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摘  要：以博爱八月黄柿休眠芽、萌动芽和梢尖为外植体，研究了取材时期、消毒时间、消毒剂和植物生长调
节剂对其组织培养的影响．结果表明，休眠芽、萌动芽和梢尖的萌芽率最高分别为 70%、50%、30%，休眠芽(休
眠期外植体)的萌芽率最高，且增殖能力强，12 月 6 日前后为最佳取材时期，以休眠芽、萌动芽为外植体可建立
初代培养，而梢尖不易建立初代培养．0.1%HgCl2 对生长前期外植体消毒 5 min 的效果最好，其污染率、褐化率
较低，成活率最高；0.1%HgCl2 对萌动期外植体消毒 10 min 的效果较好，其污染率虽高，但褐变率最低，成活率
也最高; 比较消毒剂 NaClO 和 HgCl2，0.1%HgCl2 处理休眠期外植体 15 min 的效果最好，成活率高达 70.2%．博
爱八月黄柿组织培养的适宜培养基为 1/2 MS+1 mg/L ZT +0.1 mg/L IAA +4.0 mg/L 6-BA． 
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 Effect factors on tissue culture of Boaibayuehuang Diospyros kaki  
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Abstract: Using Boaibayuehuang Diospyros kaki dormant buds, sprout buds and shoot tips as explants, effect of 

sampling time, disinfection time, disinfectants and plant growth regulators on culture of their organizations. The results 

showed that highest germination ratio of dormant buds, sprout buds and shoot tip reached 70%, 50%, 30% respectively, 

that of dormant bud (dormant period explants) is the highest, and its proliferation ability is stronger; best sampling 

period is around December 6, using dormant buds, sprout buds as explants could establish the beginning of culture, 

while the beginning of shoot tip culture is not easy to be established. Using 0.1%HgCl2 to disinfect 5 min will be best to 

explant at its earlier growing period, its pollution rate, the browning rate is relatively lower, while its survival rate is the 

highest; it would be better to use 0.1% HgCl2 to disinfect explants for 10 min, although its pollution rate is higher, but its 

browning rate is the lowest, the survival rate is the highest; Comparison of disinfectants (NaClO and HgCl2) indicated 

the optimal level of disinfectant to explant in the dormant period is 0.1%HgCl2, the disinfection time is 15min,the 

survival rate is higher, reaching 70.2%. The most suitable culture medium for Boaibayuehuang Diospyros kaki is 1/2 

MS+1 mg/L ZT +0.1 mg/L IAA +4.0 mg/L 6-BA. 
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博爱八月黄柿(Boaibayuehuang Diospyros kaki 

Linn.)是河南省特有地方名优品种，其果实肉质细
密而脆，纤维粗，汁中多，糖含量 17%～20%，味
甜，无核，品质极佳；营养丰富，含有蛋白质、维
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生素及磷、铁、钙等，适于制作柿饼，深受广大消
费者的欢迎．博爱八月黄柿极易遭柿蒂虫危害，虫
害严重时柿园大量减产甚至绝收．转基因技术有望
从根本上抑制果实采后软化，而组织培养快繁技术
是利用生物技术获得抗虫柿树研究中不可缺少的
一部分．有关柿树快繁，日本学者一致认为玉米素
(ZT)是柿离体培养的启动因子，但由其诱导增殖的
嫩梢不易生根，且根条数(1～2 条)少，根质量差，
生根的试管苗长势弱，移栽不易成活[1-5]．柿树含酚
类物质较多，在离体繁殖过程中，外植体极易褐变
死亡．孔祥生等[6-7]选用 ZT 增殖的嫩梢诱导生根，
其生根率可观，但其试验结果难以重复，与日本学
者及艾鹏飞等[8]的观点也不一样，因此，至今尚未
有柿树组织培养方法在生产上广泛应用．取材品种
和季节的不同，导致重复前人试验、建立初代培养
物困难等，限制了利用生物技术改良柿树的研究进
程．柿组织培养中普遍使用的激素是 ZT，但 ZT 价
格偏高，不易提取．6-BA 价廉易得，但多数柿品
种在含有 6-BA 的培养基中不能生长[9-10]．笔者以博
爱八月黄柿的休眠芽、萌动芽和梢尖为外植体，研
究取材时期、外植体消毒和植物生长调节剂对其组
织培养的影响，旨在为柿组织培养体系的建立提供
理论依据． 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

供试材料为河南省焦作市博爱县林场柿园树
龄约 30 年的博爱八月黄柿休眠芽(休眠期外植体)、
萌动芽(萌动期外植体)和梢尖(生长前期外植体)；培
养基为改良 MS 培养基(1/2MS)；外植体消毒液为
75%的乙醇和 HgCl2、NaClO 溶液；生长调节剂为
ZT、IAA、6-BA． 

1.2  方  法 

试验于 2007—2008 年在周口职业技术学院生
物工程系组织培养室进行． 

1.2.1  取材接种与外植体灭菌处理 

(1) 休眠芽、萌动芽、梢尖每隔 7 d 取材 1 次，
共取材 4 次．第 1 次取材时间，休眠芽为 2007 年
11 月 15 日，萌动芽为 2008 年 2 月 12 日，梢尖为

2008 年 3 月 15 日．每次取材后均立即接种到如下
5 种培养基． 

培养基Ⅰ：1/2MS+2 mg/L ZT+0.2 mg/L IAA； 

培养基Ⅱ：1/2MS+ 1 mg/L ZT+0.1 mg/L IAA； 

培养基Ⅲ：1/2MS+ 2 mg/L ZT+0.1 mg/L IAA； 

培养基Ⅳ：1/2MS+1 mg/L ZT+0.1 mg/L IAA+ 1 

mg/L 6-BA； 

培养基Ⅴ：1/2MS+1 mg/L ZT+0.1 mg/L IAA + 

4.0 mg/L 6-BA． 

培养基琼脂质量浓度 6 g/L，蔗糖质量浓度 30 

g/L，pH 5.7．培养基中均附加 500 mg/L 的聚乙烯
吡咯烷酮(PVP-40)；培养温度(25±2) ℃，光暗时间
16/8 h，光照度 2 000 lx[11]．每种培养基为 1 个处理，
每处理接种 30 个外植体．重复 3 次．随机区组排
列．均在接种后 40 d 统计生长情况． 

 (2) 取 1 年生枝条，用肥皂水刷洗 2 遍，流水
冲洗 30～60 min，转入超净工作台，置于 75%乙醇
中表面灭菌 30 s．休眠芽分别用 0.1%HgCl2、0.1% 

NaClO、3.0% NaClO、5.0% NaClO、8.0% NaClO

消毒 15 min；萌动芽分别用 0.1%HgCl2、0.5%HgCl2、
1.0% HgCl2、2.0% HgCl2 消毒 10 min；梢尖(顶端 3 

mm 左右的幼芽)用 0.1% HgCl2 分别消毒 3、5、8 

min，用去离子水冲洗 4～5 次，无菌条件下剥去外
部鳞片和外层 3 片叶原基. 

1.2.2  试验数据的统计分析 

根据观察结果，计算如下指标： 

萌芽率=(萌芽外植体数/接种外植体数)×100%． 

丛生苗率=(产生侧芽的外植体数/接种外植体
数)×100%． 

增殖系数=转接得到的外植体数/原接种的外植
体数[12]． 

用 SPSS12.0 软件对试验数据进行统计分析． 

2  结果与分析 

2.1  取材时期对外植体萌芽率的影响 

从图 1 可看出，取材时期不同，接种后的外植
体萌芽率也不同，3 种外植体均是第 4 次取材的萌
芽率最高，休眠芽、萌动芽、梢尖的萌芽率分别为 

70%、50%、30%．休眠芽的萌芽率最高，说明 12

月 6 日前后为博爱八月黄柿的最佳取材时期；博爱 
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八月黄柿以休眠芽、萌动芽为外植体可建立初代培 

养，而梢尖不易建立初代培养． 
 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

图 1  不同取材时期的萌芽率 

Fig.1  Germination rates at different sampling time 
 

2.2  外植体消毒对外植体培养的影响 

2.2.1  消毒时间对生长前期外植体培养的影响 

4 月为博爱八月黄柿新梢的旺盛生长期，此时
进行梢尖培养，仅采用 0.1%HgCl2 消毒就能达到预
期的效果，其污染率低，成活率较高．图 2 结果表
明， 4 月博爱八月黄柿梢尖培养采用 0.1%的 HgCl2

消毒 5 min 较适宜，其污染率、褐化率较低，成活
率最高． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  消毒时间对生长前期外植体培养的影响 

Fig.2  Effects of disinfection time on explant culture in its early growth  
 

2.2.2  消毒剂浓度对萌动期外植体培养的影响 

由图 3 可见，用 0.1%～2.0%的 HgCl2 对萌动期
外植体消毒 10 min，2.0% HgCl2 的污染率最低，但
褐变率最高；1.0% HgCl2 的次之；0.1% HgCl2 的污
染率最高，褐变率最低．综合考虑成活率，萌动期
外植体采用 0.1% HgCl2 消毒 10 min 的效果较好，
其污染率虽高，但褐变率最低，成活率较高． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  图 3  不同浓度 HgCl2对萌动期外植体培养的影响 

Fig.3  Effect of HgCl2 concentrations on explant culture in its 

germination period 
 

2.2.3  不同消毒剂对休眠期外植体培养的影响 

休眠芽大量存在于芽鳞片及叶柄处．在培养过
程中，由于真菌、细菌存在，外植体污染现象严重，
接种 2 d 就出现污染现象，7 d 后出现大量污染．对
休眠期外植体采用 0.1%HgCl2、0.1% NaClO、3.0% 

NaClO、5.0%NaClO、8.0%NaClO 消毒 15 min(图
4)，其中 8.0% NaClO 消毒的污染率、成活率均最
低，但褐变率最高；5.0%NaClO 消毒的褐变率、成
活率均较低，但污染率最高；3.0%NaClO 消毒的污
染率较低，褐变率最低，成活率较高；0.1%NaClO

消毒的褐变率、成活率均较高，但污染率较低．结
合图 2 可知，采用 0.1%HgCl2 消毒的效果最好，其
污染率和褐变率均较低，虽植株生长缓慢，但成活
率(70.2%)最高． 

 

 

 

 

 

 

 

 

A  0.1%HgCl2；B  0.1%NaClO；C  3.0% NaClO；D  5.0% NaClO；
Ｅ  8.0% NaClO． 

图 4  不同消毒剂对休眠期外植体培养的影响 

Fig.4 Effects of different disinfectants on explant culture in the 

dormant period  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

1 2 3 4

取材时间

萌
芽
率

/%

休眠芽 萌动芽 梢尖

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0.1 0.5 1.0 2.0

HgCl
2质量分数 /%

百
分

率
/%

污染率 褐变率 成活率

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

A B C D E

消毒剂

百
分

率
/%

污染率 褐变率 成活率

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

3 5 8

消毒时间 /min

百
分

率
/%

污染率 褐变率 成活率

第 1 次       第 2 次       第 3 次     第 4 次
HgCl2 质量分数/% 

消毒时间/min 



 
 

第 36 卷第 2 期                    王尚堃等  博爱八月黄柿组织培养影响因素研究                       179 

 

2.3  不同植物生长调节剂对外植体增殖与生长的

影响 

从表 1 可看出，增殖系数以培养基Ⅴ的最大，
为 1.66，即 1.0 mg/L ZT、4.0 mg/L 6-BA、0.1 mg/L 

IAA 为最优植物生长调节剂组合．培养基Ⅴ的增殖
系数比培养基Ⅳ高，说明高浓度 6-BA 有利于柿树
组织培养，但抑制其丛生苗率．培养基Ⅰ和培养基
Ⅲ的增殖系数和丛生苗率差异不大，说明 IAA 浓度
对柿树外植体增殖与生长的影响不大．培养基Ⅱ和
培养基Ⅲ的增殖系数和丛生苗率差异较大，说明柿
树组织培养中，高浓度 ZT 是提高增殖系数和丛生
苗率的主要因素． 

表 1  不同培养基对外植体增殖与生长的影响 

Table 1  Effect of different culture medium on proliferation and 

growth of external plant 

培养基 
接种数/

个 

成活数/

个 

成活率
/% 

分生后 

芽数/个 

增殖 

系数 

丛生苗
率/%

Ⅰ 351 351 100 577 1.64 15 

Ⅱ 345 345 100 403 1.17 12 

Ⅲ 345 345 100 555 1.61 17 

Ⅳ 339 339 100 475 1.40 13 

Ⅴ 351 351 100 584 1.66 12 
 

3  结论与讨论 

本研究结果表明，休眠期为博爱八月黄柿建立
初代组织培养的最佳取材时期．取材时期不同，博
爱八月黄柿外植体萌芽率、增殖能力也不同，休眠
芽与萌动芽较易培养，其增殖能力也较强，但梢尖
不宜进行培养，其增殖能力极弱．取材时期不同，
外植体的褐变率和成活率也不同．休眠芽与萌动芽
的褐变率较低，萌芽率高，但梢尖的褐变非常严重，
萌芽率极低．造成这种季节性差异的主要原因可能
是植物体内酚类物质含量和多酚氧化酶活性升高，
植物在生长季节含有较多的酚类化合物[13]．本试验
中梢尖外植体褐变率、死亡率高是影响博爱八月黄
柿在生长季节难以建立初代培养的直接因素，因
此，博爱八月黄柿初代组织培养应避免在生长季节
取材，以获得良好的组织培养效果．博爱八月黄柿
初代培养的褐变与取材时期密切相关，生长前期取
材外植体褐变严重，而冬季及早春季节取材外植体
褐变轻．此现象在苹果[14]、桃[15]、核桃[16]上也有报

道．造成这种季节性差异的主要原因可能是外植体
内酚类含量和多酚氧化酶的季节性变化．激素浓度
使用不当也会引起褐变．在本试验中，在较高浓度
6-BA 的培养基中，博爱八月黄柿外植体褐变加
重．这可能是由于高浓度的 6-BA 促进了酚类物质
的合成，酚类物质氧化加重了褐变．防止外植体褐
变，最常用的方法是在培养基中加入抗氧化剂来抑
制酚类化合物的氧化，或用酚类物质吸附剂吸收这
些物质[17]．活性炭是植物组织培养中常用的酚类物
质吸附剂．谷晓峰等[18]在进行罗田甜柿幼胚培养时
发现，与 PVP、柠檬酸相比，活性炭抗褐化效果最
好，除萌芽率稍有降低外，成苗率、植株平均苗高
都显著高于其他处理．国外有研究[19]发现活性炭不
仅能吸附酚类物质，而且能吸附培养基中的植物生
长调节剂及营养物质，从而影响外植体长势．宋春
丽等[13]发现活性炭对磨盘柿梢尖和嫩茎的褐变有
一定的抑制作用，效果好于其他抗氧化剂和酚类物
质吸附剂，但不如 PVP-40．本试验培养基中添加一
定剂量的 PVP-40 能有效抑制休眠芽的褐变死亡，
是防止磨盘柿初代培养褐变的有效方法，但 PVP-40

不能抑制生长中新梢外植体的褐变死亡，因此应避
开生长前期取材． 

博爱八月黄柿外植体消毒以 0.1%的 HgCl2 较
好．生长前期外植体组织培养用 0.1%的 HgCl2 消毒
5 min 较适宜；萌动期外植体组织培养用 0.1%的
HgCl2 消毒 10 min 效果较好；而休眠期外植体组织
培养用 0.1%的 HgCl2 消毒 15 min 效果最好．污染
率、褐变率、成活率是判断柿树外植体组织培养效
果好坏的 3 个重要指标．本试验中仅研究了消毒剂
NaClO 和 HgCl2 对博爱八月黄柿休眠期外植体消毒
的影响，其他消毒剂的消毒效果有待研究． 

在植物组织培养中，植物生长调节剂种类和配
比是影响外植体生长的关键因素[12，20]．本研究结
果表明，1.0 mg/L ZT、4.0 mg/L 6-BA、0.1 mg/L IAA

为最优生长调节剂组合；6-BA 可有效诱导博爱八
月黄柿芽的萌动生长，可应用于博爱八月黄柿初代
培养，降低组织培养苗成本；在含有 1.0 mg/L ZT

的培养基中加入 6-BA 可有效提高增殖系数；萌动
芽在较低浓度的激素条件下可启动生长，激素浓度
过高反而抑制生长，但休眠芽在较高激素浓度条件
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下萌芽率较高，说明休眠芽的组织培养需要激素浓
度较高． 

此外，不同果树种类取材器官不同，组织培
养所需最佳培养基也存在一定差异[21]．基本培养
基也影响初代培养的建立．本试验中采用改良培
养基(1/2)MS 取得了较理想的效果，说明外植体启
动生长需要较低浓度的矿质元素，尤其是较低浓
度的氮素． 

 

在本文的写作和修改过程中得到了周口职业
技术学院生物工程系豆海港老师和动物科学系赵
书景老师的热心帮助，在此表示衷心的感谢！ 
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