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无菌猕猴桃种子采集方法研究
孙菁婕ꎬ 杨　 迪ꎬ 邹婷婷ꎬ 赵新仕ꎬ 唐　 娟ꎬ 史佳杰ꎬ 张乃群∗

( 南阳师范学院 生命科学与技术学院ꎬ 河南 南阳 ４７３０６１ )

摘　 要: 无菌的猕猴桃种子是猕猴桃胚乳培养、实生苗微嫁接等技术的基础材料ꎬ利用消毒剂灭菌是常用

的无菌种子采集手段ꎬ应用最广泛的消毒剂为升汞(ｍｅｒｃｕｒｉｃ ｃｈｌｏｒｉｄｅ)和次氯酸钠(ＮａＣｌＯ)ꎮ 为了避免使用

消毒剂ꎬ该研究提出了一种新的无菌猕猴桃种子采集方法———无菌搅拌法ꎬ同时为探索其准确性和应用性ꎬ

比较了 ０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ、１０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ、无菌搅拌法三种方式采集无菌猕猴桃种子的效果ꎬ

并对种子萌发和幼苗形成的影响进行了研究ꎮ 结果表明:无菌搅拌法、０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 是稳定有效的

无菌猕猴桃采集方式ꎬ１０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ 的采集效果不稳定ꎻ在相同的时间内ꎬ无菌搅拌法的种子发

芽率最高ꎬ为 ８９.９０％ꎬ但发芽势较低ꎬ均可正常成苗ꎻ１０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ 的发芽率次之ꎬ与无菌搅拌

法的种子无显著差异ꎬ发芽势和成苗率最高ꎬ分别为 ４７.４７％和 ６７.８６％ꎬ且有打破猕猴桃种子休眠的作用ꎬ

整体作用类似于赤霉素(ＧＡ３)浸种的效果ꎻ０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 对猕猴桃种子的萌发有抑制作用ꎬ各项指

标均显著低于无菌搅拌法种子ꎬ且生长缓慢ꎮ 此外ꎬ无菌搅拌法是物理处理ꎬ对种子、操作人员、环境均无

害ꎮ 这证实了无菌搅拌法的实用性和优势ꎬ发现了次氯酸钠在打破猕猴桃种子休眠方面的作用ꎬ为其它同

类型果实的无菌种子采集提供了参考ꎮ
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　 　 种子是种子植物的繁殖体ꎬ对延续物种起着

重要作用ꎮ 猕猴桃是猕猴桃科( Ａｃｔｉｎｉｄｉａｃｅａｅ)猕

猴桃属(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ)的多年生藤本植物(吴秀华等ꎬ
２０１３)ꎬ原产地在中国ꎬ现已在世界范围内广泛种

植(Ｂｅｌｒｏｓｅꎬ ２００９)ꎬ果实可口且营养丰富ꎬ因维生

素 Ｃ 含量高而被誉为“水果之王”ꎬ根、茎、叶、花
均可入药ꎬ可谓 ‘全身是宝’ (周玲艳等ꎬ２０１３)ꎮ
猕猴桃种子数量多、体积小ꎬ镶嵌在果肉中ꎬ影响

果实的口感和部分产品的加工(如果汁等)ꎮ 为得

到无籽猕猴桃果实ꎬ许多学者进行了深入研究ꎮ
被子植物的胚乳培养是获取不育植株的重要手

段ꎬ目前已在西番莲(张琴等ꎬ２０００)、杨桃(吴清

等ꎬ２００２)、枇杷(彭晓军和王永清ꎬ２００２)等果树研

究中广泛应用ꎻ猕猴桃的胚乳培养也有很大进展ꎬ
且已获得了三倍体植株(林颖等ꎬ２０１２)ꎮ 猕猴桃

种质资源具有丰富的多样性(王发明等ꎬ２０１８)ꎬ但
童期长ꎬ基因高度杂合(叶开玉等ꎬ２０１２)ꎬ现阶段

的繁殖手段多为实生嫁接法ꎬ周期长且创伤易感

染溃疡病ꎮ 微嫁接技术是组织培养和嫁接技术的

结合ꎬ目前在葡萄(郝新意ꎬ２０１７)、苹果(周瑞金

等ꎬ２００７)等果树上广泛应用ꎬ利用种子在无菌培

养基上培育实生苗ꎬ再无菌嫁接优良品种ꎬ可缩短

繁殖周期、提高成活率、避免溃疡病感染ꎮ
上述两种技术都需要无菌的猕猴桃种子为基

础材料ꎮ 常用的猕猴桃无菌种子是利用消毒剂杀

菌获得ꎬ升汞、次氯酸钠是使用最多的消毒剂ꎮ 实

际上ꎬ猕猴桃正常完整果实的内部是无菌环境ꎬ种
子被无菌的果肉包裹ꎬ也是无菌的ꎮ 为避免在取

种时将种子暴露在有菌环境中ꎬ去掉不必要的工

作量ꎬ直接采集无菌猕猴桃种子ꎬ本研究提出了一

种新的无菌猕猴桃种子采集方法———无菌搅拌

法ꎬ避免了使用消毒剂ꎬ优化了胚乳培养、微嫁接

技术的前期工作ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

选取 ６ 个猕猴桃品种的果实作为供试材料ꎬ分
别为‘贵长’‘红阳’‘徐香’‘翠香’‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’‘海
沃德’ꎬ由超市购买或从西峡县猕猴桃种植果园中

采集ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 试验条件 　 所用的培养基均为 ＭＳ 培养基ꎬ
试验地点在南阳师范学院植物培养室ꎬ培养基、磁
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力搅拌子、去离子水、果酱瓶等均用高压蒸汽灭菌

锅灭菌ꎬ赤霉素用 ０.２ μｍ 的微孔滤膜过滤除菌ꎬ
温度控制在 ２５ ℃ 左右ꎬ每天的光照时间为 １２ ｈꎬ
光照强度在１ ５００ ~ ２ ０００ ｌｘ 之间ꎬ试验除了“无菌

种子采集方式效果的稳定性测定”这一步外ꎬ其余

工作均在 １２ 月份开始ꎮ
１.２.２ 无菌种子采集

１.２.２. １ 无菌搅拌法 　 在试验中ꎬ先选取‘贵长’
‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’ ‘翠香’猕猴桃完全成熟的完整果实ꎬ
用无菌搅拌法采集种子ꎬ具体步骤如下:在超净工

作台中ꎬ把猕猴桃果实放在无菌滤纸上ꎬ先用酒精

棉球擦拭果实表面ꎬ再用无菌的镊子和手术刀做

剥皮处理ꎮ 剥皮的过程中应多次在酒精灯上灼烧

镊子、手术刀与果皮接触的部分ꎬ保证其始终无

菌ꎮ 剥皮后的果肉先移放到另一张无菌滤纸上ꎬ
用灼烧过的手术刀削去表面的果肉ꎬ然后放入无

菌的果酱瓶中ꎬ用无菌镊子捣碎ꎬ加入无菌水至果

酱瓶体积的 ２ / ３ꎬ拧紧瓶盖ꎬ置于磁力搅拌器上搅

拌 ３ ~５ ｍｉｎꎬ静置ꎬ观察种子与果肉的分离状况ꎬ再
用无菌水冲走果肉碎屑ꎬ留下猕猴桃种子ꎮ 采集

的猕猴桃种子在超净工作台上直接接种于 ＭＳ 培

养基ꎬ每个培养基上接种 ６ 粒ꎬ接种 １０ 个培养基ꎬ
共接 ６０ 粒种子ꎬ２０ ｄ 时观察种子的污染状况ꎬ记
录数据ꎬ待第一粒种子萌发后第 ２０ 天停止观察ꎬ
记录种子的萌芽是否带菌ꎮ 无菌搅拌法采集的

‘贵长’‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’‘翠香’三个品种的种子分别标

记为 Ａ１、Ａ２、Ａ３ꎮ 同时ꎬ试验设置有菌环境中ꎬ用
磁力搅拌器搅拌采集的‘贵长’‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’‘翠香’
猕猴桃种子作为对照组ꎬ分别标记为 ＣＫ１、ＣＫ２、
ＣＫ３ꎬ与无菌搅拌法采集的种子比较ꎮ 为进一步证

实无菌搅拌法的可靠性ꎬ试验再选用‘徐香’ ‘海沃

德’‘红阳’三个品种猕猴桃作为无菌搅拌法的供

试材料ꎬ获取种子ꎬ具体观察记录方式与无菌搅拌

法一致ꎮ
１.２.２.２ 消毒剂灭菌 　 试验选用的消毒剂为升汞、
次氯酸钠ꎬ浓度分别为 ０.２％、１０％ꎬ灭菌时间为 ２０
ｍｉｎꎬ这也是文献中应用过的有效灭菌处理ꎮ 消毒

剂灭菌所用的种子是通过常规取种方式采集的ꎬ
即选择‘贵长’‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’‘翠香’猕猴桃完全成熟

的完整果实ꎬ在有菌环境中挤出果肉ꎬ利用纱布包

裹后反复淘洗ꎬ去掉果肉和漂浮于水面的空瘪种

子ꎬ留下饱满种子ꎮ 升汞灭菌后的 ‘贵长’ ‘Ｈｏｒｔ
１６Ａ’‘翠香’种子分别标记为 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３ꎬ次氯酸

钠灭菌后的‘贵长’‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’‘翠香’种子分别标

记为 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３ꎮ 灭菌后的猕猴桃种子在超净工

作台上直接接种于 ＭＳ 培养基ꎬ每个培养基上接种

６ 粒ꎬ接种 １０ 个培养基ꎬ共接 ６０ 粒种子ꎬ２０ ｄ 时观

察种子的污染状况ꎬ记录数据ꎬ待第一粒种子萌发

后第 ２０ 天停止观察ꎬ记录种子的萌芽是否带菌ꎮ
１.２.２.３ 无菌种子采集方式效果的稳定性测定　 为

了更好地确定无菌搅拌法和消毒剂灭菌的效果ꎬ
以‘贵长’猕猴桃的果实为材料ꎬ分别用这两种方

式在 １２ 月、１ 月、２ 月、３ 月分别采集一次无菌猕猴

桃种子ꎬ观察记录方式与上述(１)、(２)一致ꎮ
１.２.３ 种子萌发培养 　 培养种子萌发和观察芽的

生长状况主要是用于分析两种无菌种子采集方式

各自的优缺点ꎬ进一步验证无菌搅拌法的实用性ꎮ
以‘贵长’猕猴桃果实为材料ꎬ进行以下研究ꎮ
１.２.３.１ 无菌种子的直接培养 　 试验用无菌搅拌

法、０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ、１０％次氯酸钠灭菌 ２０
ｍｉｎ 采集的无菌种子接种于 ＭＳ 培养基ꎬ使其自然

萌芽生长ꎬ以 １０ ｄ 为一个单位ꎬ观察一次种子的萌

发情况ꎬ待种子萌发结束后观察成苗情况(长出真

叶的芽为成苗)ꎬ观察时长为 ５０ ｄꎮ 试验设 ３ 次重

复ꎬ每次重复 ３３ 粒左右ꎮ
１.２.３.２ 赤霉素处理 　 试验用无菌搅拌法、０.２％升

汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 采集的无菌种子ꎬ在浓度为 ２５ ｍｇ􀅰
Ｌ￣１的赤霉素中分别浸种 ０、５、８、１５、２０、２４ ｈꎬ无菌

搅拌法种子按顺序标记为 Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４、Ｄ５、Ｄ６ꎬ
升汞灭菌的种子按顺序标记为 Ｄ７、Ｄ８、Ｄ９、Ｄ１０、
Ｄ１１、Ｄ１２ꎮ 经赤霉素处理后的无菌种子于 ＭＳ 培

养基上培养ꎬ观察记录种子的萌发、生长等情况ꎬ
时长为 ５０ ｄꎮ 设置 ３ 次重复ꎬ每次重复 ３１ 粒左右ꎮ
发芽率 ＝最终发芽的种子数 /供试种子数´１００％ꎻ
发芽势 ＝ 试验前 ２０ ｄ 发芽种子数 /供试种子数´

１００％ꎻ成苗率 ＝试验结束时萌芽的成苗数 /供试种

子数´１００％ꎮ
１.２.４ 统计学分析　 采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 软件整理数据

和制作图表ꎬ用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计软件作统计学分

析ꎬ用 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ Ｄｕｎｃａｎ 法完成多重比较ꎮ

４７４ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



２　 结果与分析

２.１ 无菌搅拌法的无菌猕猴桃种子采集效果

无菌搅拌法可顺利采集猕猴桃种子(图 １:Ａ、
Ｄ)ꎬ搅拌果肉时可清楚观察到种子与果肉分离(图
１:Ｂ)ꎬ静置后饱满的种子沉在果酱瓶底部ꎬ空瘪种

子漂浮在去离子水上部(图 １:Ｃ)ꎬ表明无菌搅拌

法是一种可靠的猕猴桃种子采集方法ꎮ
利用无菌搅拌法采集‘贵长’ ‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’ ‘翠

香’三个猕猴桃品种无菌种子的效果如表 １ 所示ꎮ
三个品种的对照组种子全部污染ꎬ确认污染的时

间在 ３ ~１０ ｄ 之间ꎻ无菌搅拌法采集的三个猕猴桃

品种种子接种于 ＭＳ 培养基ꎬ经 ２０ ｄ 的观察ꎬ‘贵
长’‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’两个品种各有 １ 粒种子污染ꎬ确认

污染的时间分别在第 ７ 天、第 ６ 天ꎬ‘翠香’的种子

无污染产生ꎮ 三个品种的对照组由于种子全部污

染ꎬ因此无萌芽产生ꎬ而无菌搅拌法组中ꎬ三个品

种的种子开始萌发时间并无显著差异ꎬ均在 １３ ~

１６ ｄ 之间ꎬ因此对萌芽污染情况的观察时间统一

至第 ３６ 天结束ꎬ所有的种子萌芽均不带菌ꎮ 可

见ꎬ无菌搅拌法是可以用来采集无菌猕猴桃种子

的ꎬ试验中出现的 ２ 粒种子污染应该是试验操作

不严谨造成的ꎮ
在试验中为了确认表 １ 中出现的 ２ 粒种子污

染不是方法本身的问题ꎬ本研究选用‘徐香’ ‘红

阳’‘海沃德’三个猕猴桃品种为材料ꎬ利用无菌搅

拌法取种ꎬ具体采集效果如表 ２ 所示ꎮ 采集的三

个猕猴桃品种种子是无菌的ꎬ经 ２０ ｄ 观察ꎬ无污染

产生ꎬ种子的开始发芽时间‘徐香’约在第 １４ 天ꎬ
‘红阳’约在第 １６ 天ꎬ‘海沃德’约在第 １４ 天ꎬ因此

对萌芽的观察时间分别持续至第 ３４、３６、３４ 天ꎬ种
子的萌芽也无污染现象ꎮ 可见ꎬ表 １ 中的 ２ 粒种子

污染与无菌搅拌法本身并无关联ꎬ无菌搅拌法是

一种可靠的无菌猕猴桃种子采集方法ꎮ
２.２ 消毒剂灭菌采集无菌猕猴桃种子的效果

消毒剂灭菌采集无菌猕猴桃种子的效果如表

３ 所示ꎮ 对于‘贵长’ ‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’ ‘翠香’三个品种

的种子ꎬ经 ０.２％升汞处理 ２０ ｍｉｎ 和 １０％次氯酸钠

处理 ２０ ｍｉｎ 后在 ２０ ｄ 内均无细菌或真菌污染ꎬ每

表 １　 无菌搅拌法采集‘贵长’‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’
‘翠香’猕猴桃无菌种子的效果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｓｅｐｔｉｃ ｓｔｉｒｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ａｓｅｐｔｉｃ
ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ‘Ｇｕｉｃｈａｎｇ’ꎬ ‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’ ａｎｄ ‘Ｃｕｉｘｉａｎｇ’

序号
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

种子污染数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｅｅｄｓ

萌芽带菌数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｐｒｏｕｔｓ

ＣＫ１ ６０ —

ＣＫ２ ６０ —

ＣＫ３ ６０ —

Ａ１ １ ０

Ａ２ １ ０

Ａ３ ０ ０

表 ２　 无菌搅拌法采集‘徐香’‘红阳’‘海沃德’
猕猴桃无菌种子的效果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｓｅｐｔｉｃ ｓｔｉｒｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ａｓｅｐｔｉｃ
ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ‘Ｘｕｘｉａｎｇ’ꎬ ‘Ｈｏｎｇｙａｎｇ’ ａｎｄ ‘Ｈａｙｗａｒｄ’

序号
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

种子污染数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｅｅｄｓ

萌芽带菌数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｐｒｏｕｔｓ

‘徐香’ ‘Ｘｕｘｉａｎｇ’ ０ ０

‘红阳’ ‘Ｈｏｎｇｙａｎｇ’ ０ ０

‘海沃德’ ‘Ｈａｙｗａｒｄ’ ０ ０

种处理的 ６０ 粒种子都是无菌的ꎮ ０.２％升汞处理 ２０
ｍｉｎ 后的种子开始发芽较晚ꎬ‘贵长’大约在第 １７
天ꎬ‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’大约在第 １８ 天ꎬ‘翠香’大约在第 １６
天ꎬ对萌芽污染情况的观察分别至第 ３７ 天、第 ３８
天、第 ３６ 天结束ꎬ萌芽均不带菌ꎮ １０％次氯酸钠处

理 ２０ ｍｉｎ 后的种子开始发芽有所时间提前ꎬ‘贵长’
大约在第 １１ 天ꎬ‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’ 大约在第 １２ 天ꎬ‘翠
香’大约在第 １１ 天ꎬ对萌芽污染情况的观察分别至

第 ３１ 天、第 ３２ 天、第 ３１ 天结束ꎬ萌芽均不带菌ꎮ 可

见ꎬ消毒剂灭菌也能采集无菌猕猴桃种子ꎮ
２.３ 不同无菌猕猴桃种子采集方式效果的稳定性

不同无菌猕猴桃种子采集方式效果的稳定性

测定效果如表 ４ 所示ꎮ 无菌搅拌法在 １２ 月采集的

无菌 ‘贵长’猕猴桃种子有 １ 粒污染ꎬ 其余 ３ 个月
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表 ３　 消毒剂灭菌采集‘贵长’‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’
‘翠香’猕猴桃无菌种子的效果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｎ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ａｓｅｐｔｉｃ
ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ‘Ｇｕｉｃｈａｎｇ’ꎬ ‘Ｈｏｒｔ １６Ａ’ ａｎｄ ‘Ｃｕｉｘｉａｎｇ’

序号
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

种子污染数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｅｅｄｓ

萌芽带菌数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｐｒｏｕｔｓ

Ｂ１ ０ ０

Ｂ２ ０ ０

Ｂ３ ０ ０

Ｃ１ ０ ０

Ｃ２ ０ ０

Ｃ３ ０ ０

表 ４　 不同时间无菌‘贵长’猕猴桃种子采集方式的效果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ａｓｅｐｔｉｃ

Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ‘Ｇｕｉｃｈａｎｇ’ ｓｅｅｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

１２ 月
Ｄｅｃ.

１ 月
Ｊａｎ.

２ 月
Ｆｅｂ.

３ 月
Ｍａｒ.

无菌搅拌法种子污染数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｅｅｄｓ ｂｙ
ａｓｅｐｔｉｃ ｓｔｉｒｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

１ ０ ０ ０

０.２％升汞 ２０ ｍｉｎ 种子污染数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｅｅｄｓ ｂｙ
０.２％ ｍｅｒｃｕｒｉｃ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎ

０ ０ ０ ０

１０％次氯酸钠 ２０ ｍｉｎ 种子 污
染数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｓｅｅｄｓ ｂｙ
１０％ ＮａＣｌＯ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎ

０ ０ ７ １１

无污染ꎻ０.２％ 升汞 ２０ ｍｉｎ 处理在 ４ 次无菌‘贵长’
猕猴桃种子采集中均无污染产生ꎻ１０％ 次氯酸钠 ２０
ｍｉｎ 处理在 １２ 月、１ 月两次无菌‘贵长’猕猴桃种子

采集中无污染现象ꎬ而在 ２ 月时有 ７ 粒污染ꎬ３ 月有

１１ 粒种子污染ꎮ 在 ２.１ 中已经证明‘贵长’猕猴桃

的那 １ 粒种子污染与无菌搅拌法本身无关ꎬ因此无

菌搅拌法和 ０.２％ 升汞 ２０ ｍｉｎ 处理都是效果比较稳

定的猕猴桃无菌种子的采集方式ꎬ１０％ 次氯酸钠 ２０
ｍｉｎ 处理 ２ 月、３ 月两次的无菌种子采集效果与前两

者有明显差异ꎬ可参考性不强ꎮ
２.４ 不同无菌种子采集方式对‘贵长’猕猴桃种子

发芽及成苗的影响

从图 ２ 可以看出ꎬ消毒剂灭菌和无菌搅拌法采

集的无菌‘贵长’猕猴桃种子的发芽是在 １０ ~４０ ｄ
之间ꎬ０ ~１０ ｄ 之间无种子萌发ꎬ４０ ~５０ ｄ 之间发芽

率基本无变化ꎮ １０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ 的种子

开始萌发时间大约在第 １１ 天ꎬ１１ ~２０ ｄ 之间发芽

率达到 ４７. ４７％ꎬ到 ３０ ｄ 时发芽率为 ５３. ５３％ꎬ而
３０ ~４０ ｄ 之间才有 ２９.８０％的种子发芽ꎻ无菌搅拌

法采集的无菌种子大约在第 １５ 天开始萌发ꎬ３０ ~

４０ ｄ 之间的种子发芽率为 ５７.８１％ꎬ而前 ３０ ｄ 只有

３２.０９％ꎬ后期发芽率接近于前期的 ２ 倍ꎻ０. ２％升

汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 后的种子开始萌发时间较晚ꎬ大约

在第 １７ 天ꎬ前 ３０ ｄ 的发芽率 １９.１９％ꎬ４０ ｄ 时的最

终发芽率为 ４６.４６％ꎬ整体种子发芽率显著低于无

菌搅拌法和 １０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ(图 １ꎬ表 ５ꎬ
Ｐ<０.０５)ꎬ种子开始萌发的时间约比无菌搅拌法晚

２ ｄꎬ比 １０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ 晚 ６ ｄꎬ可见ꎬ无
菌搅拌法种子的发芽高峰时段为试验后期ꎬ开始

萌发时间较晚ꎬ说明‘贵长’猕猴桃种子有休眠性ꎻ
１０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ 的种子发芽高峰时段是

在试验前期ꎬ且开始萌发时间提前无菌搅拌法种

子 ４ ｄꎬ说明 １０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ 有助于‘贵
长’猕猴桃种子的破眠ꎻ０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 的

种子各方面指标都低ꎬ开始萌发时间最晚ꎬ说明

０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 会抑制‘贵长’猕猴桃种子

的萌发ꎮ

表 ５　 不同方式采集的‘贵长’猕猴桃无菌种子

４０ ｄ 时的最终发芽率
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｆｉｎａｌ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ‘Ｇｕｉｃｈａｎｇ’

ａｓｅｐｔｉｃ ｓｅｅｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ４０ ｄ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

最终发芽率
Ｆｉｎａｌ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ (％)

无菌搅拌法
Ａｓｅｐｔｉｃ ｓｔｉｒｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

８９.９０ａ

０.２％升汞 ２０ ｍｉｎ
０.２％ ｍｅｒｃｕｒｉｃ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎ

４６.４６ｂ

１０％次氯酸钠 ２０ ｍｉｎ
１０％ ＮａＣｌＯ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎ

８３.３３ａ

　 注: 同列不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｃｅｓ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

　 　 试验在 ５０ ｄ 结束后ꎬ不同方式采集的无菌猕

猴桃种子的成苗情况也存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ

６７４ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



注: Ａ. 含有种子的果肉ꎻ Ｂ. 加水搅拌ꎻ Ｃ. 果肉和种子分离ꎻ Ｄ. 猕猴桃种子ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｐｕｌｐ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｅｄｓꎻ Ｂ. Ｓｔｉｒｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｗａｔｅｒꎻ Ｃ. Ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｐｕｌｐ ａｎｄ ｓｅｅｄｓꎻ Ｄ. Ｓｅｅｄｓ ｏｆ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ.

图 １　 无菌搅拌法采集猕猴桃种子的过程
Ｆｉｇ. １　 Ａｓｅｐｔｉｃ ｓｔｉｒｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｅｄｓ ｏｆ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ

图 ２　 不同无菌种子采集方式对‘贵长’
猕猴桃种子发芽的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｓｅｐｔｉｃ ｓｅｅｄｓ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ
ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ‘Ｇｕｉｃｈａｎｇ’ ｓｅｅｄｓ

如图 ３ 所示ꎮ １０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ 的种子成

苗率最高ꎬ为 ６７.８６％ꎬ开始萌发后 ３ ｄ 左右就有子

叶出现ꎬ第 ２２ 天左右ꎬ长出子叶的萌芽大部分会

长出真叶ꎬ３０ ｄ 时萌芽的根长均在 １.５ ~３.０ ｃｍ 之

间ꎮ ０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 的种子成苗率最低ꎬ种
子萌发后芽生长缓慢ꎬ在 ２６ ｄ 左右才出现子叶ꎬ成
苗率只有 １０.３３％ꎮ 无菌搅拌法种子萌发后ꎬ第 １９
天左右会开始出现子叶ꎬ第 ２４ 天左右长出子叶的

芽陆续有真叶舒展开来ꎬ３０ ｄ 时的根长为 １ ~２ ｃｍ
之间ꎬ成苗率为 ４０.０７％ꎮ 从整个生长过程来看ꎬ
１０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ 的种子生长最为旺盛ꎬ
最先生根ꎬ长出子叶ꎬ成苗ꎬ根系也最发达(图 ４:左
２)ꎻ无菌搅拌法种子长势良好ꎬ从露白到长出子叶ꎬ

７７４４ 期 孙菁婕等: 无菌猕猴桃种子采集方法研究



注: 不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５).

图 ３　 不同方式采集的无菌猕猴桃种子的成苗情况
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ａｓｅｐｔｉｃ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ｓｅｅｄｓ ｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

再到长出真叶ꎬ所需时间和 １０％次氯酸钠灭菌 ２０
ｍｉｎ 的种子无明显差异ꎬ根健壮ꎬ分根多ꎬ由于开始

萌发时间晚ꎬ规定时间内成苗率不及次氯酸钠处

理(图 ４:左 １)ꎻ０. ２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 的种子萌

发、生长状况都很差ꎬ许多种子虽然萌发ꎬ会长出

一点根ꎬ但到试验结束基本无变化ꎬ一小部分会长

出子叶和真叶ꎬ成苗率显著低于前两者(Ｐ<０.０５)ꎬ
规定时间内成苗的芽根细且短小ꎬ分根少(图 ４:左
３)ꎮ 可见ꎬ从获取实生苗的角度看ꎬ１０％次氯酸钠

灭菌 ２０ ｍｉｎ 显然效果更好ꎬ无菌搅拌法也能获得

健壮的实生苗ꎬ两者的差异主要体现在种子开始

发芽的时间上ꎮ
２.５ 赤霉素浸种对不同方式采集的无菌猕猴桃种

子萌发的影响

赤霉素浸种对不同方式采集的无菌猕猴桃种

注: 自左至右依次为无菌搅拌法、１０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ、０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ、赤霉素处理 ８ ｈ、
０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 后赤霉素再处理 ２４ ｈ ５ 种种子在 ５０ ｄ 时的成苗ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ａｒｅ ａｓｅｐｔｉｃ ｓｔｉｒｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄꎬ １０％ ＮａＣｌＯ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎꎬ ０.２％ ｍｅｒｃｕｒｉｃ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎꎬ
ＧＡ３ ８ ｈꎬ ＧＡ３ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ０.２％ ｍｅｒｃｕｒｉｃ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｅｅｄｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｆｏｒ ５０ ｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ４　 ５０ ｄ 时‘贵长’猕猴桃种子的成苗
Ｆｉｇ. ４　 Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｏｆ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ‘Ｇｕｉｃｈａｎｇ’ ｓｅｅｄｓ ｆｏｒ ５０ ｄ

子萌发的影响如表 ６ 所示ꎮ 与 Ｄ１、Ｄ７ 两个对照相

比ꎬ赤霉素浸种的 ５ 个处理均促进了‘贵长’猕猴

桃种子萌发ꎬ发芽高峰时段也提前至试验前期

(１１ ~２０ ｄ)、中期(２０ ~３０ ｄ)ꎮ 无菌搅拌法种子的

Ｄ３ ~Ｄ６ 处理发芽率均达到 １００％ꎬＤ２ 处理达到了

９５. ７０％ꎬ 高 于 对 照ꎻ 发 芽 势 Ｄ３ 处 理 最 高ꎬ 为

８２.７９％ꎬＤ５ 处理达到 ８１.７２％ꎬ两种处理的发芽速

度和发芽整齐度无显著差异ꎻ Ｄ５ 处理的成苗率为
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表 ６　 赤霉素处理时间对不同方式采集的无菌‘贵长’猕猴桃种子发芽率、发芽势、成苗率的影响
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＧＡ３ ｓｏａｋｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙꎬ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ

ａｓｅｐｔｉｃ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ‘Ｇｕｉｃｈａｎｇ’ ｓｅｅｄｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

序号
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

发芽高峰时段
Ｐｅａｋ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

(ｄ)

发芽率
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

发芽势
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ

(％)

５０ ｄ 成苗率
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｒａｔｅ ｆｏｒ ５０ ｄ

(％)

Ｄ１ ３０ ~４０ ８９.９０ ±９.７４ａｂ １９.１９ ±１２.２５ｆｇ ４０.０７ ±６.２４ｅ

Ｄ２ １１ ~２０ ９５.７０ ±４.９３ａｂ ５２.６９ ±１０.３７ｂｃ ７５.０２ ±８.１４ｂｃｄ

Ｄ３ １１ ~２０ １００ ±０ａ ８２.７９ ±８.１１ａ ９４.６２ ±１.８６ａｂ

Ｄ４ １１ ~２０ １００ ±０ａ ５５.９１ ±４.９３ｂ ８７.１０ ±１９.６２ａｂｃ

Ｄ５ １１ ~２０ １００ ±０ａ ８１.７２ ±１.８６ａ ９６.７７ ±３.２３ａ

Ｄ６ ２０ ~３０ １００ ±０ａ ２２.５８ ±５.５９ｅｆｇ ５４.８４ ±１４.０６ｄｅ

Ｄ７ ３０ ~４０ ４６.４６ ±４.６３ｄ １１.１１ ±１.７５ｇ １０.３３ ±９.２０ｆ

Ｄ８ ２０ ~３０ ９３.５５ ±３.２３ａｂ ２５.８１ ±３.２３ｄｅｆｇ ６４.４６ ±４.０４ｄ

Ｄ９ ２０ ~３０ ７４.１９ ±１９.６２ｃ ３８.７１ ±８.５４ｃｄｅ ６０.０５ ±１８.２１ｄｅ

Ｄ１０ ２０ ~３０ ８９.２４ ±１５.９１ａｂ ５０.５４ ±１４.９０ｂｃ ６８.５５ ±１７.５２ｃｄ

Ｄ１１ ２０ ~３０ ９４.６２ ±１.８６ａｂ ３０.１１ ±１.８６ｄｅｆ ６３.７２ ±１０.５６ｄ

Ｄ１２ ２０ ~３０ ８２.８０ ±１.８６ｂｃ ４０.８６ ±１７.７６ｂｃｄ ７０.０５ ±５.２４ｃｄ

９６.７７％ꎬ略微超过 Ｄ３ 处理的 ９４.６２％(图 ４:左 ４)ꎬ
两者并无显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ但 Ｄ３ 处理的浸种

时间比 Ｄ５ 处理少 １２ ｈꎮ 可见ꎬＤ３ 即赤霉素浸种 ８
ｈ 是‘贵长’猕猴桃种子的最佳的浸种时间ꎮ 浸种

时间最短的 Ｄ２ 处理ꎬ３ 个指标均处于一般水平ꎬ而
浸种时间最长的 Ｄ６ 处理ꎬ发芽势、成苗率却最低ꎬ
和 Ｄ３、Ｄ４、Ｄ５ 都有显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ发芽高峰

时段也有所推迟ꎮ 可见ꎬ赤霉素的破眠作用只是

在一定的范围内有效ꎮ ０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 的

种子经赤霉素浸种后ꎬＤ１１ 处理发芽率最高ꎬ为
９４.６２％ꎬＤ１０ 发芽势最高ꎬ为 ５０.５４％ꎬＤ１２ 成苗率

最高ꎬ为 ７０.０５％(图 ４:左 ５)ꎬ显著低于除 Ｄ６、Ｄ１
外所有的无菌搅拌法浸种处理(Ｐ<０.０５)ꎮ 可见ꎬ
即使打破种子的休眠ꎬ０.２％升汞灭菌 ２０ ｍｉｎ 依然

不利于种子的萌发、生长ꎬ这也从另一方面印证了

２.４ 的结论ꎮ
综上所述ꎬ适当利用赤霉素浸种在打破猕猴

桃种子休眠上有很好的作用ꎬ试验中探索出的最

佳方案为 ２５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的赤霉素浸种 ８ ｈꎮ

３　 讨论

采集无菌种子时ꎬ采集方式的效果、种子活性

的保持、附带问题的存在和解决是必须考虑的三

大因素ꎮ 本研究结果表明ꎬ无菌搅拌法、消毒剂灭

菌都可有效采集无菌的猕猴桃种子ꎬ但消毒剂中

的次氯酸钠灭菌效果不稳定ꎬ在天气较冷的 １２
月、１ 月灭菌效果很好ꎬ但在天气转暖的 ２ 月、３ 月

灭菌效果较差ꎮ 王羽悦(２０１６)在探索猕猴桃茎段

的最佳取材时间时发现季节转换对茎段的污染有

影响ꎬ天气转暖会导致污染率的上升ꎮ 本研究中

升汞处理之所以能保持良好的灭菌效果ꎬ是因为

试验中使用的浓度较高、浸种时间较长ꎬ而在其它

外植体灭菌时ꎬ常用的升汞浓度为 ０.１％ꎬ灭菌时

间在 １５ ｍｉｎ 以内ꎬ浓度过高、时间过长会抑制外植

体的活性(何官榕等ꎬ２０１７)ꎬ陈雪鹃等(２０１２)在

做芙蓉菊组培时、蒋时姣等(２０１４)在采集柳杉无

菌种子时的灭菌探索都印证了此结论ꎮ ０.２％升汞
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灭菌 ２０ ｍｉｎ 是众多猕猴桃胚乳培养文献中常用的

种子灭菌方式(林颖等ꎬ２０１２ꎻ龙自立ꎬ２００８ꎻ赵丹

丹ꎬ２０１１)ꎬ灭菌效果好却存在一些附带问题ꎮ 首

先ꎬ升汞灭菌的原因在于其含有的 Ｈｇ２ ＋是重金属

离子ꎬ会与菌体内带有负电荷的蛋白质结合ꎬ使蛋

白质变性ꎬ进而杀灭菌体ꎬ但 Ｈｇ２ ＋会残留在被灭菌

的外植体表面不易清除ꎬ影响外植体的存活ꎬ林妃

等(２０１３)在做花梨木组织培养时有此结论ꎻ其次ꎬ
汞是一种重金属ꎬ对环境污染大ꎬ对操作人员有潜

在危害ꎬ妥善处理升汞废液、避免对人体伤害是不

容忽视却又较难解决的问题 ( Ｂｊøｒｋｌｕｎｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ 无菌搅拌法是一种物理取种方法ꎬ与消毒

剂灭菌相比ꎬ操作过程简单ꎬ不会对猕猴桃种子造

成伤害ꎬ也不存在环境、安全等附加问题ꎬ适合实

验室中的无菌猕猴桃种子采集ꎮ
种子的休眠是植物在长期的系统发育过程中

形成的抵抗外界不良环境条件ꎬ以保持物种不断

发展和进化的生态特性ꎬ是调节种子萌发最佳时

机和空间分布的一种机制(郑道君等ꎬ２０１７)ꎮ 猕

猴桃种子体积微小ꎬ有一定的休眠特性ꎮ 低温沙

藏法是打破猕猴桃种子休眠常用的方法ꎬ一般在

冬天开始ꎬ时间为 ２ ~３ 个月不等ꎬ低温沙藏过程中

还需控制沙的湿度、种子表面的空气流动等问题

(王亚威ꎬ２０１７)ꎬ整个方法受限条件多ꎬ过程繁琐ꎮ
赤霉素是打破种子休眠的常用试剂(常青山等ꎬ
２０１６)ꎮ 本研究在探索无菌搅拌法优势时ꎬ利用 ２５
ｍｇ􀅰Ｌ￣１的赤霉素浸种ꎬ得出一定的浓度下赤霉素

浸种促进猕猴桃种子萌发只在一定时间范围内有

效的结论ꎬ这与周玲艳等(２００９)用 ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的

赤霉素浸泡美味猕猴桃种子时的结论不谋而合ꎮ
２５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１浓度的赤霉素浸种 ８ ｈ 是本研究中赤霉

素浸种的最佳处理ꎮ 另外ꎬ本研究中用次氯酸钠

灭菌时发现ꎬ次氯酸钠亦有打破猕猴桃种子休眠

的作用ꎬ这可能是因为次氯酸钠腐蚀了猕猴桃种

子的种皮ꎬ让胚更易吸收外界的水分及无机盐离

子ꎮ １０％次氯酸钠灭菌 ２０ ｍｉｎ 的种子在开始萌发

时间、发芽高峰时段上和赤霉素浸种的最佳处理

无差异ꎬ两者的差异在于 １１ ~２０ ｄ 时种子的发芽

数量ꎬ赤霉素处理为 ８２. ７９％ꎬ次氯酸钠处理为

４７.４７％ꎬ相差 ３５.３２％ꎬ但都显著高于不做处理的

普通种子(无菌搅拌法种子)ꎮ 因此ꎬ２５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１赤

霉素浸种 ８ ｈ 处理的破眠效果优于 １０％次氯酸钠

灭菌 ２０ ｍｉｎ 处理ꎮ 不过ꎬ浸种时间短是次氯酸钠

的优势ꎬ２０ ｍｉｎ 是 ８ ｈ 的 １ / ２４ꎬ本研究只是观察了

１０％的次氯酸浸种 ２０ ｍｉｎ 的破眠效果ꎬ有一定的

片面性ꎬ但次氯酸钠的破眠作用是可以肯定的ꎬ具
体潜力有待进一步探究ꎮ

综上所述ꎬ升汞灭菌的附带问题较多ꎬ最好避

免使用ꎻ次氯酸钠灭菌的效果不稳定ꎬ相比之下ꎬ
用于打破猕猴桃种子休眠更有意义ꎻ无菌搅拌法

可避免升汞、次氯酸钠灭菌时的短处ꎬ适合用于采

集无菌的猕猴桃种子ꎮ 本研究证实了无菌搅拌法

的可靠性和实用性ꎬ为采集无菌的猕猴桃种子提

供了新的高效、安全的方法ꎬ具有较大的实用价

值ꎬ也为类似植物的无菌种子采集拓展了新思路ꎮ
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