
黑莓叶片组织培养及植株再生的初步研究
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摘要  以美国黑树莓叶片作为外植体 ,以MS 为基本培养基 ,添加不同浓度的6- BA、NAA 或IAA 进行愈伤组织诱导及植株再生试验。结
果表明:树莓叶片外植体在培养基MS +6- BA2 .0～4 .0 mg/ L + NAA( IAA) 0 .01～0 .5 mg/ L 都能不同程度地形成愈伤组织 ,但以MS+6- BA
4 .0 mg/ L + NAA 0 .5 mg/ L 和MS +6- BA 4 .0 mg/ L+ IAA0 .5 mg/ L 愈伤组织的诱导率最高 ,诱导率可达100 % ;所试验的各种不定芽分化培
养基 ,都能不同程度地诱导愈伤组织分化出不定芽 ,在添加6- BA2 .0 mg/ L 和NAA 0 .01 mg/ L 的MS 培养基上 ,愈伤组织分化不定芽的比
例最高,达49 .7 %的 ;所产生的不定芽在1/ 2 MS + NAA 0 .1 mg/ L 的培养基上的生根率可达89 .3 %。
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Tissue Culture and Plant Regeneration of Blackberry
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Abstract  The leaves of the blackberry as the explant ,and MS contained different concentration of 6- BA, NAAor IAA as the media , the callus induction
and the plant regeneration of the blackberry were studied . The results showed that the calluses were induced fromthe leaf explants onthe media of MS+
6- BA 2 .0～4 .0 mg/ L+ NAA 0 .01～0 .5 mg/ L and MS+6- BA 2 .0～4 .0 mg/ L +IAA 0 .01～0 .5 mg/ L. The induction rate was up to 100 % on the
media of MS +6- BA 4 .0 mg/ L+ NAA 0 .5 mg/ L and MS+ 6- BA 4 .0 mg + IAA 0 .5 mg/ L .Adventitious buds were induced fromthe calluses at the fre-
quency of 49 .7 % on MS mediumsupplemented with6- BA2 .0 mg/ L and NAA 0 .01mg/ L . 89 .3 % adventitious buds were rooted and induced regenerated
plants on 1/ 2 MS mediumsupplemented with NAA 0 .1 mg/ L .
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  黑树霉的营养性、病用性极佳[ 1 - 3] , 多年来 ,对黑莓组培

快繁技术的研究国内外时有报道[ 4 - 15] 。笔者试验以树莓叶

片为试材,拟对影响树莓叶片愈伤组织诱导和再生植株的几

种植物生长调节剂进行研究, 筛选出合适的生长调节剂组

合, 探讨树莓叶片愈伤组织诱导及植株再生技术体系, 为大

规模工厂化生产提供依据。

1  材料与方法

1 .1  试验材料 品种为美国黑树莓赫尔( Hull ) , 以其无菌苗

叶片为外植体。

1 .2 外植体处理 取生长较健壮的树莓无菌苗, 挑选无损

伤的幼嫩叶片作为外植体,于已消毒的培养皿中切成0 .5 c m2

左右的小块,叶背朝下平放接种到培养基上。

1 .3 培养基 ①愈伤组织诱导培养基为MS+ 6- BA + NAA、

MS+ 6- BA + IAA ,6- BA 的浓度分别为2 .0、4 .0 mg/ L ,NAA 为

0 .01、0 .05、0 .1 mg/ L ,IAA 为0 .5 mg/ L ,16 个浓度组合。试验

不同浓度的6- BA、NAA 及6- BA、IAA 组合对愈伤组织诱导的

影响。②芽诱导培养基为MS + 6- BA + NAA, 6- BA 的浓度

为1 .0、2 .0 mg/ L ,NAA 的浓度设定与上述相同, 每处理接种

材料25～30 个。③根诱导培养基为1/ 2 MS + NAA、NAA 的浓

度为0 .01、0 .05、0 .1、0 .5 mg/ L , 探讨不同浓度的 NAA 对根诱

导的影响,筛选适宜的生根培养基。以上MS 培养基中均加

琼脂0 .7 % ,蔗糖3 % ,pH 值均为5 .8～6 .0。

1 .4  培养条件 温度为( 25±2) ℃, 培养室内空气相对湿度

为70 %左右,光照强度为1 500～2 000 lx , 每日光照14 h。

2  结果与讨论

2 .1  愈伤组织的诱导 接种约15 d 后, 叶片开始卷曲 ,边缘

开始膨大, 同时在伤口边缘形成肉眼可见的愈伤组织, 有部

分带有叶柄的外植体则直接从叶柄处长出幼嫩的不定芽, 另

有部分叶片褐化, 没有产生愈伤组织, 接种约30 d 后, 叶片边
�
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缘切口处和基部叶脉切伤处愈伤组织稍微增多, 且愈伤组织

多为黄绿色,呈半透明状, 较疏松。继续培养1 周后, 大部分

愈伤组织开始变绿, 质地变得更加致密。再继续培养之后发

现部分生长较快的愈伤组织开始出现分化, 长出了少量的不

定芽。从表1 可知,6- BA 4 .0 mg/ L 诱导率比6- BA 2 .0 mg/ L

诱导率明显要好, 而NAA 和IAA 2 个试验组之间的差别并不

是很明显,这表明 ,NAA 和IAA 在对愈伤组织的诱导效果上

没有明显的差异。6- BA 4 .0 mg/ L 附加 NAA 或IAA 0 .5 mg/ L

的处理组诱导效果最好,基本达到了100 % , 而且愈伤组织的

生长速度较快, 生长状态良好, 大部分都呈现出健康的黄绿

色,质地较其他组紧密。另外,6- BA 4 .0 mg/ L 附加 NAA 或

IAA 0 .05 mg/ L 的处理组诱导率也相对较高 , 分别达到了

84 .5 %、92 .3 % , 但是其愈伤组织的生长状态很不均匀, 大小

差异很大。

  表1  不同浓度6- BA 与NAA(IAA) 配比对愈伤组织分化的影响

编号 激素组合
外植体

数∥个

愈伤组织

数∥个

诱导率

%
生长状态

A1 BA2 .0 + NAA0 .01 30 12  40.0 黄绿,较缓慢
A2 BA4 .0 + NAA0 .01 39 30 76.9 黄绿,较缓慢
B1 BA2 .0 + NAA0 .05 35 17 48.6 黄绿色 ,较缓慢
B2 BA4 .0 + NAA0 .05 33 28 84.5 黄绿色 ,较快
C1 BA2 .0 + NAA0 .1 30 21 70.0 色黑,缓慢
C2 BA4 .0 + NAA0 .1 30 24 80.0 色黑,缓慢
D1 BA2 .0 + NAA0 .5 38 38 100 黄绿色 ,快
D2 BA4 .0 + NAA0 .5 40 40 100 黄绿色 ,较快
E1 BA2 .0 +IAA0 .01 40 22 55.0 黄绿色 ,较缓慢
E2 BA4 .0 +IAA0 .01 38 32 84.2 褐色,缓慢
F1 BA2 .0 +IAA0 .05 34 8 23.6 白色,缓慢
F2 BA4 .0 +IAA0 .05 39 36 92.3 绿色,中等
G1 BA2 .0 +IAA0 .1 35 21 60.0 黄绿至青色,较小
G2 BA4 .0 +IAA0 .1 39 27 69.0 青色,小
H1 BA2 .0 +IAA0 .5 31 29 93.5 黄绿色 ,较好
H2 BA4 .0 +IAA0 .5 34 34 100 黄绿色 ,较好

2 .2  不定芽的诱导 在无菌条件下用镊子将愈伤组织分割

成若干小块 ,剔除附着在愈伤组织上的原有培养基, 然后在
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无菌条件下将修理好的愈伤组织小块转移到新鲜的培养基

中,在经过大约40 d 培养后, 愈伤组织开始分化出黄绿色的

不定芽。大部分的处理组产生不定芽可呈绿色或黄绿色, 只

有少量的试验组产生深绿色的不定芽。从表2 可知, MS +

6- BA 2 .0 mg/ L + NAA 0 .01 mg/ L 的处理组诱导效果最好, 达

到了49 .7 % , 而且诱导的丛芽数目较多, 长势也较旺盛。其

次是MS+ 6- BA 2 .0 mg/ L + NAA 0 .05 mg/ L , 该组诱导的不定

芽数目也较多, 长势良好。在添加NAA 浓度为0 .5 mg/ L的试

验组中, 愈伤组织绝大部分都没有分化出不定芽, 有少量分

化出不定芽的,苗势也非常弱小。而且愈伤组织本身也大部

分都发生褐变的现象。此外,叶片愈伤组织在附加不同浓度

激素的培养基中都不同程度的生根, 以 NAA 0 .5 mg/ L 的处

理组生根率最高。

  表2   6- BA 及NAA不同浓度组合对不定芽诱导的影响

编号 激素组合
愈伤组织

数∥个

芽数量

个

诱导率

%
形态

A1 BA1 .0 + NAA0 .01 20  39 15 .3 长势一般
A2 BA2 .0 + NAA0 .01 26 92 49 .7 丛芽较多,生长旺盛
B1 BA1 .0 + NAA0 .05 22 21 20 .4 长势一般
B2 BA2 .0 + NAA0 .05 21 76 40 .8 长势较好
C1 BA1 .0 + NAA0 .1 19 11 31 .9 细弱

C2 BA2 .0 + NAA0 .1 20 3 11 .3 细弱
D1 BA1 .0 + NAA0 .5 27 5 12 .6 细弱
D2 BA2 .0 + NAA0 .5 29 7 14 .6 长势一般

图1 黑树莓组培养的植株

2 .3 不定根的诱导  选取高3 cm 以上生长健壮的小苗转

入生根培养基中诱导生根,试验选用1/ 2 MS 为基本培养基 ,

附加不同浓度的NAA,筛选适宜的生根培养基。NAA 的浓度

分别为0 .01、0 .05、0 .1、0 .5 mg/ L ,共4 种浓度处理,5 次重复 ,

每个培养皿中接种5 个幼苗。培养7 d 后大部分接种苗的基

部长出数量不同的白色不定根。继续培养20 d 后不定根不

断伸长。从诱导效果来看,NAA 0 .1 mg/ L 试验组最好, 诱导

率达到了89 .3 % , 且根系生长健壮, 质量好 , 若再提高 NAA

的浓度则会抑制不定根的形成, 故不定根诱导的最适培养基

为1/ 2 MS+ NAA 0 .1 mg/ L( 表3) 。

  表3 不同培养基对根诱导的影响

编号 培养基
接种数

个

根数目

条

诱导率

%

单根平均

长度∥cm
1 1/ 2 MS+ NAA0 .01 25 2 .2 66 .7 1 .3

2 1/ 2 MS+ NAA0 .05 25 2 .8 74 .5 1 .9

3 1/ 2 MS+ NAA0 .1 25 4 .7 89 .3 2 .7

4 1/ 2 MS+ NAA0 .5 25 5 .2 71 .2 1 .8

3  结论

利用黑树莓的叶片作为外植体, 用组织培养的方法能再

生出完整植株( 图1- a、b) ,但是诱导频率相对偏低。试验筛

选出最佳诱导愈伤组织培养基 MS + 6- BA 4 .0 mg/ L + NAA

(IAA) 0 .5 mg/ L; 最佳诱导不定芽培养基 MS+ 6- BA 2 .0 mg/ L

+ NAA 0 .05 mg/ L ;最佳诱导不定根培养基1/ 2 MS+ NAA 0 .1

mg/ L。试验过程中发现,用树莓叶片诱导愈伤组织所需要的

时间比较长,大约经过3 周之后才开始从切口处长出少量的

愈伤组织。不定芽的诱导率也偏低, 最高49 .7 % , 最低11 .

3 % ,这可能是受到树莓基因型的影响,树莓叶片再生比较困

难[ 15] 。同时,培养基中的外植体和诱导出的不定芽都不同

程度地出现了褐化现象,这对树莓的诱导率影响很大。在进

一步的试验时要筛选优化诱导条件和防止外植体褐化。从

诱导的愈伤组织的生长状态来看, 附加 NAA( IAA) 0 .5 mg/ L

的组合愈伤组织生长较均匀外, 其他处理组所诱导的愈伤组

织大小都有不同程度的差异, 有的培养基中出现了一个愈伤

组织生长状态良好而其他则生长极其缓慢甚至完全没有产

生愈伤组织的现象, 此现象的原因还有待进一步研究。

通过生根试验,筛选出美国黑树莓的最佳生根培养基为

1/ 2 MS+ NAA 0 .1 mg/ L,NAA 在0 .05～0 .1 mg/ L 范围内对芽

的诱导效果随浓度的增加而增加 ,继续增加浓度则会抑制不

定根的发生。在相关的研究中也有见不同品种所需激素配

比不同的报道, 这可能与品种各异, 内源激素的含量和自身

对激素的要求有关[ 16] 。
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 注 :1～10 为转基因植株 ;11～12 为未转化植株 ;13 为 ddH2O;14

为pCAMBIA1301- BADH;15 为DL2000 DNA Marker。

图1 PCR 检测结果

为150 mmol/ L 以上时,所有植株都表现出严重的盐害症状。

2 .4 转基因植株叶片相对电导率测定  在盐胁迫条件下 ,

植物细胞膜会受到损伤, 影响植物生长。在该试验中, 取在

50 mmol/ L 生根培养基上培养30 d 的转基因植株及未转化植

株叶片 ,测定其相对电导率。方差分析结果显示, 转基因植

株的相对电导率都显著低于未转化植株,说明在盐胁迫条件

下, 转基因植株细胞膜的完整性要好于未转化植株, 转基因

植株较未转化植株能更好地抵御盐害的影响( 图3) 。

3  讨论

邹维华等将反义磷脂酶基因转入美洲黑杨中 ,转基因植

株在NaCl 浓度为136 mmol/ L 的培养基上仍可生根[ 5] 。樊军

锋 等将mtl D/ gutD双价耐盐基因转入84K杨树中 , 转基因植

图2 NaCl 浓度为100 mmol/L 时未转化植株和转基因植株的生长情况

图3 NaCl 浓度为50 mmol/L 时叶片的相对电导率

株在 NaCl 浓度为100 mmol/ L 时存活率达到70 % [ 6] 。该试验

耐盐筛选测定表明 ,转基因植株在盐胁迫条件下的生长情况

都要好于未转化植株, 其在 NaCl 浓度为100 mmol/ L 时仍可

生根生长,与上述报道结果一致。

在高等植物体内, 甜菜碱以胆碱为底物, 经2 步催化反

应生成。该试验将BADH 基因导入速生杨107 号中 ,提高了

转基因植株的耐盐性。另外, 该实验室曾将 CMO 基因导入

速生杨107 号中,也使转基因植株耐盐性得到提高。如果将

这2 个基因一起转入杨树中 ,是否会使转基因植株的耐盐水

平有更大提高,有待于进一步研究。
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