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摘　要：采集定植于温室中苗木上的叶片和组培瓶中农大 5 号钙果分化苗、壮苗叶片，进行离体叶片再

生芽诱导及其植株再生体系研究。结果表明，温室叶片诱导不定芽的最佳培养基为 1/2MS+IAA 0.1 mg/L+NAA 

0.05 mg/L+6-BA 0.8 mg/L，培养基中全部元素减半；组培分化苗叶片和壮苗叶片诱导不定芽的最佳培养基

为 1/2MS+IAA 0.05 mg/L+NAA 0.1 mg/L+6-BA 0.8 mg/L，培养基中大量元素减半；辅助因子以培养基中添加

AgNO3 0.2 mg/L、全光照、叶片反放和带叶柄的叶基部等措施配合取得了最高的芽诱导率。
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 Abstract：In this study, leaves of Chinese dwarf cherry variety Nongda No.5 were collected from greenhouse 

cultivated seedlings and tissue cultured seedlings respectively. Bud induction and plant regeneration were  studied. 
Theoptimum medium for adventitious buds induction of leaves from greenhouse was 1/2MS+IAA 0.1 mg/L+NAA 
0.05 mg/L+6-BA 0.8 mg/L, in which all the nutrients were halved.The best medium for adventitious buds induction 
of leaves from tissue cultured seedlings was1/2MS+IAA 0.05 mg/L+NAA 0.1 mg/L+6-BA 0.8 mg/L, in which 
macro-elements were halved. Moreover, auxiliary factor studies showed that the highest bud induction rate was 
achieved with the combination of adding 0.2 mg/L AgNO3 into the medium, full light exposure, turning leaves 
upside down and using leaves with petioles.

Key words：Chinese dwarf cherry; Nongda No.5；leaves adventitiousbuds; regeneration

钙果，种名欧李（Cerasus humilis Bunge），

果实中含有丰富的维生素、矿物质、蛋白质和各

种氨基酸，每 100 g 含钙量达 60 mg，被称为天

然的补钙水果［1-6］。山西农业大学经过近 30 年

的研究，已选育出农大 4 号、农大 5 号等系列

优良品种，为钙果的人工栽培提供了丰富的良

种资源。采用组织培养可以迅速扩大良种苗木，

由于钙果树体矮小、结果早，离体再生技术不

仅可以繁育良种苗木，还可作为基因转化、功

能基因验证提供一种适宜于果树的模式植物，

为果树的品种改良提供有效的生物技术途径。

目前，关于钙果诱导器官分化、再生的研究已

有一些报道［3，5］，但在品种、外植体来源、辅

助处理、炼苗移栽等方面还不够完整。本研究



38

从钙果叶片诱导不定芽、芽的继代增值、生根

和驯化移栽成苗到最终建立完整的无性繁殖体

系进行试验，为完善钙果植株再生体系研究奠

定理论基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

2011 年将山西农业大学园艺研究所温室中

的农大 5 号钙果 2 年生苗及其组培实验室中的

组培继代苗、壮苗引种到佛山市农科所的温室

和组培室。

1.2　试验方法

1.2.1　外植体的处理　从温室中取 2 年生农大

5 号钙果苗新梢顶端 2~3 片刚展开的嫩叶，放

入烧杯。叶片经 75% 酒精 30 s 和 2% 次氯酸钠

2 min 消毒后，用无菌水再清洗 3~4 次，置于无

菌滤纸吸干表面水分，叶片切去边缘，并切去

与灭菌剂接触过的一段叶柄，接入培养基中。

直接切取组培瓶中的继代苗和壮苗中上部已展

开的叶片用于试验培养。

1.2.2　叶片诱导不定芽培养基的筛选　基本培

养基为 MS 培养基，日常光照时间为 14 h/d，光

照强度 2 000 lx 左右，培养温度 24（±2）℃。

（1）不同生长调节物的筛选。采用培养

基 IAA（0、0.05、0.1 mg/L），NAA（0、0.05、

0.1 mg/L），6-BA（0.8、1.0、1.2 mg/L）， 培

养基〔MS、1/2MS（半）、1/2MS（全）〕4 因

素 3 水平正交试验设计，共 9 个处理，每个处

理接种 5~6 瓶，每瓶放 3~4 个叶片，两次重复，

其中 1/2MS（半）指 MS 的大量元素用量减半；

1/2MS（全）指 MS 的全部元素用量减半。将叶

片灭菌后去其边缘，在与叶片主脉垂直方向横

切两刀，使其边缘相连，内部均分为 3 部分后

叶背向上放置于培养基上。观察叶片的动态变

化，调查发生愈伤组织和不定芽诱导的情况。

（2）AgNO3、照光、叶片放置方式、部位

等因素筛选。以不定芽诱导率较高的 8 号和 6

号培养基为基础，将叶片去头去尾，再切掉边缘，

将叶片均匀切成叶尖、叶中和带一点叶柄的叶

基 3 部分。设置 AgNO3（0、0.1、0.2 mg/L）、

照光（全光照、暗培养、无光照）、放置方式（正

放、反放、侧放）、部位（叶基、叶中、叶尖）

4 因素 3 水平正交试验，其中正放指叶背接触

培养基；反放为指叶面接触培养基；侧放指与

主脉相平行的叶缘一边垂直插入培养基中一半，

共9个处理，每个处理两个重复，每个重复6瓶，

接种 30 d 后，观察其诱导效果，计算诱导率。

芽诱导率（%）= 再生出不定芽的外植体数

/ 接种的外植体总数 ×100

1.2.3　叶片诱导出不定芽的继代培养　将叶片

诱导出的不定芽先在 MS+IAA 0.05 mg/L 培养基

中壮苗后，再接种到 MS+6-BA 0.05 mg/L+IAA 

0.05 mg/L 培养基上循环壮苗，观察其芽苗生

长状态。将经过壮苗的茎段和茎尖转接到

MS+6-BA 0.2 mg/L 培养基上分化培养，两次

重复，每次重复接种 30 个高约 1 cm 的健壮

继代茎段，20 d 后调查其总增殖数、增殖率、

分化芽的健壮情况及其可利用程度。

增殖率（%）=
增殖芽体总数

接种茎段数
×100

1.2.4　叶片再生不定芽的生根培养　叶片再生

不定芽在 MS+6-BA 0.05 mg/L+IAA 0.05 mg/L 培

养基上培养 22 d 后，选长势健壮的茎段部分进

行继代培养，部分截取 1.5 cm 左右茎尖接种到

生根培养基：1/2MS+IAA 1.2 mg/L，2 次重复，

每个重复接种 5 瓶，每 18 根一瓶，15 d 后调查

其生根率。

生根率（%）=
生根苗总数

接种茎尖数
×100

1.2.5　叶片再生植株的炼苗与移栽　（1）第

一阶段：光培炼苗、闭瓶炼苗和开瓶炼苗。

组培苗在生根培养基上培养约 15 d 后，根系

长到 0.5~1.0 cm，将生根苗玻璃瓶移入室温

25~28℃、光照 5 000~8 000 lx 的温室进行光培

闭瓶炼苗。10 d 后生根苗有新叶长出，叶片变

大增厚，根系长到约 3 cm，植株已复壮。此时

将封口膜打开进行开瓶炼苗。将 1 000 倍的多菌

灵液加入生根苗瓶内，杀菌液的高度约 0.5 cm，

在室温 25~28℃、光照 5 000~8 000 lx 条件下开

瓶炼苗 2~3 d。炼苗过程中，对炼苗温室也要进

行杀菌消毒。

（2）第二阶段：基质炼苗。瓶内炼苗后，



39

将生根苗轻轻从玻璃瓶取出，用 1 000 倍多菌

灵液清洗消毒后移栽到消过毒的基质（深层土：

泥炭：河沙：珍珠岩）中，浇透水，并扣小拱棚，

上面加盖遮阳网，约 40 d 后，幼苗基本由异养

为主变成自养能适应温室环境，完成驯化过程。

（3）第三阶段：营养杯炼苗。基质炼苗后，

苗长 5~8 cm，当基部开始半木质化，根系变为

褐色，有大量的毛细跟产生时，将幼苗移栽到

营养杯中，浇透水，并扣小拱棚缓苗一周。之

后去掉小拱棚，小苗开始快速生长。约 30 d 炼

苗生长后，去掉营养杯，带上土坨定植到大田

中，进行正常的田间管理。最后调查炼苗移栽

成活率。

炼苗成活率（%）= 移入营养钵后成活苗数
从以组培室移入炼苗温室时的生根苗总数

×100

试验数据采用邓肯方差分析进行处理。

2　结果与分析

2.1　叶片诱导不定芽的动态变化  
钙果叶片在接种 3 d 弯曲隆起开始启动，

叶柄部位开始逐渐膨大。培养 10 d 左右，叶柄

伤口部位和主脉伤口部位产生少量愈伤，同时

从叶柄的形成层处与产生愈伤的结合处出现绿

色芽点，有的从膨大叶柄上分化出绿色芽点，

有的从愈伤组织中分化出绿色芽点。3 d 左右即

可看到幼小的芽体长出，从小芽体周围分化出

簇状幼芽，并不断增多，一个诱导部位最多可

以分化 30 多个芽体，但芽的质量有强弱之分。

其次产生芽的部位为叶片中部主脉伤口处，且

几乎都是从叶背上诱导出芽。诱导出芽的时间

主要集中在接种后 10~15 d，约有 90% 的不定

芽都在此时间段内诱导出来，且多数不定芽较

壮，但部分芽出现了玻璃化现象（图1，封二）。

此后仍有少量芽继续从叶片边缘或其他部位产

生，但一般诱导出的不定芽较弱。

2.2　培养基和不同植物生长调节剂对叶片诱导

芽再生的影响

2.2.1　温室叶片诱导芽　从表1可以看出，8号

处理的不定芽再生诱导率平均达41.05%，6号

处理次之，平均诱导率为31.6%，其他处理均

较差。由极差分析可知，培养基是影响不定芽

诱导的主要因子。各因素的主次关系为培养基

＞NAA＞6-BA＞IAA，最佳培养基及激素配比

为1/2MS（全部元素减半）+IAA 0.1 mg/L+NAA 

0.05 mg/L+6-BA 0.8 mg/L，即8号处理最佳。次

之为1/2MS（大量元素减半）+IAA 0.05 mg/L+NAA 

0.1 mg/L+6-BA 1.0 mg/L（与6号处理中的6-BA稍

有差异）。

通过上述分析，筛选出钙果温室叶片诱导

不定芽的最佳培养基为 1/2MS（全部元素用量

减半），其次为 1/2MS（大量元素用量减半），

生长调节剂配比为 IAA 0.1 mg/L、NAA 0.05 mg/L

和 6-BA 0.8 mg/L，其次为 IAA 0.05 mg/L、

NAA 0.1 mg/L 和 6-BA 1.0 mg/L。

表 1　培养基和植物生长调节剂对温室叶片的芽诱导

处理
IAA

（mg/L）

NAA

（mg/L）

6-BA

（mg/L）  
培养基

芽诱导率

（%）

8 3（0.1） 2

（0.05）

1（0.8） 3（1/2MS

（全））

41.05a

6 2

（0.05）

3（0.1） 1 2（1/2MS

（半））

30.50ab

3 1（0） 3 3 （1.2） 3 16.60bc

4 2 1（0） 2（1.0） 3 12.93bc

9 3 3 2 1（MS） 11.90bc

5 2 2 3 1 11.10bc

2 1 2 2 2 9.65bc

7 3 1 3 2 4.75c

1 1 1 1 1 0.00c

极差 10.48 14.71 13.03 15.86

　　注：同列数据后小写英文字母不同者表示差异显著，表

2~ 表 5 同。

2.2.2　组培继代分化苗叶片诱导芽　从表 2 可

以看出，9 个处理组合的不定芽再生诱导中，

6 号处理最好、平均诱导率达 44.38%，最高

达 68.75%。由极差比较可知，IAA 的极差最

大，是影响继代分化苗叶片不定芽再生的主要

因子。各因素的主次关系为：IAA ＞培养基＞

NAA ＞ 6-BA，本试验中最佳培养基及植物生

长调节剂配比为：1/2MS（大量元素用量减半）

+ IAA 0.05  mg/L+ NAA 0.1 mg/L+6-BA 0.8 mg/L，

即 6 号处理。
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表 2　培养基和植物生长调节剂组合对

　　　分化苗叶片的芽诱导

处理
IAA

（mg/L）

NAA

（mg/L）

6-BA

（mg/L） 
培养基

芽诱导率

（%）

6 2（0.05） 3 1（0.8） 2（1/2MS

（半））

44.38a

4 2 1（0） 2（1.0） 3（1/2MS

（全））

28.15ab

9 3（0.1） 3（0.1） 2 1（MS） 18.13ab

5 2 2（0.05） 3 （1.2） 1 15.00ab

7 3 1 3 2 13.75ab

8 3 2 1 3 13.13ab

3 1（0） 3 3 3 11.88ab

2 1 2 2 2 9.38ab

1 1 1 1 1 0.00b

极差 22.09 10.83 5.63 11.46

2.2.3　组培继代壮苗叶片诱导芽　从表 3 可以看

出，9 个处理组合的不定芽再生诱导中，6 号处

理最好，平均芽诱导率为 25.66%。由极差比较

可知，NAA 的极差最大，是影响继代壮苗叶片不

定芽再生的主要因子。各因素的主次关系为NAA

＞ IAA ＞培养基＞ 6-BA，本试验中最佳培养基

及植物生长调节剂配比为：1/2 MS（大量元素减

半）+IAA 0.05 mg/L+NAA 0.1 mg/L+6-BA 0.8 mg/L，

即 6号处理。

可见，尽管叶片来源不同均可以诱导出

不定芽。适合于温室叶片诱导不定芽再生的

最佳培养基为 1/2MS（全部元素减半）+IAA 

0.1 mg/L+NAA 0.05 mg/L+6-BA 0.8 mg/L，即

8 号处理。其最高诱导率为 42.1%，影响此类

叶片不定芽诱导因素的主次关系为培养基＞

NAA ＞ 6-BA ＞ IAA，各因素水平影响诱导

效果的顺序依次为 NAA ＞培养基＞ 6-BA ＞

IAA。适合组培继代苗和壮苗叶片诱导不定芽

再生的最佳培养基为 1/2MS（大量元素减半）

+IAA 0.05 mg/L+NAA 0.1 mg/L+6-BA 0.8 mg/L，

即 6 号处理。不管分化苗还是壮苗，影响不定

芽诱导的最主要因子均为生长素类，最次的因

素为细胞分裂素 6-BA。

表 3　培养基和植物生长调节剂对壮苗叶片的芽诱导

处理
IAA

（mg/L）

NAA

（mg/L）

6-BA

（mg/L） 
培养基

芽诱导率

（%）

6 2

（0.05）

3（0.1） 1（0.8） 2（1/2MS

（半））

25.66a

5 2 2

（0.05）

3 （1.2） 1（MS） 11.91b

3 1（0） 3 3 3（1/2MS

（全））

9.73b

9 3（0.1） 3 2（1.0） 1 9.73b

8 3 2 1 3 9.40b

2 1 2 2 2 7.11bc

7 3 1（0） 3 2 6.97bc

4 2 1 2 3 3.85bc

1 1 1 1 1 0c

极差 8.19 11.43 4.80 6.04

2.3　AgNO3、光照、放置方式、部位等处理组

合对诱导不定芽的影响

2.3.1　在 6 号培养基中对芽再生的影响　从表

4 可以看出，处理 9 的不定芽诱导率最好，即

在培养基中添加 0.2 mg/L AgNO3、用带一段叶柄

的叶基部位、反放，无光条件下培养，平均诱

导率达25%，其最高诱导率为35%；处理7次之，

平均诱导率达 20.0%；极差比较可知，AgNO3

是影响 6 号培养基不定芽诱导率的主要因素。

同时看出，影响因素的主次关系为：AgNO3 ＞

放置方式或叶片部位＞光照。可见，处理组合

为在全光照条件下，以带叶柄的叶基部分为材

料，AgNO30.2 mg/L，将叶片反放在 6 号培养基

上最佳。

表 4　6 号培养基不同处理组合对芽再生的影响

处理
AgNO3

（mg/L）
光照 放置方式 叶片部位

芽诱导率

（%）

9 3（0.2） 3（无光） 2 1 25.00a

7 3 1（全光照） 3 2 20.00a

8 3 2（暗培养） 1 3 17.50a

1 1（0） 1 1（正放） 1（叶基） 15.00a

2 1 2 2（反放） 2（叶中） 15.00a

4 2（0.1） 1 2 3 15.00a

5 2 2 3 1 15.00a

3 1 3 3（侧立） 3（叶尖） 10.00a

6 2 3 1 2 10.00a

极差 7.50 1.67 4.16 4.16
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2.3.2　在 8 号培养基中对芽再生的影响　从表 5

可以看出，处理9组合的不定芽诱导率表现最好，

即在培养基中添加 0.2 mg/L AgNO3、采用无光、

叶片反放、用带一段叶柄的叶基部位处理的平均

诱导率达 22.5%，其最高诱导率为 25%；极差比

较可知，叶片部位的极差最大，是影响 8 号培养

基不定芽诱导率的主要因素。影响因素的主次关

系表现为：叶片部位＞放置方式＞AgNO3＞光照，

最佳处理组合为：在暗培养条件下，以带叶柄的

叶基部分为材料，AgNO3 0.2 mg/L，叶片反放在 8

号培养基上，与 9 个处理组合在 6 号培养基上的

最佳组合结果基本一致，但不同的是在 8 号培养

基上的芽诱导率整体上没有在 6 号培养基的高，

可能是因为NAA对诱导芽的作用较 IAA好。

表 5　在 8 号培养基上不同处理组合对芽再生的影响

处理 AgNO3 光照 放置方式
叶片

部位

芽诱导率

（%）
9 3（0.2） 3

（无光）

2（反放） 1

（叶基）

22.50a

1 1（0） 1

（全光照）

1（正放） 1 15.00b

5 2（0.1） 2

（暗培养）

3（侧立） 1 15.00b

2 1 2 2 2

（叶中）

10.00bc

8 3 2 1 3

（叶尖）

10.00bc

4 2 1 2 3 7.50bcd
7 3 1 3 2 5.00cd
6 2 3 1 2 2.50cd
3 1 3 3 3 0.00d

极差 4.17 3.33 6.67 11.67

	

综上可知，4 个影响不定芽诱导率的因素

中，叶片部位、叶片放置方式和 AgNO3 均影响

不定芽再生，且处理水平也一致，均为带叶柄

叶基、叶片反放、AgNO3 均为 0.2 mg/L。而光照

条件影响最小，各水平之间无显著性差异。

2.4　叶片再生不定芽的继代、生根培养与驯化

培养

由试验结果可知，农大 5 号不定芽在继代

培养中平均增殖率为 2.97%，且芽苗多数都生

长短粗、健壮，无玻璃苗产生；在生根培养中

平均生根率为 89.17%，最高生根率达到 90%，

生根条数均在2条以上，长势良好（图2，封二）。

农大 5 号炼苗成活率高达到 77.5%，可见钙果

组培苗的适应性非常强。

3　结论与讨论

已有研究表明，硝酸银可抑制乙烯的合成，

促进愈伤组织再生芽的能力，可以增加外植体

产生不定芽的数目及提高植株再生频率［6-9］。

本试验结果表明，相对于其他试验因素而言，

硝酸银对不定芽再生有较大影响，这与前人分

析结果一致，但对于不定芽诱导率的整体提升

表现效果不明显。暗培养或弱光条件有利于诱

导细胞分裂，可以提高叶片再生［5，10-11］。在叶

片诱导愈伤组织的预实验中，也发现叶片在弱

光或光暗培养下诱导愈伤组织产生的时间较全

光照提前 3~5 d，且愈伤组织在相同时间段产生

的量也较全光照条件下多，这与多数报道的结

论一致。本试验中用叶片直接诱导不定芽的试

验结果表明，光照条件对叶片再生试验的影响

都不显著，且不定芽的再生也未见明显提高。

本试验结果表明，带叶柄的叶基再生不定

芽的能力最强，与师校欣等在樱桃砧木离体培

养中得出的结论［12-20］一致。关于叶片的放置方

式，一般认为双子叶植物叶背面有大量气孔，

叶背面与培养基接触，有利于营养吸收，因此，

采用叶背接触培养基较多。在本试验中，叶片

正面接触培养基明显的较叶背面接触培养基效

果好。因此叶片的放置方式对诱导不定芽的影

响，也可能因不同的树种而有所差异。其他树

种（如苹果、海棠、草莓、梨、黄杨等）上也

有类似现象。

本试验仅对 MS 培养基元素添加的量进行

了研究，未涉及其他类型的培养基，其后可以

继续研究。就 MS 培养基来说，以全部元素或

大量元素减半为好。就植物生长调节剂来看，

生长素对芽的诱导要比细胞激动素更为重要，

因此，对于钙果芽诱导，细胞激动素的浓度应

相对固定，应更多考虑调配生长素如 NAA、

IAA 的浓度。

组培苗是在人工控制条件下生长，移出试

管后即由异养转为自养，环境条件的剧烈变化，
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影响着组培苗的成活率。组织培养苗能否大量

应用于生产，特别是木本植物能否取得好的效

益，取决于组培苗能否有高的成活率，对移栽

的基质、温度、湿度及光照等都要加以严格控制。
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