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磨盘柿离体繁殖技术研究 

刘月英 ，唐 霞 ，宋春丽。，马俊莲 

(1．河北经贸大学生物科学与工程学院，河北石家庄 050061；2．河北农业大学食品科技学院，河北保定 071001 

3．河北农业大学定州中兽医学院，河北定州073000) 

摘要：以磨盘柿当年生休眠芽为外植体，在MS(1／2N)+6一BA 5．0 mg／L的培养基中建立了初代培养。采 

用k(3 )正交试验研究了增殖培养基中基本培养基、激素的种类及浓度对组培苗生长状态和快繁指数的影响。 

结果表明，基本培养基对磨盘柿的增殖影响最大，zT的作用次之，IAA作用较弱，6一BA的作用最弱。磨盘柿离 

体繁殖的最佳培养基为 DKW+271"1．0 mg／L+IAA 0．1 mg／L+6一BA 1．0 mg／L或 DKW+ZT 1．0 mg／L+IAA 0．1 

mg／L。 
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柿树(Diospyros kaki L．)原产于我国，迄今已有 

2000多年的栽培历史，是我国北方重要的经济树种 

之一。其产量仅次于苹果、梨、葡萄，位居第 4位。 

河北省山区的柿子生产已形成一定的规模，其产量 

连续多年位居全国榜首，但是，柿果采后极易软化， 

耐贮运性能差，加工过程中又极容易发生褐变，影响 

产品的质量和经济效益。利用转基因技术可望从根 

本上解决果实的成熟软化及褐变等问题，而组培苗 

的离体繁殖技术是获得转基因柿研究中最基础的环 

节。为此，对河北省主栽品种磨盘柿的离体培养条 

件进行了研究，为进一步开展生物技术在柿树改良 

中的应用和转基因柿研究奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

磨盘柿树的休眠芽取自河北省保定曲阳县大西 

旺村柿园。 

1．2 方 法 

1．2．1 材料消毒与接种 冬季取当年生枝条，剪成 

带有1个休眠芽的小段。在肥皂水中刷洗芽段2～ 

3遍后，用流动水冲洗30 min，之后在无菌条件下用 

75％酒精表面灭菌 30 s，再分别用 5％ NaC10和 
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0．1％ HgC12(均含0．1％吐温 一8O)各浸泡 10 min， 

期间不时摇动，最后用无菌水冲洗5遍。在无菌条 

件下剥去外部鳞片和 3层叶原基，切下约 3 mm的 

芽端，在预先灭菌并冷却至室温的2 500 mg／L聚乙 

烯吡咯烷酮 一4O(PVP一40)中浸泡数分钟，然后芽 

向上接种于含 6一BA 5．0 mg／L的 MS(1／2N)(将 

MS培养基中氮元素减半)培养基中。将萌发的休 

眠芽转移到 MS(1／2N)+ZT 1．0 mg／L+IAA 0．1 

mg／L+6一BA 1．0 mg／L培养基中，每30 d左右更 

新 1次培养基。 

1．2．2 培养条件 每升培养基中均附加蔗糖 30 g、 

琼脂 6．5 g及 0．5 g的 PVP一40，灭菌前用 0．1 N 

NaOH调节培养基的pH值至5．7～5．8，分装于三 

角瓶中，经121～123 oC高压蒸汽灭菌 15 min，自然 

冷凉至5O℃左右时，于无菌条件下加入经 0．45 m 

微孔滤膜过滤除菌后的ZT，摇匀后自然冷却凝固备 

用。培养室温度为(25±2)℃，光照时间16 h／d，光 

照强度 40 txE／(nl·s)。 

1．2．3 芽的增殖和生长 (1)MS类基本培养基、 

激素种类及浓度的处理：选取在 MS(1／2N)+ZT 

1．0 mg／L+6一BA 1．0 mg／L+IAA 0．1 mg／L培养 

基中培养约30 d、高度为8 nlln左右的组培苗，进行 

芽的增殖处理。MS类基本培养基、激素种类及浓度 

对磨盘柿继代增殖的影响，采用L。(3 )4因素3水 

表 l MS类培养基、激素种类及浓度的因素水平 
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平正交试验设计，其因素水平如表 1。每个处理接 

种60个外植体，培养30 d后统计结果，试验重复2 

次。将每一处理的组培苗在相应的培养基中再培养 

2代，观察各种处理的长期效应。(2)基本培养基、 

激素种类及浓度的处理：选取在 MS+ZT 1．0 mg／L 

+6一BA 1．0 mg／L+IAA 0．1 mg／L培养基中培养 

约30 d、高度 8 mm左右的组培苗，进行继代增殖处 

理。基本培养基、激素种类及浓度对磨盘柿继代增 

殖的影响，采用 Lq(3 )正交试验设计，处理的因素 

水平如表2。每个处理接种60个外植体，培养30 d 

后统计结果，试验重复2次。将每一处理的组培苗 

在相应的培养基上继续培养 2代，观察各种处理的 

长期效应。 

表2 基本培养基、激素种类及浓度的因素水平 

1．2．4 数据分析 分析方法为邓肯氏新复极差法， 

采用 SPSS1 1．0分析软件进行数据处理。 

2 结果与分析 

2．1 MS类培养基、激素种类及浓度对磨盘柿增殖 

处理的结果 

MS类培养基、激素种类及浓度对磨盘柿增殖处 

理的结果见表 3，表中的数据为3次试验的平均值。 

表3 MS类培养基、激素种类及浓度处理对磨盘柿增殖的影响 

注：表中大写字母表示P=0．01时的差异显著性；小写字母表示 P=0．05时的差异显著性(表4相同)。 I为增殖系数；Ⅱ为平均苗高 

(inin)；lit"为平均最高苗高(mm)；IV为愈伤组织系数。愈伤组织系数指0级：无愈伤组织形成；1级：只在组培苗与培养基接触部位有极少量的 

愈伤组织形成；2级：在组培苗基部有少量愈伤组织形成；3级：组培苗基部有大量愈伤组织形成；4级：组培苗基部有极大量愈伤组织形成。 

由表 3可以看出，各因素影响增殖系数的主次 

顺序是：基本培养基 >ZT>IAA>6一BA；影响平均 

苗高的主次顺序是基本培养基 >ZT>6一BA>IAA； 

影响平均最高苗高的主次顺序是基本培养基 >ZT 

>IAA>6一BA；影响愈伤组织系数的主次顺序是 

IAA>基本培养基 >6一BA>ZT。SPSS分析结果表 

明，基本培养基对磨盘柿继代增殖有极显著的影响， 

ZT的作用次之。 

2．1．1 基本培养基对磨盘柿组培苗增殖的影响 

由表3可以看出，基本培养基是影响磨盘柿组培苗 

增殖的关键因素，最佳基本培养基是 MS，在 MS培 

养基中生长的组培苗，其增殖系数、平均苗高和最高 
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苗高显著高于MS(1／2N)和 1／2MS，但愈伤组织系 

数明显低于后两种培养基。从生长状态来看，在 MS 

培养基中的组培苗生长旺盛，叶片绿色、舒展，生长 

点饱满。 

2．1．2 ZT浓度对磨盘柿增殖的影响 由表 3可 

见，zT的浓度是影响磨盘柿组培苗增殖的又一重要 

因素。在相 同基本培养基 中，当 zT含量为 1．0 

mg／L时，组培苗的增殖系数、平均苗高、最高苗高明 

显高于 ZT 0．5 mg／L，与 zT 2．0 mg／L差异不显著； 

但愈伤组织的形成量随着 zT浓度的增加而增大。 

2．1．3 IAA浓度对磨盘柿增殖的影响 与基本培 

养基和 zT相比，IAA的浓度对磨盘柿增殖的影响相 

对较小。培养基中IAA含量在 0．2 mg／L以下时对 

增殖系数、平均苗高、最高苗高的影响不大，但是 

IAA对愈伤组织的作用高于基本培养基和 zT。当 

培养基中含有0．2 mg／L IAA时，组培苗基部接触到 

的培养基呈现墨绿色，并逐渐使得全部培养基褐变， 

同时组培苗愈伤组织的形成量增加，并且呈现暗褐 

色，不利于磨盘柿组培苗的继代增殖。 

2．1．4 6一BA浓度对磨盘柿组培苗增殖的影响 

在本研究设计的4个因素中，6一BA对磨盘柿组培 

苗增殖的影响最小。当培养基中6一BA的含量为0 
— 2．0 mg／L时，对磨盘柿组培苗的增殖系数、平均 

苗高、最高苗高、愈伤组织系数均没有明显影响。将 

每一处理的组培苗在相应的培养基上继续培养 2 

代，各种培养基对磨盘柿组培苗增殖的长期效应与 

处理一致。以MS为基本培养基的各处理中，组培 

苗的增殖系数、平均苗高、最高苗高、愈伤组织系数 

及生长状态与处理时差异不大，而以 MS(1／2N)和 

1／2MS为基本培养基的组培苗生长状态越来越弱， 

出现不同程度的生长点死亡现象。 

2．2 基本培养基、激素种类及浓度处理对磨盘柿组 

培苗增殖的影响结果 

基本培养基、激素种类及浓度处理对磨盘柿组 

培苗增殖的影响结果如表 4，表中的数据为 3次试 

验的平均值。 

表4 基本培养基、激素种类及浓度处理对磨盘柿组培苗增殖的影响 

2．917 

3．300 

3．063 

16．217 

17．953 

l8．870 

27．820 

34．653 

33．603 

2．000 

2．677 

2．843 

0．383 

2．653 

6．833 

0．843 

3．070 

3．197 

3．0l3 

l6．7l0 

l8．240 

l8．090 

32．530 

34．203 

29．343 

2．447 

2．670 

2．403 

0．184 

1．530 

4．86o 

0．267 

注：I为增殖系数；II为平均苗高(mm)；Ⅲ为平均最高苗高(mm)；1V为愈伤组织系数。 

由表4可以看出，各因素不同水平对增殖系数、 

平均苗高 、最高苗高及愈伤组织系数的影响依次为 

基本培养基 >ZT>6一BA>IAA；基本培养基 >ZT 

>IAA>6一BA；基本培养基 >ZT>IAA>6一BA；基 

本培养基 >ZT>IAA>6一BA。可见，基本培养基是 

影响组培苗增殖的关键性因素，最佳的基本培养基 

为DKW；ZT的作用次之；6一BA的作用最弱。用于 

磨盘柿组培苗增殖的最佳培养基为 DKW+ZT 1．0 

mg／L+IAA 0．1 mg／L+6一BA 1．0 mg／L或 DKW + 

ZT 1．0 mg／L+IAA 0．1 mg／L。 
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2。2。1 基本培养基对磨盘柿增殖的影响 由表 4 

可见，基本培养基仍然是影响磨盘柿组培苗增殖的 

关键性因素。在处理号为1、2、3的DKW基本培养 

基上生长的组培苗，无论采用何种激素种类和浓度 

配比，其增殖系数、平均苗高、平均最高苗高均极显 

著高于在MS和WPM培养基上生长的组培苗，而愈 

伤组织系数显著低于以 MS和 WPM为基本培养基 

的组培苗。在以 DKW 为基本培养基的所有处理 

中，组培苗生长旺盛，叶片伸展、浓绿，腋芽明显萌 

动，80％以上的组培苗高度不低于 25 mm；在 以 

WPM为基本培养基的所有处理中，组培苗长势极 

弱，叶片小，并呈现黑绿色，叶片上尤其是叶脉处及 

茎段上长满锈红色或黑色小点，80％以上的组培苗 

高度不超过 10 mm，其愈伤组织系数都显著高于其 

他两种基本培养基；MS基本培养基显著优于WPM， 

但显著低于DKW。因此，磨盘柿组培苗增殖最佳的 

基本培养基为DKW，MS次之，WPM不适宜用作磨 

盘柿增殖的基本培养基。 

2。2。2 ZT浓度对磨盘柿组培苗增殖的影响 ，分析 

表4结果可知，ZT的浓度也是影响磨盘柿组培苗增 

殖的重要因素之一。zT浓度为 1。0 mg／L时，组培 

苗的增殖系数及最高苗高高于ZT含量为0。5和2。0 

mg／L的培养基中的组培苗，当 ZT含量在0．5～2。0 

mg／L范围内，组培苗的平均高度随着 zrI’浓度的升 

高而增加，但愈伤组织的形成量也呈增加的趋势，同 

时考虑到ZT价格昂贵，且购置不便，ZT以采用 1。0 

mg／L的浓度为宜。 

2。2。3 IAA浓度对磨盘柿组培苗增殖的影响 由 

表4可以看出，与基本培养基和zrI’相比，IAA的浓 

度对磨盘柿组培苗增殖的影响相对较小。培养基中 

添加0。1 mg／L的IAA对增殖系数、平均苗高、最高 

苗高、愈伤组织系数的影响不大，但是当培养基中含 

有0。2 mg／L IAA时，组培苗基部接触到的培养基同 

样呈现墨绿色，并逐渐使得全部培养基褐变，同时组 

培苗愈伤组织的形成量增加，并呈现暗褐色松散状， 

组培苗的平均苗高和最高苗高降低，生长变弱，不利 

于磨盘柿的增殖，这种不利的影响在组培苗处于不 

适的基本培养基上时表现更为严重。 

2。2。4 6一BA浓度对磨盘柿组培苗增殖的影响 

6一BA对磨盘柿组培苗增殖的影响最小。当培养基 

中6一BA的含量为0～2。0 mg／L时，对磨盘柿组培 

苗的增殖系数、平均苗高、最高苗高、愈伤组织系数 

均没有明显影响。将每一处理的组培苗在相应的培 

养基上继续培养2代，对磨盘柿组培苗增殖的长期 

效应与处理一致。以 DKW为基本培养基的各处理 

中，组培苗的增殖系数、平均苗高、最高苗高、愈伤组 

织系数及生长状态与处理无差异；WPM基本培养基 

中的组培苗生长状态急剧衰弱，经2次继代后，约 

有50％的组培苗枯黄死亡；以MS为基本培养基的 

组培苗生长状态亦逐渐减弱。去掉以wPM为基本 

培养基的处理，其余处理继续在相应的培养基中培 

养至 15代，以MS为基本培养基的组培苗的增殖系 

数、平均苗高、最高苗高及生长状态均低于处理时 

的，愈伤组织系数变化不显著；以DKW为基本培养 

基的组培苗的增殖系数、平均苗高、最高苗高、愈伤 

组织系数及生长状态均无明显变化。 

3 讨论 

3。l 基本培养基对磨盘柿组培苗增殖的影响 

MS培养基是木本植物组织培养中应用最为广 

泛的基本培养基 ]̈，许多研究表明组培苗在早期的 

离体培养阶段需要矿质元素含量较低，尤其是 N素 

含量，较高的 N‘素含量反而会抑制幼苗 的生 

长_2 J。在研究过程中我们发现，在MS(1／2N)中 

培养 12代以后，转入 MS的基本培养基中，组培苗 

高度增加，叶片增多，生长健壮，增殖系数明显提高。 

在此培养基中再培养 12代以后，改用 DKW基本培 

养基，则组培苗呈现出前所未有的旺盛生长状态，增 

殖系数、平均苗高和最高苗高均显著高于以前的所 

有处理。比较这几种基本培养基，MS(1／2N)是将 

MS中的KNO 和NH4NO，含量降低为50％，其他成 

分及含量均不变；1／2MS是将 MS中的大量元素成 

分的含量都降为50％；WPM培养基中用 Ca(NO ) 

代替了KNO ，并补加了K sO ，但与MS相比，其大 

量元素总量不足 37％，N素用量不足 25％，K用量 

不足 63％；DKW 培养基中大量元素总量为 MS的 

90％，N素接近87％，K与MS的基本相等。组培苗 

早期的增殖和生长要求矿质元素含量较低，尤其是 

要求较低含量的N素，即 MS(I／2N)和 I／2MS效果 

较好；随着继代次数的增多，组培苗高度增加，叶片 

增多，地上部分生长旺盛，对N素、K素的需求量相 

应增加，此时，MS培养基能及时补充相对缺乏的 N 

素、K素，因此 MS培养基的表现优于 MS(1／2N)和 

1／2MS培养基。在无机盐及 N素含量高的 MS培养 

基中培养一段时间后，组培苗中的各无机盐成分及 

N素累积，超过了组培苗正常生长的需要量，培养基 
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中过量的无机盐和N素反过来又会抑制组培苗的 

生长，而 DKW的无机盐及 N素含量均稍低于 MS， 

在此培养基中生长的组培苗，能很快缓解 MS培养 

基中高无机盐及高N素的轻微伤害，满足正常生长 

的需要。而在无机盐、N素及K素含量极低的WPM 

中，磨盘柿组培苗无法有效地生长繁殖，说明随着组 

培苗培养时间的延长，对无机盐及N素的需求量确 

实增加。 

3．2 激素种类和浓度对磨盘柿组培苗增殖的影响 

在植物组培快繁中，激素的种类和浓度是影响 

外植体生长的重要因素。柿组织培养中普遍使用的 

激素是zT，但zT价格较高，且购置不便。相对而 

言，6一BA价廉易得，是植物组培中常用的激素。 

Sugiura等人_2 在对日本柿进行离体繁殖研究时发 

现，在6一BA含量为5 mg／L的MS(1／2N)培养基中 

进行继代培养，新梢的增殖最佳，但生长呈莲座状， 

新梢较短，在附加 2ip 5 mg／L的 MS(1／2N)培养基 

中，最有利于新梢生长，而芽的增殖则低于含6一BA 

5 mg／L的培养基。但有些研究报道，许多柿树品种 

在含 6一BA的培养基中不能生长 。本研究同 

样表明，ZT是磨盘柿增殖的启动因子，在组培苗增 

殖中，ZT 1．0 mg／L配合6一BA 1．0 mg／L可提高外 

植体的增殖系数和组培苗平均高度。孔祥生等 ] 

在研究富有、次郎、新安牛心等柿品种的组培时发 

现，在含有 1 mg／L ZT的培养基中添加 1 mg／L的 

6一BA时，能提高外植体的增殖倍数，但降低了有效 

新梢率。本研究的结果表明，6一BA的加人能够相 

对提高组培苗的平均苗高，从而提高增殖系数。 

孔祥生等 在以富有、次郎和新安牛心等柿 

品种为试材进行组培研究时发现，生长素 IAA在继 

代增殖中只起辅助作用，高浓度的IAA大大促进了 

外植体愈伤组织的形成，使新梢的增殖和生长受到 

抑制。本研究的结果与之基本一致，采用0．1 mg／L 

的IAA浓度效果最佳。 
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土闷 1 h左右，再拌人化肥中均匀撒施，保持水层 5 
～ 6 d，确保防效。(2)病害防治。防治水稻条纹叶 

枯病通过选用抗病品种加药剂防治控制发生，并在 

1叶 1心期用5％锐劲特 50 ml／667m 对水 50～60 

弥雾机喷雾，隔 10～15 d再防治 1次。防治稻瘟 

病在稻叶初见少量病斑时(株发病率3％～7％)施 

药，防治穗瘟可在孕穗期至始穗期施用，最适宜施药 

时期是田间初见稻穗时(破口期)用 75％三环唑粉 

剂30 g／667m 对水喷雾防治。防治纹枯病在分蘖期 

丛发病率在t5％～20％、孕穗期在30％以上时，用 

5％井冈霉素 150～200 ml／667m 对稻株中下部喷 

雾 1～2次。防治稻曲病在孕穗中后期用井冈霉素 

对穗部进行喷雾。(3)虫害防治。防治螟虫：在螟 

虫卵孵化前7 d用BT乳剂 150 ml／667m ，或在幼虫 

危害初期用 25％杀虫双 250 ml／667m 对水喷雾防 

治。防治稻飞虱：当百丛稻飞虱虫量达 1 500～ 

2 000头时，用 10％吡虫啉 50 g／667m 加水对稻株 

中下部喷雾防治。防治稻蓟马：受稻蓟马危害的稻 

苗叶尖卷曲率在 10％以上、百株虫量300～500头 

以上时，用 25％杀虫双250 ml／667m ，或 20％三唑 

磷 150 ml／667m ，或 10％吡虫啉50 g／667m 对水喷 

雾防治。 

5 收获贮藏 

水稻黄熟期及时收获。稻谷收获及时晒干，籼 

稻含水量≤13．5％，粳稻含水量≤14．5％时储存。 

同一品种要单收单储。 
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