
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄

［２１］ＪｉＪＢ，ＳｔｒａｂｌｅＪ，ＳｈｉｍｉｚｕＲ，ｅｔａｌ．ＷＯＸ４ｐｒｏｍｏｔｅｓｐｒｏｃａｍｂｉａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１５２（３）：１３４６－１３５６．

刘义存，黄天启，林顺权．枇杷属若干野生种叶片愈伤组织诱导和再分化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（５）：３２－３５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．０５．００８

枇杷属若干野生种叶片愈伤组织诱导和再分化

刘义存１，２，黄天启２，林顺权２

（１．仲恺农业工程学院，广东广州５１０２２５；２．华南农业大学园艺学院，广东广州５１０６４２）

　　摘要：以枇杷属５个野生枇杷种、１个杂交后代的叶片为外植体，研究植物生长调节剂配比以及环境培养条件对
叶片愈伤组织诱导和再分化的影响。结果发现，５个种愈伤诱导率达到了１００％；最佳的诱导条件：在１８℃下暗培养
１０ｄ后再转至全光照，培养基配方为ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ；ＫＴ和ＴＤＺ的组合使栎
叶枇杷叶片愈伤组织产生胚状体，诱导率最高为２１．４３％，生根率为２０．０％。本试验结果将为枇杷野生种的离体再生
等生物技术研究提供一定的技术支撑。
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作者简介：刘义存（１９７９—），男，广东潮州人，博士，讲师，主要从事园
艺植物种质资源与生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：３７３８２１３１２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：林顺权，男，福建莆田人，博士，教授，主要从事园艺植物种

质资源、遗传育种与生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｏｑｕａｔ＠ｓｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　枇杷属（Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ）隶属于蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）苹果亚科
（Ｍａｌｏｉｄｅａｅ），原产于我国南方地区以及与我国西南毗邻的东
南亚几个国家，共约有３０余个种或变种。我国的野生枇杷种
数约占世界的２／３，但根据多年来的调查发现，野生枇杷资源
正逐渐减少［１－４］。从２０世纪８０年代开始，我国就开始了一
些关于枇杷叶片细胞工程及离体培养的研究，如原生质体培

养［５－７］、胚乳愈伤组织诱导［８］、叶片培养和愈伤组织诱导不定

芽［９－１１］。虽然不断取得一些新进展，但迄今为止绝大多数报

道都是关于栽培枇杷研究，而关于野生枇杷的叶片诱导愈伤

组织、愈伤组织诱导再分化的系统研究还未见报道。为此，通

过借鉴前人对普通枇杷叶片诱导愈伤组织的经验，将研究建

立相对可靠而普适的野生枇杷叶片离体培养诱导愈伤组织和

再分化技术体系，旨在为枇杷属栽培枇杷之外的各种枇杷种

质资源离体保存、离体再生、细胞工程、转基因等研究提供技

术支持。

１　材料与方法

１．１　材料
以枇杷属植物５个种、１个属间杂种为试材（表１），所有

材料均来自华南农业大学枇杷属种质资源圃。

１．２　方法
１．２．１　叶片的接种　从胚离体培养成功３个月后的试管苗
中，以栎叶枇杷、台湾枇杷、台湾枇杷恒春变型、南亚枇杷窄叶

变型、香花枇杷和石斑木×台湾枇杷等６个种的叶片为试材，
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表１　试验材料

编号 中文名 学名 原产地

１ 栎叶枇杷 Ｅ．ｐｒｉｎｏｉｄｅｓＲｅｄｈ．＆Ｗｉｌｓ 云南石屏

２ 台湾枇杷 Ｅ．ｄｅｆｌｅｘａＮａｋａｉ 台湾恒春

３ 台湾枇杷恒春变型 Ｅ．ｄｅｆｌｅｘａｆ．ｋｏｓｈｕｎｅｎｓｉｓ 台湾恒春

４ 南亚枇杷窄叶变型 Ｅ．ｂｅｎｇａｌｅｎｓｉｓｆ．ａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａ
Ｖｉｄａｌ

云南昆明

５ 香花枇杷 Ｅ．ｆｒａｇｒａｎｓＣｈａｍｐ 广东乳源

６ 石斑木×台湾枇杷 Ｒｈａｐｈｉｏｌｅｐｉｓｉｎｄｉｃａ×
Ｅ．ｄｅｆｌｅｘａＮａｋａｉ

广东广州

在超净工作台上把无菌苗的叶片剪下来，切成约 ０．５ｃｍ×
０．５ｃｍ大小的叶块，叶背朝下，接种在胚培养基上。暗培养
１０ｄ，再转为２４ｈ全光照，第２０天统计愈伤率。随后对愈伤
组织进行再分化研究。

１．２．２　叶片的愈伤培养　光照条件及不同生长调节剂对叶
片诱导愈伤组织试验的培养基本配方为：ＭＳ＋（０、０．２ｍｇ／Ｌ）
６－ＢＡ＋（０、０．２ｍｇ／Ｌ）ＫＴ＋（０、１．０、３．０、６．０ｍｇ／Ｌ）２，４－Ｄ
（单位下同），并做接种后全光照培养和接种后１０ｄ暗培养的
对比试验，选用材料为栎叶枇杷。

不同浓度２，４－Ｄ对４种枇杷属植物叶片诱导愈伤组织
试验的培养基本配方：ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＫＴ＋（１．０、３．０、６．０ｍｇ／Ｌ）２，４－Ｄ（单位下同），并黑暗培养
１０ｄ，选用材料为台湾枇杷、台湾枇杷恒春变型、南亚枇杷窄
叶变型、香花枇杷。

枇杷属植物与近缘属植物交杂后代叶片诱导愈伤组织试

验培养基配方：ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋（０、０．１ｍｇ／Ｌ）ＮＡＡ，
ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋（０．１、０．８ｍｇ／Ｌ）
ＴＤＺ，ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ，ＭＳ＋０．１ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＺＴ，ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ２ＩＰ，
ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ。
选用材料为石斑木×台湾枇杷。
１．２．３　叶片愈伤组织的再分化　不同生长调节剂对诱导叶
片愈伤组织植株再生及生根试验培养基配方：ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ，ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ，ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ２ＩＰ，ＭＳ＋（１．０、
２．０、３．０ｍｇ／Ｌ）ＫＴ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，
ＭＳ＋（１．０，２．０、３．０ｍｇ／Ｌ）ＺＴ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ２，
４－Ｄ，选用材料为台湾枇杷。

不同生长调节剂对枇杷属植物愈伤组织诱导胚状体及生

根的试验培养基配方：ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋（０、０．５、
１．０ｍｇ／Ｌ）ＫＴ，ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，ＭＳ＋
０．１ｍｇ／ＬＴＤＺ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。选用材料为栎叶枇杷。

以上试验设置不同的试验组合，每处理３个重复。培养
环境条件：温度（１８±１）℃，相对湿度６５％ ～７０％。本试验
数据用ＳＰＡＳＳ１１．０软件进行方差分析，采用邓肯氏新复极差
测验法进行平均数比较。

２　结果与分析

２．１　若干种枇杷属植物叶片愈伤组织的诱导研究
２．１．１　光照条件及不同生长调节剂对栎叶枇杷叶片诱导愈
伤组织的影响　研究发现，单独使用６－ＢＡ、ＫＴ、２，４－Ｄ的
处理，栎叶枇杷叶片愈伤率都相对比较低；特别单独使用

２，４－Ｄ的时候，愈伤率为０；而３种生长调节剂的组合处理
愈伤率都比较高，差异显著。在不同光照条件的处理中，１０ｄ
的暗培养效果明显，愈伤率平均达到５７．７８百分点，比全光照
下的平均高 １７．７８％。其中，０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ组合经暗培养后，愈伤率达到１００％，
差异性显著（表２，图１－Ａ１）。结果表明，随着２，４－Ｄ浓度
的升高，愈伤率产生下降趋势，高浓度的２，４－Ｄ对栎叶枇杷
叶片愈伤组织诱导有抑制作用。

表２　光照条件及不同生长调节剂对栎叶枇杷叶片
诱导愈伤组织的影响

处理
生长调节剂浓度（ｍｇ／Ｌ）
６－ＢＡ ＫＴ ２，４－Ｄ

愈伤率（％）
全光照 暗培养１０ｄ

１ — ０．２ — ０．００±０．００ｃ ４０．００±０．００ｃ
２ ０．２ — — ３９．５０±７．７８ｂ ５０．００±７．０７ｂ
３ — — １．０ ０．００±０．００ｃ ０．００±０．００ｄ
４ ０．２ ０．２ １．０ ８０．００±７．０７ａ １００．００±０．００ａ
５ ０．２ ０．２ ３．０ ８０．００±７．０７ａ ９６．６７±４．７２ａ
６ ０．２ ０．２ ６．０ ４０．００±７．０７ｂ ６０．００±７．０７ｂ
平均 ４０．００ ５７．７８

　　注：表中基本培养基为 ＭＳ，植物生长调节剂的浓度单位为
ｍｇ／Ｌ。表中同列数值后不同字母表示０．０５水平上差异显著。下表
同。

２．１．２　不同浓度２，４－Ｄ对几种枇杷属植物叶片诱导愈伤
组织的影响　为了进一步验证２，４－Ｄ的最适浓度，本试验
再以４种枇杷属植物叶片（图 １－Ｂ１）为试材，并黑暗培养
１０ｄ。研究发现，随着２，４－Ｄ浓度的升高，愈伤组织的诱导
率有下降的趋势。在２，４－Ｄ浓度为 １．０ｍｇ／Ｌ时，台湾枇杷
（图１－Ｂ２）、台湾枇杷恒春变型和香花枇杷的愈伤率都达到
１００％；而南亚枇杷窄叶变型在所试的处理中愈伤率差异不显
著；台湾枇杷愈伤率在所试的 ２，４－Ｄ浓度中均为１００％（表
３）。结合４个枇杷属植物叶片愈伤的生长情况及显著性分
析，认为浓度为１．０、３．０ｍｇ／Ｌ的２，４－Ｄ与６－ＢＡ、ＫＴ的组
合配方适合枇杷属植物叶片愈伤组织的诱导。但通过愈伤组

织的整体外观表现，浓度为１．０ｍｇ／Ｌ的２，４－Ｄ愈伤组织更
加有活力，与表２所得试验结论一致。

表３　不同浓度２，４－Ｄ对４种枇杷属植物叶片诱导愈伤组织的影响

材料
不同２，４－Ｄ浓度下的愈伤率（％）

１．０ｍｇ／Ｌ ３．０ｍｇ／Ｌ ６．０ｍｇ／Ｌ
台湾枇杷　　　　１００．００±０．００ａ１００．００±０．００ａ１００．００±０．００ａ
台湾枇杷恒春变型１００．００±０．００ａ１００．００±０．００ａ ３５．００±２１．２１ｂ
南亚枇杷窄叶变型 ５５．００±２１．２１ａ７０．００±１４．１４ａ５０．００±１４．１４ａ
香花枇杷　　　　１００．００±０．００ａ ８７．２８±１４．７６ａｂ７０．８３±５．８９ｂ

　　注：每处理添加６－ＢＡ和ＫＴ浓度均为０．２ｍｇ／Ｌ。

２．１．３　枇杷属植物与近缘属植物交杂后代叶片诱导愈伤组
织　此次试验材料为石斑木 ×台湾枇杷杂交后代的叶片，因
为石斑木属于蔷薇科苹果亚科，是枇杷属植物的近缘属植物，

与野生台湾枇杷杂交的后代属于种质创新。结合表３的试验
结果，进一步深化诱导的试验。研究发现，当单独使用６－ＢＡ
时，无论是否加入生长素，石斑木×台湾枇杷叶片愈伤率都不
高，分别为０、４．１６％；当６－ＢＡ与 ＴＤＺ组合使用时，愈伤率
显著提高，并且随着 ＴＤＺ的浓度从０．１ｍｇ／Ｌ升至０．８ｍｇ／Ｌ
时，愈伤率也从４５．８３％提高到８７．５３％。浓度为０．５ｍｇ／Ｌ

—３３—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第５期



的ＴＤＺ、ＺＴ和２ＩＰ，分别与０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ进行单独组合试验，
试验统计得出ＴＤＺ愈伤率达到１００％，ＺＴ为 ８３．３３％，２ＩＰ为
９１．６７％，愈伤率差异不显著；而０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的组合愈伤率为９０．５２％，与０．５ｍｇ／Ｌ
ＴＤＺ差异不显著（表 ４）。结果表明，０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、
０．２ｍｇ／ＬＫＴ、１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的组合，对于无论是创新的
杂交种，还是其他枇杷属植物而言，都比较适合作为叶片愈伤

诱导的通用配方；此外，０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ和０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ也可
表４　石斑木×台湾枇杷叶片诱导愈伤组织的结果

处理
生长调节剂浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＫＴ ＴＤＺ ＺＴ ２ＩＰ ＮＡＡ ２，４－Ｄ
愈伤率

（％）

１ １．０ — — — — — — ０．００±０．００ｃ
２ １．０ — — — — ０．１ — ４．１６±３．６１ｃ
３ １．０ — ０．１ — — ０．１ — ４５．８３±４０．１８ｂ
４ １．０ — ０．８ — — ０．１ — ８７．５０±６．２５ａ
５ — — ０．５ — — ０．１ — １００．００±０．００ａ
６ — — — ０．５ — ０．１ — ８３．３３±３．６１ａ
７ — — — — ０．５ ０．１ — ９１．６７±９．５５ａ
８ ０．２ ０．２ — — — — １．０ ９０．５２±１１．４５ａ

以成为石斑木 ×台湾枇杷杂交后代诱导愈伤组织的最佳
组合。

２．２　枇杷属２个野生种叶片愈伤组织诱导再分化
从以上试验成功诱导的叶片愈伤组织中取台湾枇杷和栎

叶枇杷的愈伤组织作为胚状体诱导、分化芽苗和生根的试材。

研究发现，在台湾枇杷叶片愈伤组织的诱导再分化试验中，虽

然探索了各种各样的培养基配方，但均尚未获得成功，只能诱

导部分愈伤组织分化生根，而不能分化芽苗（即地上部）。其

中，１．０、２．０、３．０ｍｇ／ＬＫＴ与 ＮＡＡ、２，４－Ｄ的组合都能直接
使叶片愈组织分化生根，生根率随着ＫＴ浓度的增加而增加，
生根分化率最高达２０％。而在 ＺＴ与 ＮＡＡ、２，４－Ｄ的组合
中，只有２．０ｍｇ／ＬＺＴ能诱导少数叶片愈组织分化生根，生根
诱导率为８．３３％（表５）。
　　研究还发现，在栎叶枇杷的愈伤组织诱导再分化试验中，
产生了胚状体，同时少部分愈伤组织分化生根。添加 ＴＤＺ都
能使栎叶枇杷愈伤组织诱导出胚状体，但诱导率都比较低；

ＫＴ比６－ＢＡ更适合愈伤组织诱导胚状体（图１－Ａ２）。其中
０．５ｍｇ／ＬＫＴ和０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ的组合使胚状体诱导率最高，
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表５　不同生长调节剂对诱导台湾枇杷叶片愈伤组织
植株再生及生根的影响

处理
生长调节剂浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＫＴ ＺＴ ２ＩＰ ＮＡＡ ２，４－Ｄ
芽苗率

（％）
生根率

（％）

１ １．０ — — — — — ０ ０．００±０．００ｃ
２ — １．０ — — — — ０ ０．００±０．００ｃ
３ — — — １．０ — — ０ ０．００±０．００ｃ
４ — １．０ — — ０．１ ０．１ ０ １１．１１±３．９３ｂ
５ — ２．０ — — ０．１ ０．１ ０ １２．５１±４．４２ｂ
６ — ３．０ — — ０．１ ０．１ ０ ２０．００±４．７１ａ
７ — — １．０ — ０．１ ０．１ ０ ０．００±０．００ｃ
８ — — ２．０ — ０．１ ０．１ ０ ８．３３±３．９２ｂ
９ — — ３．０ — ０．１ ０．１ ０ ０．００±０．００ｃ

表６　不同生长调节剂对栎叶枇杷愈伤组织
诱导胚状体及生根的影响

处理
生长调节剂浓度（ｍｇ／Ｌ）
６－ＢＡ ＫＴ ＴＤＺ

胚状体诱导率

（％）
生根率

（％）

１ ０．５ — ０．５ ７．４５±０．２８ａｂ ０
２ １．０ — ０．１ ３．８４±３．８５ｂ ０
３ — ０．５ ０．５ ２１．４３±７．１４ａ ７．１４
４ — １．０ ０．５ １７．５８±２．４３ａｂ ０

　　注：每处理添加ＮＡＡ浓度碷为：０．１ｍｇ／Ｌ。

达２１．４３％，这也是唯一同时能使愈伤分化产生根的组合
（图１－Ａ３至图１－Ａ５），生根率为７．１４％。

３　讨论与结论

关于枇杷属植物野生种的研究报道，近１０年来才慢慢地
变得多些［１－３］，但还是不够，特别是野生种质资源在生物技术

等方面的运用和开发［４，１２－１５］。枇杷属植物野生种的报道少，

首先这些种质资源不多，收集难度大，即使收集到的种质资

源，进行离体保存研究的也很少。可能由于野生种之间以及

普通栽培种之间，在形态、生理和遗传等方面存在的差异，所

以在研究过程度中，尽管借鉴前人在栽培枇杷细胞工程研究

中的方法技术，但还是碰到了许多困难，例如，本研究表明，不

同种之间结果差异性较大，从而导致本试验结果看起来不是

很完整和统一。

在枇杷属植物野生种的叶片愈伤组织诱导的研究结果

中，以１．０、３．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ与０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、０．２ｍｇ／Ｌ
ＫＴ的组合配方，对香花枇杷、台湾枇杷、台湾枇杷恒春变型、
栎叶枇杷、南亚枇杷窄叶变型和石斑木 ×台湾枇杷等６个种
的叶片进行培养，诱导出愈伤组织，其中有５个种的愈伤诱导
率达到了１００％。经过大量试验验证枇杷属植物野生种的叶
片诱导愈伤组织最佳的诱导条件为：在１８℃下暗培养１０ｄ
后再转至全光照，培养基配方为 ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．２ｍｇ／ＬＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ。另外枇杷属植物与近缘属

植物交杂后代叶片诱导愈伤组织的结果显示，属间杂种后代

材料叶片愈伤的诱导既有其他枇杷属野生种的共性，也有本

身的一些特性，如０．５ｍｇ／ＬＴＤＺ和０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ是诱导石
斑木×台湾枇杷叶片愈伤组织的最佳组合之一。本试验还做
了温度对枇杷愈伤组织诱导的试验，发现无论是温度 １８、
２２℃ 还是２５℃，其愈伤诱导率差异性不显著，但１８℃ 下的
试验愈伤组织的外观表现为黄绿色更有活力，容易扩繁，其他

温度下的愈伤组织为青绿色、粉红色或白色，不容易扩繁。

在对枇杷属植物野生种叶片愈伤组织诱导再分化的试验

中，虽然诱导出了胚状体和根，但诱导率不高，未能分化出完

整芽苗或植株，培养条件还得继续试验优化。笔者也对其他

野生种如台湾枇杷恒春变型、南亚枇杷窄叶变型、香花枇杷和

石斑木×台湾枇杷同样做了愈伤组织诱导再分化的试验，但
都未能成功，说明野生种枇杷的叶片愈伤组织比较难诱导再

分化，还须要再做大量的试验进行探索研究。
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