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　　摘要：以金艳猕猴桃嫩叶、茎段作为外植体材料，研究不同消毒体系灭菌效果及不同激素组合对愈伤组织、不定
芽、生根等诱导的影响。结果表明，叶片消毒相对最优方法为７０％乙醇３０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２３ｍｉｎ，茎段消毒相对最优

方法为７０％乙醇３０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２４ｍｉｎ；茎段比叶片更容易染菌，而叶片比茎段更容易褐化；愈伤组织诱导时，叶片
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　　在猕猴桃快繁技术体系建立中，通常是以叶片、叶柄、茎
尖、茎段、种子等作为外植体进行研究的［１－６］，而不同外植体

材料对愈伤组织、不定芽的诱导能力有很大差别，如甘丽萍等

研究指出，嫩茎是诱导愈伤组织最好的外植体［７］。对同一种

外植体而言，不同放置方式也会影响快繁效果，有研究表明，

叶片上表面朝下的愈伤组织诱导率较高，茎段横放比竖放诱

导效果好［８］。同时，在组织培养过程中，不同生长调节剂（激

素）会发挥不同的作用，生长素、细胞分裂素在组织培养中对

组织生长起着非常关键的作用。另外，碳源种类、浓度等也会

影响组织培养快繁效果，有研究表明，低浓度碳源不能很好诱

导芽的分化形成，而过高浓度碳源虽可促进芽分化，但抑制苗

的生长［９］。

金艳是中国科学院武汉植物园以“毛花”猕猴桃为母本，

“中华”猕猴桃为父本杂交培育出的猕猴桃新品种［１０］，具有

丰产、稳产、可溶性固形物含量高、果实极耐贮藏、糖酸比高等

优良特性［１０－１１］，目前鲜见对金艳猕猴桃组织培养快繁的研究

报道。本试验以金艳猕猴桃茎段、叶片为外植体，设计不同激

素浓度及配比，以筛选出适宜金艳猕猴桃组织培养快繁的条

件，为金艳猕猴桃的快速推广应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料选择
２０１７年４—５月，于浙江省宁波市北仑区北仑芳野瓜果

有限公司猕猴桃基地采取金艳猕猴桃带有嫩叶的新梢茎段，

冰箱中４℃冷藏。
１．２　不同消毒剂及消毒时间对金艳猕猴桃外植体的灭菌效果

将采集的金艳猕猴桃带叶茎段，去烂叶烂头，用洗洁精清

洗１次，再用流水冲洗３０ｍｉｎ；分别取３～６ｃｍ的茎段、５～
３０ｃｍ２的嫩叶，分别以７０％乙醇、０．１％氯化汞（ＨｇＣｌ２）处理
不同时间进行灭菌消毒；无菌水清洗４～５次，滤干，用无菌纸
吸干茎段或嫩叶表面水分；切取茎段长约 １ｃｍ、叶片约
０．５ｃｍ２，并接种到培养基上，定期观察外植体污染、褐化数量
及生长情况，统计污染率、褐化率，计算消毒效果［７］。

１．３　不同激素组合对愈伤组织、不定芽、生根的诱导情况
１．３．１　愈伤组织诱导　无菌环境条件下，将经预处理的叶片
及茎段分别接种到以ＭＳ为基础培养基，分别添加有６－苄氨
基嘌呤（６－ＢＡ）０．１、０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ和萘乙酸（ＮＡＡ）
０．１、０．５ｍｇ／Ｌ为组合激素的培养基上，共设置１０个处理；接种
后２０ｄ调查各处理愈伤组织诱导情况，统计诱导率。
１．３．２　不定芽诱导　无菌环境条件下，将愈伤组织转接到以
ＭＳ为基础培养基，分别添加有６－ＢＡ０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ和
ＮＡＡ０．１、０．３、０．５ｍｇ／Ｌ为组合激素的培养基上，共设置９个
处理；接种后２０ｄ调查各处理愈伤组织不定芽诱导情况。
１．３．３　生根诱导　无菌环境条件下，将诱导形成带有４～５
张叶片的不定芽转接到以１／２ＭＳ培养基为基础培养基，分别
添加吲哚丁酸（ＩＢＡ）０．５、０．６、０．７、０．８、０．９ｍｇ／Ｌ的生根培养
基上进行生根培养，接种后３０ｄ调查统计生根情况。
１．４　培养条件

诱导培养基中须同时添加蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂７ｇ／Ｌ，ｐＨ值
调控到在５．７～５．８之间。培养室内培养温度为２３～２６℃，
光照度为１０００～１５００ｌｘ，光照时间为１６ｈ／ｄ。
１．５　统计分析

采用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件对试验数据进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　不同消毒剂及消毒时间对金艳猕猴桃外植体的灭菌
效果

消毒不仅是将外植体表面的微生物去除，同时也是对外

植体自生菌的消减，会对外植体本身造成一定影响，而消毒剂
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种类和消毒时间的不同会影响其对外植体的消毒效果。由表

１可知，叶片消毒效果相对最好的方法为 ７０％乙醇 ３０ｓ＋
０．１％ ＨｇＣｌ２ ３ｍｉｎ，此时污染率为 １２．５０％，褐化率为
１２．５０％，消毒效果达到８７．５０％，茎段消毒效果相对最好的
方法为７０％乙醇 ３０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２４ｍｉｎ，此时污染率为
７．５０％，褐化率为１０．００％，消毒效果达到９１．２５％；同种消毒
剂消毒不同时间，对金艳猕猴桃外植体的效果差异较大，消毒

剂为７０％乙醇时，不同消毒时间叶片污染率高低为 １０ｓ＞
２０ｓ＞３０ｓ，茎段为１０ｓ＞２０ｓ＝３０ｓ，消毒剂为０．１％ ＨｇＣｌ２
时，不同消毒时间叶片污染率高低依次为 ３ｍｉｎ＞４ｍｉｎ＞
５ｍｉｎ，茎段为３ｍｉｎ＞４ｍｉｎ＝５ｍｉｎ，说明消毒时间越长，外植

体灭菌效果相对越好；同一消毒剂消毒相同时间，茎段污染率

多高于叶片，说明茎段比叶片更容易染菌，这可能是由于茎段

采集时会产生伤口，进而导致茎段更易遭受外生菌和内生菌

侵染；消毒剂为７０％乙醇时，不同消毒时间叶片褐化率高低
依次为２０ｓ＝３０ｓ＞１０ｓ，茎段为３０ｓ＞２０ｓ＞１０ｓ，消毒剂为
０．１％ ＨｇＣｌ２时，不同消毒时间叶片、茎段褐化率高低均依次
为５ｍｉｎ＞４ｍｉｎ＞３ｍｉｎ，说明消毒时间越长，消毒剂对叶片、
茎段伤害越大，并主要表现在外植体的切面上；同一消毒剂消

毒相同时间，叶片的褐化率多高于茎段，其褐化程度相对更为

严重，这一方面可能是由于切取叶片时受到的机械伤害大于

茎段，另一方面可能是消毒剂对叶片的毒害作用高于茎段。

表１　不同消毒剂及消毒时间对灭菌效果的影响

消毒剂消毒时间

乙醇（ｓ） ＨｇＣｌ２（ｍｉｎ）
接种数

（个）

污染率（％） 褐化率（％） 消毒效果（％）
叶片 茎段 叶片 茎段 叶片 茎段

１０ ０ ４０ ９５．００ ９７．５０ ０．００ ０．００ ５２．５０ ５１．２５
２０ ０ ４０ ９０．００ ９５．００ ５．００ ２．５０ ５２．５０ ５１．２５
３０ ０ ４０ ８２．５０ ９５．００ ５．００ ５．００ ５６．２５ ５０．００
０ ３ ４０ ６５．００ ７０．００ １２．５０ １０．００ ６１．２５ ６０．００
０ ４ ４０ ４５．００ ５５．００ ２０．００ １０．００ ６７．５０ ６７．５０
０ ５ ４０ ３２．５０ ５５．００ ５０．００ １７．５０ ５８．７５ ６３．７５
１０ ３ ４０ ２７．５０ ４５．００ １５．００ １５．００ ７８．７５ ７０．００
１０ ４ ４０ ２５．００ ４２．５０ １５．００ １７．５０ ８０．００ ７０．００
１０ ５ ４０ ２０．００ ２２．５０ ２５．００ １０．００ ７７．５０ ８３．７５
２０ ３ ４０ １５．００ ２７．５０ １２．５０ １２．５０ ８６．２５ ８０．００
２０ ４ ４０ １７．５０ ２２．５０ ３２．５０ １０．００ ７５．００ ８３．７５
２０ ５ ４０ １２．５０ ７．５０ ２５．００ １２．５０ ８１．２５ ９０．００
３０ ３ ４０ １２．５０ １５．００ １２．５０ １０．００ ８７．５０ ８７．５０
３０ ４ ４０ １０．００ ７．５０ ３５．００ １０．００ ７７．５０ ９１．２５
３０ ５ ４０ １０．００ １０．００ ４２．５０ ２５．００ ７３．７５ ８２．５０

２．２　不同激素组合对愈伤组织、不定芽、生根诱导的影响
２．２．１　对愈伤组织诱导的影响　叶片、茎段诱导形成的愈伤
组织分别见图１、图２，影响结果见表２。由表２可知，诱导产
生叶片愈伤组织的相对最适激素组合为６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ，其诱导率为 ９０．０％，而激素组合 ６－ＢＡ
１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ的诱导率相对最低，仅为４８．５％；
诱导产生茎段愈伤组织的相对最适激素组合为 ６－ＢＡ
０．１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ，其诱导率为９７．５％，而激素组合
６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ的诱导率相对最低，仅为
４３．０％；ＮＡＡ质量浓度一定时，随６－ＢＡ质量浓度的增加，叶

片愈伤组织诱导率总体呈先增后降趋势，说明适度低质量浓

度６－ＢＡ有利于叶片愈伤组织的产生，而高质量浓度６－ＢＡ
不利于叶片愈伤组织的产生；对茎段而言，ＮＡＡ质量浓度为
０．１ｍｇ／Ｌ时，随６－ＢＡ质量浓度的增加，茎段愈伤组织诱导
率呈逐渐下降趋势，而在ＮＡＡ质量浓度为０．５ｍｇ／Ｌ时，茎段
愈伤组织诱导率呈先下降后上升趋势，ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋
６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ更不利于茎段诱导产生愈伤组织。

２．２．２　对不定芽诱导的影响　由表３可知，激素组合６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ时，不定芽分化率相对最高，达到
６５．００％，不定芽长势较快，含有单芽或多芽，有少量愈伤组织

—２１１— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第２１期



产生；当ＮＡＡ质量浓度为０．１ｍｇ／Ｌ时，随６－ＢＡ质量浓度
的增加，愈伤组织不定芽分化率呈先增后降趋势，当ＮＡＡ质
量浓度分别为０．３、０．５ｍｇ／Ｌ时，随６－ＢＡ质量浓度的增加，
愈伤组织不定芽分化率呈增加趋势，说明高质量浓度６－ＢＡ
有利于不定芽的分化，而 ＮＡＡ为０．１ｍｇ／Ｌ时出现的下降可

能是由于６－ＢＡ与 ＮＡＡ用量比值过高，抑制了不定芽的产
生；６－ＢＡ质量浓度一定时，随ＮＡＡ质量浓度的增加，不定芽
分化率呈逐渐下降趋势，高质量浓度ＮＡＡ抑制愈伤组织分化
成不定芽，还对不定芽的生长产生抑制作用。

表２　不同激素组合对愈伤组织诱导的影响

激素质量浓度（ｍｇ／Ｌ）
６－ＢＡ ＮＡＡ

接种数

（个）

愈伤组织数（个） 诱导率（％）
叶片 茎段 叶片 茎段

０．１ ０．１ ２００ １３５ １９６ ６７．５ ９７．５
０．５ ０．１ ２００ １８０ １７３ ９０．０ ８６．５
１．０ ０．１ ２００ １７２ １５４ ８７．５ ７７．０
１．５ ０．１ ２００ １６１ １４９ ８０．５ ７４．５
２．０ ０．１ ２００ １４５ １３６ ７２．５ ６８．０
０．１ ０．５ ２００ １１１ １５７ ５５．５ ７８．５
０．５ ０．５ ２００ １５１ ９４ ７５．５ ４７．０
１．０ ０．５ ２００ １６０ ８６ ８０．０ ４３．０
１．５ ０．５ ２００ ９７ １０４ ４８．５ ５２．０
２．０ ０．５ ２００ １３９ １２８ ６９．５ ６４．０

表３　不同激素组合对不定芽诱导的影响

激素质量浓度（ｍｇ／Ｌ）
６－ＢＡ ＮＡＡ

愈伤组织数

（个）

不定芽数

（个）

分化率

（％） 不定芽长势情况

０．５ ０．１ ２４０ ７８ ３２．５０ 单芽，生长一般

１．０ ０．１ ２４０ １５６ ６５．００ 单或多芽，生长较快，有少量愈伤

１．５ ０．１ ２４０ １０９ ４５．４０ 单或多芽，长势一般，有愈伤

０．５ ０．３ ２４０ ４８ ２０．００ 单芽，长势一般，有愈伤

１．０ ０．３ ２４０ ７２ ３０．００ 单芽，长势一般，有愈伤

１．５ ０．３ ２４０ ９０ ３７．５０ 单芽，长势一般

０．５ ０．５ ２４０ １２ ５．００ 有愈伤

１．０ ０．５ ２４０ ３０ １２．５０ 单芽，长势较差，有大量愈伤

１．５ ０．５ ２４０ ４２ １７．５０ 单芽，长势一般，有愈伤

２．２．３　对生根培养的影响　图３为不定芽诱导形成的苗，图
４为生根的无菌苗，对生根培养的影响结果见表４，由表４可
知，随ＩＢＡ浓度的增加，不定芽生根率呈先升后降趋势，ＩＢＡ
质量浓度为０．８ｍｇ／Ｌ时生根率相对最高，达到８７．７８％，此
时植株生长健壮，根密、多；ＩＢＡ质量浓度分别为 ０．５、
０．９ｍｇ／Ｌ时，不定芽生根率都低于２５．０％，说明 ＩＢＡ质量浓
度过低或过高都不利于根的生长。

３　结论与讨论

外植体灭菌是植物组织培养中至关重要且必不可少的环

节，而消毒剂的选择与使用十分关键。消毒剂种类很多，找到

适宜的消毒剂和消毒时间对组织培养可起到事半功倍的作

用。于红梅等研究认为，０．１％ ＨｇＣｌ２作为消毒剂，其消毒效
果明显好于ＮａＣｌＯ、Ｈ２Ｏ２

［７］。本试验结果表明，叶片最适消
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表４　不同ＩＢＡ质量浓度对不定芽生根的影响

ＩＢＡ质量浓度
（ｍｇ／Ｌ）

接种数

（个）

生根数

（个）

生根率

（％） 生根状况

０．５ ９０ １７ １８．８９ 根稀疏、极少

０．６ ９０ ５６ ６２．２２ 植株生长较健壮、根稀疏、较少

０．７ ９０ ７６ ８４．４４ 植株生长健壮、根密、较多

０．８ ９０ ７９ ８７．７８ 植株生长健壮、根密、多

０．９ ９０ ２２ ２４．４４ 根稀疏、少

毒组合为７０％乙醇３０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２３ｍｉｎ，消毒效果达到
８７．５０％；茎段消毒最适组合为７０％乙醇３０ｓ＋０．１％ ＨｇＣｌ２
４ｍｉｎ，消毒效果达到９１．２５％；茎段比叶片更容易染菌，这可
能是由于茎段采集时会产生伤口，进而导致茎段更易遭受外

生菌和内生菌侵染；叶片比茎段更容易褐化，这可能是由于切

取叶片时受到的机械伤害大于茎段，或是消毒剂对叶片的毒

害作用高于茎段。

生长素是植物愈伤组织诱导中必须使用的物质［１２－１３］。

杜希华等研究指出，培养基中只添加６－ＢＡ是无法诱导出愈
伤组织的，生长素和细胞分裂素的配合使用有利于愈伤组织

的诱导［１４］。本试验结果表明，在一定质量浓度范围内，低质

量浓度６－ＢＡ有利于叶片愈伤组织的产生，而高质量浓度
６－ＢＡ不利于叶片愈伤组织的产生；ＮＡＡ质量浓度为
０．１ｍｇ／Ｌ时，随６－ＢＡ质量浓度的增加，茎段愈伤组织诱导
率呈逐渐下降趋势，而在ＮＡＡ质量浓度为０．５ｍｇ／Ｌ时，茎段
愈伤组织诱导率呈先下降后上升趋势，ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋
６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ更不利于茎段诱导产生愈伤组织，这与吴兴
海的研究结果［１５］较为吻合。

细胞分裂素对猕猴桃愈伤组织分化和芽分化诱导起关键

作用［１６］。朱宝成等认为，ＮＡＡ除能诱导愈伤组织分化外，还
能跟６－ＢＡ配合使愈伤组织分化出芽和根［１７］。杨成行等研

究表明，金线莲再生培养体系中，细胞分裂素和生长素配合使

用能促进丛生芽的诱导［１８］。本试验结果表明，６－ＢＡ质量浓
度一定时，随ＮＡＡ质量浓度的增加，不定芽分化率呈逐渐下
降趋势，高质量浓度ＮＡＡ抑制愈伤组织分化成不定芽，还对
不定芽的生长产生抑制作用，这可能是由于ＮＡＡ作为生长素
诱导形成愈伤组织的效果要明显优于不定芽，同时也符合生

长素与细胞分裂素比值越小则越有利于芽分化，而比值越大

则有利于根分化的试验规律；ＮＡＡ质量浓度为０．１ｍｇ／Ｌ时，
随６－ＢＡ质量浓度的增加，愈伤组织不定芽分化率呈先增后
降趋势，这种下降的出现可能与６－ＢＡ、ＮＡＡ比值过高而存
在毒副作用，从而抑制不定芽的产生［１５］有关。

　　吴兴海研究指出，使用ＩＢＡ０．６ｍｇ／Ｌ诱导猕猴桃生根时
会产生少量愈伤组织，生根率低，且芽的生长受到抑制［１５］。

隆前进认为，高质量浓度ＩＢＡ处理猕猴桃扦插苗可能会有毒
害作用而降低其生根率［１９］。本试验结果表明，金艳猕猴桃最

适生根的 ＩＢＡ质量浓度为０．８ｍｇ／Ｌ，其生根诱导率相对最
高，达 ８７．７８％，而不论是低质量浓度ＩＢＡ还是更高质量浓度
ＩＢＡ都不利于根的生长；ＩＢＡ质量浓度为０．９ｍｇ／Ｌ时猕猴桃
生根率出现骤降，可能与高质量浓度 ＩＢＡ对不定芽产生毒害

作用有关。
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