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费约果外植体灭菌及愈伤组织的诱导 

周丽娟， 王 丹 ， 黄海涛， 袁 涛， 
(西南科技大学生命科学与工程学院，四川 绵阳 621000) 

张晓雪 

摘要 ：以费约果(Fe~oasa#owianaBerg．)嫩叶和带芽茎段作为外植体，研究费约果愈伤组织诱导的最佳条件和方法。 

结果表明：(1)最佳基本培养基是 MS；(2)二步灭菌法优于一步灭菌法 ；(3)嫩叶和带芽茎段愈伤组织诱导的最佳活 

性炭浓度分别为2．0 g L 和 3．0 g L～；(4)最佳青霉素浓度分别为200 mg L 和 50 mg L。；(5)光培养方式优于暗培 

养方式。(6)费约果嫩叶诱导愈伤组织的最佳培养基是 MS+2．0 mg L～2,4-D+1．0 mg L。KT(或 0．1 mg L NAA)； 

(7)带芽茎段的最佳培养基是 MS +1．0 mg L 6-BA+0．5 mg L NAA+1．0 mg L GA或 MS +2．0 mg L 6-BA+ 

0．1 mg L。 NAA+1．0 mg L～GA。 
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Sterilization of the Explant and Callus Induction of 

Feijoa saUowiana Berg．in vitro Culture 

ZHOU U-juan， WANG Dan’， HUAN G Hai-tao， YUAN  Tao， ZHANG Xiao．xue 

( Sconce andEngmeering Co~ge，Southwest University ofScience and Techno ，Mianyang 621010，China) 

Abstract：The optimum conditions for the tissue culture of Feijoa(FeVoa sallowiana Berg．)were havestigated．The 

leaves and shoot with bud were used as explants．The resuks showed that the optim al basal medium Was MS 

med ium．Two·step sterilization Was better than One·step sterilization．The optim al concentration of active carbon 

for callus induction from leaves an d shoot with bud were 2．0 g L。。an d 3．0 g L。。，respectively，and penicillin were 

200 mg L。 and 50 mg L。。，respectively．The culture under light Was better than under dark．The optimal medium 

for callus induction from tender leaves Was MS+2．0 mg L。。2,4·D+1．0 mg L～KT(or 0．1 mg L NA ，and 

from shoot with bud Was MS+1．0 mg L 6-BA+0．5mg L NAA +1．0 mg L GA,or MS+2．0 mg L 6-BA+ 

0．1 mg L。 NAA+1．0 mg L。 GA． 

Key words：Fe~oa sallowiana Berg．；Tissue culture；Leaf；Shoot with bud 

费约果 (Fe~oa sellowiana Berg．)为桃金 娘科 

(Myrtaceae)植物⋯，别名为凤梨番石榴 (pineapple 

guava)、巴西番石榴(Brazi~ guava)和无花果番石 

榴(埏 guava)。费约果为常绿亚热带果树，植株优 

美，四季常青，株型紧密，既可观花，又可观果。同 

时它的果实味道鲜美，其用途主要为鲜食，也被加 

工成为果汁、果酒等。 

费约果分布于巴西的最南端，阿根廷的北端， 
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巴拉圭和乌拉圭的西端，一般在山区以野生状态生 

长[2】。目前，主要分布于巴西、乌拉圭、阿根廷北 

部、美国等国家和地区，但主要商品生产国有新西 

兰、巴西、美国等。在我国浙江、上海和南京等地也 

有少量引种。 

费约果采用常规方法进行繁殖较困难、增殖速 

度较慢，利用组织培养技术繁殖是一个较好的途 

径，然而费约果的组织培养技术在国内报道很少。 
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本试验利用嫩叶和带芽茎段进行愈伤组织诱导研 

究，为费约果组织培养技术的发展提供依据。 

l材料和方法 

材料 2004年从新西兰林肯大学引种的 

4 a生费约果(Fe#oasellowiana Berg．)实生树(种植于 

西南科技大学西山校区温室中)，以嫩叶和带芽茎 

段为外植体诱导愈伤组织(图1 B】，全部试验在四 

JII省西南科技大学生命科学与工程学院实验室完 

成。 

外植体消毒方法和培养条件 在晴天从 田 

间选取嫩叶和带芽茎段，用湿沙布保湿带回实验 

室。用洗衣粉将其洗刷 干净后，用 自来水冲洗 

30 min，然后将材料转移到超净工作台内，用 75％ 

酒精浸泡30 S，无菌水洗两次，用 0．1％升汞加 1～2 

滴吐温，不断摇动，表面消毒 6～15 mm后用无菌 

水洗5次，最后用无菌滤纸吸干材料表面水分。将 

已消毒的嫩叶和带芽茎段在无菌操作台上进行接 

种。每升培养基中均含 30 g ‘蔗糖、8．5 g L。琼脂， 

pH 5．8，培养温度25℃，光强 28～37~mol m s～，光 

照时间 12 h d一。 

培养基的选择 费约果的嫩叶和带芽茎段 

分别培养在添加 1．0 mg L。6-BA和0．5 mg L。NAA 

的MS、1 Ms、&、WPM培养基中，对培养 50 d后 

的褐化率、污染率和愈伤组织诱导率进行统计 ，以 

确定最佳的基本培养基。 

单因素试验 灭菌方法设计有 2个水平(一 

步灭菌法和二步灭菌法)、活性炭浓度有 5个水平 

(0 g L‘、0．5 g L～、1．0 g L～、2．0 g L～、3．0 g L )、 

青霉素浓度有 5个水平(0 mg L～、10 mg L～、 

20 mg L‘
、 30 mg L～、40 mg L。)和光处理方式有2 

个水平(光培养和暗培养)分别进行单因素试验设 

计，以确定最佳的灭菌方法、活性炭浓度、青霉素浓 

度和光处理方式。 

生长调节剂试验 将嫩叶分别培养在添加 

2，4一D、NAA、KT 3种生长调节物质的培养基中；将 

带芽茎段分别培养在添加 6-BA，NAA，GA 3种生长 

调节物质的培养基中，均采用三因素三水平 L (3 ) 

正交试验设计方案(详见(1)和(2))。每个处理接种 

20枚外植体，重复 3次，对培养后的褐化率、污染 

率和诱愈率进行统计，以确定最佳的生长调节剂组 

合。 

(1)嫩叶愈伤组织诱导试验的培养基配方为： 

① MS+0．5 mg L～2,4一D；② MS+0．5 mg L。 

2，4一D+0．1 mg L NAA+0．5 mg L～KT：~Ms+ 

0．5 mg L～2．4一D + 0．5 mg L NAA +1．0 mg L 

KT；④ MS+1．0 mg L～2，4一D+0．5 mg L～KT；⑤ 

MS+1D mg L‘2．4一D + 0．1 mg L-‘NAA +1D mg L‘ 

；( MS+1．0 mg 2，4一D + 0．5 mg L NAA； 

⑦ MS+2-0 mg L 2,4一D+1．0 mg KT；⑧ MS+ 

2D mg L‘2，4一D + 0
． 1 mg L NAA；( MS+ 

2-0 mg L‘2．4一D+ 05 mg NAA +05 mg L‘KT
． 

(2)带芽茎段愈伤组织诱导试验的培养基配方 

为： 

① MS+1．0 mg L。6-BA；② MS+1．0 mg L。 

6-BA+ 0．1 mg ‘NAA+0．5 mg L GA；( MS+ 

1．0 mg L。‘6-BA+ 0．5 mg L NAA+1
．
0 mg L。‘GA； 

④ MS+2．0 mg L。6一BA+0．5 mg L GA；⑤ MS+ 

2．0 mg L 6-BA+ 0．1 mg L‘‘NAA+1．0 mg L一‘GA； 

( MS+2．0 mg L。‘6-BA + 0．5 mg L NAA； 

⑦ MS+3．0 mg L。6-BA+1．0 mg L GA；．⑧ MS+ 

3．0 mg L 6-BA + 0．1 mg L NAA；⑨ MS + 

3．0 mg L 6-BA + 0．5 mg L NAA +0．5 mg L 

GA 

2结果和分析 

2．1基本培养基 

由表 1可看出，以嫩叶作为外植体时，在4种 

基本培养基上的褐化率差异不显著；在 1 Ms、B 

和 WPM 培养基上的污染率均在 35％以上，而在 

MS培养基上的污染率只有 16．67％；在 MS培养基 

上的愈伤组织诱导率为 51．67％，与 &、WPM相比 

存在显著性差异，愈伤组织诱导率依次为 MS> 

1 Ms>段>WPM。以带芽茎段为外植体时，在 

MS培养基上的褐化率显著低于 段和 WPM，1 Ms 

上的褐化率显著低于 段；MS和 段上的污染率显著 

低于 WPM；MS培养基的愈伤组织诱导率显著高 

于段、WPM，而1 Ms显著高于WPM，愈伤组织诱 

导率依次为 MS>1 Ms>段 >WPM。嫩 叶和带 

芽茎段的愈伤组织诱导率均以 MS培养基最高， 

因此，本试验选择 MS培养基作为最佳基本培养 

基 。 

2．2适宜灭菌方法和光处理方式 

一 步灭菌法为用升汞消毒 10 mm；二步灭菌法 

为用升汞依次消毒6 mm和 4 min。从表2可见，采 

用二步灭菌法灭菌的外植体其褐化率和污染率均比 
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一

步灭菌法略低，而愈伤组织诱导率却比一步灭菌 

法高，因此，二步灭菌法优于一步灭菌法。经过一周 

暗培养后再进行光培养，其褐化率比在全光照下培养 

更低，可能与暗培养抑制了酚类化合物的合成有关。 

表 1 基本培养基对费约果不同外植体愈伤组织诱导的影响 

Table l Effects ofbasalmedium ontheinduction of callusfrom different explantsofFeijoa 

同列数据后不同小写字母表示0．05显著差异水平。Data following different small letters the same cohnm present significant d rence at 

0．05 level 

表2 灭菌方法和光处理方式对费约果不同外植体愈伤组织诱导的影响 

Table 2 Effects of sterilizationmethod andlight oninduction of callusfrom different explantsofFeijoa 

2．3适宜的活性炭浓度和青霉素浓度 

从表3可看出，以嫩叶为外植体时，除对照外， 

随着活性炭(Ac)浓度的增加褐化率有降低的趋势， 

当AC浓度达到 3．0 g L 时，嫩叶的褐化率最小。 

2．0 g L 时的污染率显著低于对照、1．0 g L 和 

3D g L ；其愈伤组织诱导率的高低依次为2-0 g L > 

3．0 g L >0 g L >0．5 g L >1．0 g L～。以带芽茎 

段为外植体时，最低褐化率、最低污染率和最高愈 

伤组织诱导率均出现在 AC浓度为3．0 g L 时，分 

别为 20％、15％和 65％，与其它处理存在显著差 

异。因此，嫩叶和带芽茎段愈伤组织诱导的最佳活 

性炭浓度分别为2．0 g L 和3．0 g L～。 

以嫩叶为外植体时，不同青霉素浓度处理之间 

的褐化率不存在显著性差异。当青霉素浓度为 

200 mg L 时，污染率仅为6．67％，显著低于其它处 

理；最高愈伤组织诱导率(76．67％)也出现在青霉素 

浓度为200 mg L 时，且显著高于其它处理。以带 

芽茎段为外植体时，青霉素浓度为200 mg L 时的 

褐化率最低(10％)，与 100 mg L 和 150 mg L 处理 

的存在显著性差异。除对照外，随着青霉素浓度的 

升高，污染率也有升高的趋势，当青霉素浓度为50 

mg L～，污染率只有 10．00％；50 mg L 浓度下的污 

染率显著低于对照、150 mg L 和200 mg L 浓度处 

理的；50 mg L 浓度下的愈伤组织诱导率最高，达 

到65％。因此，嫩叶和带芽茎段愈伤组织诱导的最佳 

青霉素浓度分别为200 mg L 和50 mg L～。 

2．4适宜的生长调节剂组合 

从表4可见，以嫩叶为外植体时，培养基7和9的 

褐化率仅为6．67％，而其它组合均在10％以上，且培养 

基7和9与培养基2、3A、6存在显著性差异。最低污 

染率(6．67％)出现在组合 6。培养基 7和 8的愈伤组 

织(图 1A)诱导率最高，已达到了76．67％，且培养基 

7、8、9的愈伤组织诱导率显著高于培养基 1和 4。 

因此，嫩叶的最佳生长调节剂组合为培养基7和 8。 
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表 3 活 性 炭 和 青 霉 素 对 费 约 果 不 同 外 植 体 愈 伤 组 织 诱 导 的 影 响

‘

l a b l c 3 E fi e ( ：t s o f c o n t e n t s o f a (
- r i v e d c h a r c o a l a n d p e n i c i l l i n 0 11 i n l t n c t i ( m o f c a l l u s fl '

o r a ( Ii fl e Ⅲ I t e x p l a n l s o f F e 咖n

同列数据 后不 同小
’

‘i 字 ￡斗表示 0 ．0 5 昆 普差 异水平 。 D a t a f o llo w in g d iff e r e n t s m a ll le t t e r s in t h e s a m e c o lu m n p r e s e n t s ig n if ic a n t d if f e r e n c e a t 0 ．0 5 le v d

表 4 不 同 生 长 调 节 剂 组 合 对 费 约 果 不 同 外 植 体 愈 伤 组 织 诱 导 的 影 响

T a l ) l P 4 E ff e “ s 【If 【
�

( J m b m a t i o n o f d i ff e ~ e l i [ g l o w t h r e g u l a t o r s ( ) 『1 i n d u c t i o n o l c a l l u s f r ( 1H l d i f f e ~ e n l e x p l a n t s o f F e ij o ．

‘ 处 州 1 ～ 9 依 次 为嫩 叶 和 带 芽 萃 段 赝导 试 验 的 培 养 挂 。
T r e a t m e n t s 1 - 9 p r e s e n t m e d iu m s f o r c a ll u s in d u c t b n f r o m le a f a n d s h o o t w it h b u d

，

r e s p e c t _v e ly ． 同 列 数据 后 小 问小 ’i 宁 母 表 ，1：0 ． 0 5 显 著 芹 异 水平 。 D a t a f o l lo w in g d if f e r e n t s m a ll le t t e r s in t h e s a m e c o l u m n p r e s e n t s ig n m c “ ‘d if f e ’

e n e e a t 0 ． 0 5 le v e l

H 1 赀约 果 嫩 叶 (A )羽】带 芽 攀 段 (B )诱 导的愈伤 组 织

F ig ． 1 T h e c a ll u s t is s u e s m t r o d u c e d f r o m le a f (A ) a n d s h o o t w it h b u d (B ) o f 忍 扣Ⅱ

老
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以带芽茎段为外植体时，培养基2和5的褐化 

率最低，仅为 13．33％，与培养基 1、4、7、9存在显著 

性差异。培养基6的污染率高达 70％，与其它培养 

基存在显著性差异。培养基 3和 5的愈伤组织(图 

1B)诱导率最高，其次是培养基 2，培养基 3和 5显 

著高于 1、6、7、9。因此 ，带芽茎段的最佳生长调节 

剂组合为培养基3和培养基 5。 

3讨论 

以嫩叶为外植体时，愈伤组织诱导率最低为 

32．08％，最高为 70％，平均为 57．54％。而以带芽 

茎段为外植体时，愈伤组织诱导率最低为25．83％， 

最高为47．5％，平均为 37．86％。由此可见，嫩叶比 

带芽茎段更适合作为外植体。 

~'aojwani等口 报道以2 a生费约果实生苗的带 

芽茎段为外植体时可发生 100％萌芽率；当用 3 a 

生的实生苗为外植体时，其萌发率降至 12％。由 

此可见，植株年龄越大，其外植体的愈伤组织诱导 

率越低。本试验所采用的材料为 4 a生费约果实 

生树，其植株年龄偏大，对试验结果有较大的影响。 

因此，应尽量选择幼龄植株作为外植体。 

由于费约果属异花授粉木本植物，叶片和带芽 

茎段诱导再生的能力通常受到限制。Canhoto和 

Cruz研究了费约果的嫩叶形成能力，把嫩叶接种到 

加有2，4．D和 BAP的培养基中诱导愈伤组织，50 d 

后愈伤组织诱导率不到10％[5】。而本试验的嫩叶 

平均愈伤组织诱导率为57．54％，明显高于 Canhoto 

等 以嫩叶为外植体时的平均愈伤组织诱 导率 

(20％)；外植体污染率、平均褐化率也比王丹等 报 

道的更低。 

尽管本试验采用了多种灭菌和培养方式，添加 

了不同浓度的活性炭、抗生素和抗氧化剂等物质， 

对组织培养过程中褐化率和污染率的降低起到了 
一 定的效果，但并没有从根本上解决其问题，嫩叶 

和带芽嫩茎的褐化率和污染率均在 20％ 以上，可 

能与植物体内的酚类化合物和内生菌等有关。这 

两个因素都与诱导率存在着直接的联系，因此，只 

有更进一步寻求降低褐化率和污染率的措施，才能 

从本质上提高愈伤组织诱导率。可考虑将酚类化 

合物和内生菌通过组织学等方法分离后鉴别其种 

类，选择有效的一种或多种抗氧化剂和抗生素，以 

从根本上解决褐化和污染问题。 
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