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　　摘要：以软枣猕猴桃带芽茎段为外植体，利用响应面法对其组培一步成苗试验进行优化。在单因素的试验基础
上，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的中心组合试验设计原理，以６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＩＢＡ的浓度为试验因子，植株再生频率为响应值，
进行３因素３水平的试验设计。结果表明：３因素对植株再生频率的影响力大小为６－ＢＡ的浓度＞ＩＢＡ的浓度＞ＮＡＡ
的浓度，最终得到的二元回归方程显示，一步成苗的培养基优化结果为ＭＳ＋６－ＢＡ２．４２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２７ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ
０．３２ｍｇ／Ｌ。在此条件下，最佳再生频率预测值为４．２３，实际操作结果为４．１３。
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　　软枣猕猴桃（Ａｃｔｉｎｉｄｉａａｒｇｕｔａ）是猕猴桃科猕猴桃属植
物，分布广阔，产量高，果实甜度高，富含维生素Ｃ、蛋白、氨基
酸、果胶等成分，其中维生素 Ｃ含量高达４３０．８ｍｇ／１００ｇ，是
苹果、梨的８０～１００倍，柑橘的５～１０倍［１］，有极高的营养价

值，还可加工成果脯、果汁、罐头果酱、酒类等产品［２］。其根、

茎、叶均可入药，可治疗消化不良、腹泻、呕吐和风湿性关节

痛，有抗衰防癌的功效［３］。猕猴桃适应能力强，种植范围较

广，根系发达，可有效保持水土，提高土壤肥力，有良好的生态

价值［４］。在园林景观应用上，它是一种很好的缠绕木，可作

庭院景观观赏，可应用在花架花棚的设计中［５］。软枣猕猴桃

应用广泛，具有良好的食用、药用、生态、景观价值，具有广阔

的经济市场。

软枣猕猴桃传统的繁殖方式为播种繁殖和扦插繁

殖［６－８］，但种子繁殖易性状分离，生长缓慢。扦插生根率不

高，过度采集枝条有损母株［９］。组织培养可以保留植株优良

性状，可快速大量地繁殖出苗。目前，已有相关软枣猕猴桃组

织培养的报道［９－１２］。传统的组织培养试验是在每个阶段筛

选出合适的培养基和培养环境，转接过程可能会造成污染，工

作量大，周期长。一步成苗指在一个培养基内完成诱导、增

殖、生根阶段，可节省成本，节省时间。目前，一步成苗技术还

不够成熟，软枣猕猴桃的一步成苗研究未见报道。响应面分

析法普遍应用于优化试验中，可精确地反映各因素间的关系，

预测出最佳优化条件。本试验以软枣猕猴桃带芽茎段为外植

体，研究单因素６－ＢＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ浓度对其一步成苗的影响，
用响应面法优化软枣猕猴桃一步成苗培养基，以期为今后相

关研究提供理论实践基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为长白山野生软枣猕猴桃带芽茎段，于２０１７年

５月采自吉林长白山地区，后用低温保温箱将外植体带回吉
林农业大学园艺学院实验室进行研究。

１．２　试验方法
１．２．１　外植体的灭菌处理　将外植体用洗洁精洗净灰尘，再
用流水冲洗１ｈ。放在超净工作台的滤纸上吸干水分，放入灭
菌后的烧杯中。加７５％乙醇消毒３０ｓ，用蒸馏水清洗４次，加
０．１％三氯甲烷消毒６ｍｉｎ，用蒸馏水冲洗５次。消毒期间不
断振荡，使试剂与材料充分接触。

１．２．２　单因素试验　为探究每种生长激素的不同浓度对外
植体产生的影响，以 ＭＳ为基本培养基，将６－ＢＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ
分别设置５种浓度：６－ＢＡ（１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍｇ／Ｌ）；
ＮＡＡ（０．０５、０．１０、０．２０、０．４０、０．８０ｍｇ／Ｌ）；ＩＢＡ（０．０５、０．１０、
０．２０、０．４０、０．８０ｍｇ／Ｌ）。将外植体分别接种到培养基内，每
个处理接１５个茎段，培养周期为５０ｄ。
１．２．３　软枣猕猴桃一步成苗培养基的优化　在单因素试验
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的基础上，用响应面分析法，根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ的中心组合
试验设计原理，以６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＩＢＡ浓度为试验因子，植株再
生频率为响应值，进行３因素３水平的试验设计，结果见表
１，每个水平处理１０个茎段，培养周期为５０ｄ。

表１　响应面试验因素水平

水平编码
Ｘ１：６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｘ２：ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｘ３：ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

－１　 １．０ ０．１ ０．１
０ ２．０ ０．３ ０．３
１ ３．０ ０．５ ０．５

１．２．４　培养条件　基础培养基为 ＭＳ培养基，加入蔗糖
３０ｇ／Ｌ、琼脂粉 ８ｇ／Ｌ，ｐＨ值 ５．８～６．０。培养环境为：温度
（２５±２）℃，光照度２０００ｌｘ，每天光照１４ｈ。
１．２．５　数据分析　采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对数据进
行分析。

诱导率＝出不定芽的外植体／接种的外植体数 ×１００％；
植株再生频率＝再生植株总数／接种的外植体数。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　不同６－ＢＡ浓度对外植体的影响　６－ＢＡ是一种常
用的细胞分裂素，对细胞生长分化有良好的促进作用。外植

体接种１５ｄ左右，有嫩绿色芽点产生，逐渐长大成为不定芽，
３０ｄ后部分不定芽会增殖出多个不定芽，当６－ＢＡ浓度为
１０、２．０、３．０ｍｇ／Ｌ时，诱导率和增殖效果较好。当６－ＢＡ浓
度为４．０ｍｇ／Ｌ时，诱导率和再生频率都有所下降，可见浓度
过高的 ６－ＢＡ对外植体生长分化有抑制作用。５０ｄ后，有部
分不定芽长出须根，６－ＢＡ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ时，生根率较好，
植株再生频率最高。

表２　不同６－ＢＡ浓度对外植体的影响

处理
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

诱导数

（个）

不定芽数

（个）

诱导率

（％） 再生频率

Ａ１ １．０ ９ １６ ６０．００ １．０７
Ａ２ ２．０ １３ ２４ ８６．６７ １．６０
Ａ３ ３．０ １１ ２２ ７３．３３ １．４７
Ａ４ ４．０ ９ １３ ６０．００ ０．８７
Ａ５ ５．０ ７ ９ ４６．６７ ０．６０

２．１．２　不同ＮＡＡ浓度对外植体的影响　由表３可知，低浓
度的 ＮＡＡ对诱导与增殖的效果都很差，在 ＮＡＡ浓度大于
０．１０ｍｇ／Ｌ时，诱导速度慢，２５ｄ后才有不定芽形成，形成的
不定芽少。在ＮＡＡ浓度为０．２０，０．４０ｍｇ／Ｌ时，２０ｄ后即可
诱导出不定芽，且 ３０ｄ后增殖的不定芽较多；ＮＡＡ浓度为
０．８０ｍｇ／Ｌ时，对不定芽生长有抑制作用。５０ｄ后，部分不定
芽有根系生成，其中处理Ｂ３、Ｂ４的生根效果较好。最终筛选
出最适宜外植体诱导分化的ＮＡＡ最佳浓度为０．２０ｍｇ／Ｌ，最
佳诱导率为６０．００％，植株再生频率为１．１３。可见，单独使用
生长素ＮＡＡ对植株再生效果不佳。
２．１．３　不同ＩＢＡ浓度对外植体的影响　由表４可见，ＩＢＡ浓
度为 ０．０５ｍｇ／Ｌ时，诱导和增殖效果差。ＩＢＡ浓度在
０．１０ｍｇ／Ｌ以上时，２０ｄ后有不定芽形成，诱导率较高，不定
芽较多。随着ＩＢＡ浓度升高，诱导率和再生频率都升高，３０ｄ

后增殖效果较明显，５０ｄ后，不定芽形成根且根系健壮。ＩＢＡ
浓度在０．８０ｍｇ／Ｌ时，再生苗的再生频率有所下降。可见，
ＩＢＡ诱导外植体分化的最佳浓度为０．４０ｍｇ／Ｌ，再生频率为
１．２７。

表３　不同ＮＡＡ浓度对外植体的影响

处理
ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

诱导数

（个）

不定芽数

（个）

诱导率

（％） 再生频率

Ｂ１ ０．０５ ４ ６ ２６．６７ ０．４０
Ｂ２ ０．１０ ８ １０ ５３．３３ ０．６７
Ｂ３ ０．２０ ９ １７ ６０．００ １．１３
Ｂ４ ０．４０ ９ １６ ６０．００ １．０７
Ｂ５ ０．８０ ７ １１ ４６．６７ ０．７３

表４　不同ＩＢＡ浓度对外植体的影响

处理
ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

诱导数

（个）

不定芽数

（个）

诱导率

（％） 再生频率

Ｃ１ ０．０５ ５ ８ ３３．３３ ０．５３
Ｃ２ ０．１０ ７ １６ ４６．６７ １．０６
Ｃ３ ０．２０ ９ １７ ６０．００ １．１３
Ｃ４ ０．４０ １０ １９ ６６．６７ １．２７
Ｃ５ ０．８０ ８ １７ ５３．３３ １．１３

２．２　软枣猕猴桃一步成苗培养基的优化试验结果
２．２．１　回归方程分析　以 ６－ＢＡ浓度（Ｘ１）、ＮＡＡ浓度
（Ｘ２）、ＩＢＡ浓度（Ｘ３）为自因素，以植株再生频率（Ｙ）为响应
值，根据试验结果（表５）得到回归方程为：

Ｙ＝４．１０＋０．４４Ｘ１ －０．２５Ｘ２ ＋０．２９Ｘ３ －０．１３Ｘ１Ｘ２ －
０．１５Ｘ１Ｘ３＋０．４２Ｘ２Ｘ３ －０．５３Ｘ

２
１ －０．８０Ｘ

２
２ －０．８７Ｘ

２
３，Ｒ

２＝
０．９６４０。该回归模型的Ｐ值＝０．０００３＜０．０１，有极显著性；
失拟项Ｆ值＝０．１７７６＞０．０５，无显著性。说明该方程模型拟
合度较好，试验误差较小。表６显示，Ｘ１、Ｘ１

２、Ｘ２
２、Ｘ３

２回归系

数极显著（Ｐ＜０．０１），Ｘ２、Ｘ３、Ｘ２Ｘ３回归系数显著（Ｐ＜０．０５）。
说明因素６－ＢＡ浓度对植物再生频率有极显著影响，ＩＢＡ浓
度与ＮＡＡ浓度对其有显著影响，且 ＮＡＡ浓度与 ＩＢＡ浓度的
交互作用对植株再生频率有显著性影响。６－ＢＡ浓度与
ＮＡＡ浓度、ＩＢＡ浓度的交互作用对结果影响不显著。

表５　响应面试验设计与结果

处理 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ
１ １ －１ ０ ３．５
２ ０ ０ ０ ４．０
３ ０ －１ －１ ２．８
４ ０ １ －１ １．６
５ ０ －１ １ ２．４
６ －１ ０ １ ２．６
７ ０ ０ ０ ３．９
８ －１ １ ０ ２．３
９ －１ －１ ０ ２．７
１０ ０ １ １ ２．９
１１ ０ ０ ０ ４．３
１２ １ ０ －１ ３．１
１３ １ １ ０ ２．６
１４ １ ０ １ ３．５
１５ ０ ０ ０ ４．３
１６ ０ ０ ０ ４．０
１７ －１ ０ －１ １．６
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表６　响应面二次回归方程方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 １１．４３ ９ １．２７ ２０．８０ ０．０００３ 
Ｘ１ １．５３ １ １．５３ ２５．０７ ０．００１６ 
Ｘ２ ０．５０ １ ０．５０ ８．１９ ０．０２４３ 
Ｘ３ ０．６６ １ ０．６６ １０．８３ ０．０１３３ 
Ｘ１Ｘ２ ０．０６ １ ０．０６ １．０２ ０．３４５４
Ｘ１Ｘ３ ０．０９ １ ０．０４ １．４７ ０．２６４１
Ｘ２Ｘ３ ０．７２ １ ０．７２ １１．８３ ０．０１０８ 
Ｘ２１ １．１６ １ １．１６ １９．００ ０．００３３ 
Ｘ２２ ２．６９ １ ２．６９ ４４．１２ ０．０００３ 
Ｘ２３ ３．２２ １ ３．２２ ５２．７９ ０．０００２ 
残差 ０．４３ ７ ０．０６
失拟项 ０．２９ ３ ０．１０ ２．７４ ０．１７７６
纯误差 ０．１４ ４ ０．０４
总误差 １１．８６ １６

　　注：、 分别代表影响显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．２．２　响应面分析　通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件绘制因
素间交互作用的等高线图和响应面图，结果见图１至图３，通
过等高线、响应面形状来分析因素之间的交互作用以及对再

生频率的影响。其中，６－ＢＡ浓度对植株再生频率的影响最
大，其次是ＩＢＡ浓度，对植株再生频率影响最小的是 ＮＡＡ浓
度。由此可以看出，存在最高点，所以最佳再生频率出现在所

选因素水平的范围之内。６－ＢＡ浓度与ＮＡＡ浓度、ＩＢＡ浓度
的响应面坡度较为平缓，对再生频率的影响不显著。ＮＡＡ浓
度与ＩＢＡ浓度的响应面最高点位于中间，边缘形状较陡，呈
明显凸字形，故ＮＡＡ浓度与ＩＢＡ浓度的交互作用对再生频率
有极显著影响。

—３６—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１９期



２．２．３　模拟方程的验证试验　通过二次回归方程的分析可
得出软枣猕猴桃一步成苗的最优条件为：６－ＢＡ浓度
２．４２ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ浓度０．２７ｍｇ／Ｌ，ＩＢＡ浓度０．３２ｍｇ／Ｌ，最佳
再生频率预测值为４．２３。对该模型进行３次验证试验，每次
处理１０个茎段，得出的３次结果为４．３、３．９、４．２，平均结果为
４．１３，与预测值十分接近，说明方程与真实试验拟合度较好，
该优化方案有实际意义和可行度。

３　讨论与结论

关于软枣猕猴桃的组培研究，通常要经过诱导、增殖、生

根的阶段，要统计诱导率、增殖率、生根率，每个阶段都须要筛

选出最佳培养基，一般每个阶段需要２０～３０ｄ［１３］，成苗至少
需要８０ｄ。一步成苗所有阶段在１个培养基内进行，并能产
生完整植株，大大节省了成本、时间、人力，是一种新型的组培

方法。试验选择了６－ＢＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ３种植物激素，其中细
胞分裂素６－ＢＡ对外植体的诱导、分化、增殖有很好的促进
作用，生长素 ＩＢＡ、ＮＡＡ对植物生长、生根都有很好的效果。
单因素试验中 ６－ＢＡ对不定芽诱导的效果要好于 ＩＢＡ和
ＮＡＡ，有研究［１４］筛选出最适合软枣猕猴桃诱导的６－ＢＡ浓度
是１．５ｍｇ／Ｌ，诱导率最高 ８５．９１％。本试验发现 ２．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ诱导效果更好，可达８６．６７％。
　　一步成苗最重要的参数是植株再生频率，统计的是再生
的带有根系的完整植株，不同于传统组培方法统计的增殖系

数。接种３０ｄ后，大部分植株基部有增殖的丛生芽产生，也
有在茎段上增殖的现象，但这种幼嫩芽苗不计入试验结果。

有研究在软枣猕猴桃增殖阶段的增殖系数最高可达５．８６，高
于本次试验的植株再生频率，但该试验从接种到生根阶段培

养了８０ｄ，本试验从接种到生根仅需５０ｄ，减短了试验周期，
简化了试验步骤，节省了试验成本，为软枣猕猴桃组培苗的高

效工厂化生产提供了理论技术支持［１３－１４］。

响应面分析法是用多元二次回归方程将试验中的多种因

素进行拟合，通过对响应面和等高线的分析，研究各因子与响

应值的关系［１５］。相对于传统试验方法，响应面是一种试验次

数少、回归方程更为精准、能反映各因素间交互作用的一种高

效、经济、实用的分析方法［１６－１７］。由优化试验得出的结果可知，

最佳优化培养基为：ＭＳ＋６－ＢＡ２．４２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２７ｍｇ／Ｌ＋
ＩＢＡ０．３２ｍｇ／Ｌ，植株再生频率为４．２３，高于单因素试验的最

佳值１．６０，说明该优化方案有可行性和实际意义。
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