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　　摘要：水稻是一种以铵态氮为主要氮素营养的重要粮食作物，存在至少１２个铵转运体，对水稻铵的吸收起着至关
重要的作用，其中，水稻铵转运体１；１（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａａｍｍｏｎｉｕｍｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１；１，ＯｓＡＭＴ１；１）是一个在根部和地上部相对组
成型表达的基因。通过异源酵母功能互补法研究水稻铵转运体ＯｓＡＭＴ１；１的功能及其调控机制，结果表明，ＯｓＡＭＴ１；１
是一个功能型的铵转运体，和铵的同系物甲基铵（Ｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ，ＭｅＡ＋）相比，ＯｓＡＭＴ１；１对铵具有相对较高的选择
性；ＯｓＡＭＴ１；１介导铵的吸收不依赖于外界质子，转运的底物可能是铵离子；ＯｓＡＭＴ１；１介导吸收铵的过程是一个依赖
能量的主动运输过程，对铵的吸收可能不受钙离子参与的磷酸化过程调控。
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　　水稻是世界上最重要的粮食作物之一，生长在淹水条件
下，以铵为主要氮源［１］。铵转运体（ａｍｍｏｎｉｕｍｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，
ＡＭＴ）家族基因编码的铵转运系统，是水稻铵吸收和代谢的
重要途径［１－２］。水稻中至少存在１２个铵转运体基因，分为两
大家族，ＯｓＡＭＴ１；１－１；３归属于ＡＭＴ１家族，其余９个基因包
括ＯｓＡＭＴ２；１－２；３、ＯｓＡＭＴ３；１－３；３、ＯｓＡＭＴ４、ＯｓＡＭＴ５；１－５；
２归属于 ＡＭＴ２家族［３］，其中，有关水稻铵转运体１；１（Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａａｍｍｏｎｉｕｍｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１；１，ＯｓＡＭＴ１；１）基因的表达规律
及超表达转基因水稻的研究取得一定进展。ＯｓＡＭＴ１；１在根
部和地上部更倾向于组成型表达，可能负责根部从外界吸收

铵［２］；过表达研究表明，ＯｓＡＭＴ１；１能够增强铵的吸收和体内
的铵含量［４］；和野生型相比，在铵次优和最优条件下，

ＯｓＡＭＴ１；１表达水平高于野生型２０多倍，铵吸收速率明显高
于野生型，同时，体内高铵含量也促进氮同化途径基因的表

达，使体内氮同化产物、叶绿素、淀粉、糖类及产量都有较大提

高，暗示ＯｓＡＭＴ１；１有提高氮利用效率、植物生长及粮食产量
的潜力［１］。然而，对 ＯｓＡＭＴ１；１铵转运蛋白调控机制的研究
进展不大。本试验采用酵母功能互补方法，初步研究不同外

界ｐＨ值、铵的同系物甲基铵（ｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ，ＭｅＡ＋）、羰基
氰化间氯苯腙（ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅｍ－ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ，
ＣＣＣＰ）及离子钙（Ｃａ２＋）的螯合剂乙二醇二乙醚二胺四乙酸
［ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ－ｂｉｓ（ｂｅｔａ－ａｍｉｎｏｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ）－Ｎ，Ｎ′－ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ
ａｃｉｄ，ＥＧＴＡ］等处理条件对 ＯｓＡＭＴ１；１的调控机制，以期为进
一步解析ＯｓＡＭＴ１；１在水稻铵代谢中的功能提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验用大肠杆菌菌株为 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α，中国科学

院南京土壤研究所实验室保存；所用表达宿主菌株为酿酒酵

母铵转运体缺失突变体 ３１０１９ｂ（ｍｅｐ１Δ，ｍｅｐ２Δ：：ＬＥＵ２，
ｍｅｐ３Δ：：ＫａｎＭＸ２ｕｒａ３），由德国 Ｈｏｈｅｎｈｅｉｍ大学 ＮｉｃｏＶｏｎ
Ｗｉｒéｎ教授惠赠，在外界铵作为唯一氮源且浓度低于５ｍｍｏｌ／Ｌ
时，此菌株不能正常生长［５］；酵母表达载体 ｐＹＥＳ２，购于
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＹＮＢ培养基，不含硫酸铵和氨基酸（ｙｅａｓｔｎｉ
ｔｒｏｇｅｎｂａｓｅｗ／ｏａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓ），购于Ｄｉｆｃｏ
公司；Ｄ－半乳糖、精氨酸、氯化铵和甲基胺（ｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ，
ＭｅＡ＋），购于Ｓｉｇｍａ公司；ＰＣＲ扩增高保真酶ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ，购
自ＴａＫａＲａ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制性核酸内切酶ＫｐｎⅠ和
ＮｏｔⅠ，购于ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；引物由上海英骏生物
技术有限公司合成。

１．２　酵母表达载体ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２的构建
参照文献［３］中 ＯｓＡＭＴ１；１ＩＤ号，从水稻基因组数据库

ＴＩＧＲ（ｈｔｔｐ：／／ｒｉｃｅ．ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／）检索 ＯｓＡＭＴ１；１的
ｃＤＮＡ序列，大小为１４９７ｂｐ。设计引物ＯｓＡＭＴ１；１－ＫｐｎⅠ－
Ｐ１：５′－ＧＴＣＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＣＧＡＣＧＴＧＣＧＣＧＧＣＧＧＡＣＣＴＧ－３′
和ＯｓＡＭＴ１；１－ＮｏｔⅠ －Ｐ２：５′－ＧＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡＣＡＣＴＴＧ
ＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴＧＧ－３′，以粳稻日本晴（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ．ｓｓｐ．Ｊａ
ｐｏｎｉｃＮｉｐｐｏｎｂａｒｅ）ｃＤＮＡ为模板，扩增ＯｓＡＭＴ１；１基因。扩增
条件为：９５℃预处理５ｍｉｎ；９５℃ １ｍｉｎ，６０℃ １ｍｉｎ，７２℃
２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用ＭＮ（ＭＡＣＨ
ＥＲＥＹ－ＮＡＧＥＬ）胶回收试剂回收，利用常规ｒＴａｑ酶在无引物
ＰＣＲ反应体系中７２℃反应２０ｍｉｎ，将产物的３′端加上碱基
Ａ，然后连接到ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ，转化大肠杆菌 ＤＨ５α，阳性
克隆送北京六合华大基因科技有限公司上海分公司测序。用

限制性核酸内切酶ＫｐｎⅠ和ＮｏｔⅠ，分别酶切测序正确的阳性
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克隆和酵母表达载体ｐＹＥＳ２，回收并用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接目
的片段和载体大片段，转化 ＤＨ５α，筛选鉴定并获得
ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２阳性克隆。
１．３　酵母培养和转化

采用电转化仪 ＭｉｃｒｏＰｕｌｓｅｒ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），将
ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２和空载体 ｐＹＥＳ２分别转入酵母铵转运体
缺失突变菌株３１０１９ｂ感受态细胞，电击后加入１ｍＬ预冷的
１ｍｏｌ／Ｌ山梨醇，３０℃度温育 ２ｈ，于酵母选择性培养基
（０１７％ ＹＮＢ＋２ｍｍｏｌ／Ｌ精氨酸 ＋２％ Ｄ－半乳糖 ＋２％琼
脂）平板上３０℃黑暗培养３ｄ；挑取单菌落在酵母液体选择
培养基中３０℃振荡培养３６ｈ，经 ＰＣＲ鉴定为阳性的单菌落
即为重组酵母ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ。重组酵母菌株在
ＹＮＢ液体选择性培养基上培养至 Ｄ６００ｎｍ为１．０，经１０倍梯度
稀释成１０－１、１０－２、１０－３３个浓度，分别取４个浓度梯度的菌液
５μＬ，点样于以２ｍｍｏｌ／Ｌ精氨酸，或 ｐＨ值为５．８、不同浓度
ＮＨ４Ｃｌ为唯一氮源，或２ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ为唯一氮源，ｐＨ值分
别为４．８、５．８、６．８和不同处理试剂（ＥＧＴＡ，ＭｅＡ＋或ＣＣＣＰ）的

固体培养基（０．１７％ ＹＮＢ＋２％ Ｄ－半乳糖＋２％琼脂）上，于
３０℃黑暗培养，观察菌落生长状况并适时拍照。所有处理均
以转空载体ｐＹＥＳ２的３１０１９ｂ酵母ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ为对照。

２　结果与分析

２．１　ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２载体构建
以水稻 ＮｉｐｐｏｎｂａｒｅｃＤＮＡ为模板，以 ＯｓＡＭＴ１；１－Ｋｐｎ

Ⅰ－Ｐ１和ＯｓＡＭＴ１；１－ＮｏｔⅠ－Ｐ２为引物，进行 ＰＣＲ扩增，获
得长度为１４９７ｂｐ的产物（图１－ａ）；纯化并连接 ｐＭＤ１８－Ｔ
载体，经转化、筛选和测序获得阳性克隆ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＭＤ１８－Ｔ；
用ＫｐｎⅠ和 ＮｏｔⅠ分别酶切质粒 ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＭＤ１８－Ｔ和
ｐＹＥＳ２，胶回收获得线性目的片段 ＯｓＡＭＴ１；１和 ｐＹＥＳ２载体
大片段，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接目的片段和载体大片段，１６ｈ
后经转化筛选鉴定，获得阳性质粒 ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２，其酶
切验证图谱见图 １－ｂ，ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２质粒构成见图
１－ｃ。将获得的阳性质粒电转化至３１０１９ｂ酵母感受态细胞，
获得阳性重组菌株用于本研究。

２．２　ＯｓＡＭＴ１；１的酵母功能互补结果
试验结果表明，在以２ｍｍｏｌ／Ｌ精氨酸为唯一氮源的固体

培养基（０．１７％ ＹＮＢ＋２％ Ｄ－半乳糖 ＋２ｍｍｏｌ／Ｌ精氨酸 ＋
２％琼脂）上，转化了 ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２和空载体 ｐＹＥＳ２的
菌株都能正常生长（图 ２－ａ）；在以 ０．０２、０．２、２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮＨ４Ｃｌ为唯一氮源的培养基（０．１７％ ＹＮＢ＋２％ Ｄ－半乳糖＋
不同浓度的铵 ＋２％琼脂）上，转化空载体的酵母 ｐＹＥＳ２／

３１０１９ｂ不能正常生长，而转化了 ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２的重组
酵母能够正常生长（图２－ｂ），并随铵浓度不断升高，重组酵母
ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ生长得越好。这说明ＯｓＡＭＴ１；１具
有吸收铵的功能，能够介导铵的吸收。

２．３　甲基铵对ＯｓＡＭＴ１；１吸收铵功能的影响
甲基铵是铵的有机同系物，通常作为铵的竞争吸收底物

而用 于研究铵转运体的功能［６－７］。由图３可见，在０１７％
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ＹＮＢ、２％ Ｄ－半乳糖和２５ｍｍｏｌ／ＬＭｅＡ＋固体培养基上培养
４８ｈ或９６ｈ，转化了ＯｓＡＭＴ１；１的酵母菌株能够生长，而照菌
株生长极其微弱，甚至观察不到生长迹象，这表明 ＯｓＡＭＴ１；１
能够吸收甲基铵，并以其为氮源促进 ３１０１９ｂ的生长；在
０１７％ ＹＮＢ、２％ Ｄ－半乳糖和１００ｍｍｏｌ／ＬＭｅＡ＋固体培养
基条件下，转化了 ＯｓＡＭＴ１；１的酵母菌株可能吸收过多的甲

基铵而致死；在铵和甲基铵共存时（０．１７％ ＹＮＢ、２％ Ｄ－半
乳糖和 ２ｍｍｏｌ／ＬＮＨ＋４ 添加 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ或 １００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｅＡ＋），转化了ＯｓＡＭＴ１；１的酵母菌株生长恢复正常，这些均
表明 ＯｓＡＭＴ１；１也能够介导吸收甲基铵，在铵和甲基铵共存
时，ＯｓＡＭＴ１；１会优先吸收铵，对铵具有较高选择性。

２．４　外界ｐＨ值对ＯｓＡＭＴ１；１功能的影响
在２ｍｍｏｌ／ＬＮＨ＋４ 作为唯一氮源、ｐＨ值分别为４．８、５．８、

６．８）的固体培养基（０．１７％ ＹＮＢ＋２％ Ｄ－半乳糖＋２ｍｍｏｌ／Ｌ
铵＋２％琼脂）上，转化空载体的酵母 ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ不能正

常生长，重组酵母 ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ生长良好（图
４）。这说明ＯｓＡＭＴ１；１转运铵的能力可能与外界质子无关，
对铵的吸收可能不受外界质子的调控，并且 ＯｓＡＭＴ１；１转运
体蛋白转运铵的底物是离子态铵。

２．５　ＣＣＣＰ对ＯｓＡＭＴ１；１功能的影响
羰基氰化间氯苯腙（ＣＣＣＰ）是一种解偶联剂［８］，最早用

于研究线粒体和叶绿体的氧化磷酸化解偶联过程［９］。在含

０．１７％ ＹＮＢ、２％ Ｄ－半乳糖和２ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ固体培养基
中添加１００μｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ时，转化了 ＯｓＡＭＴ１；１的酵母和对
照菌株几乎都观察不到生长迹象（图 ５），ＣＣＣＰ强烈抑制
ＯｓＡＭＴ１；１对铵的吸收，ＯｓＡＭＴ１；１的吸铵过程可能是一个依
赖能量的主动运输过程。

２．６　ＥＧＴＡ对ＯｓＡＭＴ１；１功能的影响

　　乙二醇二乙醚二胺四乙酸（ＥＧＴＡ）是一种钙离子螯合
剂，在含０．１７％ ＹＮＢ、２％ Ｄ－半乳糖和２ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ固
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体培养基中添加１ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ时培养４８、９６ｈ，重组酵母
ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ能够正常生长，和未添加 ＥＧＴＡ
的ＹＮＢ培养基上几乎没有差别（图６），ＯｓＡＭＴ１；１对铵的吸
收可能不受Ｃａ２＋参与的磷酸化过程调控。

３　结论与讨论

植物从土壤环境中吸收铵主要由高亲和与低亲和的转运

系统介导，在铵浓度大于１ｍｍｏｌ／Ｌ时，一般认为，主要通过离
子通道调控铵的内流［１０－１２］；当外界铵浓度小于１ｍｍｏｌ／Ｌ时，
主要是通过高亲和铵转运系统介导铵的吸收［１３－１４］。在通气

良好的农业土壤中，硝酸盐是主要的无机氮形式，植物吸收的

硝酸大于铵，相反，在通气不良的农业土壤尤其是水田，铵是

主要的无机氮形式。水稻是一种喜铵和耐铵的作物［１５－１６］，在

整个生育期几乎全部以铵态氮为营养［２］。ＯｓＡＭＴ１；１能够介
导铵的吸收，是一个功能型的铵转运体，在外界铵为唯一氮源

的条件下，能够互补铵转运体缺失突变体酵母菌株３１０１９ｂ的
生长［２］，并随外界铵浓度的升高，重组菌株ＯｓＡＭＴ１；１－
ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ的生长越好。在外界铵浓度变化的情况下，
ＯｓＡＭＴ１；１对铵的吸收起着非常重要的作用。

长期以来，植物 ＡＭＴ吸收转运铵是以分子态 ＮＨ３还是
离子态铵一直是研究者们关注的焦点。在外界不同 ｐＨ值条
件下，重组菌株ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ的生长状况几乎
没有差别，ＯｓＡＭＴ１；１转运体蛋白对铵的吸收不受外界质子
的调控，转运的底物是铵离子而非分子态 ＮＨ３，和 ＰｃＡＭＴ１－
１类似［１７］，可能都是不受外界质子调控的铵转运体。电生理

手段证明，当外界ｐＨ从酸性值变化为碱性时，铵转运体介导
的电流大小和方向几乎没有改变，这与拟南芥 ＡｔＡＭＴ１；１、番
茄ＬｅＡＭＴ１；１转运铵不依赖于外界质子的转运机制结论［１３，１８］

吻合。对于ＯｓＡＭＴ１；１的详尽转运机制，需要进一步用电生
理手段完善。

高亲和的转运系统介导铵的内流通常依赖于代谢能量，

解偶联剂ＣＣＣＰ能够使高亲和转运系统介导铵的内流下降
８１％～８７％［１９］。在铵作为唯一氮源的 ＹＮＢ选择性培养基中
添加１００μｍｏｌ／ＬＣＣＣＰ，几乎观察不到重组菌 ＯｓＡＭＴ１；１－
ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ的生长，ＯｓＡＭＴ１；１对铵的吸收转运是一个依
赖能量的主动运输过程。

钙是植物生长发育的一种重要信号转导分子，植物体内

ＣＢＬ（ＣａｌｃｉｎｅｕｒｉｎＢ－ｌｉｋｅＰｒｏｔｅｉｎ）被钙离子活化后，能激活
ＣＩＰＫ（ＣＢＬ－ＩｎｔｅｒａｃｔｉｎｇＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅ）基因蛋白来影响植物
的生长发育及响应逆境胁迫信号［２０－２１］。拟南芥钾转运体

ＡＫＴ１的转运活性受 ＣＩＰＫ２３磷酸化调控，ＣＩＰＫ２３受上游

ＣＢＬ１和ＣＢＬ９激活，从而增强植物在外界低钾条件下对钾素
的吸收［２０］。本研究初步探索钙对 ＯｓＡＭＴ１；１的调控特征，
ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ在 施 加 钙 的 螯 合 剂 ＥＧＴＡ
１ｍｍｏｌ／Ｌ的固体培养基上生长４８、９６ｈ，与未加 ＥＧＴＡ的生
长几乎没有差别，ＯｓＡＭＴ１；１对铵的吸收转运可能不受钙信号
参与的磷酸化过程调控，其调控机制尚需进一步深入研究。

甲基铵是铵的有机同系物，通常作为铵的吸收底物或竞争

吸收底物研究铵转运体的功能特征［６－７，１３］，人红血细胞中的铵

转运体同族体ＲＨＣＧ能够介导甲基铵的电中性转运，对甲基铵
的吸收速率随外界 ｐＨ值增加而增加［７］。本研究中，当以

２５ｍｍｏｌ／Ｌ甲基铵为唯一氮源时，重组菌ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２／
３１０１９ｂ能够生长，而对照菌株 ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ不能生长，这表
明ＯｓＡＭＴ１；１能够介导甲基铵的吸收；当外界甲基铵浓度为
１００ｍｍｏｌ／Ｌ时，重组菌ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ几乎没有生
长，可能是吸收甲基铵过量而致死。当在 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ或
１００ｍｍｏｌ／Ｌ甲基铵条件下补充 ２ｍｍｏｌ／ＬＮＨ＋４ 时，重组菌
ＯｓＡＭＴ１；１－ｐＹＥＳ２／３１０１９ｂ的生长恢复正常，表明在铵和甲
基铵共存的条件下，ＯｓＡＭＴ１；１会优先、更多地吸收转运铵，
对铵具有较高的选择性，这也表明 ＯｓＡＭＴ１；１在对水稻铵营
养吸收方面具有至关重要的作用。
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贡水白柚组织培养快速繁殖技术

石开明１，方响亮２

（１．湖北民族学院林学园艺学院，湖北恩施４４５０００；２．湖北民族学院生物科学与技术学院，湖北恩施４４５０００）

　　摘要：为了探明贡水白柚组织培养快速繁殖高效系统的培养基类型和培养基配方，以沙田柚、蜜柚、红心柚、玉环
柚４个品种为材料，研究柚组织培养过程中的关键技术。以４种柚成年嫁接树梢尖、带芽茎段为外植体，研究柚组织
培养各环节的主要影响调控因子，建立有效贡水白柚组织培养快速繁殖体系。结果表明，柚种子发苗的最佳方案是成

熟种子在半固体１／２ＭＳ培养基萌发后，再转至固体ＭＳ培养基上培养为宜；在激素配比中，最适合贡水白柚幼嫩茎段
的６－ＢＡ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ浓度以０．２ｍｇ／Ｌ为佳；不同外植体的培养诱导率表明，用春梢嫩茎段进行组织培养时
出芽率高，生长迅速。
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通信作者：方响亮，硕士，实验师，主要从事野生动物植物保护与利用
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　　柚子是芸香科植物柚的成熟果实，柚果实清香、酸甜、凉
润，营养丰富，药用价值很高，是人们喜食的名贵水果之一。

柚果实是柑橘类果实中生长周期最长的品种，采摘期避开了

柑果上市“洪峰”，加上柚果大而皮厚，非常适合贮藏，生产上

辅以适当保鲜条件和贮藏调控库的特殊处理，便可周年供应，

风味不减，成为柑果类中的“天然罐头”。

目前，国内柚苗木繁殖技术还相对落后，各种保护技术措

施不能得到落实，田间繁殖的柚苗木携带有很多病毒和病原

体，在推广过程中容易造成病原传播，往往使得柚株生长不

良，树势衰弱，产量减少，品质退化，给柚类生产带来严重影

响。植物组织培养技术可以克服传统苗木繁殖方法易带毒的

不足，同时能获得基因型统一、表型优良的一致性群体，应用

植物组织培养技术对良种柚的苗木进行快速繁殖具有重要的

意义。柑橘类组织培养快速繁殖研究，目前以甜橙和宽皮柑

橘较多，关于柚的报道较少，一般也都是使用由种子萌发而产

生的试管实生苗，并不能解决脱毒问题。在已有的试管苗的

组培微繁研究中，涉及到有关不同外植体、上下胚轴、子叶和

根尖等不同部位对芽苗分化的影响。目前，我国在研究柚类

组培方面的试验材料已有沙田柚、砧板柚、文旦柚、下河蜜柚、

酸柚［１－５］等。通过实生繁殖要克服种子发芽的困难，嫁接无

性繁殖用工成本高，不能适应良种柚苗木的快速大量推广和
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