 6-BA 对东北百里香腋芽增殖的影响 

Table 1  Effects of different concentrations of 6-BA on the 

multiplication of axillary buds of Th. mandschuricus 

6-BA /（mg · L-1） NAA/（mg · L-1） 增殖倍数 Breeding ratio 

0.1 0.1 3.06 ± 0.15e 
0.3 0.1 8.87 ± 0.35d 
0.5 0.1 36.43 ± 1.07c 
0.8 0.1 44.73 ± 1.20b 
1.0 0.1 50.33 ± 1.15a 
1.5 0.1 44.66 ± 0.51b 
2.0 0.1 4.10 ± 0.36e 

注：基本培养基 MS。所有数据为培养 30 d 时的统计值；差异显

著水平为 0.05。下同。 

Note：Base medium is MS. Data were recorded after 30 days of 

culture on induction mediums；The significant difference is 0.05. The 

same below. 

2  结果与分析 

2.1  不同浓度 6-BA 和 NAA 组合对东北百里香腋芽萌发和增殖的影响 

在 MS 培养基上，带腋芽的茎段培养 10 d 左右有不同程度的萌发，仅加 6-BA，茎段的腋芽 10 d

开始增殖，4 ~ 5 周可获得大量的丛生芽。但 6-BA 0.8 ~ 1.5 mg · L-1 时，诱导的部分丛生芽出现玻璃

化现象。培养基中加 NAA，芽的长度明显增长，

且部分出现愈伤组织。东北百里香腋芽萌发的最

适培养基为 MS + 6-BA 0.5 mg · L-1 + NAA 0.1 

mg · L-1。腋芽可直接萌发增殖（图版，1）。 

将带腋芽的无菌苗接种到不同浓度 6-BA 和

0.1 mg · L-1 NAA 组合的增殖培养基上，10 ~ 15 d

所有腋芽基部开始有丛生芽萌发，接种30 d后（表

1），在 6-BA 为 0.5 mg · L-1 时，增殖倍数为 36.43，

丛生芽长势健壮（图版，1、7）；但随着 6-BA 浓

度升高，玻璃化现象严重（图版，8）。因此，东

北百里香腋芽增殖最佳培养基也为 MS + 6-BA 

0.5 mg · L-1 + NAA 0.1 mg · L-1。 

2.2  不同浓度 NAA 和 IBA 对东北百里香生根的影响 

当继代苗高为 2 ~ 3 cm 时转入添加了 IAA 0.1、0.5 和 1.0 mg · L-1 和 IBA 0.1、0.5 和 1.0 mg · L-1

的 1/2MS 生根培养基中，5 d 左右幼叶开始伸展并有新根产生。在未添加的 1/2MS 培养基中，生根

率达 76.7%，但根的数量较少；加入 IAA 和 IBA 后，IBA 更有利于生根（图版，9、10）。培养 20 d

时，在加入 IBA 0.5 mg · L-1 的培养基中生根率达到 100%，平均根长 2.12 cm，组培苗健壮，移栽成

活率达 76.7%（图版，11、12）。 

2.3  叶片外植体愈伤组织诱导及不定芽的分化 

由表 2 可知，叶片在愈伤组织诱导培养基上培养 5 d 后，开始变脆并卷曲，切口处开始明显膨 

 
表 2  不同的生长调节剂组合对东北百里香叶片愈伤组织诱导的影响 

Table 2  Effect of different plant growth regulators combinations on production of leaf callus of Th. mandschuricus 

6-BA/（mg · L-1） 
2,4-D/ 
（mg · L-1） 

NAA/ 
（mg · L-1） 

外植体数 
Number of explants 

愈伤诱导率/% 
Callus formation rate 

分化率/% 
Differentiation rate 

0 0 0 50 0 h 0 
0.3 0 0.3 50 99.67 ± 0.58 ab 0 
0.5 0 0.5 50 99.67 ± 0.58 ab 0 
1.0 0 1.0 50 99.67 ± 0.58 ab 0 
0 0.5 0.3 50 76.00 ± 2.00 f 0 
0.3 0.5 0 50 97.67 ± 0.58 c 0 
0.5 0.5 1.0 50 98.00 ± 0 bc 0 
1.0 0.5 0.5 50 100.00 ± 0 a 0 
0 1.0 0.5 50 96.00 ± 2.00 d 0 
0.3 1.0 1.0 50 90.00 ± 1.00 e 0 
0.5 1.0 0 50 100.00 ± 0 a 0 
1.0 1.0 0.3 50 99.67 ± 0.58 ab 0 
0 2.0 1.0 50 58.67 ± 0.58 g 0 
0.3 2.0 0.5 50 99.67 ± 0.58 ab 0 
0.5 2.0 0.3 50 99.67 ± 0.58 ab 0 
1.0 2.0 0 50 99.67 ± 0.58 ab 0 
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大。培养 10 ~ 15 d 时，大多数处理中的叶片均开始产生愈伤组织，30 d 后除不添加植物生长调节剂

的 MS 培养基外，其他所有处理都可产生愈伤组织。其中愈伤诱导率高，（达 100%），且长势好，

表现为黄绿色较疏松（图版，2）。MS + 6-BA 1.0 mg · L-1 + 2,4-D 0.5 mg · L-1 + NAA 0.5 mg · L-1，诱

导出的愈伤组织切割成小块转接到（1）MS + 6-BA（0.1，0.5，1.0，2.0）mg · L-1 + IBA 0.1 mg · L-1 + 

GA3（0.05，0.1，0.5）mg · L-1；（2）MS + 6-BA（0.1，0.5，1.0）mg · L-1+ GA3 0.05 mg · L-1；（3）

MS + 6-BA 0.1 mg · L-1 + GA3 0.1 mg · L-1 组合的培养基上，40 d 后，在大部分组合上的愈伤组织出

现增殖现象，但未见分化（图版，3）。当 6-BA 浓度为 0.1 mg · L-1，GA3 浓度为 0.05 mg · L-1，IBA

浓度为 0.1 mg · L-1 时，叶片愈伤组织部分褐化。可见，东北百里香叶片愈伤组织诱导分化出芽是相

对较困难的。 

 

图版说明：1. 腋芽直接诱导萌发出定芽；2. 叶片诱导出愈伤组织；3. 叶片愈伤组织增殖但不分化；4. 茎段诱导出愈伤组织；5. 茎段愈伤

组织加入 GA3 后出现刺状物的愈伤组织；6. 茎段愈伤组织分化出不定芽；7. 再生苗的增殖培养；8. 增殖苗的玻璃化现象；9. 再生苗生根；

10. 再生苗的根；11. 炼苗；12. 再生苗移栽生根。 

Explanation of plates：1. The axillary buds of Th. mandschuricus can directly germination；2. Callus from leaves explants；3. Leaf callus can 

proliferate but cannot differentiate；4. Callus from leaves explants stem section；5. Callus changes to needling after adding GA3；6. Regeneration of 

adventitious buds；7. Multiplication of plants；8. Vitrified buds from proliferation seedlings；9. Rooting of planets；10. Root of planets；11. Hardening 

of plantlet；12. Survived in vitro plantlets. 

2.4  茎段愈伤组织诱导及不定芽的分化 

茎段在不同生长调节剂组合的愈伤组织诱导培养基上培养 10 ~ 15 d 时开始产生愈伤组织。东北

百里香的茎段比较容易产生愈伤组织，但只有组合为 MS + 6-BA 0.5 mg · L-1 + 2,4-D 1.0 mg · L-1 时产

生的愈伤组织较为疏松，长势较好（图版，4）。 
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在大多数诱导分化培养基上，东北百里香茎段愈伤组织未见分化，只有在去掉 IBA 并添加赤霉

素的组合中的愈伤组织有分化，其中在 6-BA（0.1 ~ 1.0）mg · L-1 + GA3（0.1 ~ 0.5）mg · L-1的分化

培养基上，茎段愈伤组织愈分化出芽，分化率最高为 32.67%（表 3 及图版，5、6）。分化出的不定

芽再进行增殖、生根培养，最终可以得到再生植株。 

表 3  不同生长调节剂组合对东北百里香茎段愈伤组织分化的影响 

Table 3  Effect of growth regulator combinations on adventitious bud differentiation from the stem callus of Th. mandschuricus 

6-BA / 
（mg · L-1） 

IBA / 
（mg · L-1） 

GA3 / 
（mg · L-1） 

分化率/% 
Differentiation 
ratio 

6-BA / 
（mg · L-1）

IBA / 
（mg · L-1）

GA3 / 
（mg · L-1） 

分化率/% 
Differentiation ratio 

0.1 0.1 0.05 0 0.1 0.1 0.05  0 
0.5 0.1 0.05 0 2.0 0.1 0.5  0 
1.0 0.1 0.05 0 0.1  0.05 0 
2.0 0.1 0.05 0 0.5  0.05 0 
0.1 0.1 0.1 0 1.0  0.05 0 
0.5 0.1 0.1 0 0.1  0.1 12.00 ± 3.00 d 
1.0 0.1 0.1 0 0.5  0.1 32.67 ± 2.52 a 
2.0 0.1 0.1 0 1.0  0.1 22.00 ± 1.00 b 
0.1 0.1 0.5 0 0.1  0.5 7.00 ± 1.00 e 
0.5 0.1 0.5 0 0.5  0.5 16.00 ± 1.00 c 
1.0 0.1 0.5 0 1.0  0.5 9.67 ± 0.58 de 

3  讨论 

本研究中，在 MS 培养基上，东北百里香茎段的腋芽可以直接诱导萌发；MS 中仅加 6-BA，茎

段腋芽 10 d 开始增殖；加 6-BA 和 NAA，由腋芽萌发的定芽长度明显增长和大量增殖并且部分出现

愈伤组织。这与李晓东等（2009）对银斑百里香（Th. vulgaris）定芽的诱导有相似之处。 

Mendes 等（1999）以乳香百里香（Th. mastichina L.）茎段为外植体，MS 为基本培养基，认为

0.1 mg · L-1BAP 有利于乳香百里香的增殖，1 mg · L-1NAA 有利于生根。本研究中东北百里香的最佳

增殖培养基为 MS + 6-BA 0.5 mg · L-1 + NAA 0.1 mg · L-1，MS + IBA 0.5 mg · L-1，增殖倍数为 36.43，

这高于沙红（2004）对银斑百里香（Th. vulgaris L.）增殖培养得到的增殖倍数 4.24，也高于杨莉等

（2010）对银斑百里香（Th. vulgaris）增殖 5.97 倍的研究，高繁殖倍数的获得除了可能与不同种和

不同植物生长调节剂有关外，还可能与光照、温度等因素有关。 

在东北百里香愈伤组织诱导中，叶片的愈伤组织诱导率达到 100%，但是叶片愈伤分化很困难

且容易褐化。有些芳香植物如甘草（于林清 等，1999）、山苍子（马崇坚和邓艳敏，2005）等也会

出现类似的现象，其原因可能是因为芳香植物的成分易氧化导致其分化困难。 

东北百里香茎段愈伤组织的诱导在 MS + 6-BA 1.0 mg · L-1 + 2,4-D 0.5 mg · L-1 + NAA0.5 mg · L-1

时愈伤组织较为疏松，长势较好。在 MS + 6-BA（0.1 ~ 1.0）mg · L-1 + GA3（0.1 ~ 0.5）mg · L-1 中，

茎段愈伤组织分化出芽，分化率最高达 33%。这证明百里香属植物愈伤组织分化不定芽是可行的。

本研究中虽获得了愈伤组织分化的不定芽，但分化率不是很高，今后可以在此基础上进一步优化培

养基的配方，提高分化率。 
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