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Abstract: Using in vitro leaves of Zizyphus jujuba ‘ Kongfusucui爷 plantlet as explants, effects of culture method,
phytohormone proportion and culture time on induction rate of adventitious shoot from leaves and effects of sucrose
concentrations in rooting media on rooting of adventitious shoot were studied. The results show that induction rate of
adventitious shoot by two鄄step culture method (firstly cultured on medium 玉 for four weeks then cultured on medium 域 for
three weeks) is significantly higher than that by one鄄step culture method (cultured continuously on medium 玉 for seven
weeks). Phytohormone proportion in medium 玉 has an obviously influence on induction rate of adventitious shoot, which
gradually increases with increasing of TDZ concentration in medium 玉. And adding 1. 0 mg·L-1 TDZ in medium 玉 leads
to induction rate with above 80% . With culture time prolonging ( cultured for 1, 2, 3 or 4 weeks on medium 玉,
respectively), induction rate increases gradually. Sucrose concentration has a significant effect on rooting of adventitious
shoot, sucrose with higher concentration (30 g·L-1) is beneficial to rooting. According to induction rate and growth status
of adventitious shoot, it is determined that optimal culture method of adventitious shoot induction from Z. jujuba
‘Kongfusucui爷 leaves is two鄄step culture method, that is, leaves firstly cultured on WPM medium containing 1. 0 mg·L-1

TDZ and 0. 5 mg·L-1 IAA for four weeks, and then cultured on WPM medium containing 0. 5 mg·L-1 IAA and 1. 0
mg·L-1 GA3 till adventitious shoot produced.
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摇 摇 红枣营养丰富、富含维生素,深受广大消费者喜爱,但由

于枣(Zizyphus jujuba Mill.)树在生长过程中经常受到细菌、真
菌等病害的危害,制约了红枣的产量。 通过品种改良可以获

得优良的枣树品种,但由于枣胚败育率高及落花落果严重等

因素,导致利用常规杂交育种方法很难达到品种改良的目的。
基因工程的外源基因遗传转化技术为植物抗病品种的选育提

供了育种新途径, 而遗传转化技术的成功应用则主要依赖于

植物高效再生体系的建立。 因此,建立枣树的高效再生体系

是实现其分子育种的首要步骤,对枣树的品种选育至关重要。
‘孔府酥脆爷枣(Zizyphus jujuba ‘Kongfusucui爷)是优良的鲜

食枣品种之一,但该品种植株在种植过程中易感染枣疯病,严
重影响其产量。 有关枣及其不同品种离体叶片不定梢诱导的

研究较多[1-5] ,但由于基因型的不同,这些研究成果均不适用

于‘孔府酥脆爷枣叶片不定梢再生。 迄今为止,尚未见有关‘孔

府酥脆爷枣离体叶片不定梢再生方面的报道。 作者研究了培

养方法和外源植物激素添加量对‘孔府酥脆爷枣离体叶片不定

梢再生的影响,以期获得‘孔府酥脆爷枣叶片不定梢再生的最

佳培养条件,为将抗枣疯病基因转入‘孔府酥脆爷枣的遗传转

化研究奠定基础。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

实验用‘孔府酥脆爷枣试管苗由作者所在实验室培养,在
增殖培养基(含 2 mg·L-1 BA、 0. 4 mg·L-1 IBA、 30 g·L-1蔗

糖和 6 g·L-1琼脂的 MS 培养基,pH 5. 8)上继代保存约 30 d。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 不定梢诱导培养基激素配比摇 根据预实验结果,选择
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WPM培养基[6] 为基本培养基 ,均含有30 g·L-1 蔗糖和6
g·L-1琼脂,并在灭菌前将培养基酸碱度调整至 pH 5. 8。 根据

添加植物激素的种类及质量浓度分为 2 组培养基(玉和域 ),
分别用于愈伤组织诱导和不定梢诱导。 培养基玉共 6 种,分别

添加不同质量浓度的 TDZ(0. 1、0. 5、1. 0 mg·L-1 )和 IAA
(0. 1、0. 5 mg·L-1):玉1 含 0. 1 mg·L-1 TDZ 和 0. 1 mg·L-1

IAA;玉2 含 0. 1 mg·L-1 TDZ 和 0. 5 mg·L-1 IAA;玉3 含 0. 5
mg·L-1 TDZ 和 0. 1 mg·L-1 IAA; 玉4 含 0. 5 mg·L-1 TDZ 和

0. 5 mg·L-1 IAA; 玉5 含 1. 0 mg·L-1 TDZ 和 0. 1 mg·L-1

IAA; 玉6 含 1. 0 mg·L-1 TDZ 和 0. 5 mg·L-1 IAA。 培养基域
共 2 种: 域1 含 0. 1 mg·L-1 IAA 和 1. 0 mg·L-1 GA3; 域2 含

0. 5 mg·L-1 IAA 和 1. 0 mg·L-1 GA3。
1. 2. 2摇 不定梢诱导培养流程的筛选摇 不定梢诱导培养基本流

程为:从试管苗顶端摘取刚展开的幼嫩叶片,将叶片垂直于中

脉横切后接种于培养基玉上,叶片近轴面接触培养基;叶片在

培养基玉上培养 4 周后转移到培养基域上培养 3 周。 在培养

基玉上的培养条件为:暗培养,培养温度为(25依2) 益;在培养

基域上的培养条件为:培养温度为(25依2) 益,光照时间为

14 h·d-1,光照度为 2 500 lx。
为确定不同培养方法对不定梢诱导的影响,在上述基本

培养流程的基础上设置 2 种培养方式 18 种培养组合,分别为

一步培养方式(在 6 种培养基玉上连续培养 7 周)和两步培养

方式(在 6 种培养基玉上培养 4 周后再分别转接到 2 种培养基

域上培养 3 周)。 另外,为研究愈伤组织诱导培养时间对不定

梢诱导的影响,对两步培养方式中叶片在培养基玉上的培养

时间进行了不同的设置(分别为 1、2、3 和 4 周)。
每处理接种 3 瓶,每瓶接种 10 个外植体,各处理均重复 3

次。 在培养基域上培养 3 周后,记录再生不定梢的叶片数并计

算不定梢的诱导率,结果取平均值。
1. 2. 3摇 不定梢的增殖和生根培养摇 将在培养基域上获得的不

定梢(芽)转移到增殖培养基(含 2. 0 mg·L-1BA、0. 4 mg·L-1

IBA、30 g·L-1蔗糖和 6 g·L-1琼脂的 MS 培养基,pH 5. 8)上
进行继代和增殖培养,待不定梢在增殖培养基上长至 1. 5 cm
以上时分别转移至 2 组生根培养基上进行生根诱导。 生根培

养基分别为:含 0. 5 mg·L-1 IBA、20 g·L-1蔗糖和 6 g·L-1琼

脂的 1 / 4MS 培养基(pH 5. 8);含 0. 5 mg·L-1 IBA、30 g·L-1

蔗糖和 6 g·L-1琼脂的 1 / 4MS 培养基(pH 5. 8)。 不定梢增殖

和生根培养条件与不定梢诱导的光照培养条件相同。
每处理 4 瓶,每瓶转接 15 个不定梢,每处理重复 3 次,培

养 30 d 后观察并统计生根的不定梢数量,计算生根率。 生根

率的计算公式为:生根率 = (生根不定梢数 /接种的不定梢总

数)伊100% 。
1. 3摇 数据分析

采用 DPS V3. 01 数据处理软件对实验数据进行分析,采
用 Duncan爷s 新复极差法进行多重比较,并对差异显著性(P =
0. 05)进行检验。

2摇 结果和分析

2. 1摇 ‘孔府酥脆爷枣叶片不定梢诱导的 3 个影响因素分析

采用不同的培养方式,‘孔府酥脆爷枣叶片在激素配比不

同的培养基上诱导培养不同时间后不定梢的诱导率见表 1。

表 1摇 培养方式、激素配比及培养时间对‘孔府酥脆爷枣叶片不定梢诱
导率的影响(軍X依SD)
Table 1 摇 Effects of culture method, phytohormone proportion and
culture time on induction rate of adventitious shoot from leaves of
Zizyphus jujuba ‘Kongfusucui爷(軍X依SD)

培养
方式1)

Culture
method1)

不同培养时间的诱导率 / % 2)

Induction rate at different culture times2)

1 周
One week

2 周
Two weeks

3 周
Three weeks

4 周
Four weeks

玉1 0. 0g 摇
玉1-域1 4. 6依1. 2e摇 6. 0依1. 3d 18. 8依6. 2cd 39. 5依4. 3f
玉1-域2 4. 9依1. 8e 6. 1依0. 9d 18. 2依4. 2d 40. 2依3. 7f
玉2 0. 0g
玉2-域1 15. 7依2. 5d 18. 3依2. 5c 25. 2依1. 9abcd 48. 0依3. 3e
玉2-域2 27. 3依2. 5ab 30. 1依3. 2a 29. 7依3. 5ab 49. 0依3. 3e
玉3 0. 0g
玉3-域1 5. 0依2. 6e 7. 3依3. 1d 23. 7依4. 0bcd 58. 0依2. 2d
玉3-域2 9. 6依3. 1e 10. 9依2. 0d 26. 3依3. 0abc 58. 6依3. 3d
玉4 0. 0g
玉4-域1 29. 3依4. 0a 30. 3依2. 5a 31. 7依1. 5a 65. 2依3. 5c
玉4-域2 15. 7依3. 8d 18. 3依3. 8c 25. 1依4. 9abcd 68. 2依2. 6c
玉5 0. 0g
玉5-域1 9. 3依3. 5e 10. 6依2. 7d 28. 1依1. 6ab 81. 6依1. 7b
玉5-域2 20. 3依4. 0cd 21. 0依4. 4bc 28. 3依4. 1ab 82. 8依3. 0b
玉6 0. 0g
玉6-域1 25. 3依4. 5abc 28. 7依3. 2a 29. 9依4. 6ab 88. 5依1. 3a
玉6-域2 23. 3依3. 5abc 25. 3依4. 7ab 27. 8依5. 2ab 86. 2依2. 2ab

摇 1)玉1: 0. 1 mg·L-1TDZ-0. 1 mg·L-1 IAA; 玉2: 0. 1 mg·L-1 TDZ-
0. 5 mg·L-1 IAA; 玉3: 0. 5 mg·L-1 TDZ-0. 1 mg·L-1 IAA; 玉4:
0. 5 mg·L-1 TDZ-0. 5 mg·L-1 IAA; 玉5: 1. 0 mg·L-1 TDZ-0. 1
mg·L-1 IAA; 玉6: 1. 0 mg·L-1 TDZ-0. 5 mg·L-1 IAA; 域1: 0. 1
mg·L-1 IAA-1. 0 mg·L-1 GA3; 域2: 0. 5 mg·L-1 IAA-1. 0
mg·L-1 GA3 .

摇 2)数据为叶片在培养基玉上连续培养 7 周或分别培养 1、2、3 或 4 周
后再转接至培养基域上培养 3 周后的不定梢诱导率 These data
indicate induction rate of adventitious shoot from leaves cultured
continuously on medium 玉 for seven weeks, or cultured on medium 玉
for one, two, three or four weeks, respectively and then cultured on
medium 域 for three weeks; 同列中不同的小写字母表示差异显著
(P< 0. 05 ) Different small letters in the same column indicate the
significant difference (P<0. 05) .

2. 1. 1摇 培养方式的影响 摇 由表 1 可见,采用一步培养法在 6
种培养基玉上连续培养 7 周后叶片均没有分化出不定芽,仅
能产生由黄白色变为褐色的愈伤组织;而采用两步培养法,将
在培养基玉上培养不同时间的外植体转移到培养基域上后,
所有处理组都能诱导产生不定梢,但各处理组不定梢的诱导

率不同。 说明两步培养法对‘孔府酥脆爷枣叶片不定梢诱导是

有效的。
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2. 1. 2摇 培养基中激素配比的影响摇 由表 1 还可见,叶片在培

养基玉上培养 4 周后,培养基玉中 TDZ 的质量浓度对不定梢

的诱导率有显著影响,随着 TDZ 质量浓度提高,不定梢的诱导

率显著增加。 培养基玉中生长素 IAA 的质量浓度对叶片不定

梢的诱导率也有明显影响,在 TDZ 质量浓度较低(0. 1 和 0. 5
mg·L-1)的培养基中添加 0. 5 mg·L-1 IAA,不定梢的诱导率

显著高于添加 0. 1 mg·L-1 IAA 的培养基;但在 TDZ 质量浓度

较高(1. 0 mg·L-1)的培养基中添加不同质量浓度的 IAA,不
定梢诱导率的差异不大。

培养基域中 IAA 的质量浓度对提高不定梢诱导率基本没

有作用,但对不定梢的生长势有一定影响。 在添加了 0. 5
mg·L-1 IAA 的培养基域上诱导培养比在含 0. 1 mg·L-1 IAA
的培养基域上更有利于不定梢的伸长生长,这可能与一定浓

度的生长素具有促进细胞伸长、刺激生长的功能有关[7-8] 。
2. 1. 3摇 在培养基玉上不同培养时间的影响摇 由表 1 可见,叶
片在培养基玉上培养 1、2 或 3 周后再转接到培养基域上培养,
不定梢的诱导率均较低,绝大部分处理组的不定梢诱导率都

在 30%以下;而在培养基玉上培养 4 周的叶片不定梢的诱导

率则大幅度提高,表明适当延长在培养基玉上的培养时间对

不定梢诱导率的提高有一定作用。 另外,为明确 TDZ 在‘孔府

酥脆爷枣叶片不定梢诱导培养过程中的作用,作者还将叶片在

含 1. 0 mg·L-1TDZ 的培养基玉上的培养时间延长至 3 个月和

4 个月,均没有观察到不定芽形成,但将叶片转移到培养基域
上培养 1 周后即可观察到不定梢,转接 2 周后不定梢的诱导率

可达 60%以上,说明培养基域与‘孔府酥脆爷枣叶片不定芽分

化启动有关。
2. 2摇 不定梢的增殖和生根

将获得的不定梢转移到增殖培养基上继续培养,不定梢

的增殖生长和伸长生长状况均较良好,月增殖倍数约为 3。 生

根培养基中其他成分保持一致,分别添加 30 和 20 g·L-1 蔗

糖,不定梢的生根率分别为 89. 9%和 81. 4% ,每株生根数分别

为 2. 8 和 2. 3,显示生根培养基中蔗糖的质量浓度对不定梢的

生根有显著影响,较高的蔗糖浓度有利于不定梢生根。

3摇 讨论和结论

虽然枣树叶片不定梢诱导已在一些品种或类型上获得了

成功[1-4, 9-10] ,但因基因型的不同,所采用的不定梢诱导方法也

有所不同,获得的再生率也各不相同。 陈宗礼等[1] 以 MS 为基

本培养基,采用两步培养方法获得了‘沾化冬枣爷不定梢,不定

梢的再生率为 40% ;而 Gu 等[2] 以 WPM 为基本培养基,采用

一步培养方法使‘沾化冬枣爷不定梢再生率最高可达 89. 5% ;
以 MS 为基本培养基,采用两步培养方法获得的‘黄骅冬枣爷不

定梢的再生率达 92. 5% [3] ;而以 WPM 为基本培养基,采用两

步培养方法获得的酸枣不定梢的再生率为 100% [4-5] ;通过先

诱导叶片不定根,再由不定根诱导不定芽也成功获得了‘赞皇

大枣爷不定梢植株,但再生率很低,在 20% 以下[9] 。 这些结果

均表明,基因型和培养方法对枣树叶片不定梢的再生都有重

要影响。 本研究中,采用两步培养法的‘孔府酥脆爷枣叶片不

定梢的再生率较高,与已报道的能获得较高不定梢再生率的

两步培养方法相似[3-5] ,都在含细胞分裂素的培养基上培养一

定的时间,然后转接至含生长素和赤霉素的培养基上培养。
综合考虑不定梢诱导率及其生长势,确定‘孔府酥脆爷枣

离体叶片不定梢诱导的最佳培养方法为采用两种培养基(培
养基玉和培养基域)的两步培养法。 其中,最佳培养基玉为含

1. 0 mg·L-1TDZ 和 0. 5 mg·L-1 IAA 的 WPM 培养基,最佳培

养基域为含 0. 5 mg·L-1 IAA 和 1. 0 mg·L-1GA3的 WPM 培养

基。 本实验结果为‘孔府酥脆爷枣的工厂化育苗及采用生物技

术手段改良品种提供了技术基础。 这一培养方法也为不同枣

品种叶片的不定梢诱导提供了参考依据。
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