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石榴田间愈伤组织诱导及芽再生体系的建立

牛 娟，骆 翔，陈利娜，李好先，刘贝贝，王 企，曹尚银*

（中国农业科学院郑州果树研究所，郑州 450009)

摘 要：【目的】建立高效的石榴田间愈伤组织途径芽再生技术体系。【方法】以‘突尼斯’软籽石榴为材料，研究不同激

素浓度、激素组合和枝条粗度等对石榴田间愈伤组织形成及芽再生的影响。【结果】4 mg·L-1 TDZ+2 mg·L-1 AgNO3 +0.5

mg·L-1 GA3 +1 mg·L-1 KT+3 mg·L-1 6-BA+0.3 mg·L-1 IBA处理效果最佳，出芽较早，出芽数较多。另外，枝条粗度对出

芽影响不大。因此，可在减少树体伤害的前提下，选择茎粗1.0~2.0 cm的枝条诱导愈伤组织形成及芽再生。【结论】成

功建立了石榴田间愈伤组织形成及芽再生技术体系，为石榴嫁接扩繁、遗传转化、诱变育种等提供良好的材料基础。
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Callus induction in the field and establishment of a bud regeneration sys-
tem for pomegranate
NIU Juan, LUO Xiang, CHEN Lina, LI Haoxian, LIU Beibei, WANG Qi, CAO Shangyin*

(Zhengzhou Fruit Research Institute, Chinese Academy of Agriculture Sciences, Zhengzhou 450009, Henan, China)

Abstract:【Objective】Pomegranate (Punica granatum L.) is one of the excellent small sundry fruits

and has developed quickly in recent years in China, where pomegranate has been cultivated for more

than two thousand years for its high economic, nutrition, medicinal and ornamental values. Soft-seeded

pomegranate is highly admired by the consumers for its big fruit, sweetness, juiciness, and delicious

soft seeds, and has a great development potential in China. However, most of the new soft-seeded culti-

vars have been obtained from bud mutation, radiation and hybrid breeding. Breeding for soft-seeded cul-

tivars is difficult by conventional crossing and time-consuming. Biotechnology breeding is helpful to

solve these problems. Bud regeneration is the precondition and key point of plant regeneration via in vi-

vo callus induction. The goal of this study is to construct an in vivo system for bud regeneration from

callus in order to provide solid foundation for expanding propagation, genetic transformation and muta-

tion breeding of pomegranate.【Methods】The effects of different hormone combinations, including

TDZ+NAA+KT, TDZ+NAA+KT+6-BA, TDZ+NAA+KT+IBA, TDZ+NAA+KT+IBA+6-BA, TDZ+

GA3+KT+6-BA and TDZ+GA3+KT+IBA+6-BA at different concentrations, AgNO3 at different concen-

trations and branch diameter on callus induction and adventitious bud regeneration in vivo in‘Tunisa’

soft- seeded pomegranate cultivar were investigated. Strong branches were randomly selected and cut

with a branch shear or hand saw. Then the cut end of the branches was treated with 1.5 mL callus induc-

ing agents, such as 2.0 mg· L-1 TDZ+1.5 mg· L-1 AgNO3 for 24 h. Wetted mud was used to seal the cut

end and then covered with a white plastic bag to keep moisture. The wetted mud was replaced with

fresh mud every 7 days. After the adventitious buds formed from the callus grew up to 2 cm long, the
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石榴（Punica granatum L.）属石榴科（ Punicace-

ae）石榴属（Punica L.）落叶灌木或小乔木果树，原

产于伊朗、阿富汗和高加索等中亚地区，在我国已有

2 000多年的栽培历史，是中国近年来发展迅速的优

良小杂果类果树之一。它以较高的经济价值、营养

价值、医药价值和保健功能，越来越受到消费者的青

睐[1]。经过长期的自然演化和人工筛选，在我国形

成了以新疆叶城、陕西临潼、河南开封、安徽怀远、山

东峄城、四川会理和云南蒙自等 7大石榴主产区。

其中软籽石榴以其果实硕大、汁液甘甜、汁多仁软、

食之无渣等优点深受消费者的喜爱，其优良的经济

性状堪称果中珍品，市场售价是普通品种的2~4 倍，

发展潜力非常大，是增加农民收入的重要途径之

一 [2]。但目前生产中软籽石榴品种所占的比例不

高。据调查统计，截至到 2016年底，我国软籽石榴

现存面积约 4 164.1 hm2，约占石榴总面积的 5%，其

中，‘突尼斯’软籽石榴高达 3 850.2 hm2[3]，约占软籽

石榴栽培总面积的92.5%。说明目前我国软籽石榴

栽培面积较小，品种较为单一，抗性较差，尤其在抗

寒性、抗病性等方面，严重影响了我国石榴产业的可

持续发展。

为了有效解决这些问题，亟需对石榴进行遗传

改良，培育综合性状优良的软籽石榴新品种。但目

前我国石榴育种主要以传统的杂交育种为主，育种

周期长，效率低，研究进展缓慢。而通过遗传转化将

特定基因导入植物基因组中实现植物性状的定向改

良，或者通过诱变方法进行性状改良是目前创制植

物新种质的重要途径。但不论是通过遗传转化或诱

mud was removed allowing the buds to grow naturally. The callus morphology formed from the cut end

of the branches was observed 30 days after branch cutting. The ability of bud regeneration was repre-

sented by the average bud number of each branch. The effects of branch diameter and hormone combi-

nations on in vivo bud regeneration were analyzed.【Results】The morphological characters of pomegran-

ate callus were analyzed. Green callus was formed 10-20 d after cutting. The callus enlarged, growing

vigorously. The callus underwent obvious changes into a slightly loose texture and from light green to

milky white, or from the white transparent to green granular, and large buds appeared after 30-45 d. The

adventitious buds had formed from the callus by day 60. The adventitious buds formed from the callus

reached 2 cm long at day 75, and reached 3-6 cm in length and mostly lignified at day 90. The effects of

different hormone combinations on bud regeneration were analyzed. The results indicated that there was

no significant difference in the effect on the number of buds among the hormone combinations of TDZ,

NAA and KT. The treatments of 4 mg·L-1 TDZ+2 mg·L-1 AgNO3+0.3 mg·L-1 NAA+1 mg·L-1 KT+3 mg·L-1

BA, 4 mg· L-1 TDZ+2 mg· L-1 AgNO3+0.3 mg· L-1 NAA+1 mg· L-1 KT+0.3 mg· L-1 IBA, 4 mg· L-1 TDZ+ 2

mg· L-1 AgNO3+0.3 mg· L-1 NAA+1 mg· L-1 KT+0.3 mg· L-1 IBA+3 mg· L-1 BA, 4 mg· L-1 TDZ+2 mg· L-1

AgNO3+ 0.5 mg· L-1 GA3+1 mg· L-1 KT+3 mg· L-1 BA and 4 mg· L-1 TDZ+2 mg· L-1 AgNO3+0.5 mg· L-1

GA3+1 mg· L-1 KT+ 3 mg· L-1 BA+0.3 mg· L-1 IBA improved the average bud number. Moreover, com-

pared with the other treatments, the treatment of 4 mg· L-1 TDZ+2 mg· L-1 AgNO3+0.5 mg· L-1 GA3+1

mg· L-1 KT+3 mg· L-1 BA+0.3 mg· L-1 IBA induced the earliest adventitious buds that appeared 30 days

after treatment. But with the increase in the concentration of the hormone, the adventitious buds rate re-

duced. Higher concentrations of hormone promoted callus cell division, but inhibited the adventitious

bud differentiation. The number of the regenerated buds had no significant difference among different

branch diameters. Moreover, to balance minimizing number of branches to cut and minimizing the dam-

age to trees, we suggested that 1.0-2.0 cm branches were suitable for adventitious bud induction. In ad-

dition, AgNO3 had an impact on the formation of callus and the average bud number, and the best con-

centration was 2.0 mg· L-1.【Conclusion】A callus induction and bud regeneration system in pomegranate

was successfully constructed in vivo, which will promote pomegranate expanding and gene transforma-

tion.

Key words: Pomegranate; In vivo induction; Callus; Bud regeneration
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变进行性状改良，其重要前提条件是要具有一个良

好的受体再生系统。因此，稳定、高效的芽再生体系

的建立是开展性状改良的重要材料基础[4]。但目前

有关石榴再生体系建立的研究还不多，主要有陈延

惠等[5]以‘突尼斯’软籽石榴叶片为外植体，分析了

不同灭菌时间和不同生长调节物质对离体叶片愈伤

组织再生的影响。朱立武等[6]比较分析了石榴休眠

枝段、成熟叶片及当年生新梢离体培养对愈伤组织

再生的影响。石榴再生体系对操作技术和环境要求

较高，而且从分化、脱分化到大田移栽评价至少需3

年以上，造成育种周期过长。与组织培养条件下的

芽再生方法相比较，源于枝干截面愈伤诱变长出的

不定芽具有适应性强，能快速进行繁殖。不仅减少

了组培苗生根、炼苗、移栽等多个环节，还能直接获

得接穗应用于生产中，缩短育种周期，提高育种效

率。目前，在枣树、榆树、海棠、五角枫等植物中已成

功建立田间愈伤组织途径芽的再生及多倍体变异材

料的报道[7-11]，但在石榴中的相关研究还不多，因此

建立高效的田间愈伤组织诱导芽的再生对创造石榴

新种质的意义重大。为此，笔者通过分析不同生长

调节物质对石榴田间愈伤组织形成的影响，建立了

石榴田间愈伤组织途径芽的再生技术体系，该技术

不仅对操作环境要求低，而且不定芽当年可发育成

木质化的枝条用于嫁接扩繁，可大大缩短育种年

限[12]，为今后的石榴遗传转化及诱变育种提供良好

的材料基础。

1 材料和方法

1.1 田间愈伤组织诱导和芽再生

参照李超[10]的方法，于2017年5月份，以郑州果

树研究所农家品种资源圃中的‘突尼斯’软籽石榴为

材料，选择位于树体上部直径1.0~2.5 cm、直立健壮

枝条进行截枝。将不同浓度、不同诱导剂（表 1）滴

于脱脂棉上，以浸湿脱脂棉为宜处理截面形成层24

表 1 不同药剂对石榴愈伤组织形成和出芽影响的实验设计

Table 1 Treatment design for examination of the effects of different reagents on callus induction and

bud regeneration in pomegranate

编号
No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

ρ（噻苯隆）
TDZ/(mg· L-1)

1.5
2
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

ρ（硝酸银）
AgNO3/(mg· L-1)

1
1.5
2
0
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

ρ（1-萘乙酸）
NAA/(mg· L-1)

0
0
0
0
0.2
0.3
1.0
0.2
0.3
1.0
0.2
0.3
1.0
0.2
0.3
1.0
0
0
0
0
0
0

ρ（氯吡脲）
KT/(mg· L-1)

0
0
0
0
0.5
1.0
1.5
1.0
1.0
1.0
0.5
1.0
1.5
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

ρ（吲哚丁酸）
IBA/(mg· L-1)

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0.1
0.3
0.5
0.1
0.3
0.5
0
0
0
0.1
0.3
0.5

ρ（6-苄氨基腺嘌呤）
6-BA/(mg· L-1)

0
0
0
0
0
0
0
2
3
5
0
0
0
2
3
5
2
3
5
2
3
5

ρ（赤霉素）
GA3/(mg· L-1)

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0.3
0.5
1.0
0.3
0.5
1.0

h，然后采用“黑塑料袋+泥+白塑料膜”覆盖泥土保

湿，每隔7~10 d更换湿泥，保持泥的湿润，直至芽长

度达 2 cm。单枝 6次重复。

1.2 愈伤组织状态和出芽数目调查

于截枝后 30 d 调查愈伤组织状态和出芽情

况。出愈率/%=（出愈伤枝条数量/处理总枝条数

量）×100；愈伤等级划分（表2）参照李超[10]的方法，芽

再生能力用平均单枝截面出芽数表示。于截枝后

90 d，对各类枝条的单枝截面出芽数进行调查，平均

单枝截面出芽数=出芽总数/处理总枝条数量。

牛 娟 1227
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A. 0 级（处理 5 d）；B. 1 级（处理 10 d）；C. 2 级（处理 15 d）；D. 3 级（处理 20 d）；E. 4 级（处理 25 d）；F. 5 级（处理 30 d）

A. Grade 0（Treatment for 5 d）; B. Grade 1（Treatment for 10 d）; C. Grade 2（Treatment for 15 d）; D. Grade 3（Treatment for 20 d）; E. Grade 4

（Treatment for 25 d）; F. Grade 5（Treatment for 30 d）

图 1 石榴枝条截面的愈伤组织分级

Fig. 1 Grading of callus on branches in pomegranate

表 2 愈伤组织分级标准

Table 2 Grading standard of callus

愈伤等级 Callus grade

0

1

2

3

4

5

相应等级特点 The characteristics of corresponding grades of callus

无愈伤组织形成（图1-A）No callus informed (Fig. 1-A)

肉眼可见绿色愈伤组织环（图1-B）A green callus circle could be seen by naked-eye (Fig. 1-B)

愈伤组织环变粗（图1-C）The callus circle became thicker (Fig. 1-C)

愈伤组织环继续加粗，其宽度约占截面半径的 1/5-1/2（图1-D）
The callus circle became much thicker and covered about 1/5-1/2 of the cut section radius (Fig. 1-D)

愈伤组织环约达截面半径的 1/2（图1-E）The width of callus circle covered about 1/2 of cut section radius (Fig. 1-E)

愈伤组织环大于截面半径的 1/2（图1-F）The width of callus circle covered over 1/2 of cut section radius ( Fig. 1-F)

1.3 数据分析

采用 SPSS STATISTICS 17.0 软件进行统计分

析，采用Duncan（D）方法和T测验进行差异显著性

分析，用小写字母表示其差异显著性（p < 0.05）。

2 结果与分析

2.1 石榴田间愈伤组织诱导不定芽的形态分化过

程

对枝条进行短截，滴加诱导剂 10~20 d后，截面

开始出现绿色的愈伤组织。20 d后愈伤组织继续膨

大，生长旺盛且均匀布满截面。30~45 d后，截面愈

伤颜色由黄绿色转变为白绿色，质地由紧密转变为

略为疏松的状态。其后转变为绿色颗粒状、不透明

的愈伤组织，并有大量芽眼出现。继续培养60 d后，

愈伤组织处开始分化出不定芽。75 d后，愈伤组织

继续分化成不定芽，且不定芽开始抽生出小叶片。

随后长成高 1~2 cm的幼梢。90 d后，高 3~6 cm，且

部分呈木质化状态（图2）。

2.2 不同植物生长调节物质对石榴愈伤组织形成

和出芽的影响

2.2.1 不同硝酸银（AgNO3）和苯基脲衍生物（TDZ）

浓度对愈伤形成和出芽的影响 从表 3 中可以看

出，与仅加TDZ的处理相比，在同等条件下加入Ag-

NO3后出芽数目相对较高。而且，AgNO3质量浓度

为1.0~1.5 mg· L-1时出芽数差异不大，而质量浓度为

2.0 mg· L-1时出芽数目显著提高，说明高质量浓度的

AgNO3对石榴田间愈伤组织的形成和单枝截面出芽

数具有重要作用。

A B C

D E F
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2.2.2 不同NAA和KT浓度对愈伤形成和出芽的影

响 从表 4中可以看出，在TDZ和AgNO3浓度不变

的条件下，与 4 mg· L-1 TDZ+2 mg· L-1 AgNO3 相比，

不同浓度的NAA和KT组合对愈伤形成、愈伤等级

和单枝截面出芽数的影响无显著性差异。而且随着

激素浓度的增加，单枝出芽数呈先升高后下降的趋

势，并都低于对照的单枝截面出芽数，说明NAA和

KT激素组合对石榴愈伤组织形成和出芽效果不佳。

A. 处理 0 d；B. 处理 10 d；C. 处理 20 d；D. 处理 30 d；E. 处理 45 d；F. 处理 60 d；G. 处理 75 d；H. 处理 80 d；I. 处理 90 d。

A. Treatment for 0 d; B. Treatment for 10 d; C. Treatment for 20 d; D. Treatment for 30 d; E. Treatment for 45 d; F. Treatment for 60 d; G. Treat-

ment for 75 d; H. Treatment for 80 d; I. Treatment for 90 d.

图 2 石榴枝条截面愈伤组织的生长状态

Fig. 2 Morphological character of pomegranate callus

A B C

D E F

G H I

表 3 不同 AgNO3和 TDZ 浓度对愈伤形成和出芽的影响

Table 3 Effect of the concentration gradients of AgNO3 and TDZ on callus induction and bud regeneration

编号

No.

1

2

3

4

质量浓度

Concentration/（mg·L-1）

1.5 TDZ+1 AgNO3

2.0 TDZ+1.5 AgNO3

4.0 TDZ+2 AgNO3

4.0 TDZ

处理数

Treatment No.

6

6

6

6

平均茎粗

Average diameter of
branches/cm

1.6 a

1.5 a

1.5 a

1.5 a

出愈率

Callus ratio/%

100

100

100

100

愈伤等级（出芽数）

Callus grade (Bud number )

30 d

2

2

3

2

60 d

4

5

4

4

90 d

（1.7）a

（2.0）a

（4.8）b

（1.4）a

牛 娟

注：不同小写字母表示在 p ＜ 0.05 上差异显著。下同。

Note: Different small letters indicate significant difference at p ＜ 0.05. The same below.
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2.2.3 不同NAA、KT、6-BA浓度对愈伤形成和出芽

的影响 由表 5可知，在TDZ和AgNO3浓度不变的

条件下，与 4 mg· L-1 TDZ+2 mg· L-1 AgNO3 相比，不

同浓度的NAA、KT和 6-BA组合对愈伤形成、愈伤

等级和单枝截面出芽数的影响无显著性差异。另

外，激素浓度过低或过高会降低单枝截面出芽数，而

中浓度的4 mg·L-1 TDZ+2 mg·L-1 AgNO3+0.3 mg·L-1

NAA+1 mg·L-1 KT+3 mg·L-1 6-BA处理诱导的单枝

截面出芽数相对较高，说明激素浓度过高或过低都

不利于诱导愈伤组织出芽。

表 4 NAA 和 KT 对愈伤形成和出芽的影响

Table 4 Effect of the concentration gradients of NAA and KT on callus induction and bud regeneration

编号

No.

1

2

3

4

质量浓度

Concentration/（mg· L-1）

4 TDZ+2 AgNO3+0.2 NAA+0.5 KT

4 TDZ+2 AgNO3+0.3 NAA+1 KT

4 TDZ+2 AgNO3+1 NAA+1.5 KT

4 TDZ+2 AgNO3

处理数

Treatment No.

6

6

6

6

平均茎粗

Average diameter
of branches/cm

1.6 a

1.4 a

1.4 a

1.5 a

出愈率

Callus ratio/%

100

100

100

100

愈伤等级（出芽数）

Callus grade (Bud number )

30 d

4

4

3

3

60 d

4

4

5

4

90 d

（1.7）a

（4.3）b

（3.7）ab

（4.8）b

表 5 NAA、KT 和 6-BA 对愈伤形成和出芽的影响

Table 5 Effect of the concentration gradients of NAA, KT and 6-BA on callus induction and bud regeneration

编号

No.

1

2

3

4

质量浓度

Concentration/（mg· L-1）

4 TDZ+2 AgNO3+0.2 NAA+0.5 KT+2 6-BA

4 TDZ+2 AgNO3+0.3 NAA+1 KT+3 6-BA

4 TDZ+2 AgNO3+1 NAA+1.5 KT+5 6-BA

4 TDZ+2 AgNO3

处理数

Treatment No.

6

6

6

6

平均茎粗

Average diameter
of branches/cm

1.4 a

1.4 a

1.6 a

1.5 a

出愈率

Callus ratio/%

100

100

100

100

愈伤等级（出芽数）

Callus grade (Bud number )

30 d

4

3

3

3

60 d

5

5

4

4

90 d

(3.0) a

(5.8) b

(4.0) ab

(4.8) ab

表 6 NAA、KT 和 IBA 对愈伤形成和出芽的影响

Table 6 Effect of NAA, KT and IBA on callus induction and bud regeneration

编号

No.

5

6

7

8

质量浓度

Concentration/（mg· L-1）

4 TDZ+2 AgNO3+0.2 NAA+0.5 KT+0.1 IBA

4 TDZ+2 AgNO3+0.3 NAA+1 KT+0.3 IBA

4 TDZ+2 AgNO3+1 NAA+1.5 KT+0.5 IBA

4 TDZ+2 AgNO3

处理数

Treatment No.

6

6

6

6

平均茎粗

Average diameter
of branches/cm

1.3 a

1.3 a

1.3 a

1.5 a

出愈率

Callus ratio/%

100

100

100

100

愈伤等级（出芽数）

Callus grade (Bud number )

30 d

4

3

4

3

60 d

5

4

5

4

90 d

(4.0) ab

(5.4) b

(1.7) a

(4.8) ab

KT+0.3 mg·L-1 IBA处理诱导的单枝截面出芽数相

对较高，说明低浓度的激素组合有利于诱导愈伤组

织出芽。

2.2.5 不同NAA、KT、6-BA和 IBA浓度对愈伤形成

和出芽的影响 由表 7可知，在TDZ和AgNO3浓度

不变的条件下，与4 mg· L-1 TDZ+2 mg· L-1 AgNO3 相

比，不同浓度的NAA、KT、6-BA和 IBA组合对愈伤

形成、愈伤等级和单枝截面出芽数的影响无显著性

差异。另外，由表5~7可知，与NAA+KT组合相比，

分别添加6-BA和 IBA及同时加入2种激素的组合，

单枝截面出芽数虽有一定程度的提高，但差异不显

著，说明不同浓度的NAA、KT、6-BA和 IBA组合对

石榴田间愈伤组织形成及单枝截面出芽数的影响不

大。

2.2.4 不同NAA、KT、IBA浓度对愈伤形成和出芽

的影响 由表 6可知，在TDZ和AgNO3浓度不变的

条件下，与 4 mg·L-1 TDZ+2 mg·L-1 AgNO3 相比，不

同浓度的NAA、KT和 IBA组合对愈伤形成、愈伤等

级和单枝截面出芽数的影响无显著性差异。另外，

高浓度激素诱导的单枝截面出芽数相对较低，低浓

度激素能显著提高单枝截面出芽数，其中 4 mg·L-1

TDZ+2 mg · L- 1 AgNO3+0.3 mg · L- 1 NAA+1 mg · L- 1
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2.2.6 不同GA3、KT和 6-BA浓度对愈伤形成和出

芽的影响 由表 8可知，在TDZ和AgNO3浓度不变

的条件下，与 4 mg·L-1 TDZ+2 mg·L-1 AgNO3 相比，

不同浓度的GA3、KT和6-BA组合对愈伤形成、愈伤

等级和单枝截面出芽数的影响无显著性差异。另

外，高浓度激素诱导的单枝截面出芽数相对较低，而

低浓度激素能相对提高单枝截面出芽数，其中 4

mg · L- 1 TDZ+2 mg · L- 1 AgNO3+0.5 mg · L- 1 GA3+1

表 7 NAA、KT、IBA 和 6-BA 对愈伤形成和出芽的影响

Table 7 Effect of NAA, KT, IBA and 6-BA on callus induction and bud regeneration

编号

No.

9

10

11

12

质量浓度

concentration/（mg· L-1）

4 TDZ+2 AgNO3+0.2 NAA+0.5 KT+0.1 IBA+2 6-BA

4 TDZ+2 AgNO3+0.3 NAA+1 KT+0.3 IBA+3 6-BA

4 TDZ+2 AgNO3+1 NAA+1.5 KT+0.5 IBA+5 6-BA

4 TDZ+2 AgNO3

处理数

Treatment
No.

6

6

6

6

平均茎粗

Average diameter
of branches/cm

1.5 a

1.4 a

1.5 a

1.5 a

出愈率

Callus
ratio/%

100

100

100

100

愈伤等级（出芽数）

Callus grade (Bud number )

30 d

3

4

3

3

60 d

4

5

5

4

90 d

(3.5) a

(6.7) a

(4.8) a

(4.8) a

表 8 GA3、KT 和 6-BA 对愈伤形成和出芽的影响

Table 8 Effect of GA3, KT and 6-BA on callus induction and bud regeneration

编号

No.

1

2

3

4

质量浓度

Concentration/（mg· L-1）

4 TDZ+2 AgNO3+0.3 GA3+0.5 KT+2 6-BA

4 TDZ+2 AgNO3+0.5 GA3+1 KT+3 6-BA

4 TDZ+2 AgNO3+1 GA3+ 1.5 KT+5 6-BA

4 TDZ+2 AgNO3

处理数

Treatment No.

6

6

6

6

平均茎粗

Average diameter
of branches/cm

1.5 a

1.6 a

1.6 a

1.5 a

出愈率

Callus ratio/%

100

100

100

100

愈伤等级（出芽数）

Callus grade (Bud number )

30 d

4

3

4

3

60 d

5

5

4

4

90 d

(4.3) ab

(5.7) b

(2.8) a

(4.8) ab

表 9 GA3、KT、6-BA 和 IBA 对愈伤形成和出芽的影响

Table 9 Effect of GA3, KT, 6-BAand IBA on callus induction and bud regeneration

编号

No.

1

2

3

4

质量浓度

Concentration/（mg· L-1）

4 TDZ+2 AgNO3+0.3 GA3+0.5 KT+2 6-BA+0.1IBA

4 TDZ+2 AgNO3+0.5 GA3+1 KT+3 6-BA+0.3IBA

4 TDZ+2 AgNO3+1 GA3+ 1.5 KT+5 6-BA+0.5IBA

4 TDZ+2 AgNO3

处理数

Treatment No.

6

6

6

6

平均茎粗

Average diameter
of branches/cm

1.5 a

1.5 a

1.6 a

1.5 a

出愈率

Callus
ratio/%

100

100

100

100

愈伤等级（出芽数）

Callus grade (Bud number )

30 d

4

4

4

3

60 d

5(1.7)

5(5.0)

5(1.5)

4

90 d

(6.5) ab

(12.0) b

(3.7) a

(4.8）ab

GA3、KT、6-BA浓度不变的条件下，加入低浓度的

IBA 能相对提高单枝截面出芽数。其中 4 mg · L- 1

TDZ+2 mg · L- 1 AgNO3+0.5 mg · L- 1 GA3 +1 mg · L- 1

KT+3 mg·L-1 6-BA+0.3 mg·L-1 IBA处理出芽较早，

出芽数较多，是诱导石榴田间愈伤组织途径芽再生

的理想组合。

2.3 枝条粗度对愈伤发生及芽再生的影响

为了明确枝条粗度对于芽再生的影响，分别对

1.00~2.50 cm 的枝条进行截枝，分析不同粗度枝条

的愈伤等级、出愈率和出芽能力的差异。由表 3~9

可知，同一品种不同粗度枝条的愈伤等级、出愈率和

出芽数没有显著差异。由于树体较粗的枝条数量不

牛 娟

mg · L-1 KT+3 mg · L-1 6-BA处理诱导的单枝截面出

芽数相对较高，说明低浓度的激素组合有利于诱导

愈伤组织出芽。

2.2.7 不同GA3、KT、6-BA和 IBA浓度对愈伤形成

和出芽的影响 由表 9可知，在TDZ和AgNO3浓度

不变的条件下，与4 mg·L-1 TDZ+2 mg·L-1 AgNO3 相

比，不同浓度的GA3、KT、6-BA和 IBA组合对愈伤形

成、愈伤等级和单枝截面出芽数的影响无显著性差

异。而且高浓度激素诱导的单枝截面出芽数相对较

低，而低浓度激素组合的出芽数相对较高。可能是

因为激素浓度过高促进了愈伤组织细胞的分裂，而

抑制了不定芽的分化。此外，由表 8~9 可知，在
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多，且对树体伤害较大，因此，在选取枝条粗度时宜

选取1.0~2.0 cm 的枝条。

3 讨 论

通过基因工程、诱变技术等手段对植物性状进

行定向改良，是目前创制植物新种质较快捷且有效

的方式，而高效的芽再生体系是植物进行诱变育种

及遗传转化研究的重要材料基础。芽的再生体系可

通过活体（田间）和离体（组培）的方式获得，由于离

体再生体系常存在再生困难，生长周期长，需要无菌

的环境条件等问题，严重阻碍了遗传转化及诱变育

种的研究进程。而活体再生体系融合了田间树体生

长较快和离体再生培养的优点，再生系数高，生长

快，且再生芽当年可发育为木质化枝条和开花，诱变

后易获得纯合体[11]。目前，田间愈伤组织途径芽再

生和多倍体诱导技术已成功应用于多个枣和酸枣品

种，并成功获得了枣和酸枣的纯合四倍体和三倍

体[11-15]。其次，对榆树截面处理 3 d即可观察到愈伤

组织，20 d后单枝截面出芽数高达 20个，并成功获

得榆树多倍体[11，15]。另外，李超[10]对影响农杆菌遗传

转化效果的因素进行了分析，获得了‘月光’枣的转

API、Bt基因的再生芽。说明田间愈伤组织途径芽

再生在诱变和遗传转化中具有很大的应用潜力。在

石榴的再生体系研究中，由于次生代谢旺盛，离体再

生较难，再生率不高、再生芽的数目和生长速度不

高，其研究远远滞后于其他果树[16]。由于石榴可通

过压条、扦插、嫁接等多种方式进行扩繁，而这些方

法均是细胞全能性在活体中的具体体现，为石榴田

间愈伤组织芽再生体系的广泛应用提供了实践依

据。在本研究中，我们分析了不同激素浓度、不同激

素组合及枝条粗度等因素对石榴田间愈伤组织形成

及芽再生的影响，成功建立了石榴田间愈伤组织形

成及芽再生的技术体系，这对于木本植物来说，是一

种开拓性的进步，为通过石榴倍性、诱变育种或遗传

转化等方式快速高效获得纯的变异材料提供了良好

的理论基础。

植物激素是细胞、组织、器官等培养过程中不可

缺少的物质，激素的种类、浓度和配比是影响愈伤组

织形成与再生成功与否的关键因素。在石榴离体再

生体系研究中，应用较多的激素是 6-BA、NAA、

TDZ，KT、IBA、GA3等。如王菲等 [16]研究认为石榴

带芽茎段的最佳增殖培养基为B5 + IBA 0.5 mg·L-1+

6-BA 0.6 mg·L-1+ AgNO3 0.3 mg·L-1 + GA3 0.2 mg·L-1。

张全军等[17]研究认为石榴茎段的最适增殖培养基为

MS+6-BA 0.3 mg· L-1 + KT 0.3~0.4 mg· L-1 +NAA 0.1

mg· L-1。陈延惠等[5]认为石榴叶片最佳不定芽分化

培养基为MS + NAA 0.3 mg· L-1＋TDZ 1.5 mg· L-1 +

KT（1.5-2.0）mg· L-1，并且认为在分化阶段使用TDZ

不定芽再生率可高达 92%。陈海燕等[18]认为‘泰山

红’石榴离体叶片再生的适宜培养基为 MS + KT

1.0 mg· L-1+6-BA 2.0 mg· L-1 + GA3 0.5 mg· L-1。本研

究发现仅有TDZ处理的单枝截面出芽率较低，而与

其他激素相结合后再生芽显著提高，与在植物离体

培养中若以TDZ为主或TDZ添加浓度较高时，难以

成苗的结果基本一致[19-20]。此外，在TDZ、AgNO3浓度

不变的条件下，与NAA+KT组合相比，单加 6-BA、

IBA或两种激素都添加的情况下，均能相对提高石

榴的单枝截面出芽数，而且同时添加两种激素的出

芽数最高，说明6-BA、IBA对出芽影响较大，而NAA

和KT的影响较小，其结果与前人在石榴离体培养

中的研究相一致[17]。另外，陈海燕等[18]研究发现在

‘泰山红’石榴离体叶片再生培养基中添加 6-BA和

KT后，叶片不定芽的再生率和再生芽数目均显著增

加。而且在石榴不定芽诱导培养基中加入一定量的

GA3，不定芽生长和伸长速度加快，芽苗长势较好[17]，

能显著提高芽的分化质量和增殖系数。在本研究中

发现在TDZ和AgNO3浓度不变的条件下，低浓度的

GA3+KT+6-BA、GA3+KT+IBA和GA3+KT+6-BA+

IBA等组合均能提高单枝截面出芽数，而且4 mg· L-1

TDZ+2 mg· L- 1 AgNO3+0.5 mg· L- 1 GA3 +1 mg· L- 1

KT+3 mg· L-1 6-BA+0.3 mg· L-1 IBA处理出芽最早，

出芽数最多，是石榴田间诱导芽再生的理想组合。

而且，研究发现不同激素浓度和组合多表现随着浓

度的提高，出芽率反而降低的趋势，说明激素的用量

并非越高越好，而是有一个适宜的使用范围[16]。总

体来说，生长调节剂之间并不是独立作用于愈伤组

织诱导芽的再生，而是存在着交互作用，对这些交互

作用还有待于进一步研究分析。

另外，愈伤组织的数量、发育状态、枝条粗度和

AgNO3的浓度等对再生体系也有一定影响。随着愈

伤等级的提高，出芽数呈增加的趋势。在本研究中，

发现 5 级愈伤组织比 4 级愈伤组织出芽数相对较

高。其次，直径在1.0~2.0 cm的枝条比较容易出芽，

这与前人在枣中的研究结果相一致，这可能是由于
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新梢的出愈能力更强的原因 [10-11]。其次，研究报道

在石榴离体培养中加入AgNO3具有抑止乙烯产生，

促进器官发生和不定芽分化，提高增殖系数，防止愈

伤组织产生褐化等作用 [21]。在本研究中，未加Ag-

NO3的截面愈伤出芽数相对较低，而在同等条件下

加入了AgNO3的处理较易形成愈伤和不定芽。但

AgNO3浓度过低，对愈伤的形成和单枝出芽数影响

不大，AgNO3浓度过高对愈伤组织形成与出芽反而

有抑制作用。因此，AgNO3浓度为2.0 mg·L-1时对愈

伤的形成和单枝出芽效果最好[12]。

4 结 论

‘突尼斯’软籽石榴田间愈伤组织形成及芽再生

体系的研究结果表明：处理4 mg· L-1 TDZ+2 mg· L-1

AgNO3 +0.5 mg· L- 1 GA3 +1 mg· L- 1 KT+3 mg· L- 1

6-BA+0.3 mg· L-1 IBA效果最佳，出芽最早，出芽数

最多。其次，选择直径在 1.0~2.0 cm的枝条比较容

易出芽，并减少对树体的伤害。下一步在获得高效

诱导枝干截面愈伤并发生不定芽的基础上，还应当

进一步研究影响石榴遗传转化及诱变的措施，并最

终通过此途径获得转化植株和多倍体，为石榴的遗

传改良提供理论基础，也为其他木本植物的遗传转

化和诱变提供参考。
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