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大木枣叶柄愈伤组织分化培养研究
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（陕西省红枣繁育工程重点实验室，延安大学 生命科学院，陕西 延安７１６０００）

　　摘　要：以ＫＴ、ＺＴ、ＩＡＡ为外源激素，采用正交实验法，对由枣树叶柄诱导出的继代培养１代
的愈伤组织进行分化培养研究。结果表明：在愈伤组织分化培养过程中３种外源激素对枣树愈
伤组织分化率和死亡率的影响是一致的，均为ＺＴ＞ＫＴ＞ＩＡＡ。分化率最高达到５８．８２％，最低
为０％；死亡率最高达到４３．４２％，最低为１５．０７％。Ｆ检验３种外源激素对分化率和死亡率的影
响都不显著，通过极差分析最终确定分化培养合适的激素组合为ＫＴ　４．０ｍｇ／Ｌ＋ＺＴ　１．０ｍｇ／Ｌ＋
ＩＡＡ　０．０３ｍｇ／Ｌ
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　　枣树是我国特有果树，因其含大量的维生素而被
誉为“天然维生素丸”［１］。枣树是栽培果树种中极为耐
旱、耐寒、抗胁迫的树种，一直旱涝保收，在我国北方地
区被誉为“铁杆庄稼”［２］。但枣树繁育技术相对落后，
在主产区新品种选育大多采用芽变苗优中选优的方

式。枣树愈伤组织诱导和培养已有报道［３－７］。通过枣
树愈伤组织培育新品种也有报道［８－９］。愈伤组织诱导
所用的材料也各不相同。但对叶柄诱导出的愈伤组织
分化研究尚未见报道，该研究目的是通过一个世代继
代培养就开始分化，以期为枣树愈伤组织快速分化提
供依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
材料取自陕西省红枣繁育工程重点实验室组培与

育种研究室的继代培养２代的枣树试管苗叶片诱导出
的愈伤组织。
１．２　试验方法
将枣树试管苗叶片按陈宗礼［３］等筛选的方法，由

叶柄诱导出愈伤组织。将诱导出的愈伤组织在陈宗礼
等［４］筛选的培养基中继带１代。然后以ＫＴ（２．０、４．０、
６．０ｍｇ／Ｌ）、ＺＴ（１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ）、ＩＡＡ（０．０１、０．０２、
０．０３ｍｇ／Ｌ）作为外源激素，采用三因素三水平正交实
验进行分化研究。无菌条件下将继代培养的愈伤组织
切成０．５ｃｍ２，接种在以 ＭＳ为基本培养基的分化培养
基上，培养基中附加蔗糖２０ｇ／Ｌ、琼脂５．５ｇ／Ｌ、在
１２１℃下灭菌２２ｍｉｎ，ＩＡＡ通过０．２２μｍ滤膜过滤灭菌
加入培养基中。接种前在培养基在室温下贮存３ｄ。
接种后在散光条件下培养７ｄ然后转入光下培养，光
照强度为（１　５００±２００）ｌｘ，每天１２ｈ光照。于培养开
始每周观察１次，统计分化率和死亡率。
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化出的芽体数。数据依据统计学原理在Ｅｘｃｅｌ　２００３中
分析。分化率＝已分化愈伤组织块数／总接种愈伤组
织块数×１００％；死亡率＝死亡愈伤组织块数／总接种
愈伤组织块数×１００％。

２　结果与分析
经过统计在第５周数据不再发生变化，结果见

表１。
２．１　不同培养基组合对枣树愈伤组织分化率和死亡
率的影响

见光培养７ｄ后，在愈伤组织的下表面就有叶片
长出（图１），随着培养时间的增加，逐渐长出芽、随后慢
慢形成无根的枣树试管苗。这一期间形成的试管苗和
其分化的愈伤组织块生长在一起。这一过程大约持续
２１ｄ。愈伤组织培养２５ｄ后几乎不再分化出芽体，只
是随着培养时间的增加，已经分化形成的芽苗开始长
高（图３）。３５ｄ后在愈伤组织上分化出来的芽体开始
慢慢死亡。分化率最高的培养基组合为 Ｆ６达到
５８．８２％，其次是Ｆ１达到５３．３３％，分化率最小的是Ｆ８
没有分化出芽体。愈伤组织块的死亡过程均是先从和
培养基接触的表面开始，随后由四周向中间慢慢死亡，
这一过程最快为３ｄ，最慢的持续到培养结束（图３）。
所有培养基组合中Ｆ９死亡率最高达到４３．４２％，Ｆ６和
Ｆ８也达到了３０％以上，Ｆ１死亡率最低为１５．０７％。
２．２　不同激素组合对枣树愈伤组织芽体分化平均数
的影响

不同激素组合和对枣树愈伤组织平均分化芽体数

的影响明显不同，其中Ｆ１、Ｆ６、Ｆ７　３个组合每块愈伤组
织分化芽体平均数均超过了３个（图２）。其中Ｆ６最
多，为每块愈伤组织平均分化出４．７个。３个组合中其
中Ｆ１细胞分裂素和生长素的比例为３００∶１；Ｆ６为
６００∶１；Ｆ７为２３３．３∶１。Ｆ８中没有分化出芽体。另
外Ｆ３平均每块愈伤组织分化出２．６个芽体，其细胞分
裂素和生长素的比例为１６６．７∶１。愈伤组织分化芽体
数量在时间上呈现先后顺序。较先分化出的芽体愈伤
组织上，芽体已经开始伸长生长，分化较晚的愈伤组织
才开始芽体分化；而且在同一块愈伤组织上分化速度
和时间也是不同步的（图４）。在研究中这一过程没有
规律可循。
２．３　不同激素浓度对枣树愈伤组织分化率和死亡率
的影响

随着ＫＴ浓度的增大，枣树愈伤组织的分化率表
现出微小的先增大后减小的趋势，ＫＴ的第２个水平愈
伤组织分化率最高，平均达到４１．１３３３％；死亡率一直
在增大，最大值出现在ＫＴ的第３个水平，平均值达到
３１．４９３３％。随ＺＴ含量的增加愈伤组织的分化率出现
先降低后增大的现象，最大分化率出现在ＺＴ的第１个
水平，平均值达４３．７５％；死亡率一直在增大，最大死亡
率出现在ＺＴ的第３个水平，均值达到３５．８８６７％。随
ＩＡＡ含量的增加，愈伤组织分化率出现先降低后增加
的现象，最大分化率出现在ＩＡＡ的第３个水平，平均
分化率达到４１．２５％；死亡率一直在降低，最大值出现

图１　愈伤组织分化　图２　同一块愈伤组织上
　　　　　　　　　　　　　　分化出多个芽体

图３　芽体伸长生长和　　图４　不同步分化
愈伤组织死亡　　　　　　　　　　

在ＩＡＡ的第１个水平，平均值为２８．８６６７％。
２．４　外源激素对枣树愈伤组织分化率和死亡率的极
差和Ｆ检验
由表１可知，对枣树愈伤组织分化率和死亡影响

最大的是均是ＺＴ，其次是ＫＴ、然后是ＩＡＡ。就分化率
而言，ＺＴ各水平之间的差值达到２４．３０６７，ＫＴ为
２０．０２００，ＩＡＡ为１６．９４３３；死亡率ＺＴ各水平之间的差
值为１８．６４，ＫＴ为１１．９８３３，ＩＡＡ为４．６８６７。由表２可
知，ＫＴ对枣树愈伤组织分化率和死亡率的Ｆ值分别
为１．５２８２和５．８４１５；ＺＴ对枣树愈伤组织分化率和死
亡率的Ｆ值分别为１．９８５５和１２．９５２２；ＩＡＡ对枣树愈
伤组织分化率和死亡率的Ｆ 值分别为０．９２１６和
０．８１９０。均小于临界值。说明差异不显著。所以适合
枣树愈伤组织分化培养激素组合为Ａ２Ｂ１Ｃ３。

３　讨论
３．１　激素对枣树愈伤组织分化培养的影响
外源激素对枣树愈伤组织分化影响的研究主要集

中在高浓度细胞分裂素诱导芽的分化和高浓度生长素

诱导根的分化２个方面。陈宗礼等［３］研究认为，６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ有利于从愈伤组织中诱导
芽的形成，细胞分裂素和生长素的比例为５∶１，诱导率
为４５％，但其在诱导分化以前对愈伤组织继代培养了
５０代；陈宗礼等［１０］在沾化冬枣上的研究表明，６－ＢＡ
１．８ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．３ｍｇ／Ｌ有利于诱导不定芽的形成，
分化率在４０ｄ左右。何业华等［１１］研究发现用 ＫＴ
４．０ｍｇ／Ｌ＋ＺＴ　１．７５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．０１５ｍｇ／Ｌ可以
获得比较好的不定芽分化效果，枣树品种不同不定芽
分化效果有所差异，最高达到３０％，在分化培养以前
对枣树愈伤组织继代培养了５代。胡影等［１２］研究认
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　　表１　 ２８ｄ后愈伤组织分化培养结果统计
处理 因素水平 分化率％ 平均芽数／块 死亡率％

Ａ（ＫＴ）／ｍｇ·Ｌ－１　 Ｂ（ＺＴ）／ｍｇ·Ｌ－１　 Ｃ（ＩＡＡ）／ｍｇ·Ｌ－１　 Ｃ（空列）
Ｆ１　 １（２．０） １（１．０） １（０．０１） １　 ５３．３３　 ３．３　 １５．０７
Ｆ２　 １（２．０） ２（１．５） ２（０．０２） ２　 ２５　 ２　 １６．８８
Ｆ３　 １（２．０） ３（２．０） ３（０．０３） ３　 ４３．７５　 ２．６　 ２６．５８
Ｆ４　 ２（４．０） １（１．０） ２（０．０２） ３　 ３１．２５　 １．１　 １９．４８
Ｆ５　 ２（４．０） ２（１．５） ３（０．０３） １　 ３３．３３　 １　 ２８．７７
Ｆ６　 ２（４．０） ３（２．０） １（０．０１） ２　 ５８．８２　 ４．７　 ３７．６６
Ｆ７　 ３（６．０） １（１．０） ３（０．０３） ２　 ４６．６７　 ３．８　 １７．１９
Ｆ８　 ３（６．０） ２（１．５） １（０．０１） ３　 ０　 ０　 ３３．８７
Ｆ９　 ３（６．０） ３（２．０） ２（０．０２） １　 １６．６７　 １　 ４３．４２

Ｔ１ 分化率 １２２．０８　 １３１．２５　 １１２．１５　 １０３．３３ ∑＝３０８．８２ ∑＝２３８．９２
死亡率 ５８．５３　 ５１．７４　 ８６．６　 ８７．２６

Ｔ２ 分化率 １２３．４　 ５８．３３　 ７２．９２　 １３０．４９
死亡率 ８５．９１　 ７９．５２　 ７９．７８　 ７１．７３

Ｔ３ 分化率 ６３．３４　 １１９．２４　 １２３．７５　 ７５
死亡率 ９４．４８　 １０７．６６　 ７２．５４　 ７９．９３

ｘ
－
１
分化率 ４０．６９３３　 ４３．７５　 ３７．３８３３
死亡率 １９．５１　 １７．２４６７　 ２８．８６６７

ｘ
－
２
分化率 ４１．１３３３　 １９．４４３３　 ２４．３０６７
死亡率 ２８．６３６７　 ２６．５０６７　 ２６．５９３３

ｘ
－
３
分化率 ２１．１１３３　 ３９．７４６７　 ４１．２５
死亡率 ３１．４９３３　 ３５．８８６７　 ２４．１８

Ｒ 分化率 ２０．０２　 ２４．３０６７　 １６．９４３３
死亡率 １１．９８３３　 １８．６４　 ４．６８６７

　　表２ 愈伤组织分化培养结果的Ｆ检验
差异来源 平方和 自由度 方差 Ｆ值 Ｆ０．０５ Ｆ０．０１
ＫＴ（Ａ） 分化率 ７８４．３７０４　 ２　 ３９２．１８５２　 １．５２８２　 １９　 ９９

死亡率 ２３５．０５６９　 ２　 １１７．５２８４　 ５．８４１５
ＺＴ（Ｂ） 分化率 １　０１９．０６６１　 ２　 ５０９．５３３０　 １．９８５５

死亡率 ５２１．１８１６　 ２　 ２６０．５９０８　１２．９５２２
ＩＡＡ（Ｃ） 分化率 ４７３．０２６９　 ２　 ２３６．５１３４　 ０．９２１６

死亡率 ３２．９５７１　 ２　 １６．４７８５　 ０．８１９０
误差（ｅ） 分化率 ５１３．２６６１　 ２　 ２５６．６３３０

死亡率 ４０．２３８９　 ２　 ２０．１１９４
总和（Ｔ） 分化率 ２　７８９．７２９４　 ８　 ３４８．７１６２

死亡率 ８２９．４３４４　 ８　 １０３．６７９３

为，ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．１ｍｇ／Ｌ有利于不定芽的分
化，分化率为５０％；ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ有利
于不定根的分化，分化率为５０％，其细胞分裂素和生长
素的分化比例分别为２０∶１和２∶１。程佑发等［１３］在民
勤小枣上的研究结果表明，枣树愈伤组织在含０．５～１．０
ｍｇ／Ｌ的２，４－Ｄ或ＩＢＡ的培养基上能分化出根。该研究
的结果和上述结果有所差别的主要原因可能是所用的

材料和分化培养继代次数的差异。该研究分化较好的
培养基组合细胞分裂素和生长素的含量比例很大。
一般认为合适浓度的细胞分裂素和生长素会促进

植物组织培养过程中的外植体生长，过高浓度的细胞分
裂素和生长素会抑制外植体生长。国内文献中没有提
及枣树愈伤组织分化培养过程中的死亡和褐化问题，认
为在分化培养过程中由于大量的使用了外源激素，又由
于使用外源激素的目的是为了获得特定的目的，所以在
愈伤组织培养过程中褐化和死亡是不可避免的。
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