
试管嫁接是将植物茎尖培养和嫁接相结合的

一种技术，用作接穗的茎尖通过茎尖无菌培养获

得，可以脱去大部分病原物，从而实现再生芽复壮

效果。砧木由种子经无菌培养获得，具有完好发达

的自根系，故试管嫁接在解决植物茎尖培养不易生

根的问题中具有独到优势[1–2]。该技术在国内外广

泛应用于果树脱毒、快速繁殖优质苗木、检测植物

病毒等领域[3–5]。

南 丰 蜜 橘[Citrus reticulata Blanco ‘Kinokuni’ 
(Tanaka) H. H. Hu]是江西省的特色品种资源，其品

质优异、营养丰富、具有较高的经济价值。南丰蜜

橘作为我国优良的宽皮柑橘品种之一，已形成了地

域性产业化生产规模。但因南丰蜜橘发展过程出

现退化与感染多种致病菌，阻碍了其持续正常发
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成年态南丰蜜橘试管嫁接育苗技术研究

丁明华, 吉枝单, 涂艺声*

(江西师范大学生命科学学院， 南昌 330022)

摘要： 为探索适合成年态南丰蜜橘[Citrus reticulata Blanco ‘kinokuni’ (Tanaka) H. H. Hu]的快速繁殖技术，对其试管茎尖微嫁

接育苗进行研究。结果表明，最好的砧木是苦柚种子苗，以腹接方式的成活率最高。嫁接苗接种在 MS + GA3 1 mg L–1 + 蔗糖    

75 g L–1 的培养基中，暗培养 7 d 后转入光周期下培养，嫁接成活率达 67.78%。不同移栽基质对嫁接苗的成活率影响不显著。

嫁接苗与成年态南丰蜜橘再生芽在形态和 POD、CAT 及 SOD 同工酶分子表达上均无明显差异。这表明通过试管茎尖微嫁接

技术可保持其遗传稳定性。
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Studies on in vitro Micrografting of Mature Citrus reticulata Blanco ‘Kinokuni’ 
(Tanaka) H. H. Hu

DING Ming-hua, JI Zhi-dan, TU Yi-sheng*

(College of Life Sciences, Jiangxi Normal University, Nanchang 330022, China)

Abstract: In order to exploe the rapid propagation of mature Citrus reticulata Blanco ‘Kinokuni’ (Tanaka) H. 
H. Hu, the breeding technology by in vitro micrografting was studied. The results showed that the most suitable 
rootstock was bitter pomelo [C. maxima (Burm.) Merr. ‘Maxima’] seedling and the side grafting method had 
the highest survival. The micrografting seedlings cultured in MS medium with 1 mg L–1 GA3 and 75 g L–1 sugar 
were at first grown in dark for 7 days, then transferred to light with 10 h d–1, which survival cultured after 25 
days reached 67.78%. The transplanting substrate had not significant influence on survival of grafting seedlings. 
Furthermore, there were no obvious differences between grafting seedlings and adventitious buds in morphology, 
as well as the isozyme expression of POD, CAT and SOD. It was suggested that the in vitro micografting 
technique could keep the genetic stability of grafted seedlings. 
Key words: Citrus; Micrograft; Survival; Isozyme
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展。因此，建立一套繁殖优质苗木的现代技术方法

具有重要意义[6]。因柑橘离体培养时，母体带菌多，

导致消毒困难，且成年柑橘树的组织培养较难分

化，离体培养分化出的新梢诱导生根困难且自根系

生活力弱。目前有关南丰蜜橘的试管嫁接研究还

鲜见报道。本研究以成年态南丰蜜橘茎节组织培

养分化的再生芽为材料，以苦柚为砧木，探索建立

成年态南丰蜜橘试管微嫁接育苗方法，为成年态柑

橘试管快速繁殖苗木提供技术参考。

1 材料和方法

1.1 材料

以南丰蜜橘[Citrus reticulata Blanco ‘Kinokuni’ 
(Tanaka) H. H. Hu]“小 果 品 系 ”成 年 树 的 新 抽 生

梢 的 茎 节 为 试 材，苦 柚[C. maxima (Burm.) Merr. 
‘Maxima’]、枳壳(C. junos Sieb. ex Tanaka)、椪柑(C. 
reticulata Blanco ‘Ponkan’)为砧木试材，其种子由江

西省农业科学院园艺研究所黄建民研究员提供。

1.2 无菌再生体系的建立

接穗　　取南丰蜜橘成年树上新抽出一周左

右的半木质化茎段，剪取长度约为 8 ~ 10 cm。试

验材料先用自来水冲洗表面，然后用 0.1% 洗衣粉

浸泡 5 min，流水冲洗干净后，在超净工作台上用

0.1% 升汞消毒 10 min 后，无菌水冲洗 3 ~ 5 次。将

材料在超净工作台上剪成约 1 cm 茎段，接种于不

同培养基中进行培养，培养条件为相对湿度 70%，

26℃，光照强度为 18.75 ~ 25 μmol m–2s–1，光照周期

为 10 h d–1。以增殖伸长生长达一定高度及数量的

幼嫩再生芽作接穗备用。

砧木　　将苦柚、枳壳和椪柑的种子用 0.1%
升汞消毒 8 min 后，在超净工作台上将外壳内皮剥

去后接种于 1/2MS 培养基中培养，待苗高达 5 cm
左右时作砧木备用。

1.3 方法

茎尖微嫁接　　在无菌超净工作台上，将作

为砧木的种子苗从培养瓶中取出，用解剖刀将砧木

的顶部和根部进行适当切除，种子苗的两片子叶保

留，然后在解剖镜下根据不同嫁接方法对砧木种子

苗的茎段、接穗茎尖进行操作。切取生长期约为    
7 d 具 4 叶原基茎尖的再生芽作为接穗，用镊子将

接穗接于砧木的切口处，当接穗嫁接完成后，对切

口进行绑缚，使接穗固定在切口处。嫁接方法分别

采取顶接法、腹接法、T 字形接法、倒 T 字形接法。

嫁接苗培养　　选用苦柚作为砧木，采用腹

接法进行茎尖微嫁接，嫁接苗接种于培养基上。培

养基设置为 4 种：① MS 基本培养基；② MS + GA3 
1 mg L–1；③ MS + 6-BA 1 mg L–1；④ MS + GA3         
0.5 mg L–1 + 6-BA 0.5 mg L–1。以上培养基均添加

蔗糖 75 g L–1。培养方式[7–8]处理：① 嫁接苗在 10 h d–1

的光照周期下培养；② 暗培养 5 d 后转入 10 h d–1

的光照周期培养；③ 暗培养 7 d 后转入 10 h d–1 的

光照周期培养；④ 暗培养 10 d 后转入 10 h d–1 的光

照周期培养；⑤ 暗培养 15 d 后转入 10 h d–1 的光照

周期培养。培养期间每天观察生长情况，25 d 后

统计成活率。

嫁接苗移栽　　待嫁接苗长出 3 ~ 5 片叶后，

掀开培养瓶的瓶盖炼苗 5 d 左右，然后取出嫁接苗，

将根部的培养基洗净，移栽到不同的基质中。本试

验采用 3 种移栽基质处理：营养土 : 蛭石 : 珍珠岩

的比例分别为 1 : 1 : 1、1 : 2 : 1 和 2 : 2 : 1。移栽

45 d 后统计成活率。

试验中每种处理 30 株苗，重复 3 次，统计最后

成活率。

1.4 同工酶分析

样品提取和制备　　称取作为砧木的苦柚、枳

壳、椪柑的种子苗，成年态南丰蜜橘诱导的芽茎以

及南丰蜜橘嫁接成活苗各 0.5 g，样品剪碎后放入

研钵中，加入 1 mL 样品提取液(pH 8.0 Tris-HCl 缓

冲液)，置冰浴中研磨成匀浆后，再用 1 mL 提取液

分多次洗入离心管中，在高速冰冻离心机上于 4℃，

11100 ×g 离心 12 min，取上清液，–20℃保存备用[9]。

POD 同工酶分析　　上样时取等量样品液和

40% 蔗糖，加入几滴溴酚蓝作为点样备用，用不连

续垂直板聚丙烯酰胺凝胶系统，分离胶浓度 7%，

pH 8.9；浓缩胶浓度 3%，pH 6.7；电极缓冲液，pH 
8.3，上样量为 20 μL，开始电泳时电压为 120 V，当

样品进入分离胶后调整电压为 150 V，当溴酚蓝指

示剂距底端 1 cm 左右时结束电泳。采用联苯胺染

色法显色。

CAT 同工酶分析　　采用不连续聚丙烯酰胺

凝胶系统。分离胶浓度为 7%，pH 8.8；浓缩胶浓

度为 4%，pH 6.8；电极缓冲液为 pH 8.3 的 Tris-Gly
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溶液，电泳时，每个样品孔点样 20 μL，染色方法用

0.3% H2O2 浸泡 5 min 后，用蒸馏水冲洗 2 次 , 然后

用 50 mL 2% 铁氰化钾和 50 mL 2% 三氯化铁染色

10 min 后，待出现草绿色酶带时即停止染色，用蒸

馏水冲洗待出现可见的条带后进行拍照 .
SOD 同工酶分析　　采用不连续聚丙烯酰胺

凝胶系统，分离胶浓度为 10%，pH 8.8；浓缩胶浓

度为 4%，pH 6.8；每个样品孔加样 25 μL。染色方法 : 
将 凝 胶 浸 泡 在 100 mL 含 0.245 mmol L–1 的 NBT
溶液中 20 min，注意要避光，温度应适当低点，可放

入冰箱中。然后在 80 W 日光灯下转入到 100 mL
含 0.42 mL L–1 TEMED、1% 核黄素和 0.036 mol L–1

磷酸盐(pH 7.8)的缓冲液中浸泡 20 min，最后转入

到 100 mL 含 0.1 mmol L–1 EDTA-Na2、0.05 mol L–1

磷酸盐(pH 7.8)的缓冲液中于 80 W 日光灯下光照

20 min 并显带，出现白色条带后拍照[10–11]。

1.5 数据统计和分析

数据分析采用 SPSS 软件处理，并用邓肯氏新

复极差法进行差异显著性分析。

2 结果和分析

2.1 不同砧木类型对嫁接成活率的效果

表 1、表 2 的结果表明不同砧穗组合对于嫁接

成活率的影响差异显著(倒 T 法嫁接)。以苦柚为砧

木的成活率最高，为 37.78%，显著高于枳壳和椪柑

作为砧木的成活率，枳壳和椪柑为砧木的成活率分

别为 15.56% 和 5.56%。这说明苦柚与接穗的亲和

力较好，而且苦柚的子粒大饱满又是单胚，培养出

来的砧木茎杆粗壮，而枳壳砧木苗易增生较多的茎

叶，不利于接穗在砧木上的生长，椪柑种子为多胚，

其砧木苗细小不利于嫁接操作，这可能是苦柚作为

砧木嫁接成活率最高的原因，所以以下试验选苦柚

作为南丰蜜橘试管嫁接的砧木。

2.2 嫁接方式对成活率的影响

以苦柚作为砧木，选取生长期一致的南丰蜜橘

组培苗再生芽作为接穗，采用不同的嫁接方式分别

进行试验，每天观察砧木接穗的生长状态及愈合情

况， 25 d 后统计成活率。从表 3 可见，不同嫁接方

表 1 砧木对嫁接成活率的影响

Table 1 Effect of rootstock on grafting survival

砧木 Rootstock 嫁接株数 Number of grafting 成活株数 Number of survival 成活率  Survival (%)

苦柚 Bitter pomelo 90 34 37.78b

枳壳 Trifoliate orange 90 14 15.56a

椪柑 Ponkan 90 5 5.56a

数据不同字母差异显著(P < 0.05)(邓肯氏新复极差分析)。下同。

Data followed different letters mean significant differences at 0.05 level by Duncan’s new multiple test. The same is following Tables.

表 2 砧木对嫁接成活率影响的方差分析

Table 2 Variance analysis of rootstock effects on grafting survival

差异来源 Variance resource 平方和 Sum of square 自由度 Degree freedom 均方差 Mean square F P

组间 Among groups 146.889 2 73.444 31.476 0.001

组内 Within groups 14 6 2.333

总数 Total 160.889 8

表 3 嫁接方式对嫁接成活率的影响

Table 3 Effect of grafting pattern on grafting survival

嫁接方式 Grafting pattern 嫁接株数 Number of grafting 成活株数 Number of survival 成活率 Survival (%) F P

顶接 Apical 90 7 7.78a 19.713 0.000

腹接 Side 90 44 48.89c

T 字形接 T-shape 90 23 25.56b 

倒 T 字形 Inverted T-shape 90 39 43.33c 

丁明华等：成年态南丰蜜橘试管嫁接育苗技术研究
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式间的差异显著，其中腹接和倒 T 字形接法成活率

分别为 48.89% 和 43.33%，显著高于 T 字形接法和

顶接法的成活率。可能是采用顶接法嫁接的茎尖

裸露 , 砧木茎端失水严重，T 字形和倒 T 字形接法

在切口处的愈伤化严重等原因导致其嫁接成活率

较低，采用腹接法的茎尖脱水现象和砧木愈伤化均

不明显，且操作快捷简便，嫁接成活率最高，故以腹

接法作南丰蜜橘试管嫁接最为适宜。

2.3 生长调节剂对嫁接成活率的影响

选取生长相对一致的苦柚腹接南丰蜜橘茎尖

微嫁接苗，接种于添加不同生长调节剂的 MS 培养

基中培养，25 d 后统计其成活率。从表 4 可见，添

加 1 mg L–1 GA3 培养基的成活率最高，达到 58.89%，

不添加任何生长调节剂的 MS 培养基只有 11.11%，

可能是 1 mg L–1 的 GA3 促进了砧穗间的愈合和维

管束桥的连接，提高了嫁接苗成活率。

2.4 培养方式对嫁接成活率的作用

如表 5 所示，将嫁接苗暗培养 7 d 后转入光照

周期(10 h d–1)下培养，嫁接的成活率可达到 67.78%。

但当暗培养时间过长其成活率反而降低，暗培养   
15 d 的成活率只有 8.89%。这可能是经过适度的

暗培养可以促进砧穗愈伤化愈合，长时间的暗培养

表 4 外源激素对嫁接成活率的影响

Table 4 Effect of exogenous hormone on the grafting survival rate

生长调节剂 Growth regulator (mg L–1) 嫁接株数 Number of grafting 成活株数 Number of survival 成活率 Survival (%) F P

GA3 1 90 53 58.89c 22.368 0.000

6-BA 1 90 28 31.11b

GA3 0.5 + 6-BA 0.5 90 23 25.56b

对照 Control 90 10 11.11a

表 5 培养方式对嫁接成活率的影响

Table 5 Effect of training methods on the grafting survival rate

暗培养时间 Days under dark 嫁接株数 Number of grafting 成活株数 Number of survival 成活率 Survival (%) F P

0 90 17 18.89a 51.435 0.000

5 90 45 50.00b

7 90 61 67.78c

10 90 43 47.78b

15 90 8 8.89a

表 6 移栽基质对嫁接成活率的作用

Table 6 Effect of transplanting matrix on survival 

营养土 : 蛭石 : 珍珠岩

Coversoil : Vermiculite : Foamedpearlite
嫁接株数

Number of grafting
成活株数

Number of survival
成活率

Survival (%)
F P

1 : 1 : 1 90 82 91.11 4.111 0.075

1 : 2 : 1 90 89 98.89

2 : 2 : 1 90 86 95.56

则会使接穗因缺乏光照而不利于生长发育。

2.5 移栽基质对嫁接成活率的影响

由表 6 可知，不同移栽基质对于嫁接成活率无

明显差异(P = 0.075 > 0.05)，移栽成活率都达 90%

以上。因此，只要在移栽前进行适当的炼苗，调节

好移栽的室温、水分等环境条件，各种移栽基质的

差异不显著。这可能是由于用作砧木的种子苗直

接由种子发育而来，本身就具有发达的根系，所以

受移栽基质的影响不大。
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2.6 同工酶分析

POD 同工酶　　嫁接苗的 POD 同工酶带谱

与南丰蜜橘成年态再生芽无明显差异 , 但与 3 种砧

木相比，存在一定的差异(图 1)。
CAT 同工酶　　嫁接苗中的 CAT 同工酶带谱

与接穗来源的南丰蜜橘成年态再生芽无明显差异，

但与 3 种砧木的 CAT 同工酶谱带存在显著差异(图
2: A)。

SOD 同工酶　　如图 2: B 所示，嫁接苗中的

SOD 同工酶谱带与南丰蜜橘成年态再生芽无差异，

但与 3 种砧木的 SOD 同工酶谱带存在明显差异。

由图 1,2 可知，3 种同工酶在嫁接苗与成年态

图 2 CAT (A)和 SOD (B)同工酶电泳图谱。1: 嫁接苗； 2: 南丰蜜橘成年态再生芽； 3: 椪柑； 4: 枳壳； 5: 苦柚。

Fig. 2 Electropherogram of catalase (A) and superoxide (B) isozyme. 1: Graft seedling; 2: Adventitious bud induced from adult Citrus reticulate; 3: 

Ponkan; 4: Trifoliate orange; 5: Bitter pomelo.

图 3 南丰蜜橘培养。A: 成年态南丰蜜橘的再生芽； B: 嫁接苗； C: 移栽成活苗。

Fig. 3 Culture of Citrus reticulate. A: Adventitious buds induced from adult C. reticulate; B. Graft seedlings; C. Transplant seedlings.

图 1 POD 同工酶电泳图谱。1: 嫁接苗； 2: 苦柚； 3: 枳壳； 4: 椪柑； 5: 

南丰蜜橘成年态再生芽。

Fig. 1 Electropherogram of peroxidase isozyme. 1: Graft seedling; 2: 

Bitter pomelo; 3: Trifoliate orange; 4: Ponkan; 5: Adventitious bud 

induced from adult Citrus reticulate.

南丰蜜橘再生芽中的表达一致，说明试管嫁接苗的

材料来源可靠，其同工酶分子表达特征亦稳定。

2.7 再生芽形态比较

从图 3 可见，嫁接苗与成年态南丰蜜橘诱导产

生的不定芽在叶的形态上无明显差异。

3 结论和讨论

蒋元晖等采用粗柠檬、枳壳和枳橙作为柑橘茎

尖嫁接的砧木，其嫁接成活率在不同砧木间存在差

异，这表明砧木和接穗间的亲和性直接影响嫁接成

活率。本研究结果表明试管嫁接除要考虑砧穗间

的亲和性外，还要考虑种子苗的生长特征与微嫁接

操作的关系。本研究中苦柚种子为单胚，其种子苗

的茎比枳壳和椪柑粗壮，进行试管微体嫁接操作更

便捷，其嫁接成活率显著提高 1 倍以上，柑橘试管

嫁接育苗的原种苗砧木使用苦柚的优势明显。

Murashige 首创的茎尖嫁接技术采用的是顶接

法，Navarro 在 Murashige 的茎尖嫁接法基础上进

丁明华等：成年态南丰蜜橘试管嫁接育苗技术研究



184 第22卷热带亚热带植物学报

行了改进，首先在嫁接方法上采用了倒 T 法，这一

方法使嫁接成活率得到明显的提高，嫁接成活率约

为 35% ~ 40%[12]。本试验中采用腹接法进行嫁接

操作，这一嫁接方法与顶接法和倒 T 法相比，克服

了顶接时接穗茎尖失水而蔫萎早亡，以及倒 T 法长

势旺盛的愈伤组织抑制接穗生长的问题，腹嫁接成

活率近 50%，腹接法是南丰蜜橘试管嫁接育苗适宜

的技术方式。

卢善发等的研究表明植物生长调节剂能通过

影响砧木和接穗间维管束桥形成的时间和数目来

调控嫁接体的发育，并且参与接穗和砧木间愈伤

组织的产生和维管束桥的分化。董高峰等在成年

沙田柚试管嫁接研究中采用 GA3 1 mg L–1 或 BA      
0.5 mg L–1 浸泡接穗 30 s 后再进行嫁接操作，其成

活率达到 50%[13]。本研究将嫁接苗直接接种在 MS
培养基添加 GA3 1 mg L–1，蔗糖浓度 75 g L–1 进行

培养，得到相同结果，嫁接成活率比对照提高了 5
倍，达 58.89%，又节省操作程序。而 6-BA 对嫁接

苗成活率的影响没有 GA3 明显。

光照培养有利于嫁接苗的生长发育，但嫁接苗

初期暗培养 1 周，能明显提高嫁接苗的成活率，达

67.78%。这可能是一定时期的暗培养有利于砧穗

间的愈伤组织适度生长而愈合，其生物学机制尚需

进一步探究。
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