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‘京枣 39’离体多倍体诱导及其增殖、生根培养体系优化
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摘要:【目的】研究秋水仙素溶液质量浓度、处理时间和预培养时间对‘京枣 39’离体多倍体诱导的影响，优化枣树良种‘京
枣 39’的增殖和生根培养基，建立‘京枣 39’的离体多倍体诱导体系，获得多倍体植株。【方法】采用完全随机区组试验设

计，探索不同秋水仙素溶液质量浓度和处理时间组合对‘京枣 39’不定芽再生的影响，不同预培养时间对‘京枣 39’离体多

倍体诱导的影响，不同生长调节剂组合对‘京枣 39’增殖培养的影响，不同基本培养基和生长调节剂组合对‘京枣 39’组培

苗生根培养的影响。【结果】（1）当秋水仙素溶液质量浓度为 80 mg/L、处理 48 h时‘京枣 39’刻伤叶片存活率为（50.00 ±
7.07）%，分化系数为（2.06 ± 0.17）。（2）最佳预培养时间为 6 d，并施以 80 mg/L秋水仙素浓度处理 48 h，获得了纯合四倍

体‘京枣 39’。（3）最佳增殖培养基为 MS + 0.8 mg/L 6-BA + 0.4 mg/L IBA + 30 g/L麦芽糖，pH = 5.8，平均增殖系数为

（4.22 ± 0.22）。（4）最佳生根培养基为改良 1/2MS + 0.8 mg/L IBA + 30 g/L麦芽糖，pH = 5.8，平均根长为（5.22 ± 0.19） cm；
平均生根数为（3.20 ± 0.22）。【结论】初步建立了‘京枣 39’的离体多倍体诱导体系，获得了‘京枣 39’的多倍体植株，并优化

了其增殖培养及生根培养方法。本研究为优良枣树品种‘京枣 39’的种质创新提供了切实可行的技术方法，为多倍体诱导

在枣树以及其他果树中的应用奠定了试验基础。
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Abstract: [Objective] This  paper  studies  the  effects  of  colchicine  solution  mass  concentration,  treatment
time and pre-culture time on the induction of polyploidof ‘Jingzao 39’  in vitro,  optimizes the proliferation
and  rooting  medium  of  ‘Jingzao  39’,  and  an  in  vitro  polyploid  induction  system  for  ‘Jingzao  39’  was
established  and  polyploid  plants  were  obtained. [Method] Using  randomized  complete  block  design,  we
investigated  the  effects  of  different  mass  concentrations  of  colchicine  solution  and  treatment  time
combinations on adventitious bud regeneration of ‘Jingzao 39’,  the effects  of  different  pre-culture time on
polyploid  induction  of  ‘Jingzao  39’  in  vitro,  the  effects  of  different  growth  regulator  combinations  on  the
proliferation  culture  of  ‘Jingzao  39’  and  the  effects  of  different  basic  media  and  growth  regulator  

收稿日期: 2023−02−24   修回日期: 2023−03−14

基金项目: 国家自然科学基金项目（32271925），中央高校基本科研业务费专项（QNTD202305）。

第一作者: 赵汗青。主要研究方向：经济林良种繁育。Email：hanqingzhao@bjfu.edu.cn　地址：100083 北京市海淀区清华东路 35号北京林业

大学生物科学与技术学院。

责任作者: 李颖岳，教授，博士生导师。主要研究方向：经济林良种繁育。Email：yingyueli@bjfu.edu.cn　地址：同上。

本刊网址: http://j.bjfu.edu.cn；http://journal.bjfu.edu.cn

第 46 卷 第 6 期 北    京    林    业    大    学    学    报 Vol. 46，No. 6
2024 年 6 月 JOURNAL  OF  BEIJING  FORESTRY  UNIVERSITY Jun.，2024

https://doi.org/10.12171/j.1000-1522.20230039
https://doi.org/10.12171/j.1000-1522.20230039
https://doi.org/10.12171/j.1000-1522.20230039
mailto:hanqingzhao@bjfu.edu.cn
mailto:yingyueli@bjfu.edu.cn
http://j.bjfu.edu.cn
http://journal.bjfu.edu.cn


combinations on the rooting culture of ‘Jingzao 39’. [Result] (1) When the mass concentration of colchicine
solution was 80 mg/L and treated for 48 h, the survival rate of ‘Jingzao 39’ leaves was (50.00 ± 7.07)%, and
the  differentiation  coefficient  was  (2.06  ±  0.17).  (2)  The  best  pre-culture  time  was  6  d,  and  the  tetraploid
‘Jingzao  39’ was  obtained  with  80  mg/L  colchicine  and  treatment  for  48  h.  (3)  The  optimal  proliferation
medium  was  MS  +  0.8  mg/L  6-BA  +  0.4  mg/L  IBA  +  30  g/L  maltose,  pH  =  5.8,  and  the  average
proliferation coefficient  was (4.22 ± 0.22).  (4)  The best  rooting medium was modified 1/2MS + 0.8 mg/L
IBA + 30 g/L maltose, pH = 5.8, and the average root length was (5.22 ± 0.19) cm, and the average rooting
number  was  (3.20  ±  0.22).  [Conclusion]  The  polyploid  induction  system  of  ‘Jingzao  39’  is  established
preliminarily,  and  one  polyploid  ‘Jingzao  39’  is  obtained.  The  methods  of  its  proliferation  and  rooting
culture  are  optimized.  It  provides  a  feasible  technical  method for  the  germplasm innovation of  fine  jujube
variety ‘Jingzao 39’, and provides an experimental basis for the application of polyploid induction in jujube
and other fruit trees.
Key  words: ‘Jingzao  39’;  polyploid  induction;  colchicine;  proliferation  culture;  rooting  culture;  system
optimization

倍性育种是经济林育种的重要手段之一，在遗

传资源拓展、农艺性状改良[1]和生物进化[2]等方面起

到了重要作用，对枣树（Ziziphus jujuba）、苹果（Malis
domestia）等以获取果实或代谢产物为目的的果树，

其育种价值尤为突出，但在不同的果树或同一果树

不同品种之间，其最佳处理组合存在显著差异。以

‘寒富 ’苹果（Malis  domestia  cv.  Hanfu）叶片为外植

体，60 mg/L秋水仙素溶液处理 5 d，四倍体诱导效

率最高，为 22.20%[3]。以苹果种质 ‘Pinova’（Malis
domestia cv. Pinova）叶片为外植体诱导多倍体时发

现：125 mg/L秋水仙素溶液处理 6 d诱导效率最高，

为 20.00%，并获得了 58株多倍体[4]。以二倍体猕猴

桃杂交后代‘HM’（Actinidia chinensis cv. HM）茎段为

外植体，150 ~ 200 mg/L秋水仙素溶液震荡培养 48 h，
共获得 18株多倍体后代 [5]。在枣树上 ， ‘酸枣 ’
（Zizyphus spinosus）[6]、‘冬枣’（Z. jujuba cv. Dongzao）[7]

等枣树品种已获得了多倍体植株，但在进行多倍体

诱导时，不同的枣树品种的最佳处理条件、外植体类

型等因素同样存在差异。以‘茶壶枣’（Z. jujuba cv.
Teapot）叶片为外植体，预培养 8 ~ 9 d后用 70 mg/L
秋水仙素溶液处理 72 h诱导效率最高，达 4.11%[8]。

以‘沾化冬枣’（Z. jujuba cv. Zhanhua）茎尖为外植体，

使用 0.05% 秋水仙素处理 48 ~ 72 h，或 0.1% 秋水仙

素处理 24 ~ 48 h的诱导效果最好，诱导效率约为

22.00%[7]。以预培养 10 d的‘酸枣’组培苗叶片为外

植体，使用 80 mg/L秋水仙素溶液处理 48 h诱导效

率最高，为 6.00%[9]。大量研究表明：在离体诱导多

倍体时，不同枣品种和外植体类型的最佳处理条件

存在明显差异，需通过大量试验进行探索。

枣（Ziziphus jujuba）为鼠李科（Rhamnaceae）枣属

（Ziziphus）植物，是原产于我国的重要经济树种[10]。

枣果实味甜，还含有大量人体所需维生素、矿物质及

纤维素等[11]，具有一定的抗氧化、抗衰老作用[12−13]。

‘京枣 39’（Z. jujuba cv. Jingzao39）是由北京市农林科

学院林业果树研究所选育的优良鲜食大枣品种，原

产地北京，具有果实品质好、抗病性强、产量大、结

实早等特性[14]。‘京枣 39’ 2003年经国家林业局林木

品种审定委员会审定为优良品种，并颁发林木良种

证[15]，已在我国河南、新疆等地有较大面积的推广栽

培[16−17]。‘京枣 39’品种再生能力强[18]，因而本文选择

‘京枣 39’作为离体多倍体诱导的试验材料。在叶片

不定芽再生体系的基础上，设计试验，摸索适宜的秋

水仙素溶液浓度、处理时间和预培养时间等技术条

件，初步建立‘京枣 39’的多倍体诱导体系；同时优化

‘京枣 39’的增殖和生根培养体系。本研究通过人工

倍性育种的方法，以期获得‘京枣 39’果实更大、抗性

更强、代谢产物更优的四倍体新种质；研究结果将为

离体多倍体诱导技术在枣树及其他果树中的应用提

供参考。 

1   材料与方法
 

1.1    试验材料

以 2021年获得的‘京枣 39’组培苗为基础材料，

每 45 d进行继代培养（MS + 1.0 mg/L 6-BA + 0.4 mg/L
IBA + 15 g/L麦芽糖  +  7.5  g/L蔗糖  +  6  g/L琼脂，

pH = 5.8）一次，选取生长状态良好、叶片嫩绿且长势

相对一致的无菌‘京枣 39’组培苗作为试验材料。 

1.2    试验方法 

1.2.1    秋水仙素溶液质量浓度和处理时间对叶片存

活率和叶片再生的影响

经预试验研究发现，4 ~ 7 d预培养时间对叶片

存活率和叶片再生无显著性影响，而秋水仙素溶液
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质量浓度和处理时间对叶片存活率和叶片再生有显

著性影响。此外，大量研究[8,19]表明，随着秋水仙素

浓度和处理时间的增加，植株多倍体诱导效率和

死亡率增加。对枣 [8]、无刺刺梨（Rosa roxburghii f.
eseiosa）[20]等部分果树离体多倍体研究表明，当致死

率在 50% 左右时多倍体诱导率最高。因此该部分试

验探究 7 d预培养时间下秋水仙素溶液对叶片的毒

害作用，并筛选致死率适中、不定芽再生系数较高的

秋水仙素质量浓度和处理时间组合，保证秋水仙素

的作用和较高的分化系数。

采用完全随机区组试验设计，对比不同质量浓

度的秋水仙素溶液（40、60、80 mg/L）与处理时间

（48、72 h）对‘京枣 39’不定芽存活率和分化系数的影

响。试验因素水平见表 1，试验重复 5次。在超净工

作台中，剪取第 3 ~ 5叶位叶片，沿主脉垂直方向过

主脉而不剪断叶片横切 2 ~ 3个伤口，以叶正面朝

下，置于不定芽再生培养基（1/2MS + 1.0 mg/L TDZ +
0.5 mg/L 6-BA + 0.2 mg/L NAA + 30 g /L麦芽糖 +
6 g/L琼脂，pH = 5.8）中预培养 7 d后，于添加不同

质量浓度秋水仙素的液体不定芽再生培养基（培养

基配方同不定芽再生培养基，但不添加琼脂）中处理

不同时间。处理结束后用无菌蒸馏水冲洗叶片

3次，用滤纸吸干水分后置于不定芽再生培养基中

继续暗培养至 14 d，转移至光下培养。光下培养 45 d
后统计不定芽存活率和分化倍数。存活率为存活叶

片数与总叶片数的比值，分化系数为分化不定芽数

与存活叶片数的比值。
  

表 1    ‘京枣 39’秋水仙素处理组合

Tab. 1    Combination of ‘Jingzao 39’ colchicine treatment

水平
Level

因素 Factor

秋水仙素质量浓度
Colchicine mass concentration/（mg·L−1）

处理时间
Processing time/h

1 40 48

2 60 72

3 80
  

1.2.2    预培养时间对多倍体诱导的影响

在 1.2.1中筛选出的适宜秋水仙素质量浓度和

处理时间的基础上，设置不同的预培养时间，使用

1.2.1中同样的方法刻伤‘京枣 39’叶片，分别于不定

芽再生培养基中预培养 4、5、6、7 d后进行秋水仙素

加倍处理，处理后用无菌蒸馏水冲洗叶片 3次，用滤

纸吸干水分后置于不定芽再生培养基中继续暗培养

至 14 d，转移至光下培养。光下培养 45 d后，统计倍

性水平。 

1.2.3    流式细胞术检测倍性

待诱导后的不定芽生长至 4 ~ 5 cm，在超净工

作台中剪取 2片叶片 ，在培养皿中加入 2  mL
Galbraith’s裂解液切碎后，40 μm孔径尼龙滤网过滤

后用 Partec CyFlow Cube 6型号流式细胞仪进行倍

性检测。 

1.2.4    ‘京枣 39’增殖培养基筛选

采用完全随机区组试验设计，对比不同质量浓

度的 6-BA（0.4、0.6、0.8、1.0 mg/L）与不同质量浓度

的 IBA（0.2、 0.3、 0.4、 0.5  mg/L）或 NAA（0.2、 0.3、
0.4、0.5 mg/L）两种生长素组合对‘京枣 39’组培苗增

殖效果的影响。试验因素水平见表 2和表 3，试验重

复 5次。在超净工作台中，剪取 2 ~ 3 cm二倍体‘京
枣 39’茎段接种于含有不同质量浓度生长调节剂组

合（6-BA + IBA，6-BA + NAA）的增殖培养基中，培

养 30 d后统计增殖倍数。增殖倍数为总分蘖数与接

种苗数的比值。

  
表 2    ‘京枣 39’增殖培养中不同质量浓度的 6-BA和

IBA处理组合

Tab. 2    Treatment combinations of different mass
concentrations of 6-BA and IBA in ‘Jingzao 39’

multiplication culture

水平
Level

因素 Factor

6-BA/（mg·L−1） IBA/（mg·L−1）

1 1.0 0.5

2 0.8 0.4

3 0.6 0.3

4 0.4 0.2
 
  

表 3    ‘京枣 39’增殖培养中不同质量浓度的 6-BA和
NAA处理组合

Tab. 3    Treatment combinations of different mass
concentrations of 6-BA and NAA in ‘Jingzao 39’

multiplication culture

水平
Level

因素 Factor

6-BA/（mg·L−1） NAA/（mg·L−1）

1 1.0 0.5

2 0.8 0.4

3 0.6 0.3

4 0.4 0.2
  

1.2.5    ‘京枣 39’生根培养基筛选

采用三因素完全随机区组试验设计，对比不同

的基本培养基（1/2MS、改良的 1/2MS培养基）、不同

质量浓度的 IBA（0.2、0.4、0.6、0.8 mg/L）和 6-BA（0、
0.2 mg/L）对‘京枣 39’生根效果的影响，试验因素水

平见表 4，试验重复 5次。在超净工作台中，剪取 1 ~
2 cm茎段，分别置于不同基本培养基和生长调节剂

组合的培养基中，培养 45 d，统计根长和生根数。 
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1.2.6    数据统计和分析

使用 Excel  2013进行数据统计，并使用 IMB
SPSS Statistics 19软件进行方差分析，各因素间显著

性差异用小写字母表示，不同小写字母表示具有显

著性差异（P < 0.05）。 

2   结果与分析
 

2.1    秋水仙素溶液质量浓度和处理时间对叶片存活

率和叶片再生的影响

图 1和图 2显示：随着秋水仙素质量浓度上升或

处理时间增长，‘京枣 39’的存活率逐渐降低，分化系

数逐渐下降。当秋水仙素溶液质量浓度为 80 mg/L，
处理 48 h或 40 mg/L处理 72 h时接近半致死率（成

活率 50%）（图 1），而 80 mg/L处理 48 h不定芽分

化系数显著高于 40 mg/L处理 72 h，因此试验认为

80 mg/L处理 48 h为较适宜的处理组合。
  

100
a

a

b

d

bc
cd存

活
率

Su
rv

iv
al

 ra
te

/%

90
80
70
60
50
40
30
20
10

40 60 80
秋水仙素质量浓度

Colchicine mass concentration/(mg·L−1)

0

48 h 72 h

不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）。下同。Different lowercase
letters indicate significant differences (P < 0.05). The same below.

图 1    不同秋水仙素质量浓度和处理时间组合对‘京枣 39’不定芽

存活率的影响

Fig. 1    Effects of different colchicine mass concentrations and co-
culture time combinations on the survival rate of adventitious buds of

‘Jingzao 39’
 

在 80 mg/L秋水仙素溶液中处理 48 h，并置于

光下培养 45 d后的不定芽分化情况如图 3所示。根

据图 3可以看出：因秋水仙素的毒害作用，经过 45 d

培养，大部分叶片死亡，呈白色，无不定芽分化；有

的叶片部分死亡，但未死亡的绿色部分仍能分化出

不定芽；少部分叶片完全存活呈绿色，其不定芽再生

旺盛，经继代培养产生足够数量叶片后，可进行倍性

检测。 

2.2    预培养时间对多倍体诱导的影响

叶片刻伤后进行不同时间的预处理，以 2.1中
得出的适宜秋水仙素处理质量浓度和时间，即 80 mg/L
秋水仙素溶液处理 48 h后进行流式细胞术检测。流

式细胞术检测结果（表 5）表明：预培养 4、5 d的处理

未检测出‘京枣 39’多倍体或混倍体；预培养 6 d的处
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图 2    不同秋水仙素质量浓度和处理时间组合对‘京枣 39’不定芽

分化系数的影响

Fig. 2    Effects of different colchicine mass concentrations and co-
culture time combinations on differentiation coefficient of adventitious

buds of ‘Jingzao 39’
 

图 3    80 mg/L秋水仙素溶液中处理 48 h后光培养 45 d‘京枣 39’

不定芽分化情况

Fig. 3    Adventitious bud differentiation of ‘Jingzao 39’ after 45 d of
photo-culture under 48 h 80 mg/L colchicine solution treating

 

表 4    ‘京枣 39’生根培养处理组合

Tab. 4    Treatment combinations of rooting culture of
‘Jingzao 39’

水平
Level

因素 Factor

基本培养基
Basic medium IBA/（mg·L−1） 6-BA/（mg·L−1）

1 1/2MS 0.8 0.2

2
改良1/2MS
Modified 1/2MS 0.6 0.0

3 0.4

4 0.2

注：改良1/2MS培养基参考自文献[21]。Note: modified 1/2MS medium
referencd from reference [21].

 

表 5    不同预培养时间‘京枣 39’多倍体诱导结果

Tab. 5    Polyploid induction results of ‘Jingzao 39’ under
different pre-culture time

预培养天数
Pre-culture day

四倍体数
Number of tetraploids

混倍体数
Number of mixoploid

4 0 0

5 0 0

6 1 0

7 0 3
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理检测出‘京枣 39’纯合四倍体 1株，未检测出混倍

体；预培养 7 d的处理检测出 3株混倍体‘京枣 39’，
未检测出纯合多倍体。 

2.3    ‘京枣 39’增殖培养基筛选

图 4显示：当 6-BA质量浓度为 0.4 mg/L时，‘京
枣 39’增殖倍数低或几乎不增殖（增殖倍数为 1.0）；
随着 6-BA质量浓度的上升，‘京枣 39’的增殖倍数增

加，当 6-BA质量浓度为 0.8 mg/L时达到最高值，而

更高的 6-BA质量浓度（1.0 mg/L）会使‘京枣 39’的增

殖倍数降低。6-BA 和 IBA的 16个处理组合中，

0.8 mg/L 6-BA，0.4 mg/L或 0.5 mg/L IBA的组合显

著优于其他各个组合，而 0.4 mg/L IBA的药品使用

量低于 0.5 mg/L，因此最利于‘京枣 39’组培苗增殖

培养的组合是 0.8 mg/L 6-BA + 0.4 mg/L IBA。
  

5

d de ef g

ab a
bc c

g f
de d

i i i
h

4

3

2

1

0

增
殖

倍
数

M
ul

tip
lic

at
io

n 
tim

e

1.0 0.8 0.6 0.4
6-BA 质量浓度

6-BA mass concentration/(mg·L−1)
0.5 mg/L IBA 0.4 mg/L IBA 0.3 mg/L IBA 0.2 mg/L IBA

图 4    不同 6-BA和 IBA质量浓度组合对‘京枣 39’增殖倍数的影响

Fig. 4    Effects of different 6-BA and IBA mass concentration
combinations on multiplication time of ‘Jingzao 39’

 

图 5表明：当 6-BA质量浓度较低（0.4  mg/L）
时， ‘京枣 39’增殖倍数低或几乎不增殖；随着 6-
BA质量浓度的上升，‘京枣 39’的增殖倍数增加，当

6-BA质量浓度为1.0 mg/L时达到最高值。6-BA 和
NAA的 16个处理组合中 ， 1.0  mg/L  6-BA， 0.3、
0.4或 0.5 mg/L NAA以及 0.8 mg/L 6-BA、0.4 mg/L
NAA的组合显著优于其他各个组合，最利于‘京枣

39’组培苗的增殖培养。

对比图 4和图 5可以发现：IBA和 NAA两种生

长素的作用效果存在差异，6-BA和 IBA的处理组合

相较于 6-BA和 NAA的处理组合对‘京枣 39’的增殖

效果更好。在MS + 0.8 mg/L 6-BA + 0.4 mg/L IBA +
30 g/L麦芽糖，pH = 5.8的培养基中培养 30 d的结

果如图 6所示，其生长状态良好，增殖效果理想。
  

图 6    ‘京枣 39’增殖培养 30 d的增殖效果

Fig. 6    Proliferation effects of ‘Jingzao 39’ after 30 d
of proliferation culture

  

2.4    ‘京枣 39’生根培养基筛选

不同处理组合生根培养 45 d后对‘京枣 39’生
根长度和生根数量的影响如表 6所示。处理 9（改
良 1/2MS + 0.8 mg/L IBA）和处理 10（改良 1/2MS +
0.8 mg/L IBA + 0.2 mg/L 6-BA）的根长和生根量分

别显著高于其他处理组合，而处理 9所用药品少于

处理 10，因此该试验认为改良 1/2MS +  0.8  mg/L
IBA是‘京枣 39’的最佳生根培养基。

‘京枣 39’生根长度和数量的方差分析如表 7所
示。基本培养基类型、IBA质量浓度以及基本培养

基类型、IBA质量浓度、6-BA质量浓度各因素间的

两两交互作用均对‘京枣 39’生根长度和生根数量有

显著性影响，三者之间的交互作用仅对生根长度有

显著性影响，而 6-BA质量浓度对‘京枣 39’生根长度

和生根数量则无显著性影响。

各差异显著因素对根长和根数量的影响如图 7
和图 8所示。组培苗在改良 1/2MS中的生根长度和

数量均显著好于 1/2MS；随着 IBA质量浓度的升

高，‘京枣 39’组培苗生根长度和数量也随之升高。

当 IBA水平过低时，‘京枣 39’组培苗的生根效果受

到了显著的抑制，而 IBA和 6-BA的组合会使组培

苗基部出现愈伤组织，抑制了生根效果。

综上所述，最佳的生根培养基组合为改良

1/2MS + 0.8 mg/L IBA + 30 g/L麦芽糖，pH = 5.8，平
均生根长度为（5.22 ± 0.19） cm，平均生根量为（3.20 ±
0.22）。组培苗在该培养基中生根 45 d结果如图 9所
示，‘京枣 39’生根效果良好，根粗壮，同时有部分侧

根生长，利于后续的驯化移栽。 
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图 5    不同 6-BA和 NAA质量浓度组合对‘京枣 39’增殖倍数的影响

Fig. 5    Effects of different 6-BA and NAA mass concentration
combinations on multiplication time of ‘Jingzao 39’
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表 6    培养基组合对‘京枣 39’生根情况的影响

Tab. 6    Effects of culture medium combinations on rooting of ‘Jingzao 39’

处理
Treatment

基本培养基
Basic medium IBA/（mg·L−1） 6-BA/（mg·L−1）

根长
Root length/cm

生根量
Rooting number

1

1/2MS

0.8
0.0 3.10 ± 0.19f 1.30 ± 0.14fg

2 0.2 3.46 ± 0.21de 1.46 ± 0.15f

3
0.6

0.0 1.44 ± 0.19i 1.34 ± 0.21fg
4 0.2 1.72 ± 0.33h 1.32 ± 0.08fg

5
0.4

0.0 0.78 ± 0.15g 1.28 ± 0.13fg
6 0.2 0.96 ± 0.23g 1.16 ± 0.11g

7
0.2

0.0 0.42 ± 0.19k 1.44 ± 0.34f
8 0.2 0.46 ± 0.21k 0.96 ± 0.19h

9

改良1/2MS
Modified 1/2MS

0.8
0.0 5.22 ± 0.19a 3.20 ± 0.22b

10 0.2 4.56 ± 0.17b 3.54 ± 0.15a

11
0.6

0.0 4.76 ± 0.11b 2.90 ± 0.14c

12 0.2 4.06 ± 0.11c 3.22 ± 0.08b

13
0.4

0.0 3.54 ± 0.23d 2.62 ± 0.13d

14 0.2 3.22 ± 0.19ef 2.64 ± 0.17d

15
0.2

0.0 1.30 ± 0.16i 2.44 ± 0.17de

16 0.2 2.40 ± 0.32g 2.40 ± 0.16e

 

表 7    培养基组合对‘京枣 39’生根长度和数量的方差分析

Tab. 7    Variance analysis of medium combination on rooting length and number of ‘Jingzao 39’

变异来源
Source of variation

自由度
Degree of freedom (df)

均方Mean square (MS) F

根长
Root length

生根量
Rooting number

根长
Root length

生根量
Rooting number

区组 Block 4 0.056 0.018

基本培养基 Basic medium (A) 1 87.362 50.403 2 028.726* 2 139.125*
IBA (B) 3 31.355 1.314 728.132* 55.772*

6-BA (C) 1 0.025 0.010 0.569 0.430

A × B 3 2.361 0.581 54.835* 24.677*

A × C 1 0.648 0.378 15.048* 16.048*

B × C 3 0.652 0.255 15.152* 10.828*

A × B × C 3 1.190 0.024 27.634* 1.038

随机误差 Random error 60 0.042 0.024
总计 Total 79

注：*表示具有显著性差异（P < 0.05）。Note: * indicates significant differences (P < 0.05).
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图 7    不同基本培养基类型对‘京枣 39’根长及根数量的影响

Fig. 7    Effects of different basic medium types on rooting length and rooting number of ‘Jingzao 39’
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3   讨　　论

人工离体多倍体诱导主要包括物理诱导和化学

诱导两个途径，其中化学诱导更为常用[21]，而在化学

诱变剂中，秋水仙素因其对染色体影响小、诱导效率

高以及不利突变低等特性得到了广泛应用[22]。目前

已在包括苹果 [23]、樱桃（Prunus pseudocerasus）[24]以
及蓝莓（Vaccinium spp.）[25]等经济作物中利用秋水仙

素处理获得多倍体植株。

秋水仙素溶液浓度和处理时间会显著影响多倍

体诱导效果，较高的秋水仙素浓度和处理时间能提

高多倍体的诱导效率，但也会增加植株的死亡率[26]，

因此在实际的研究中，应选择适宜的处理组合。马

荣群等[23]以红果肉苹果‘红脆甜’叶片为外植体诱导

多倍体发现，以 200 ~ 350 mg/L秋水仙素溶液处理

叶片 4 d可以稳定获得多倍体。而在同样的蔷薇科

植物 ‘库尔勒香梨 ’（Pyrus  sinkiangensis）中 ，使用

0.4% 秋水仙素溶液处理 48 h效果最好，诱变率为

6.6%[27]。以小青杨（Populus pseudo-simonii）叶片为

外植体诱导多倍体的研究发现，其最佳秋水仙素处

理组合为 200 mg/L秋水仙素处理 3 d，最高诱导效

率达 14.6%[28]。以杂交枫香（Liquidambar styraciflua ×
fomorsana）叶片为外植体诱导多倍体的研究发现，

其最佳秋水仙素处理组合同样为 200 mg/L秋水仙

素处理 3 d，并获得了 11个四倍体植株[29]。本研究

发现：较适宜的‘京枣 39’叶片多倍体诱导的秋水仙

素质量浓度和处理时间组合为 80 mg/L处理 48 h，
与郭烨等[8]以茶壶枣叶片为外植体诱导多倍体的结

果相似，而与苹果属植物、杨树以及枫香等植物的结

果相差较多，这可能是不同植物间秋水仙素的耐受

性和渗透性存在差异所导致的。在本研究中，仅获

得一株纯合四倍体植株，这可能是秋水仙素质量浓

度或处理时间不够，诱导效率低所导致的。但是在

预试验中发现，使用超过 100 mg/L的秋水仙素溶液

处理‘京枣 39’叶片存活率很低，且不定芽生长受到

了一定抑制，说明其叶片的耐受性较低，这也是大部

分枣品种多以田间诱导愈伤获得多倍体的原因[30−31]。

除秋水仙素浓度和处理时间外，也有大量文献

表明，预培养时间对多倍体诱导效率有显著影响[32−33]。

本试验的研究表明：预培养时间过短，刻伤叶片未开

始分化过程，无法获得多倍体植株；而更长的预培养

时间则可能导致秋水仙素溶液处理非单一细胞，从

而导致嵌合体的产生，这与许从萍[34]对青杨多倍体

诱导的结果相似。在枣树上有关预培养时间对离体

多倍体诱导效率的影响的文章较少，郭烨等[8]通过形

态学观察和石蜡切片发现：当预培养时间为 8 ~ 9 d
时，伤口处细胞启动分化诱导效率最高；更低的预培

养时间时，细胞还未开始分化；而更高的预培养时间

会导致芽原基或不定芽，均会影响多倍体的诱导效

率。在对酸枣茎段进行多倍体诱导的试验中发现：预

培养 4 d能显著提高多倍体的诱导效率，而更多天
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图 8    不同 IBA质量浓度对‘京枣 39’根长和根数量的影响

Fig. 8    Effects of different IBA mass concentrations on root length and rooting number of ‘Jingzao 39’

 

图 9    ‘京枣 39’生根培养 45 d的生根效果

Fig. 9    Rooting effects of 45 d rooting culture of ‘Jingzao 39’
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数的预培养反而会导致诱导率的降低[35]，这些试验

结果均与本试验存在差异，说明不同枣品种间最佳

预培养时间存在差异。

本研究试验还优化了‘京枣 39’的增殖和生根培

养基，有利于‘京枣 39’的快速扩繁及保存，此外可为

后续获得四倍体植株的扩繁、生根、移栽等工作提供

一定的试验基础。对‘京枣 39’增殖培养的研究认为，

0.8  mg/L  6-BA与 0.4  mg/L  IBA组合有利于 ‘京枣

39’组培苗的增殖，同时显著优于 6-BA与 NAA的组

合，这与 Costantini Elisa等[36]的研究一致，但与海棠

（Malus spectabilis）等植物的离体快繁结果不符 [37]，

这可能是由于不同树种间内源激素不同，导致其所

需外源生长调节剂存在差异，其中 IBA可以协助植

物自身产生的内源生长素 IAA运输至植物基部[38]；

而 NAA则是促进组培苗中的淀粉水解为还原糖[39]，

因此在构建快繁体系时应全面设计试验。

对‘京枣 39’生根培养的研究发现：基本培养基

类型和 IBA质量浓度对组培苗生根长度及数量有显

著影响，而 6-BA质量浓度无显著影响。其中改良

1/2MS与 0.8 mg/LIBA组合有利于组培苗生根。与

1/2MS基本培养基相比，改良 1/2MS基本培养基中

的 VB1组分提高了 50倍，VB1的活性形式 ThDP
是三羧酸循环的重要中间物质，较高的 VB1有利于

植物的呼吸作用，加快植物代谢速率[40]，这可能是以

改良 1/2MS为基本培养基培养的组培苗生根效果更

好的原因。 

4   结　　论

本研究以优良鲜食大枣品种‘京枣 39’组培苗叶

片为外植体，探究了秋水仙素溶液质量浓度、处理时

间和预培养时间等技术条件对其不定芽再生的影

响，并初步建立了‘京枣 39’离体多倍体诱导体系，获

得了‘京枣 39’纯合四倍体植株，研究认为，最佳预培

养时间为 6 d，较适宜的秋水仙素处理浓度和时间为

80 mg/L处理 48 h。同时优化了‘京枣 39’增殖培养

和生根培养方法，最佳增殖培养基为 MS + 0.8 mg/L
6-BA + 0.4 mg/L IBA + 30 g/L麦芽糖，pH = 5.8；最
佳生根培养基为改良 1/2MS + 0.8 mg/L IBA + 30 g/L
麦芽糖，pH = 5.8，这为‘京枣 39’二倍体植株以及后

续获得多倍体植株的扩繁移栽奠定试验基础。本研

究为优良枣树品种‘京枣 39’的种质创新提供了切实

可行的技术方法，为多倍体诱导在枣树以及其他果

树中的应用提供了试验基础。
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