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柿砧木优系L938离体快繁技术建立

檀苏红 1，邓少宁 2，程梦叶 1，刘博威 1，张 驰 2，

李 双 2，朱陈宇 2，耿晶晶 1，2*，王文江 1，2*

（1国家北方山区农业工程技术研究中心·河北省山区农业技术创新中心·

河北农业大学，保定 071000；2河北农业大学园艺学院，保定 071000）

摘 要：【目的】L938是从君迁子中选育出的适宜中国北方地区应用的甜柿优良砧木，但因缺乏再生体系，使其规模化

生产受到影响。高效稳定再生体系的建立有利于资源保存，同时也是开展组培快繁和遗传转化研究的基础，因此建立

柿砧木优系L938的高效离体快繁体系，可为品种推广及组培苗规模化繁育提供技术支持和参考依据。【方法】以柿砧

木L938为试材，重点探讨了不同外植体材料、消毒时间、植物生长调节剂浓度配比组合对其再生过程的影响。【结果】

（1）新梢（4月份）相较于休眠芽、新梢（5月份）为最适宜君迁子优系L938启动培养的外植体，消毒入瓶后成活率最高，

可达71.33%。（2）启动培养阶段随着HgCl2消毒时间的延长，新梢外植体污染率整体呈下降趋势，采用0.1 g·L-1 HgCl2

处理40 min灭菌效果最好，成活率可达35.30%。（3）1/2MS培养基较适宜进行君迁子L938组培苗的继代培养，新梢增

殖系数达到 4.4。（4）以 1/2MS+1.0 mg · L-1 NAA+1.0 mg · L-1 IBA为生根培养基，暗处理 7 d后转至光下，生根率可达

93.33%，根长为29.08 cm，根系表面积为19.53 cm2、根系体积为1.05 cm3。【结论】建立的柿砧木优系L938高效离体快繁

体系，可为组培苗规模化繁育提供科学依据和参考。
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Abstract:【Objective】L938 is a widely compatible and cold resistant rootstock selected from Diospy-

ros lotus L.. The cultivation practice in Shandong has proved its good grafting compatibility with non-

PCNA (pollination constant non-astringent) persimmons such as Fuyu and Taishu, and can be applied as

a cold resistant rootstock for non-PCNA persimmons in northern China. However, the elite line L938 of

date plum is a male plant and cannot produce seeds, making its large- scale application a challenge.

Therefore, in vitro rapid propagation technology of L938 for efficient reproduction of its asexual root-

stock is important for large-scale nursery stock production of persimmon.【Methods】This study used

persimmon rootstock L938 as the material and explored the effects of different explant materials, disin-

fection times, and plant growth regulator combinations on its regeneration process. New shoots (May),

dormant buds, and new shoots (April) of L938 were used as explants, which were rinsed with laundry
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detergent and placed under flowing water for 30 minutes before disinfecting treatment with 0.1% HgCl2

for 40 minutes. Effects of different types of explants on the initiation culture of L938 were studied.

Stem segments during the growth period of L938 were used as the test material. The middle and upper

parts of the new shoots were cut into segments before soaking in 5% laundry detergent water for 5

minutes, and then rinsed with running water for 30 minutes. After the stem segments were disinfected in

0.1 g · L-1 HgCl2 for 10, 20, 30, 40, or 50 minutes in an ultra-clean workbench, they were inoculated on

1/2MS medium and the effect of disinfection time on the plant regeneration from the explants were

studied. In vitro seedlings with a plant height of about 1.5 cm growing on 1/2MS + 1.0 mg · L-1 6-BA +

0.1 mg · L-1 NAA medium were selected for subculture treatments. In an ultra-clean workbench, axillary

buds of the in vitro seedlings were cut out and inoculated on 1/2MS, (1/2N) MS, or 1/4MS basic medi-

um each containing 0.1 mg · L-1 IAA+2.0 mg · L-1 ZT. Then the effects of different basic media (1/2MS,

(1/2N) MS, and 1/4MS) on the subculture of line L938 were studied. Robust in vitro shoots with a

height of 2.0-3.0 cm were treated with six plant growth regulator combinations, namely, NAA (0.5 or

1.0 mg · L-1) +IBA (1.0, 2.0, or 4.0 mg · L-1), for root induction. Then the effects of different NAA+IBA

combinations on rooting rate, root length, root surface area, and root volume were studied.【Results】Af-

ter 30 days, the pollution rate, browning rate and survival rate of new shoots (May), dormant buds and

new shoots (April) were investigated. The results showed that compared to the dormant buds and the

new shoots (May), the new shoots (April) were the most suitable explants for in vitro culture of L938

date plum. After 40 minutes of disinfection with 0.1 g · L- 1 HgCl2, the survival rate of explant from the

new shoots (April) was up to 71.33%. 30 days after the explants were disinfected with 0.1 g · L-1 HgCl2

for 10, 20, 30, 40, or 50 minutes, the contamination rate, browning rate, and survival rate of the ex-

plants were calculated. The results showed that prolonging the disinfection time with HgCl2 could re-

duce the contamination rate of the explants. The best disinfection effect was achieved by treating with

0.1 g·L-1 HgCl2 for 40 minutes, with a survival rate of 35.3%. The axillary buds of were excised from the

in vitro seedlings and inoculated onto 1/2MS, (1/2N) MS, or 1/4MS basic media containing 0.1 mg · L- 1

IAA+2.0 mg · L-1 ZT. After 30 days, the proliferation coefficient of new shoots and the grading of new

shoots from the in vitro seedlings were recorded. The results indicated that 1/2MS medium was more

suitable for subculture of date plum L938, with a new shoot proliferation coefficient of 4.4. Single buds

of from the tissue culture seedlings were inoculated into medium supplemented six combinations of

NAA (0.5, 1.0 mg · L-1) and IBA (1.0, 2.0, 4.0 mg · L-1) to induce rooting. After 90 days, the root length,

root surface area and root volume were measured. The results showed that in the treatment of 1/2MS＋

1.0 mg·L-1 NAA+1.0 mg·L-1 IBA medium, the rooting rate, root length, root surface area and root vol-

ume were 93.33% , 29.08 cm, 19.53 cm2 and 1.05 cm3, respectively.【Conclusion】This study first

screened the most suitable explants and disinfection time for the initiation culture of the date plum Line

L938. Results showed that when new shoots (May) were used as explants, the survival rate could reach

71.33% after 40 minutes of disinfection with 0.1 g · L- 1 HgCl2. Then 1/2MS medium was found to be

most suitable for subculture of date plum L938 tissue cultured seedlings, with a shoot proliferation coef-

ficient of 4.4. Finally, 1.0 mg·L-1 NAA+1.0 mg·L-1 IBA was the most suitable combination for inducing

roots. The study established an efficient in vitro regeneration and rapid propagation technology system

of persimmon rootstock superior line L938.

Key words: Diospyros lotus; Tissue culture; Explants; Disinfection time; Rooting

1876



，等：柿砧木优系L938离体快繁技术建立第9期

君迁子（Diospyros lotus L.）系柿科（Ebenaceae）

柿属（Diospyros）高大落叶乔木，又名黑枣、软枣

等[1]，是柿属植物中经济价值较高的种类[2]，因其实

生发芽率和幼苗移栽成活率高、出苗健壮生长快，且

具有较强的综合抗逆性（抗旱性、抗寒性、耐盐碱），

常作为柿（D. kaki）优良抗性砧木在南北方地区广泛

应用[3]。

与中国主要柿资源涩柿相比，甜柿成熟后无需

任何人工处理即可脆食，经济价值更高，然而其主栽

品种均源于日本。富有系甜柿品质好，但与中国常

用的君迁子砧木嫁接亲和性较差，难以成活，严重制

约了优良甜柿品种的推广和发展，因此筛选广亲和

优良甜柿砧木迫在眉睫。国家柿种质资源圃的柿园

中偶然发现一株以君迁子为砧木的富有成龄树，将

该砧木命名为L938。经多年研究表明其与部分优

良甜柿品种，如富有、太秋等，嫁接后亲和性表现良

好，且耐寒性强，较适宜作为中国北方地区甜柿砧木

进行推广应用[4]。但L938为雄性植株，自身不能产

生种子（采用实生繁殖其优良性状难以保留，且后代

与甜柿嫁接后表现出较差的亲和性），使其规模化繁

殖应用成为难题。因此，利用组培快繁技术建立君

迁子优系L938再生体系，高效繁殖其无性系自根砧

木，对柿专用砧木的品种形成及其规模化生产和应

用具有重要意义。

与其他木本树种相比，柿属植物在组培过程中

易出现外植体褐变、再生诱导率低[5]、生根诱导难等

现象，污染、褐变和玻璃化是影响其离体快繁技术建

立的三大因素，相较于污染和玻璃化，褐化现象更难

控制[6]。虽然目前已有部分柿属植物再生体系的研

究，但仍存在实验操作繁琐、培养周期过长、遗传稳

定性差且再生效率低等问题[7]。

笔者在本研究中以柿砧木L938为试材，重点探

讨了不同外植体材料、消毒时间、植物生长调节剂浓

度配比组合对其再生过程的影响，旨在建立柿广亲

和砧木L938离体快繁体系，为其规模化应用奠定基

础。

1 材料和方法

1.1 材料

试验在河北农业大学进行，试材为研究基地定

植的柿砧木优系L938君迁子（国家柿种质资源圃）；

外植体采自生长旺盛、无病虫害的L938的新梢和休

眠芽；继代培养材料为株高1.5 cm左右的组培苗；生

根材料为长势健壮的2~3 cm幼嫩组培苗。

1.2 方法

1.2.1 启动培养 （1）不同外植体对君迁子优系

L938启动培养的影响。12月下旬剪取1年生枝条，

放入冷库（0 ℃）储藏，翌年3月底将枝条剪成长15~

20 cm、含 3~4个芽的茎段，将茎段插入含有细蛭石

的育苗穴盘中，置于薄膜小拱棚保湿培养，不定期喷

水，保持基质湿润，当新梢休眠芽萌动时，用手术刀

剥除芽外侧 2~3个鳞片，切下休眠芽作为外植体使

用。4月中旬，当新梢长至 1~2 cm时切下新梢茎段

作为外植体使用。5月中旬剪取L938新梢，作为外

植体使用。

以上 3种外植体经洗衣粉漂洗后，置于自来水

下冲洗30 min，在超净工作台中，用0.1% HgCl2消毒

40 min，消毒期间数次摇晃使外植体与HgCl2溶液充

分接触，之后用灭菌水将外植体冲洗4~5次，用滤纸

将表面的水轻轻擦干，接种至 1/2MS（1.0 mg · L-1

6-BA+0.1 mg·L-1 IAA+30 g·L-1蔗糖+7.5~8.0 g·L-1琼

脂）培养基上进行培养。每瓶放置1个外植体材料，

每个处理接种50瓶，3次重复，30 d后统计外植体的

污染率、褐化率和成活率。

（2）不同消毒时间对君迁子优系L938新梢启动

培养的影响。以生长期中的L938茎段为试材，剪取

新梢的中上部，每节切成一个枝段，置于洗衣粉水

（含量为 5%）中浸泡 5 min后流水下冲洗 30 min，用

滤纸擦干表面水分后在超净工作台中用 0.1 g · L-1

HgCl2 进行消毒，设 5 个时间处理（10、20、30、40、

50 min），处理期间数次摇晃，使试材与HgCl2溶液充

分接触，之后用无菌水将表面残留的HgCl2冲洗干

净，接种至1/2MS培养基上进行启动培养，每瓶放置

1个外植体材料，每个处理接种20瓶，3次重复，30 d

后统计外植体的污染率、褐化率、成活率。

1.2.2 继代培养 为探究不同基本培养基对君迁

子优系L938继代培养的影响，选取生长在 1/2MS+

1.0 mg · L- 1 6-BA+0.1 mg · L- 1 NAA 培养基中、株高

1.5 cm左右的君迁子组培苗，进行继代培养。在超

净工作台中将君迁子组培苗腋芽切下接种到分别

含有0.1 mg·L-1 IAA+2.0 mg·L-1 ZT的1/2MS、（1/2N）

MS、1/4MS基本培养基中。每个处理 60瓶，设 3次

重复，30 d后统计组培苗的新梢增殖系数和新梢分

级。以下是增殖新梢高度分级标准：

檀苏红 1877
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(150个外植体）
50

50 隶属
1 13 0.26 26 1 26.67 1.15470 b 0.5714
1 13 0.26 26 2 32.67 1.15470 a 1.0000
1 14 0.28 28 3 18.67 3.05505 c 0.0000
2 16 0.32 32
2 16 0.32 32
2 17 0.34 34
3 8 0.16 16
3 9 0.18 18
3 11 0.22 22

50 隶属
1 9 0.18 18 1 18.67 1.15470 b 0.2766
1 9 0.18 18 2 41.33 2.30940 a 1.0000
1 10 0.20 20 3 10.00 2.00000 c 0.0000
2 20 0.40 40
2 20 0.40 40
2 22 0.44 44
3 5 0.10 10
3 4 0.08 8
3 6 0.12 12

50 隶属
1 27 0.54 54 1 54.67 1.15470 b 0.6622
1 27 0.54 54 2 22.00 2.00000 c 0.0000
1 28 0.56 56 3 71.33 2.30940 a 1.0000
2 10 0.20 20
2 11 0.22 22
2 12 0.24 24
3 35 0.70 70
3 35 0.70 70
3 37 0.74 74

污染率                Contamination rate 褐化率                                           Browning rate成活率                                     Survival rate
新梢(4月份) 18.67 10.00 71.33
新梢(5月份) 26.67 18.67 54.67
休眠芽 32.67 41.33 22.00

新梢(4月份) 3.05505 c
2.00000 c
2.30940 a

新梢(5月份) 1.15470 b
1.15470 b
1.15470 b

休眠芽 1.15470 a
2.30940 a
2.00000 c

外植体污染率

外植体褐化率

外植体成活率
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新梢（4月份）New shoots (April)                            

新梢（5月份）New shoots (May)                            

休眠芽 Dormant buds

不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。下同。

Different small letters indicate significant differences among treat-

ments (p＜0.05). The same below.

图 1 不同外植体对君迁子优系 L938 启动培养的影响

Fig. 1 Effect of different explants on the initiation culture

of L938 date plum

一级新梢：新梢高度0~1.0 cm；

二级新梢：新梢高度＞1.0~2.0 cm；

三级新梢：新梢高度＞2.0 cm。

1.2.3 生根培养 为探究不同生长调节剂种类及

质量浓度组合对君迁子优系 L938生根的影响，以

1/2MS为基本培养基，采用NAA（0.5、1.0 mg·L-1）和

IBA（1.0、2.0、4.0 mg·L-1）不同组合，共6种培养基处

理（表1）。

选取株高为 2.0~3.0 cm、长势健壮的君迁子优

系L938组培苗单芽，分别接种到6种不同培养基中

进行生根诱导培养，每个组培瓶中放置4株外植体，

每个处理接种5瓶，设3次重复，暗培养7 d后置于正

常光照下培养。接种45 d后开始每隔5 d统计一次

生根率并观察记录其生根状态，直至90 d后测定其

生根根系的长度、表面积和体积（采用Epson Scan根

系扫描仪）。

表 1 生根培养生长调节剂质量浓度组合配比

Table 1 Combination ratio of growth regulators for

rooting culture

处理编号

Process number

T1

T2

T3

T4

T5

T6

ρ（NAA）/
（mg·L-1）

0.5

0.5

0.5

1.0

1.0

1.0

ρ（IBA）/
（mg·L-1）

1.0

2.0

4.0

1.0

2.0

4.0

1.2.4 培养条件 研究中所使用的培养基中均含有

30 g·L-1蔗糖和 7.5~8.0 g·L-1琼脂，pH为 5.8~6.0；植

物培养室温度 26 ℃，光照度 2000~3000 lx，相对湿

度70%，每天光照培养时间为16 h，黑暗培养时间为

8 h。

1.2.5 数据处理 试验中的数据汇总及其整理使用

Microsoft Excel 2010软件，方差分析使用SPSS 26.0

统计分析软件，多重比较（显著水平为0.05）使用邓肯

复极差法。采用隶属函数法对不同处理中的各项生

根评判指标进行综合评价，加和计算不同处理的各

项指标的隶属函数值，从而得出排名。隶属函数值

的计算公式为R（Xi）＝（Xi-Xmin）/（Xmax-Xmin），i＝1，2，

3，…，n（Xi为同一指标在不同处理中的测定值，Xmax和

Xmin为该指标在不同处理中的最大值和最小值）[8]。

增殖系数＝分化的新梢数/接种数；

污染率/%=污染的外植体数/接种的总外植体

数×100；

褐化率/%=褐化的外植体数/接种的总外植体

数×100；

成活率/%=成活的外植体数/接种的总外植体

数×100；

生根率/%=生根的外植体数/接种的总外植体

数×100。

2 结果与分析

2.1 不同外植体对君迁子优系L938启动培养的影

响

在君迁子L938启动培养中，选取外植体既是首

要环节也是进行育苗的核心步骤。由图1的试验结

果可知，取材时期的不同，致使外植体的污染率、褐

化率、成活率存在显著差异，其中休眠芽的污染率和

褐化率最高，均显著高于新梢（5 月份）、新梢（4 月

份），分别为 32.67%、41.33%，成活率最低，仅为

22%。新梢（4 月份）的污染率（18.67%）和褐化率

（10.00%）均最低，且成活率显著高于新梢（5月份）

和休眠芽，可达71.33%。综合污染率、褐化率、成活

率 3 项指标分析，新梢（4 月份）是最适宜君迁子

L938启动培养的外植体材料。

2.2 不同消毒时间对君迁子优系L938启动培养的

影响

外植体消毒效果对后续无菌苗的获得起决定性

作用，因此，适宜的消毒时间对君迁子优系L938启

百
分
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%
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动培养至关重要。由表2可知，随着HgCl2灭菌时间

的延长，新梢外植体的污染率整体呈下降趋势，采用

0.1 g·L-1 HgCl2灭菌10 min，污染率高达50.0%，将消

毒时间延长到50 min时，污染率降至16.7%，但随着

HgCl2消毒时间的延长，外植体褐化率整体呈上升趋

势，植物组织损伤情况逐渐严重，说明延长HgCl2灭

菌时间在降低污染率的同时，对外植体也产生了不

可逆伤害。就成活率而言，各处理间呈现先上升后

下降的趋势，HgCl2灭菌10 min时成活率最低，仅为

11.7%，显著低于其他处理。随着灭菌时间的延长，

成活率开始逐渐上升，当HgCl2处理为40 min时，外

植体成活率达到最高（35.3%），显著高于其他处理

组，而当将灭菌时间进一步延长至50 min时，成活率

下降至20.0%。因此，综合污染率、褐化率、成活率3

项指标，最适宜君迁子优系L938新梢（4月份）的灭

菌时间为0.1 g·L-1 HgCl2灭菌40 min。

2.3 不同基本培养基对君迁子优系L938继代培养

的影响

图 2为君迁子优系L938组培苗在不同继代培

养基中的生长状态，可以看出1/2MS（图2-B）中组培

苗的植株高度以及生长状态明显优于（1/2N）MS（图

2-C）和 1/4MS（图 2-D）。表 3 结果显示，组培苗在

1/2MS和（1/2N）MS中新梢增殖系数无明显差异，但

均显著高于1/4MS；在一级新梢数方面，1/2MS显著

高于 1/4MS，（1/2N）MS和 1/4MS差异不显著；二级

新梢数与一级新梢数结果相同；,3个处理间的三级

新梢数无显著差异。试验结果表明，1/2MS培养基

较适宜进行君迁子L938组培苗的继代培养，新梢增

殖系数达到了4.40。

A. 继代培养所使用的高度为 1.5 cm 左右的 L938 组培苗；B~D. 30 d 统计时，1/2MS（B）、（1/2N）MS（C）、1/4MS（D）中组培苗的生长状态，

标尺=1 cm。

A. L938 tissue culture seedlings with a height of about 1.5 cm were used for subculture; B-D. 30 d timing, growth status of in vitro seedlings in

1/2MS (B), (1/2N) MS (C) and 1/4MS (D), bars=1 cm.

图 2 君迁子优系 L938 继代培养状态

Fig. 2 Subculture status of date plum superior line L938

A B C D

表 2 不同 HgCl2消毒时间对君迁子优系 L938 新梢

启动培养的影响

Table 2 Effects of different HgCl2 disinfection times on the

initiation culture of L938 date plum

灭菌时间

Sterilization
time/min

10

20

30

40

50

污染率

Contamination
rate/%

50.0 a

43.3 a

35.0 b

25.7 c

16.7 d

褐化率

Browning
rate/%

38.3 b

36.7 b

41.7 b

39.0 b

63.3 a

成活率

Survival
rate/%

11.7 c

20.0 b

23.3 b

35.3 a

20.0 b

表 3 不同培养基类型对君迁子优系 L938 新梢增殖的影响

Table 3 Effects of different media on shoot proliferation of L938 date plum

培养基类型

Medium type

1/2MS

（1/2N）MS

1/4MS

新梢增殖系数

New shoot growth coefficient

4.40 a

4.08 a

3.36 b

一级新梢数

Number of first-order shoots

3.53 a

3.28 ab

2.87 b

二级新梢数

Number of secondary shoots

0.78 a

0.62 ab

0.43 b

三级新梢数

Number of tertiary shoots

0.23 a

0.15 a

0.08 a

注：不同小写字母在同一列中表示差异显著（p＜0.05）。

Note: Different small letters in the same column indicate significant differences among treatments (p＜0.05).
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2.4 NAA和 IBA质量浓度组合处理对君迁子优系

L938生根培养的影响

NAA+IBA 不同质量浓度组合对君迁子优系

L938生根影响显著。由君迁子优系L938生根状态

结果（图3）可知，T4、T5、T6的根系数量及长度显著

优于T1、T2、T3，但叶片却出现一定程度的黄化。

由图4可知，不同处理间生根率、根长、根表面积、

根系体积均有显著差异。其中，T4处理（1.0 mg·L- 1

NAA+1.0 mg · L- 1 IBA）相较于其余处理根系最长

（29.08 cm），且生根率高达93.33%，显著高于其他处

理组。其次是T5处理（1.0 mg·L-1 NAA+2.0 mg·L-1

IBA），T5处理的根长、根系表面积、根系体积与T4

标尺=1 cm。Bars=1 cm.

图 3 不同植物生长调节剂组合处理后君迁子优系 L938 生根状态

Fig. 3 Rooting status of L938 buds after treatment with different plant growth regulator combinations

A B B

A B B

T1 T2 T3

T4 T5 T5 T6

图 4 不同植物生长调节剂组合处理对君迁子优系 L938 生根培养的影响

Fig. 4 Effects of different concentrations of plant growth regulators on rooting index of superior line L938 of date plum
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无明显差异。T4、T5、T6处理的生根率、根长、根表

面积和根系体积均高于T1、T2、T3处理，说明采用

1.0 mg · L-1 NAA诱导君迁子优系L938生根的效果

要优于 0.5 mg · L-1 NAA。在NAA质量浓度相同的

情况下，随着 IBA质量浓度增加，生根率、根长、根表

面积、根系体积逐渐呈下降趋势。

不同处理生根指标的综合隶属函数值排序为：

T4＞T5＞T6＞T1＞T2＞T3（表4），因此综合各处理

的生根状态及综合隶属函数值排名，最适宜君迁子

优系L938诱导生根的植物生长调节剂质量浓度组

表 4 君迁子 L938 的各项生根指标隶属函数值

Table 4 Affiliation function values of rooting indexes of L938 date plum

处理
Treatment

T1

T2

T3

T4

T5

T6

生根率
Rooting
percentage

0.190 5

0.333 3

0.000 0

1.000 0

0.667 0

0.761 9

根长
Root
length

0.213 2

0.000 0

0.072 9

1.000 0

0.972 6

0.477 4

根表面积
Root
surface area

0.229 7

0.000 0

0.092 9

0.971 8

1.000 0

0.495 1

根体积
Root
volume

0.240 1

0.000 0

0.120 4

0.910 6

1.000 0

0.494 4

综合隶属函数值
Synthesize membership
Function values

0.873 5

0.333 3

0.286 2

3.882 4

2.639 3

2.228 7

排名
Ranking

4

5

6

1

2

3

合为T4（1.0 mg·L-1 NAA+1.0 mg·L-1 IBA）。

3 讨 论

在植物组织培养过程中，外植体的选取既是基

础环节也是培育出优质再生植株的核心步骤。根据

细胞全能性学说，在适宜的生长条件下，植物所有器

官、组织均具备成长为完整植株的能力，然而不同植

物的不同组织、同一组织的不同部位，其再生分化的

能力存在差异[9]。在木本植物中，常用的外植体有

茎尖和茎段（带腋芽/不带腋芽）[10]、叶片、叶柄、上/下

胚轴等。另外，也有部分植物通过培养花药 [11]、

胚[12]、子叶[13]等方式获得再生植株。吕中一等[8]以君

迁子的萌动芽、春梢、腋芽、休眠芽作为外植体，筛选

最适合的外植体材料，结果发现萌动芽的成活率显

著高于其余 3种外植体，达到 60%。谢启鑫等[14]以

君迁子叶片作为外植体，研究了不同叶片部位（顶

部、中部、基部、叶柄、全叶）对愈伤组织形成及不定

芽诱导的影响，结果表明叶片部位不同，其愈伤组织

形成及不定芽诱导存在差异，叶片基部的愈伤组织

发生率、不定芽诱导率以及平均不定芽的数量都显

著高于其余部位，分别为 100%、19.0%和（2.0±0.5）

个。外植体的不同部位及取材时期在再生过程中存

在差异。笔者在本研究中对外植体选择方面进行研

究，发现4月份新梢最适宜作为君迁子优系L938的

外植体，不仅成活率高，而且污染、褐化程度轻微，这

与前人相关研究结果有所差异，多数柿属植物组培

通常都采用休眠芽作为外植体，因为休眠芽细胞分

裂能力强且增殖速度快。但在本试验中休眠芽在启

动培养阶段褐化死亡率极高，这可能是由于L938与

其他柿品种基因型不同，需要长时间升汞灭菌。

外植体消毒彻底与否直接影响组织培养的结

果：消毒时间过短，病菌存在导致外植体污染现象严

重不利于无菌材料的获得；消毒时间过长又会对外

植体产生毒害作用，组织损伤过大从而导致褐化或

者死亡，因此，适宜的消毒液种类和恰当的消毒时间

对无菌苗的获取有着至关重要的作用。常用的消毒

剂有75%乙醇、升汞（HgCl2）、次氯酸钠（NaClO）、硝

酸银、多菌灵等，在试验中可选用一种或几种消毒

剂组合配比施用。覃换玲等 [15]采用 75%乙醇（10、

30 s）和0.1% HgCl2（6、8、10 min）组合的方式对小果

甜柿当年生带芽嫩枝茎段进行消毒，结果表明将外

植体用 75%乙醇处理 10 s、0.1%HgCl2消毒 8 min成

活率为 76.67%，显著高于其余组合处理。刘彬等[16]

以小果甜柿的休眠芽为外植体，经 75%乙醇消毒

30 s，再使用不同浓度次氯酸钠（0.5%、1.0%、2.0%、

2.5%）消毒 6 min，结果表明休眠芽经 75%乙醇消毒

30 s，再使用1%次氯酸钠消毒6 min，消毒效果最佳，

成活率为 62.56%。在本研究中外植体最佳灭菌处

理为0.1 g·L-1 HgCl2消毒40 min，较前人研究中消毒

时间明显延长，可能是由于外植体的来源不同，其携

带的病菌种类及数量也不同，导致消毒时间延长。

基础培养基对组培苗的生长发育影响较大，外

植体不同其培养基类型也存在差异，因此选择适宜的

培养基对再生体系的建立具有重要意义。植物组织
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培养过程中大多会使用MS、（1/2N）MS、WPM、DKW

等基本培养基。刘一凤 [17]以 1/2MS、1/2MS（1/2N）

和 1/2DKW为基本培养基，探究不同培养基类型对

小果甜柿生根的影响，结果表明小果甜柿在 1/2MS

（1/2N）培养基中生长健壮，生根率和根平均条数均

高于其他两种培养基。刘晓娜等[18]以上西早生柿的

组培苗为外植体，比较 MS、1/2MS、（1/2N）MS、

DKW、WPM 5种基本培养基对其快繁增殖的影响。

结果表明 DKW 培养基中 N、P、K 含量高于（1/2N）

MS培养基，组培苗的生长状态优于其余 4种培养

基，这与Kochanová等[19]的结果相似。李晶等[20]以君

迁子的休眠芽为外植体，接种到1/2MS、（1/2N）MS、

DKW基本培养基中进行初代培养，研究发现DKW

培养基最适宜君迁子初代培养。笔者在本研究中以

1/2MS、（1/2N）MS、1/4MS 为基本培养基进行继代

培养，结果表明1/2MS为君迁子L938组培苗继代培

养的最适培养基，与前人的结论不相符，可能是试材

的差异造成的。

柿属植物普遍存在生根难的问题，笔者在本试

验中采用不同质量浓度的NAA+IBA组合进行处理，

发现生根效果好的T4、T5、T6处理组为 1.0 mg · L-1

的 NAA，而生根效果较差的 T1、T2、T3 处理组为

0.5 mg·L-1 NAA，说明高质量浓度的NAA对L938组

培苗的生根有利，但对其地上部代谢可能产生一定

影响，例如叶绿素的合成等，导致叶片发黄。刘洋[21]

在君迁子生根培养中发现在 IBA质量浓度固定的条

件下，随NAA浓度增高叶片出现发黄现象；张彦妮

等[22]在复叶槭中的研究发现，增加NAA质量浓度可

有效提高茎段生根率，但质量浓度过大其长势会下

降，与本研究中结果类似。

目前，国内外学者在柿属植物组培快繁方面开

展了大量工作，也取得了一定的成果，但生产上实质

性进展仍比较缓慢。分析其原因，笔者认为主要为

以下两个方面。一是柿属植物生根难，主要表现在

生根率低、生根慢。刘一凤[17]以添加1.0 mg·L-1 IBA

的 1/2MS为基本培养基，对小果甜柿的组培苗进行

生根诱导，生根率仅为 40.5%。影响生根的因素有

很多，包括品种自身遗传特性、培养基类型、继代次

数[23]、培养条件，激素组合等。此外，还有一些生长

素类似物，如 4-三氟甲基吲哚、4-氯吲哚-3-乙酸 [24]

等。其中植物激素的种类及浓度配比是影响生根的

重要因素之一。艾鹏飞等[25]及Martini等[26]的研究表

明，IAA更适合生根培养，且所生根系发育健壮，有

利于后期的炼苗移栽。刘聪娟等 [27]采用正交的方

法，研究了不同浓度的 IBA+IAA组合处理对三种甜

柿品种生根的影响，结果表明将外植体接种到含有

1.0 mg·L-1 IBA+1.0 mg·L-1 IAA的1/2 MS培养基中，

生根率可达 90%。本试验中，在 1.0 mg · L- 1 NAA+

1.0 mg · L-1 IBA处理条件下，L938生根率虽然达到

93.33%，相较于部分柿属植物略高，但其生长速度

仍较慢，转移到生根培养基后约 50 d才开始生根。

二是组培苗移栽成活率低。周瑞金等[28]以无核君迁

子生根苗为试材进行大田移栽，其移栽成活率为

63%。此过程受环境因素影响特别大，同时品种间

存在明显差异，笔者课题组也进行了相关试验，然而

效果均不理想，目前该部分研究仍在持续重点进行

中。

4 结 论

新梢（4 月份）相较于新梢（5 月份）、休眠芽成

活率高，可达 71.33%，为君迁子优系L938启动培养

的最适宜外植体。以生长期中的君迁子L938茎段

作为外植体，经 0.1 g · L-1 HgCl2处理 40 min后灭菌

效果最佳，外植体的成活率达 35.3%，显著优于其

余处理。以株高达 1.5 cm左右的君迁子组培苗为

外植体，采用1/2MS培养基进行继代培养，新梢增殖

系数达到了 4.4，为君迁子L938组培苗继代培养的

最适培养基。T4（1.0 mg·L-1 NAA、1.0 mg·L-1 IBA）

为君迁子优系 L938 最适生根组合，生根率达

93.33%，根长 29.08 cm，根表面积 19.53 cm2、根系体

积1.05 cm3。
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