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树莓、黑莓组织培养及遗传转化研究进展 
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摘 要：树莓和黑莓是悬钩子属 ubus L．)栽培果树的2大类，近年来树莓、黑莓成为国内新兴的重要浆果。综述了 

两莓组织 培养 和基 因转化的研究进展 ，重点介绍了茎尖 、叶片、胚 和原生质培养及两莓在基 因转化 方面的成就 ，分析 

了基因型、培养基及附加物、培养条件等对两莓组织培养成苗的影响 ，并对影响两莓农杆菌介导法转化效率的因素 

进行阐述 。最后对两莓组织培养及遗传转化研究重点提出了建议。 
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Advances in research on raspberry and blackberry tissue culture and ge- 

netic transformation 

JIANG Gui-hua，WU Yan-jun*,XIE Ming，HAN Wen-jie，SUN Chong—bo，HUANG Pu-le，ZHANG Hui— 

qin 

(Institute ofHorticulture，ZhejiangAcademyofAgricuhuralSciences，Hangzhou Zhejiang310021China) 

Abstract：Raspberries and blackberries are two main fruit berries in Rubus L．Nowadays they are two new and very impor- 

rant be rry crops in China．Advances in research on their tissue culture and genetic transformations fire reviewed in this article． 

Various explants such as shoots，leaves，embryos and protoplast in vitro establishment were highli~ted．The effects of geno- 

type。medium and its supplements。culture conditions are mainly analy~d for the success of receiving plantlets．／n vitro 

transformation of raspberries and blackberries by usingAgrobacterinm tumefaciens is also introduced；the facts which affect 

the tran sformation efficiency are discussed ．Focal points of future research ale suggested as wel1． 

Key W ords：Raspberry；Blackberry；Tissue culture；Genetic transformation 

树莓(raspberries1和黑莓(blackberries)是悬钩子 

属 ubus L．)半灌木性果树主要栽培类型 的 2大类 ， 

前者主要分布在温带地区。后者分布在暧温带到亚 

热带地区[1】，树莓、黑莓浆果甜而芳香 ，营养丰富，可 

鲜食也可制作果酱。果实中VitE和SOD含量为水 

果之最，属高钾低钠果品[21。树莓、黑莓所含的鞣化 

酸抗癌物质大大高于核桃、草莓和越橘等具有抗癌 

作用。可预防啮齿动物食道癌和结肠癌的发生[3】，且 

有止渴、除痰、发汗、活血的效用，是重要的功能及保 

健水果 ，是极具发展前途的果树及药用植物。 

近年来我国先后从国外引进若干树莓、黑莓栽 

培品种 ．树莓、黑莓生产及科研发展受到了广泛关 

注，成为果品研究的新热点[4】。在我 国树莓 、黑莓方 

面的研究仍处于初级阶段，各地优良品种的苗木较 

缺乏 ，在一定程度上成为发展树莓 、黑莓种植业发展 

的制约因子之一．同时有关进一步的生物技术研究 

相对落后 。本项 目组也先后进行过树莓、黑莓组织培 

养方面的研究 ，部分结果 已进行了报道[5-61。本文着 

重介绍国内外两莓在组织培养及遗传转化方面的研 

究现状，并结合我们的研究工作作以展望，以期为组 

织培养育苗 ，并为通过基因操作改 良树莓 、黑莓种质 

提供参考。 

1 组织培养 

1．1 国外研究进展 

树莓、黑莓在欧美国家商品化栽培较早，相应的 

组织培养工作起步也早 。研究多集中在组织培养快 

速繁苗、叶片培养、胚培养、原生质体培养等方面，其 

中又以茎尖培养和叶片培养 的研究较为丰富(表 1)。 

1．1．1 茎尖培养 组织培养快速繁苗以获得苗木和 
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茎尖脱毒为目的。树莓、黑莓的快繁研究使用材料非 

常广泛，报道材料中涉及多种基因型。同一基因型， 

不同培养基激素，培养效果不同。相同激素，不同基 

因型培养效果也不同。Erig等[61研究发现。培养基中 

含 2mmol／LBA不含 IBA时萌芽率最高；不含 IBA 

或 IBA浓度为 1 mmoYL时根平均重量减轻 。IBA为 

1 mmol／L，BA为 5．9 mmol／L快繁速率降低，只含 5．1 

mmol／L BA增加快繁速率。可见对于选定的基因型， 

激素配比对培养效果至关重要。除以上激素外，也有 

使用 CPPU的。低浓度的CPPU可以促进快繁和器 

官发生17--81。 

除快繁外，茎尖脱毒也是其研究的内容之一。茎 

尖脱毒生根时使用 1／2 MS培养基并附加 1～2 mg／L 

IBA、0．1 mg／L GA和 1．0 g／L的活性炭效果最好 。在 

喷雾光温室中95％的无菌苗可以成活。经脱毒培养 

的树莓初步检测未带病毒。 

有研究[10- 显示组织培养快繁育苗 )与 自根 

苗(RS)在田间表型、藤体生长等性状方面存在差异， 

TC育苗对红树莓品种 Norna的越冬性有促进作用， 

冬季寒冷季节时 。有 l5．4％的 自根苗因冻致死 。而 

TC繁苗者不仅没有受冻．且表现出树藤大小和数量 

增多的特性。在开花与果实性状、果实产量与重量方 

面 TC苗与 RS苗没有差异。这在一定程度上说明了 

树莓组织培养育苗比自根苗更具有优势。这也为我 

国两莓生产中使用组织培养育苗提供了一定的依 

据。 

1．1．2 叶片培养 叶片再生系统是基因转化的最佳 

受体系统。因此叶片的培养历来就备受重视。树莓和 

黑莓的叶片培养国外发展较快。叶片培养可以直接 

出芽再生也可以经过愈伤组织途径获得再生。再生 

途径不同再生效率不同。Popescu等【 21研究来源于叶 

片的愈伤组织再生率最高．在 2。4一D为2．2 mmol／L 

且 BA为 13．3 mmol／L时可以达到 100％。而相同培 

养基上的叶片直接再生率仅达到 46．7％～73．3％。远 

低于愈伤组织途径。单个愈伤组织平均再生芽数为 

3．8个也明显高于直接再生时单个叶片再生芽数。 

基因型和激素影响叶片再生。相同条件下供试 

的 22个 品种 ，只有 8个品种可 以获 得不定芽【l3】。 

Mezzetti等㈣研究结果可见树莓与黑莓的培养差异 

较大。BA与 IBA组合可以提高树莓不定芽诱导率。 

但高浓度的 BA却降低黑莓不定芽的诱导。附加 

IBA更阻碍了黑莓不定芽产生；对黑莓愈伤组织诱 

导合适的培养基并不适合于树莓愈伤组织的诱导 ， 

最终仅品种 Hull Thomless的愈伤组织在 BA为 l0 

mmol／L的培养基中诱导出不定芽 。培养基中附加 

激素 TDZ效果好于 BA。但 各个品种对 TDZ反应的 

最适浓度不同【l61。以红树莓快繁植株的带叶柄叶片 

培养在含 1～2 mg／L TDZ或 0．5 mg／L TDZ+I mg／L 

IBA的改良MS培养基上可以产生不定芽．不定芽 

最高发生率为 70％(3．7个／外植体)。不定芽发生率与 

培养基中的琼脂浓度无关【l31。Meng等【 71使用黑莓品 

种 Marion。筛选出最佳培养程序为外植体先在含有 

TDZ的培养基上预培养 3周，转入再生培养基 

fWPM+5 mmol／L BA+0．5 mmol／L IBA)暗中培养 1周． 

后转到光下(16 h)，(23~2)~C培养 4周，此培养程序 

最高再生率为70％的叶片外植体可以形成 40％的 

不定芽，而使用品种 Canby最终获得 了 54％的叶片 

再生率，单个叶片可以获得 4．1个不定芽【l81。 

基本培养基类型也会对培养效果产生影响。基 

本培养基 MS和 N6上的培养效果好于在 1／2 MS、 

Anderson和WPM上的培养【131。树莓品种 Canby和黑 

莓品种 Jewel Black在相同的培养基中可以获得近 

似培养效果，但所需培养时间不同。Canby叶片先培 

养在 MS+0．1 mg／L BA+l mg／L IBA后转入 1 mg／L BA+ 

0．1 mgCL IBA中培养 17 d后可以诱导愈伤组织．此 

愈伤组织继代培养 39 d后转入含 4．5 mg／L BA+0．5 

mg／L IBA中培养。最终在培养了 17周时产生了不 

定芽。在相同培养基上黑莓品种 Jewel Black也可以 

形成不定芽，只是形成的时间有差异，分别为 l2、26 d 

和 20周【 

培养条件也可以影响叶片不定芽再生率[15，2o]。 

培养在 20 、光照强度为 40~l,mol／m2~s时再生率及 

单个叶片可再生不定芽数均高于培养在 25 、光照 

强度为40 trmoYm ·s或 80 trmoYm ·s时。暗中培养 

1周、2周或 3周与光下相比，不定芽再生率无异．但 

是降低单个外植体上再生的不定芽数。培养温度对 

红树莓 Comet不定芽发生率无影响【l3】。 

除培养途径、基因型、培养基、培养条件外，外植 

体的生理状态和来源也会对再生产生影响．如顶端 

2片初展开叶的再生率及单个叶片可再生数 目最 

高【l51。未带叶柄叶片与带叶柄叶片对不定芽发生率 

无影响【l3】。在这些影响因素中。基因型和培养基是影 

响再生率的关键 ，而培养条件如光照f光暗周期、光 

强、光照时间)、温度的影响相对较小。但是为了得到 

重演性好的高效再生体系，关于培养条件如光质、极 

端培养温度、各阶段培养时间的研究还应进一步加 

强。 

1．1．3 胚、子叶培养 两莓胚培养经过分化途径获 
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得再生植株大体可以通过器官的直接再生、诱导愈 

伤组织的再分化和体细胞胚胎发生等途径完成。培 

养 自花授粉 28 d黑莓的未成熟胚 ，带胚乳未成熟 

胚 ．培养过程中可以观察到子叶的直接器官再生和 

经 愈 伤 组 织 途 径 的 间接 器 官 再 生 。其 中 Hull 

Thornless可以经过胚状体途径获得再生植株，且起 

源于同一胚 的再生植株在形态方面存在差异 1。 

激素同样影响培养效果，在诱导黑莓器官发生 

方面TDZ比BA更有效，对子叶最适 TDZ浓度分别 

集中在 5～10 mmol／L，但不定芽发生的最高浓度为 

0．5～5．0 mmo 。与基因型 、培养基成分不 同，培养 

环境的光强对培养效果影响较小。来源于黑莓x黑 

莓、黑莓x树莓和树莓x树莓杂交组合的子叶，光照 

强度从 0～81 pt,mol／m2·s到荧光并不 影响其 器官发 

生率．连续 2周的暗培养也没有提高叶片外植体的 

再生率。 

1．1．4 原生质体培养 树莓和黑莓原生质体培养报 

道较少．原生质体的分离与最初外植体类型及所用 

的裂解条件相关。悬浮细胞的原生质体获得率远远 

高于叶片的获得率。在果胶酶、纤维素酶等的作用下 

叶片组织及悬浮细胞均分离出原生质体。这 2种来 

源的原生质体在相同品种看护细胞存在下经固体培 

养可以获得愈伤组织并有细胞分化，但最终仅在这 

些愈伤组织中观察到根组织的分化 1。Mezzetti等 

1999年采用树莓品种 Autumn Bliss(Pr)(2n=2x=l4) 

和黑莓品种 Hull Thomless f2n=4x=28)的叶片和悬浮 

细胞建立了有效的原生质分离和培养程序并在不同 

的植物生长激素的调节下可以培养成植株。PEG预 

处理时间和继代培养基影响原生质体融合。在固体 

培养基中培养 3～4个月可以产生六倍体愈伤组织， 

经 RAPD、GISH和 FISH技术证实六倍体中存在异 

核细胞。 

表 1 国外树莓、黑莓组织培养一览表 

Table 1 Summary ofculture studies on raspberry and blackbe rry 

外植体 种，品种① 基本培养基 植物生长调节剂 再生方式及培养效果( 

Explants Species／variety Base medium PGR~ Ways or rate of regeneration 

参考文献 

References 

带芽茎段、茎尖等 Tupy(BB) 

Stem segments and tips Glen Pwsen、Glen 

Moy，Glen 

Magna(RRB) 
Tayberry，Loch Ness(BB) 

Willamette(RB) 

Cayuga(RB) 
Autumn Bliss(RB)； 

Chester an d Hull 

Thomless(BB) 

叶片、叶柄 Comet(RRB) 

Leafandpe tiole 

MS BA．IBA 

MS CPPU 

MS CPPU 

改 良 MS IBA．GA 

Leean d Fossard 2，4一D。BA 

MS BA，IBA，TDZ，BA 

MS。N6。1，2MS，WPM TDZ，IBA 

an d Anderson 

芽萌发 6 

Shoot proliferation 

分别为 32％、38％、72％ 7 

Frequencies of 32．38 and 72％ 

分别为 38％和 46％ 8 

Frequencies of 38 and 46％ 

获得未带病毒再生植株 9 

Virus-free plan ting 

DO：46．7％一73．3％ ：OCI：1OO％ 12 

形成愈伤组织．个别分化成芽 14—16 

Indirect shoot formation 

MS和N6上的培养效果较好 15 

MOre shoots onMSan dN6mediathan 

on the others 

Marion(BB) WPM IBA，BA 获得再生程序，达 70％ 17 

Canby(RB)；Jewel 

Black(BB) 

胚 、子叶 Hull 1’homles8。Thornfree MS 

Embryos。cotyledons and Comanche(BB) 

Hull Thomless(BB) MS 

原生质 Autumn Bliss(RB)；Hull MS 

Protoplast Thomles8 and 

Chester(BB) 

Autumn Bliss(RB)：Hull MS 

Thomless(BB) 

IAA，NAA，2，4一D，2iP， 

BA，ZT，GA3 

TDZ，BA 

NAA，BA 

Under these conditions．70％ 

OCI：2品种培养效果相似但培养时 19 

问有差异 

OCI：similarculture procedure ． 

differentdays 

DO．OCI．SE 21 

DO 22 

愈伤组织分化出根 23 

Callus differentiated root formation 

NAA．BA 原生质体融合再生植株 24 
Plantregenerationfromthefusion 

calluses 

注：①RB一树莓；RRB一红树莓；BB一黑莓；②PGR一植物生长调节剂；③再生方式：DO一直接器官再生；OCI一经愈伤组织途径再生；sE一胚状体途 
径。下同。 

Note：①RB—raspberry；RRB—red raspberry；BB—blackberry② PGR—plant growth re#ator；③Ways ofregeneration：DO—direct organogenesis：OCI— 
organogenesis after callus induction；SE—somatic embryogenesis．1’he sanle as below． 

1．2 国内研究进展 

与国外树莓、黑莓的研究相比较 ，国内研究起步 

晚，研究少 ，有关生物技术方面的研究多以提供优 良 

品种苗木为目的，开展快速繁殖研究 ，其它外植 
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体类型的研究很少。快速繁殖的外植体多为顶芽、茎 

尖、茎段 (半木质花茎段)等。基本培养基多使用 

MS，也有使用 WPM、Anderson 4，激素有 BA、NAA、 

GA，和 IBA等等。研究表明，激素浓度和种类与所用 

外植体的类型和品种有关。赤霉素、生长素和细胞分 

裂素组合对芽 的生长 和增殖具有 显著 的影响 ，当 

GA，浓度为 3 mg／L时，平均每个外植体增殖小苗均 

在 12个以上。外植体的生长状态对芽的生长和增殖 

也有明显的作用 。以 1年中处在不同生长状态下的 

树莓带芽茎段为外植体进行培养，开始萌发的春梢 

茎段的芽分化率最高(91．7％ o基本培养基以MS最 

好 ，如在 MS、1／2MS、WPM、Anderson 4种基本培养 

基中培养 40 d后。芽诱导率分别为 90．48％、64．4％、 

61．7％、67．5％。因此，在诱导芽时多使用 MS培养基， 

在生根时多使用 1／2MS。为了进一步提高再生率也 

有试验添加了CH。特殊研究使用 TiO 和 K2 ThO9纳 

米颗粒处理树莓组织培养材料，结果表明纳米粒子 

对组织培养树莓无菌苗根的生长无影响，可促进树 

莓叶片再生芽的发育【29】。叶片培养中，我们以黑莓品 

种赫尔试管苗叶片为外植体实现了叶片的直接再 

生，最高再生率可以超过 9O％【 1。我国两莓组织培养 

还有非常广阔的空间。 

2 遗传转化 

两莓的遗传转化研究多采用农杆菌介导法，尚 

未见使用其它转化方法的研究(表 2)。农杆菌介导法 

转化效率与菌株类型有关。用 35种农杆菌感染 1O 

种不同的树莓。基因型不同的树莓对农杆菌的反应 

有着明显差异，树莓品种 Canby、Skeena和 Rakaia 

是大 多数供试菌株 的寄主 ，农杆菌菌株(C58， 

13335，1 1325 and TR105)可以感染大多数的活体供 

试植物材料。但离体时感染能力大幅度降低。最有效 

菌株为 A208、A281、ACH5、C58和 TR105[3~。C58对 

活体和离体叶圆片诱导的能力均最强 ，在携带 

pBI121的 LBA4404菌株感染的270个外植体中获 

得了 1转基因芽，转基因材料采用 Kan(30 me／L)筛 

选并经 GUS活性检测和 Southern杂交证实[331。 

农杆菌介导法转化效率也与报告基因和筛选方 

式有关。用 hpt做筛选基因成活率高于用 印珊洲。也 

有使用GUS报告基因的[351。以直径为 10 nlln的叶圆 

片为外植体培养，培养基中添加 500 mg／L Cef时并 

不降低再生率；农杆菌感染后，同时添加40 mg／L或 

以上浓度的Kan则再生率中等降低 。也有研究表 

明 Kanl0 mg／L时就显著降低了子叶外植体的再生 

率，当Kan为 50 mg／L时完全阻止了器官发生【 61。 

转化方法中有试验使用树莓品种 Meeker叶盘 

与已被农杆菌感染过的树莓(品种 Stolichnaya)愈伤 

组织共培养 ，获得 了外源基因[361。 

功能基因的转化使两莓遗传转化研究发生了质 

的飞跃。功能基因的转化成功实例少，但都得到了转 

基因植株。其中转 DefH9一iaaM基因还研究了目的 

基因在转基因植株中的表达。Mathews等~11995年 

用含有双元表达载体 pAG1452或 pAG1552的根癌 

农 杆菌 EHA105转 化树莓 Meeker，Chilliwack和 

Canby的叶片和叶柄 ，成功转化了 SAMase基因。在 

双元表达载体中SAMase基因由特异启动子 E4调 

控。转化叶片后，筛选培养基的初代再生芽原基中含 

有转化细胞和非转化细胞。但在随后的筛选培养中 

起源于初代再生芽继代培养产生的再生叶柄、节点 

和叶片均没有产生转化克隆。转化叶柄后，以hpt为 

筛选基因。3品种转化率分别为49．6％，0．( 和 8．1％。 

Southern杂交证明了外源基因已经整合到植物基因 

组中 ，218株(161株 MK，4株 CH，53株 CY)转基 

因植株已移栽大田。此研究同时反映了品种、转化外 

表 2 树莓 、黑莓 遗传转化研究 

Table 2 Summary of transformafion studies on raspberry and blackbe rry 

注： 一与已被农杆菌感染过的树莓(品种 Stolichnaya)愈伤组织共培养。 
Note： -Cocultivation leafdiscs with transformed calluses ofraspberry cv．Stolichnaya． 
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植体及筛选基因对最终的转化率都有影响。另一例 

是 Mezzetti等[37-39]于 2002年和 2004年相继报道的 

DefH9一iaaM基因的转化。DefH9一iaaM基因可在胎 

座及胚珠中表达。从而促使生长素合成，与植物的单 

性结实有关。研究使用了含双元载体 pBin 19的农 

杆菌菌株 GV2260．携带 npdI和 DefH9一iaaM基因 ， 

转化树莓品种 Ruby，转化植株和对照株经相同方式 

繁殖并转入温室和大田。转基因植株中DefH9一iaaM 

基因的表达增加了单个花序的坐果率(果实数目)和 

单株的成花数 。果实重量 、果实数 目，最终增加了树 

莓的产量。且不降低果实的含糖量。此结果不仅获得 

了 Ruby的 GM(genetically modified)植株，而且促进 

对控制浆果品质及果实发育关键物质的了解。可见 

功能基因的转化报道虽少，但研究完善，实验结果 

好。这为后人进行此方面的研究提供了范例。 

3 结论和展望 

组织培养是遗传转化、品质改良的基础。国内外 

在树莓、黑莓组织培养方面均作了大量工作，尤其是 

国内虽然起步晚，但在组织培养快繁育苗(TC1方面 

发展迅速。分析国内外研究可见，研究多集中于基因 

型和培养基对培养结果的影响 ，相对属于组织培养 

的基本内容。品种多具有地方特色．这虽然有利促进 

发展地方经济和科研水平，但研究的可比性、重演性 

降低。作者认为今后应从以下几个方面加强两莓的 

组织培养研究：1)探索多种外植体类型．提高叶片再 

生率。两莓组织培养中有关茎尖快繁的研究较丰富， 

但一些外植体类型如花药尚未涉及．有些外植体类 

型如原生质仅见少量 报道。这些外植体类型的培养 

尚有许多空白。叶片培养需进一步提高再生率及重 

演性并细化研究．如研究叶位、生理状态及来源、叶 

片培养中放置方式、培养条件及时间等对再生率的 

影响，尽快使叶片培养程序化．为建立高效的遗传转 

化体系打下基础。2)开展野生树莓、黑莓资源的组织 

培养。这不仅有利于野生资源的保存．更为从中选择 

优 良株系提供可能 。 

在遗传转化方面作者认为今后应重点进行如下 

方面的研究：1)尝试多种转化方法．不仅仅局限于农 

杆菌法。树莓、黑莓的基因转化多采用农杆菌法．完 

全可以参考其它树种采用多种遗传转化技术．如基 

因枪法、PEG化学介导法、花粉管通道法等等．也可 

以采用农杆菌介导法与其它方法相结合。2)建立完 

善的遗传转化体系。树莓、黑莓基因转化虽已有成功 

实例，但遗传转化体系建立的研究很少．仅见筛选菌 

株类型方面的研究，有必要在建立良好受体系统的 

基础上针对转化方法建立不同的遗传转化体系，探 

讨合适的转化条件及筛选方法，提高转化效率。3)加 

速功能基因的转化．树莓、黑莓基因转化的研究转化 

的报告基 因较多 ．而功能基因转化很少 ，可以开展多 

种目的性状的转化研究。如提高树莓、黑莓的适应 

性 。增强抗逆性 ，改 良品质及抗病抗虫性能。进一步 

加快从树莓、黑莓中克隆功能基因、采用特异启动子 

转化两莓4)开展转化植株的后续研究，研究转化 目 

的基因的表达及稳定性等。为科学研究成果向大田 

生产转化提供基础。 

纵观国内外两莓组织培养及遗传转化研究可 

见：不同的基因型、培养基、培养条件所得结果各异。 

大多数研究的取材具有地方特色。我国大规模的生 

产栽培尚处于起步阶段，研究多限于快繁研究．更要 

加强适合我国的栽培品种研究。我国的树莓、黑莓组 

织培养及遗传转化工作还有非常广阔的空间。尤其 

是我国悬钩子属两莓种质资源丰富．完全可以发展 

从野生种中筛选优 良性状者进行组织培养育苗．使 

其可以尽快进人生产。同时开展叶片等其它外植体 

类型的培养研究。建立高效的再生体系，可以为两莓 

的个别性状改 良提供基础。 

基于以上目的，本项 目组进行了树莓、黑莓引进 

材料的快速繁殖及试管苗移栽试验．获得了理想结 

果 。现在我们的快繁苗已广泛应用 了浙江省树莓 、黑 

莓生产育苗，为进一步的扩大生产积累了丰富经验。 

同时开展黑莓叶片器官发生和离体再生研究。叶片 

直接再生率可以超过 90％．这是据我们所知黑莓叶 

片器官直接发生再生率的最高结果。此再生体系具 

有操作简单、再生率高和重演性好的特点．现在我们 

已在前期工作的基础上，同时借鉴国处有关树莓、黑 

莓基因遗传转化的研究，开展了黑莓遗传转化研究， 

其结果将会进一步报道。 
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