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迷迭香微體繁殖與細胞懸浮培養之研究迷迭香微體繁殖與細胞懸浮培養之研究迷迭香微體繁殖與細胞懸浮培養之研究迷迭香微體繁殖與細胞懸浮培養之研究    
    

黃柄龍、蔡奇助 1 

    

摘摘摘摘        要要要要    

以迷迭香葉片為培植體，培養在含有VW鹽類基本培養基， 2,4-D 5mg/l

及BA 0.5mg/l中，經兩個月照光培養，可形成黃色至土黃色質地鬆軟的癒合

組織；癒合組織增殖時則以含BA 2mg/l及NAA 0.2mg/l之MS培養基的效果最

好。加入吸收褐色物質的吸收劑 (PVP)對芽體再生有益，並可提高正常植株

的形成率。細胞懸浮培養則以經0.71㎜篩網過濾的癒合組織有生長勢快速的

最佳反應，可作為未來發展香精產業之應用。  

關鍵字：迷迭香、組織培養、細胞懸浮培養  

前前前前        言言言言    

迷迭香 (Rosmarinus off icinalis)，屬唇形花科，常綠多年生灌木，具有

特殊的香氣，通常可由其花、枝葉以水蒸氣蒸餾得到具揮發性的精油 (8,9,23)。

迷迭香抽出物中的 rosmarinic acid具有抗氧化的特性 (20)，其成分可以高效液

體 層 析 法 (high-performance liquid chromatography, HPLC) 來 分 離 分 析
(16)，並可提高過氧化酵素活性，增加對病原菌的防禦反應，減少酚類化合物

產生 (27)，避免危害寄主植物 (21,15)，為一種天然的醫藥及香料作物。在台灣，

迷迭香的用途主要作為烹調食物的香料及香草茶飲的材料 (4 )；而在歐美地

區，已廣泛研究並應用在各種食物及肉品熱消毒後的保存上 (12,13,18)。  

迷迭香一般繁殖方法為播種繁殖或扦插繁殖。不過，優良迷迭香栽培品

種中內容物含量主要決定在季節、環境因子及其個別的遺傳來源 (11,14)。為保

有其優良的性狀，利用組織培養方法進行迷迭香大量繁殖或誘導癒合組織，

並藉由細胞懸浮培養的方式同樣可產生 rosmarinic acid，加速其乾物重及鮮

重之生產速率為傳統繁殖法的數倍之多，生產效率高 (17 )。  

由於台灣南部地區夏季高溫多雨，致使迷迭香生長不佳，甚至死亡。因

此，若要發展香精產業，組織培養及細胞培養方法具有產量大、產能高及不

受環境因子影響的優點，則為一個可供應用的重要工具。  

1 行政院農業委員會高雄區農業改良場助理研究員、副研究員 
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材料與方法材料與方法材料與方法材料與方法    

盆栽迷迭香葉面具有許多絨毛，葉背呈凹陷狀，內藏許多油胞，造成滅

菌不易。可先行將盆栽迷迭香移至室內二週，每三天噴灑億力 (Benlate, 杜

邦 )1000 倍稀釋液，進行初步之淨化；再取枝條上端新長出之細嫩部分，利

用 0.5﹪次氯酸鈉 (NaOCl)溶液，加 2 滴 /100ml 展著劑 Tween-20，激烈振盪

進行表面消毒 10 分鐘，最後以無菌水沖洗數次後備用，進行以下的試驗。  

一、照光培養與暗培養對癒合組織誘導的影響  

將滅菌過的葉片材料，切成 0.6 ㎝長之片段，作為誘導癒合組織之培

植體，培養於含有 Thiamine·HCl 0.4mg/l、Pyridoxine·HCl 0.5mg/l、Nicotinic 

acid 0.5mg/l、Myo-Inositol 100mg/l、Glycine 1.0mg/l、4﹪ (w/v)Sucrose

、20﹪ (v/v)coconut water 及 0.8﹪Merck agar 的 VW (26)基本鹽類固體培養

基 (pH=5.3) ， 添 加 2,4-D(2,4-dichlorophenoxyacetic acid)5mg/l 及

BA(6-benzyladenine)0.5 mg/l 等生長調節劑濃度，於溫度 25±1℃，光強度

1,750 lux，進行每日 16 小時之照光培養及暗培養二種處理，每一處理 30

個培植體，二個月後調查癒合組織的誘導率及組織質地。癒合組織誘導率為

計算未褐化死亡、培植體表面增生綠色或土黃色癒合組織團所佔的比率。  

二、不同濃度 BA 與 NAA 對癒合組織增殖的影響  

將葉培植體置於 2,4-D 5mg/l、BA 0.5mg/l 濃度下，經照光培養或暗培

養所誘得的癒合組織，切成直徑約 5 ㎜，培養於含有 adenine sulfate 40mg/l

、NaH2PO4·H2O 170mg/l、3﹪Sucrose 及 1﹪Merck agar 之 MS (22)固體培

養基 (pH=5.2)，配合 BA 0, 2, 4, 8mg/l 及 NAA 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2mg/l

，作為癒合組織增殖之試驗培養基。每一處理 9~15 團癒合組織，採每日 16

小時照光培養，四週後調查癒合組織之存活率、具增殖個體比率及癒合組織

之增殖效率。癒合組織增殖率估算方式為由生長良好的癒合組織培植體直接

再生癒合組織，或從部分褐化的培植體長出新的癒合組織者。  

三、不同濃度抗氧化劑與滲透壓調節劑處理對減低癒合組織褐化及芽體再生

之影響  

迷迭香癒合組織增殖後期，極易於表面產生褐化現象，分化產生的芽

原體也容易形成水浸狀、玻璃質化。將癒合組織同樣分切成直徑約 5 ㎜，利

用癒合組織增殖培養基，配合 0, 500, 1000, 1500, 2000mg/l 等不同濃度褐

化物質吸附劑 PVP(polyvinylpyrolidone, m. w.＝40000, Sigma)，期望能有

效與酚類化合物鍵結，減少氧化產物對細胞的傷害，降低癒合組織的褐化率

，或滲透壓調節劑山梨糖醇 (D-sorbitol, Sigma)0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4M 處理，

減少癒合組織含水量，改善水浸狀現象；相同培養基並同時作為誘導芽體分
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化使用，比較植株再生過程，降低芽體玻璃質化現象及產生正常芽體之影響

。每一處理培養 15 團癒合組織，共 4 個重複，四週後調查癒合組織改變情

形及芽體外觀。  

四、懸浮細胞系之建立  

將迷迭香葉片材料於光照培養下誘導產生的癒合組織切碎，利用 0.5

㎜、0.71 ㎜、1.0 ㎜大小篩網濾過後，各取 5ml 細胞液，分別培養於含有 20ml

增殖培養基之 125ml 具側管三角瓶中 (圖 1A)，以 100rpm 轉速之迴旋振盪器

振盪培養，培養溫度 25±1℃，光強度 1000 lux，進行每日 16 小時之照光培

養。每日測量一次體積，測量體積時須注意混勻細胞及培養液，調查其在側

管中增加的細胞沉降體積，以建立懸浮培養之生長曲線；每隔 18 天作一次

繼代培養，繼代培養時需以篩網過濾後，去除較大之老細胞團，再將懸浮細

胞液移至新的培養基繼續培養，每種處理 5 瓶三角瓶，重複六次生長曲線測

定，探討懸浮培養時細胞組織之最適當大小，作為利用生物反應器或大量培

養時之參考。  

  

圖 1. 迷迭香懸浮培養之情形(A)調查細胞沈降體積(B)懸浮細胞 

Fig 1. Cell suspension culture of Rosmarinus officinalis.(A)The investigation of 

the packed cell volume. (B)The suspension cell. 

結結結結        果果果果    

一、照光培養與暗培養對癒合組織誘導的影響  

試驗結果顯示，植物生長調節劑 2,4-D、BA，可以促使迷迭香葉片培植

體產生癒合組織。每日 16 小時之照光培養及暗培養二種處理下，其癒合組

織誘導率分別為 60%及 53%，均可形成大團之癒合組織；不過，照光培養

下誘導產生的癒合組織呈綠色、增殖快、質地鬆軟的現象，比暗培養下誘得

的土黃色、含水量少、質緻密的癒合組織有較佳的質地外觀，同時癒合組織
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褐化現象亦較輕微。  

二、不同濃度 BA 與 NAA 對癒合組織增殖的影響  

表 1 結果顯示，不同濃度 BA 與 NAA 組合對迷迭香不同來源癒合組織培

植體具有不同之增殖效果。在無植物生長調節劑存在時，不論培植體來源係

照光培養或暗培養而來的，均無法令癒合組織存活或再由褐化部位形成癒合

組織；經暗培養誘得的癒合組織，其增殖效率極差，只有在 BA 2mg/l 存在

時僅部分培植體團具有增殖之能力，大多數情況下癒合組織培植體均褐化死

亡。  

表 1.不同濃度 BA 與 NAA 組合對迷迭香不同來源癒合組織存活及增殖之影響  

Table 1. Effect of different concentration combination of BA and NAA 
supplemented to MS medium on survival and callus amplification 
under different source to Rosmarinus officinalis 

PGRs 
combination(mg/l) 

BA NAA 

No. of explants 
(in light/in dark) 

Survival rate(%) 
(in light/in dark) 

Callus 
amplified(%) 

(in light/in dark) 

result of callus 
induction

＊
 

(in light/in dark) 

0 9/12 0/0 0/0 －/－ 

0.01 9/9 33/0 33/0 ＋/－ 

0.05 9/9 33/0 0/0 ＋/－ 

0.1 9/9 66/0 66/0 ＋/－ 

0 

0.2 9/9 88/0 88/0 ＋/－ 

0 12/9 42/0 42/0 ＋＋/－ 

0.01 12/9 92/0 92/0 ＋＋/－ 

0.05 12/9 100/33 100/33 ＋＋/＋ 

0.1 12/9 100/11 100/11 ＋＋＋/＋ 

2 

0.2 9/9 100/33 100/33 ＋＋＋/＋ 

0 15/9 87/0 87/0 ＋＋/－ 

0.01 12/9 100/0 100/0 ＋/－ 

0.05 12/9 100/0 100/0 ＋＋＋/－ 

0.1 9/9 78/0 78/0 ＋/－ 

4 

0.2 9/9 89/0 89/0 ＋＋/－ 

0 15/9 33/0 27/0 ＋/－ 

0.01 15/9 13/0 13/0 ＋/－ 

0.05 15/9 40/0 40/0 ＋/－ 

0.1 15/9 100/0 100/0 ＋＋/－ 

8 

0.2 15/9 60/0 53/0 ＋/－ 
＊
Degree of callus inducing：－, not visible；＋, pale green callus was observed but very 

small；＋＋, small pale green callus was induced；＋＋＋, large pale green callus was 

induced 
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經每日 16 小時照光培養誘導而來的癒合組織，在含植物生長調節劑的培

養基中均可促使癒合組織增殖，其中以含 BA 2mg/l、NAA 0.2mg/l 的效果最

佳，其次為 BA 2mg/l、NAA 0.1mg/l 或 BA 4mg/l、NAA 0.05mg/l，增殖產

生的癒合組織呈黃綠色、細胞團大、細胞分裂旺盛。所以，迷迭香癒合組織

的增殖，BA 濃度不宜過高，以 2mg/l 為適當，高濃度的 BA 反而使癒合組織

增殖率減低；而無 auxin 類存在時，癒合組織的褐化嚴重，甚至死亡。  

三、不同濃度抗氧化劑與滲透壓調節劑處理對減低癒合組織褐化及芽體再生

之影響  

迷迭香初期增殖的癒合組織，極容易直接發生器官形成 (organogenesis)

，產生迷迭香芽體。不過，所形成的芽體大多呈水浸狀、玻璃質化現象，無

法繼續發育成植株。添加 PVP 0, 500, 1000, 1500, 2000mg/l 等不同濃度處

理，均能有效地降低癒合組織增殖時的褐化率 (圖 2A)，或從已褐化的癒合組

織上再增殖出少量的癒合組織及大量的芽體分化 (圖 2B)；分化產生的芽體玻

璃質化現象獲得明顯的改善，能夠發育形成外觀正常的植株 (圖 2C)，達到大

量繁殖的目的 (圖 2D)，而其中又以 PVP 500mg/l 的效果最佳。滲透壓調節

劑山梨糖醇處理，雖然可以減少癒合組織誘導過程中組織內的水分含量，進

而影響癒合組織的生長及細胞分化，提高植株的再生能力，不過，迷迭香癒

合組織經山梨糖醇處理後，仍無法改善水浸狀、玻璃質化現象，癒合組織存

活率隨山梨糖醇濃度的增加而減少，所分化產生的芽體團小，芽體外觀不正

常。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2. 迷迭香利用葉片培植體進行大量繁殖之過程 (A)癒合組織增殖 (B)芽體分化

(C)外形正常的再生植株(D)大量繁殖 

Fig 2. Micropropagation of Rosmarinus officinalis derived from leaf explants. 
(A)Callus formation. (B)shoot regeneration. (C)The normal regenerated 
plantlet. (D)Mass propagation. 
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四、懸浮細胞系之建立  

圖 3 結果顯示，以不同大小癒合組織進行迷迭香懸浮之初始培養，其中

以最大體積者，其沉降體積增加最多，同時在第 3 次繼代培養時達到最大的

體積增加量，不過，經 1.0 ㎜大小篩網過濾的，由於細胞團大，培養液不易

浸潤至組織內部，因此在第 4 次繼代培養時，大部分細胞均呈褐化、死亡；

經 0.5 ㎜篩網過濾者，其沉降體積增加量在第 4 次繼代培養時達到最高峰，

之後便逐漸趨向平緩，在第 6 次繼代培養時亦都全部變褐；只有經 0.71 ㎜

篩網培養的，繼代能力至少可以達 6 次以上，其體積增加穩定，生長快速，

致使在第 6 次繼代培養時已無足夠的培養液可供繼續生長，而增殖產生的懸

浮細胞，其在品質、色澤等均佳 (圖 1B)。所以，迷迭香懸浮細胞系培養時，

以經過 0.71 ㎜大小篩網的細胞組織最適當，太大或太小孔目的篩網均會影

響其繼代培養的次數，無法作大量培養的應用。  

討討討討        論論論論    

歐美國家對迷迭香在食品科學上的研究極為廣泛，不過，有關組織培養

方面的研究報告則極少見。本試驗主要探討生長調節劑、褐化物質吸附劑及

滲透壓調節劑對迷迭香組織培養的影響，同時進行細胞懸浮培養系培養條件

之探討。以葉為材料誘導癒合組織之相關研究，如楊等 (6 )單獨使用 2,4-D，

僅能造成少數火鶴花葉片培植體形成癒合組織，且隨著培養時間的增加而易

轉為褐色；Rosario 及 Lapitan (24)則認為同時使用生長素及細胞分裂素才能

獲得好的癒合組織。本試驗同樣利用 2,4-D、BA，對迷迭香葉片亦具有良好

的癒合組織誘導能力，這也和黃與蔡 (3)利用相同組成份、相同濃度下，對薑

花葉片誘導產生胚性癒合組織，具有相同的結果。  

文獻指出培養基中細胞生長素的濃度是決定桑樹生成癒合組織的主要

因子 (25)，但對長果桑芽體培養而言，添加 BA 卻是導致癒合組織增殖的主要

原因 (7)，顯示不同的 auxin 和 cytokinin 的交互作用，對不同的作物種類會形

成不同的影響。本試驗結果發現，不同濃度 BA 與 NAA 對迷迭香癒合組織增

殖的影響，以 BA 2~4mg/l、NAA 0.05~0.2mg/l 的效果較佳，BA 的濃度不宜

過高，且在無生長調節劑時，均無法增殖癒合組織，而無 NAA 存在下，癒

合組織的褐化嚴重，此結果也和黃與蔡 (3)利用 BA 4mg/l、NAA 0.05mg/l 作

為薑花癒合組織增殖用的培養基類似，均顯示出 BA 和 NAA 之間對癒合組織

的增殖存在著較佳的相互關係。  
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第四次繼代培養 第五次繼代培養 

懸浮培養天數 days of suspension culture 

經 1.0mm 篩網培養   經 0.71mm 篩網培養  經 0.5mm 篩網培養 

圖 3. 迷迭香癒合組織懸浮細胞培養之生長曲線 

Fig 3. The growth curve of Rosmarinus officinalis in suspension culture. 
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酚類化合物在植物體內常與糖類化合，而且容易組合成一些蛋白質及酵

素，影響植物生理。在組織培養時，若一些代謝物質不能被有效的分解，不

斷累積的結果造成濃度的提高，對植物的生長反而具有抑制作用，必須設法

加以去除來減少毒害的發生，如加入一些酚類的吸收劑如 PVP 等在培養基

中可促進生長 (1 )。本研究中，添加 PVP 亦均能有效地降低癒合組織增殖時的

褐化率，分化產生的芽體玻璃質化現象也能獲得明顯的改善，發育形成外觀

正常的植株。然而，繼代培養太多次之迷迭香葉片癒合組織，其芽體再生能

力降低，造成僅能增殖癒合組織，而無法分化再生植株，這與一些瓜類的培

養情形相類似 (2 )，推測除了與培養基成分有關外，和所使用的培植體來源也

有極大的關連，或者是培養方式仍不適當，造成培植體不易吸收培養基內的

營養所致，有待做更進一步的研究。  

而在懸浮細胞系培養方面，以經過 0.71 ㎜大小篩網的細胞組織最適當，

其細胞數穩定增加，可供繼代培養的次數最多，由第 2 次繼代培養以後，在

每隔 18 天的培養週期中約略可看出在第 15-17 天時生長曲線趨於平緩，因

此在培養第 14-15 天時就需要繼代，這點則與馮 (5 )在聖誕紅‘Nobel Star’

懸浮培養的研究相近。所以懸浮培養時應選在快速生長期就給予繼代，才能

維持細胞的活性，同時也可避免因為養分的不足而造成的生長抑制現象。  

利用組織培養方法培養迷迭香，不僅可以克服土地、氣候及環境因素變

化的限制 (10,14,19)，達到短時間內大量繁殖的目的，更可避免生產地的改變威

脅原本植物相的持續，影響迷迭香生長之繁茂與香氣之濃郁，對油脂中與氧

化合之香氣成分形成極大的差異。同時，細胞懸浮培養的應用，可在最長繼

代培養時間及最大生產量上尋得一平衡點，降低商業生產上的成本及人力支

出，提高最大的產量收益。因此，利用植物組織培養大量生產香料作物細胞，

開發出一條嶄新的、穩定的原料供應途徑，這或許可以提供香精工業另一種

新的思考方式。  
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Micropropagation and Cell Suspension Culture 
of Rosmarinus Officinalis 

 

Ping-Lung Huang and Chi-Chu Tsai1 

 

Abstract 
 

Leaf explants obtained from potted seedlings were used to establish an in 

vitro shoot organogenesis propagation system of Rosmarinus officinalis. Modified 

VW medium supplemented with 5mg/l 2,4-D and 0.5mg/l BA resulted in a better 

textual callus after cultured in light for 2 months. When callus proliferated, it could 

have the best effect after cultured in MS medium containing 2mg/l BA and 0.2mg/l 

NAA. Addition of absorbents (PVP) were beneficial for shoots regeneration, and 

increasing the rate of normal plantlets regeneration. In cell suspension culture 

experiment, callus filtered through 0.71 ㎜ filter had the best growth respones. It 

could be expected to be used for the methods of future flavor industry. 

 

Key words: Rosmarinus officinalis, Tissue culture, Cell suspension culture 
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