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　　葡萄柚（ＣｉｔｒｕｓｐａｒａｄｉｓｅＭａｃｆ．）属芸香科柑橘属常绿植
物，香港称为“西柚”，在广东新会一带又称“番柑”，是甜橙和

柚的天然杂交种，结果时果实悬挂成串，簇生如葡萄，因此被

称为葡萄柚［１］，为世界四大柑橘类群（宽皮柑橘类、甜橙类、

柠檬来檬类、葡萄柚和柚类）之一［２］。葡萄柚果实风味独特、

柔软多汁、酸甜可口，口感好，可用于制备新鲜果汁、罐头和沙

拉［３］，含有丰富的维生素Ｃ、柚苷和橙柑，具有消除疲劳、清热
退火、消食、减肥和护肤等特殊功效［４］，具有较高的经济价值

和药用价值。葡萄柚传统种子繁殖方式的遗传性状易产生较

大变异，而嫁接方式成本较高，很难满足市场对良种苗木的大

量需求。利用组织培养技术进行葡萄柚良种的快速繁殖可以

克服常规方法费时的缺点，还可获得具有高度一致和优良表

型的群体，而且创建高效、稳定的植株再生体系可以为葡萄柚

的无病苗木繁育、诱变育种及遗传转化创造有利条件。迄今

为止，许多柑橘品种已经在组织培养与再生体系的构建上取

得了成功［５－１２］，而关于葡萄柚再生体系建立的报道仍很少，

本试验以葡萄柚种子萌发的无菌苗为试材，构建稳定的植株

再生体系，并探讨几个相关的影响因素，以期为葡萄柚的快速

繁殖、品种改良和遗传转化提供参考。

１　材料与方法

１．１　无菌实生苗的获取
２０１３年１１月从云南省林科院西双版纳州普文葡萄柚试

验园挑选生长结果良好的帕利斯（Ｐｅｒｌｉｓｔ）品种植株，取其成
熟鲜果的饱满种子，装入大烧杯，烧杯口用纱布封住，流水冲

洗干净表面黏液。在超净工作台内用 ７５％乙醇表面灭菌
１５ｓ，再用０．１％ ＨｇＣｌ２浸泡２０ｍｉｎ，无菌水冲洗８次，在无菌

滤纸上剥去内外种皮，接种于１／５ＷＰＭ固体培养基上。１Ｌ
０．１％ ＨｇＣｌ２中滴加１～２滴吐温 －２０，以提高 ＨｇＣｌ２的杀菌
效果［１３］。２１ｄ后，取无菌实生苗作为外植体供体。
１．２　不定芽的诱导
１．２．１　不同浓度的 ＴＤＺ与 ＮＡＡ对不定芽诱导的影响　以
ＷＰＭ＋蔗糖４０ｇ／Ｌ为基本培养基，添加不同浓度的植物生长
调节剂苯基噻二唑基脲（ｔｈｉｄｉａｚｕｒｏｎ，ＴＤＺ）０、０．１、０．２、０．５、
１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ和萘乙酸（１－ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，
ＮＡＡ）０．１ｍｇ／Ｌ，共７个处理。取２１ｄ苗龄的无菌实生苗，在
上胚轴中部切取长约１．５ｃｍ的小段，水平接种在培养基上，
每处理接种２０个上胚轴小段，重复３次，４０ｄ后统计愈伤诱
导率、不定芽分化率、不定芽数。

１．２．２　不同浓度的 ＡｇＮＯ３ 对不定芽诱导的影响　以
ＷＰＭ＋ＴＤＺ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋蔗糖４０ｇ／Ｌ为基本
培养基，添加不同浓度（０、０．５、１．０、２．０、５．０、１０ｍｇ／Ｌ）的
ＡｇＮＯ３，共６个处理。取２１ｄ苗龄的无菌实生苗，在上胚轴中
部切取长约１．５ｃｍ的小段，水平接种在培养基上，每处理接
种２０个上胚轴小段，重复３次，４０ｄ后统计愈伤诱导率、不定
芽分化率、不定芽数。

１．２．３　不同浓度的蔗糖对不定芽诱导的影响　以 ＷＰＭ＋
ＴＤＺ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＡｇＮＯ３２．０ｍｇ／Ｌ为基本培
养基，添加不同浓度（２０、３０、４０、５０、６０ｇ／Ｌ）的蔗糖，共５个处
理。取２１ｄ苗龄的无菌实生苗，在上胚轴中部切取长约
１．５ｃｍ的小段，水平接种在培养基上，每处理接种２０个上胚
轴小段，重复３次，４０ｄ后统计愈伤诱导率、不定芽分化率、不
定芽数。

１．２．４　不同外植体对不定芽诱导的影响　从２１ｄ苗龄的无
菌实生苗中分别选取上胚轴、下胚轴、叶片作为外植体，水平

接种于 ＷＰＭ＋ＴＤＺ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＡｇＮＯ３
２．０ｍｇ／Ｌ＋蔗糖４０ｇ／Ｌ培养基上，共３个处理，每处理接种
２０个外植体，重复３次，４０ｄ后统计愈伤诱导率、不定芽分化
率、不定芽数。

１．３　生根培养
当不定芽长至约２ｃｍ时，切下长势较好且大小相同的单
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芽接种于生根培养基中。生根培养基以 １／２ＷＰＭ＋蔗糖
４０ｇ／Ｌ＋活性炭（ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ，ＡＣ）０．１％为基本培养基，
附加不同浓度（０、０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ）的ＮＡＡ，每处理接
种２０个单芽，重复３次。生根培养４０ｄ后统计生根率、生根
数，观察根的生长情况，筛选出适合不定芽生根的培养基。

１．４　炼苗移栽
挑选生长健壮的生根苗置于室内自然光下炼苗７ｄ，其间

逐渐松开瓶盖，使生根苗逐渐适应外界环境。挑选长势较好、

株高约３ｃｍ、根长约８ｃｍ的生根苗６４株，洗净根部的培养基
后，移栽到由草泥炭、珍珠岩、蛭石、红土 （体积比为

２∶１∶１∶１）组成的混合基质中，用多菌灵液浇透基质，注意
水分、光照、温度的管理，３０ｄ后统计成活率。
１．５　培养条件

ＷＰＭ培养基均添加琼脂５ｇ／Ｌ；１／２ＷＰＭ培养基里大量
元素减半，其他元素含量不变，含琼脂５ｇ／Ｌ；１／５ＷＰＭ培养
基里各元素含量均减为 ＷＰＭ培养基的１／５，含琼脂３ｇ／Ｌ。
ｐＨ值调至５．７±０．１，１２１℃高压灭菌１８ｍｉｎ后冷却备用，培
养温度为（２６±１）℃，光照度１５００ｌｘ，光照时间１４ｈ／ｄ。
１．６　数据处理

试验数据使用 ＳＰＳＳ２１．０进行单因素方差多重比较分
析。观测变量计算公式如下：

　　愈伤诱导率 ＝产生愈伤组织的外植体数／接种的外植体
数×１００％；
　　不定芽分化率 ＝长出不定芽的外植体数／接种的外植体
数×１００％；
不定芽数＝长出的不定芽总数／长出不定芽的外植体数；
生根率＝生根的不定芽数／接种的不定芽数×１００％；

生根数＝长出的总根数／生根的不定芽数；
移栽成活率＝移栽成活苗数／移栽苗数×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同浓度的ＴＤＺ与ＮＡＡ对不定芽诱导的影响
上胚轴培养７ｄ后两端切口处开始膨大，１２ｄ左右在两

端切口处有少量淡绿色愈伤组织形成，但随后愈伤组织并无

明显增加。１８ｄ左右在两端切口处开始出现绿色芽点，２３ｄ
左右在绿色芽点处开始出芽，并于３０ｄ左右达到高峰（图１－
Ａ），４０ｄ后不定芽的长度达１．０～１．５ｃｍ（图１－Ｂ），最长的
约２ｃｍ。ＴＤＺ与ＮＡＡ不同的浓度组合对不定芽分化的影响
是不同的，其结果见表１。在 ＮＡＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ的条件
下，不同浓度的 ＴＤＺ均可诱导上胚轴产生愈伤组织和不定
芽，但愈伤诱导率、不定芽分化率及不定芽数都有所差异；而

不含ＴＤＺ的培养基里上胚轴无愈伤组织和不定芽形成。ＴＤＺ
浓度为 １．５ｍｇ／Ｌ时愈伤组织诱导率达到最高值，为
７１．６７％，显著高于其他处理；ＴＤＺ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时不定芽
分化率最高，为５６．６７％，极显著高于其他处理；ＴＤＺ浓度为
１．０ｍｇ／Ｌ时不定芽数最多，达到３．０８个，极显著高于其他处
理。当ＴＤＺ浓度由１．０ｍｇ／Ｌ增加至２．０ｍｇ／Ｌ，不定芽分化
率降低，不定芽数减少。由此可见，虽然 ＴＤＺ是一种强力的
细胞分裂素，但对于葡萄柚上胚轴不定芽的分化，其浓度并不

是越高越好，过高浓度的ＴＤＺ反而会抑制不定芽的分化。

表１　不同浓度的ＴＤＺ与ＮＡＡ对不定芽诱导的影响

处理
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＴＤＺ ＮＡＡ
愈伤诱导率

（％）
不定芽分化率

（％）
不定芽数

（个）

ＣＫ ０ ０．１ ０．００±０．００Ｅｆ ０．００±０．００Ｄｅ ０．００±０．００Ｅｆ
１ ０．１ ０．１ １８．３３±２．８９Ｄｅ １８．３３±２．８９Ｃｄ １．０８±０．１４Ｄｅ
２ ０．２ ０．１ ２６．６７±２．８９Ｄｄ ２６．６７±２．８９Ｃｃ １．５０±０．１０Ｃｄ
３ ０．５ ０．１ ５１．６７±２．８９Ｃｃ ４５．００±５．００Ｂｂ ２．５５±０．０５Ｂｃ
４ １．０ ０．１ ６５．００±５．００ＡＢｂ ５６．６７±５．７７Ａａ ３．０８±０．０９Ａａ
５ １．５ ０．１ ７１．６７±５．７７Ａａ ４３．３３±７．６４Ｂｂ ２．７３±０．０４Ｂｂ
６ ２．０ ０．１ ５６．６７±２．８９ＢＣｃ ３０．００±５．００Ｃｃ １．３９±０．０５Ｃｄ

　　注：同列数据后不同大写、小写字母分别表示处理间在０．０１、０．０５水平差异显著。下同。

２．２　不同浓度的ＡｇＮＯ３对不定芽诱导的影响
如表２所示，当 ＡｇＮＯ３浓度为０．５～５．０ｍｇ／Ｌ时，上胚

轴的愈伤诱导率、不定芽分化率、不定芽数均高于对照（不添

加ＡｇＮＯ３的处理），其中ＡｇＮＯ３浓度为２．０ｍｇ／Ｌ时愈伤诱导
率、不定芽分化率、不定芽数均达到最高值，分别为 ８５．００％、
７８３３％、３．６６个；当 ＡｇＮＯ３ 浓度由 ２．０ｍｇ／Ｌ增加到
５．０ｍｇ／Ｌ时，愈伤诱导率、不定芽分化率、不定芽数均明显降
低，当ＡｇＮＯ３浓度增加至１０．０ｍｇ／Ｌ时，愈伤诱导率、不定芽

分化率、不定芽数都已低于对照，表明过高浓度的 ＡｇＮＯ３对
葡萄柚上胚轴愈伤组织、不定芽的诱导均具有抑制作用。

２．３　不同浓度的蔗糖对不定芽诱导的影响
蔗糖浓度对上胚轴不定芽的分化有明显影响（表３）。当

蔗糖浓度为４０ｇ／Ｌ时，不定芽的诱导效果最好，不定芽分化
率和不定芽数均达到最高值，分别为７６．６７％和３．６９个，且
不定芽生长粗壮；当蔗糖浓度为２０ｇ／Ｌ时，不定芽分化率和
不定芽数分别低至４５．００％和１．８９个，不定芽生长细弱，这
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表２　不同浓度的ＡｇＮＯ３对不定芽诱导的影响

ＡｇＮＯ３浓
度（ｍｇ／Ｌ）

愈伤诱导率

（％）
不定芽分化率

（％）
不定芽数

（个）

０ ６６．６７±５．７７ＣＤｃｄ ５５．００±５．００Ｂｃ ３．０９±０．０１Ｃｄ
０．５ ７５．００±０．００ＡＢＣｂｃ５８．３３±２．８９Ｂｂｃ３．２８±０．０４Ｂｂ
１．０ ８１．６７±２．８９ＡＢａｂ ６６．６７±５．７７ＡＢｂ３．３２±０．０４Ｂｂ
２．０ ８５．００±５．００Ａａ ７８．３３±２．８９Ａａ ３．６６±０．０３Ａａ
５．０ ７１．６７±７．６４ＢＣｃ ６０．００±５．００Ｂｂｃ３．１７±０．０２Ｃｃ
１０．０ ５８．３３±２．８９Ｄｄ ３６．６７±５．７７Ｃｄ ２．５２±０．０３Ｄｅ

表３　不同浓度的蔗糖对不定芽诱导的影响

蔗糖浓度

（ｇ／Ｌ）
愈伤诱导率

（％）
不定芽分化率

（％）
不定芽数

（个）

芽生长

情况

２０ ５３．３３±２．８９Ｄｄ ４５．００±５．００Ｃｃ １．８９±０．０１Ｄｅ ＋
３０ ７５．００±５．００ＡＢａｂ６５．００±５．００Ａｂ ３．１３±０．０５Ｂｃ ＋＋
４０ ８３．３３±７．６４Ａａ ７６．６７±５．７７Ａａ ３．６９±０．０６Ａａ ＋＋＋
５０ ６８．３３±５．７７ＢＣｂｃ６３．３３±５．７７ＡＢｂ ３．２４±０．０６Ｂｂ ＋＋
６０ ６０．００±５．００ＣＤｃｄ４８．３３±７．６４ＢＣｃ ２．１１±０．０２Ｃｄ ＋

　　注：＋、＋＋、＋＋＋分别表示不定芽细弱、正常、粗壮。

可能是其后期生长中碳源和能源不足导致的；另一方面，高浓

度（６０ｇ／Ｌ）蔗糖抑制了不定芽的再生，不定芽分化率和不定
芽数分别只有４８．３３％和２．１１个，这可能是蔗糖浓度过高导
致瓶内空气湿度变小或培养基渗透压升高，形成的一些不利

因素造成的。

２．４　不同外植体对不定芽诱导的影响
不同外植体对葡萄柚不定芽的诱导影响很大，结果如表

４所示，上胚轴和下胚轴均能分化出不定芽，而叶片始终未能
分化出不定芽，其中上胚轴分化不定芽的能力最强，不定芽分

化率达７６．６７％，不定芽数达到３．６５个，均极显著高于下胚
轴和叶片。此外，上胚轴一般于接种２３ｄ后开始分化形成不
定芽，在２８ｄ左右集中出芽，而下胚轴一般于接种２５ｄ后才
开始分化形成不定芽，在３０ｄ左右集中出芽；由此可见，上胚
轴的出芽时间要比下胚轴提前２ｄ左右，这在一定程度上也
反映了上胚轴分化不定芽的能力要强于下胚轴，更适合作为

葡萄柚不定芽诱导的外植体。

表４　不同外植体对不定芽诱导的影响

外植体
愈伤诱导率

（％）
不定芽分化率

（％）
不定芽数

（个）

上胚轴 ８６．６７±５．７７Ａａ ７６．６７±２．８９Ａａ ３．６５±０．０５Ａａ
下胚轴 ７１．６７±７．６４Ａｂ ６５．００±５．００Ｂｂ ３．３３±０．０５Ｂｂ
叶片 ４３．３３±７．６４Ｂｃ ０．００±０．００Ｃｃ ０．００±０．００Ｃｃ

２．５　生根培养
不同浓度的ＮＡＡ对不定芽生根的诱导效果如表５所示，

接种４０ｄ后，除对照外均能诱导出一定数量的不定根（图１－
Ｃ），且都较粗壮，部分生根苗除有主根外，还有１～３条侧根，
长３～６ｃｍ。说明添加一定量的生长素对葡萄柚不定芽的生
根是必须的，其中培养基 １／２ＷＰＭ＋ＮＡＡ１．５ｍｇ／Ｌ＋ＡＣ
０．１％＋蔗糖４０ｇ／Ｌ的生根效果最好，生根率达７３．３３％，生
根数为１．９１条／株，均显著高于其他培养基。当ＮＡＡ浓度由
１．５ｍｇ／Ｌ增加至２．０ｍｇ／Ｌ时，生根率和生根数分别降低至
５８．３３％和１．３１条／株，说明高浓度的 ＮＡＡ对葡萄柚不定芽
的生根产生抑制作用。

表５　不同ＮＡＡ浓度对不定芽生根的影响

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

生根率

（％）
生根数

（条／株）

０．０ ０．００±０．００Ｄｄ ０．００±０．００Ｅｅ
０．５ ４５．００±５．００Ｃｃ １．１８±０．０５Ｄｄ
１．０ ６１．６７±７．６４ＡＢｂ １．４３±０．０２Ｂｂ
１．５ ７３．３３±２．８９Ａａ １．９１±０．０４Ａａ
２．０ ５８．３３±５．７７Ｂｂ １．３１±０．０５Ｃｃ

２．６　炼苗移栽
生根苗经炼苗后移栽至基质（草泥炭 ∶珍珠岩 ∶蛭

石 ∶红土＝２∶１∶１∶１，体积比）中，２１ｄ后幼苗开始长出新
叶（图１－Ｄ），３０ｄ后成活率达７０％以上。

３　讨论与结论

在植物的离体培养中，在培养基中添加一定量的植物生

长调节剂可以调节外植体的激素水平，从而促进不定芽的分

化和再生。ＴＤＺ是一种苯基脲衍生物，细胞分裂素活性高于
６－ＢＡ和ＫＴ，作为一种有效的形态发生调节剂被广泛用于植
物组织培养［１４］，范围遍及草本植物［１５－１９］和木本植物［２０－２３］。

在含有ＴＤＺ（浓度０．１～２．０ｍｇ／Ｌ）的培养基中均能诱导葡萄
柚上胚轴不定芽的分化和形成，其中以１．０ｍｇ／ＬＴＤＺ诱导效
果最好。高浓度的ＴＤＺ抑制葡萄柚上胚轴不定芽的分化，当
ＴＤＺ浓度大于１．０ｍｇ／Ｌ时，不定芽分化率开始呈现下降的趋
势，不定芽数也开始减少。细胞分裂素和生长素按适当的比

例组合在一起有很强的协同作用，一般情况下能更有效地促

进不定芽的的分化与生长，ＴＤＺ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ的
组合对葡萄柚上胚轴不定芽的诱导效果最好，不定芽分化率

达 ５６．６７％，不定芽数达 ３．０８个，这可能是由于 ＴＤＺ
１．０ｍｇ／Ｌ和ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ的浓度配比刚好达到了上胚轴直
接分化不定芽的生理要求，更好地促进了 ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质
的合成，细胞的生长、分裂更加旺盛，促使不定芽的再生。

ＡｇＮＯ３是一种较好的乙烯抑制剂，其提高不定芽再生能
力已在多种植物上得到证实［２４－２６］。试验中 ＡｇＮＯ３可明显提
高葡萄柚上胚轴的不定芽分化率，且不同浓度的ＡｇＮＯ３对不
定芽的分化有不同的影响，培养基 ＷＰＭ＋ＴＤＺ１．０ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋蔗糖４０ｇ／Ｌ中添加２．０ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３最适合
葡萄柚上胚轴不定芽的分化，不定芽分化率达７８．３３％，不定
芽数达３．６６个；在相同的激素配比下，不定芽分化率随着
ＡｇＮＯ３浓度（大于２．０ｍｇ／Ｌ时）的升高而下降，此时 ＡｇＮＯ３
表现出一定的副作用；ＡｇＮＯ３ 浓度由 ２．０ｍｇ／Ｌ增加至
５．０ｍｇ／Ｌ时不定芽分化率开始降低，不定芽数开始减少，当
ＡｇＮＯ３浓度达到１０ｍｇ／Ｌ时已表现出抑制作用，不定芽分化
率、不定芽数均低于不添加ＡｇＮＯ３的处理。这可能是由于过
多的Ａｇ＋破坏了离子平衡，以及对植物体的毒害作用所致。
　　植物组织培养中，糖类为培养物生长发育提供碳源和能
源，并有调节培养基渗透压的作用，其中最常用的糖类是蔗

糖［２７］；蔗糖浓度过低，碳源和能量供应不足，导致不定芽生长

不良；蔗糖浓度过高，导致不定芽失水而生长不良。葡萄柚不

定芽诱导的最适蔗糖浓度为４０ｇ／Ｌ，此时不定芽分化率和不
定芽数分别为７６．６７％和３．６９个。

植物组织培养中为获得较高的不定芽分化率，除了筛选
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合适的激素组合及浓度配比外，还要选择合适的外植体类型。

以葡萄柚的上胚轴、下胚轴、叶片作为外植体进行不定芽的诱

导，难易程度不同，由易到难表现为上胚轴 ＞下胚轴 ＞叶片，
其中上胚轴的不定芽分化率最高，达７６．６７％，与蕉柑［２８］、沙

田柚［２９］不定芽诱导的表现一致，而叶片始终未能形成不定

芽，这可能是由于上胚轴、下胚轴、叶片所含内源激素水平不

同进而对外源激素种类、浓度的要求有差别而导致的［３０］。植

物离体培养中不定芽的分化通常有直接发生型和间接发生型

２种途径，本研究中不定芽的分化属于直接发生型，各试验组
合均能诱导不定芽直接形成，虽然在切口表面有１圈白色松
软的愈伤组织形成，但不定芽基本都是从材料切口表面直接

形成，未经过愈伤组织阶段。此外，不定芽的分化位点有 ２
种，一种是在机械损伤处如切口，有观点认为机械损伤能刺激

细胞分裂从而促进组织分化，最后引起不定芽的分化和形成；

另一种是在没有机械损伤处也能产生不定芽，即不定芽的出

现不以出现机械损伤为前提。对于葡萄柚，无论是上胚轴还

是下胚轴，不定芽均在有机械损伤的两端切面产生，没有机械

损伤的部位没有不定芽的产生，证明葡萄柚无菌实生苗上、下

胚轴不定芽的发生是以发生机械损伤为前提条件的。

离体培养条件下不定芽的生根通常须有生长素的诱导，

ＮＡＡ、ＩＢＡ是诱导生根效果较好且十分常用的２种生长素。
葡萄柚不定芽生根试验采用ＮＡＡ进行不定根的诱导，以培养
基ｌ／２ＷＰＭ＋ＮＡＡ１．５ｍｇ／Ｌ＋ＡＣ０．１％＋蔗糖４０ｇ／Ｌ的生
根率最高，生根率达７３．３３％，生根数为１．９１条／株，根系粗
壮；生根试验中生根苗主根上普遍只有少量侧根（０～３条）长
出，不利于移栽后生根苗的存活，这可能与葡萄柚的基因型有

关。关于如何诱导葡萄柚的离体芽苗长出有大量侧根的根

系，还须要作进一步研究。
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