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黑莓叶片组织培养及植株再生的初步研究 

李从玉，廖伍金 (长江大学园艺园林学院，湖北荆州43oo25) 

摘要 以美国黑树莓叶片作为外植体，以M_5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 坞̂+6-BA 2．0～4．0Ⅱ L+NAA(IAA)O．01～0．5珥|／L都能不同程度地形成愈伤组织 ，但以M_5+6-BA 
4．0Ⅱ L+NAA 0．5珥．／L和 坞̂+6-BA4．0珥．／L+I从 0．5珥．／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-BA 2．0珥．／L和NAA 0、01珥|／L的M_5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,w-／L的培养基上的生根率可达89．3％。 
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黑树霉的营养性、病用性极佳_】I3J，多年来，对黑莓组培 

快繁技术的研究国内外时有报道_4I1引。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(舢 )，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 cm2 

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，L从 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1／2MS+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％，pn值均为5．8—6．0。 ． 

1．4 培养条件 温度为(25±2)oC，培养室内空气相对湿度 

为70％左右，光照强度为 1 500～2000 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L从 2个试验组之间的差别并不 

是很明显，这表明，NAA和L 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 I从 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 

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 诱 率 生长状态 

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40d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+0-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0．5mg／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 芽 诱 率 形态 

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 

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 

(Iii)0．5 mg／L；最佳诱导不定芽培养基 MS+0-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l15 J。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 Nha(ra．h)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l1 。 
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· 1 532 bp 

注：l～lO为转基因植株；11～12为未转化植株；13为 ddH20；14 

为pCAMBIA1301．BADH；15为 DI2tX)0DNAMarker。 

图1 PCR检测结果 

为150 mlr~l／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 

50mlr~l／L生根培养基上培养 30d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 NaC1浓度为 136mlr~l／L的培养基上仍可生根L5 J。樊军 

锋等将mflD／gutD~价耐盐基因转A84K杨树中，转基因植 

n20 
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辞 
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转基因槛株 

图2 №a 浓度为 10o mmot／L时未转化植株和转基因植株的生长情况 

． 
1．● 

C【 B7 B8 B9 

株系 

图3 №a 浓度为50mma／L时叶片的相对电导率 

株在 NaC1浓度为 100mlr~l／L时存活率达到70％[6J。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 NaC1浓度为 100mlr~l／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 

转基因植株 

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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