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定提取质膜微囊的封闭性和方向性。质膜微囊封闭性的计算

方法为：加入去垢剂测得的 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ酶活减去未加去垢
剂时的酶活，再除以加入去垢剂测得的Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ酶活，该
比值越大，表明膜微囊封闭性越高，正向型质膜微囊所占比例

越高。本研究中使用ＴｒｉｔｏｎＸ－１００处理质膜，结果发现该比
值高达８４．３７％，表明通过两相法提取的水稻叶片细胞质膜
微囊封闭性好，主要为正向型原位质膜微囊。
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中华猕猴桃遗传转化受体系统的建立
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（１．河南农业大学，河南郑州４５０００２；２．濮阳职业技术学院，河南濮阳４５７０００）

　　摘要：以中华猕猴桃伏牛９５－２的组培苗叶片为外植体，研究不同浓度生长调节剂对其愈伤组织、不定芽诱导和
生根的影响及其对卡那霉素的敏感性，从而建立高效稳定的中华猕猴桃伏牛９５－２的受体系统。结果表明，中华猕猴
桃伏牛９５－２的最佳愈伤组织及不定芽诱导培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＺＴ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ，在此培养基条件下，其不定
芽分化率、每个叶盘不定芽的分化数均较高，分别为８７．５０％、４．２个；最佳生根培养基为１／２ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ，生根
率达１００．００％。当卡那霉素浓度大于１０ｍｇ／Ｌ时，能够明显抑制愈伤组织的生长，且随着浓度的增加，愈伤组织死亡
率逐渐增大；当卡那霉素浓度为２０ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织及不定芽的分化率均为０，因此２０ｍｇ／Ｌ卡那霉素浓度为中华猕
猴桃伏牛９５－２叶片遗传转化的最佳筛选浓度。
　　关键词：中华猕猴桃；受体系统；卡那霉素
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　　猕猴桃属猕猴桃科（Ａｃｔｉｎｉｄｉａｃｅａｅ）猕猴桃属植物，由于
它们具有维生素Ｃ含量高、风味独特、营养丰富等优点而备
受关注。中华猕猴桃（Ａｃｔｉｎｉｄｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）是猕猴桃的主要栽
培种之一，其中伏牛９５－２品系的果肉为红色，是特异的中华
猕猴桃种质资源，但因其具有果实小、外观差等不足，因此有

待于改良并提高其果实品质以适应市场需求。利用常规育种

手段进行猕猴桃的品种改良所需的周期长、工作量大且效率

低，难以满足生产发展的需要，而基因工程技术则为猕猴桃的

种质改良开辟了一条新途径。

自１９８５年Ｈｏｒｓｃｈ等发明叶盘法［１］以来，基因工程的转

化工作相对简化。成功的基因转化系统首先依赖良好的植物

受体系统的建立，即要求用于转化的外植体能够高效、稳定地

再生无性系，并能接受外源 ＤＮＡ的整合，同时用于筛选的转
化细胞或植株应该对抗生素具有一定的敏感性。目前有关中

华猕猴桃的组织培养已有相关报道［２－９］，但由于其再生受基

因型的限制，因此其再生体系没有普遍性，而且不同品种间的

再生效率也有很明显差异。本试验以中华猕猴桃伏牛９５－２
品系的组培苗叶片为试验材料，建立了中华猕猴桃伏牛

９５－２的叶片基因转化的受体系统，为进行农杆菌介导的中
华猕猴桃的遗传转化奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料中华猕猴桃伏牛９５－２（Ａ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓＦｕｎｉｕ９５－
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２）来源于本实验室建立并保存的无菌伏牛９５－２试管苗。叶
片取自叶龄３０ｄ左右的组培苗，选择肥厚、颜色深绿、叶脉明
显、发育良好的叶片。

１．２　试验方法
１．２．１　愈伤组织及不定芽的诱导　去掉叶片的叶尖和叶缘，
垂直沿叶片中脉切成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的叶盘作为试验用外
植体。将叶片正面向上接种于以 ＭＳ为基本培养基、附加不
同浓度ＺＴ和 ＮＡＡ组合的培养基中（具体配方见表１），探讨
不同植物生长调节剂浓度对叶片再生的影响。每个处理组合

设４０个外植体，３次重复。培养条件：温度（２５±２）℃，光照
时间１４ｈ／ｄ。培养３０ｄ后调查愈伤组织形成率，培养４０ｄ后
调查愈伤组织不定芽分化率，以及每个叶盘分化的不定芽数。

相关计算公式为：

出愈率＝诱导出愈伤组织的外植体数／接种的外植体数×
１００％；　

不定芽分化率 ＝诱导出芽的外植体数／愈伤组织数 ×
１００％。　
１．２．２　不定芽的生根培养　将长２～３ｃｍ的健壮不定芽接
种于附加不同浓度 ＮＡＡ和 ＩＡＡ的１／２ＭＳ基本培养基上（具
体配方见表２），从而筛选出适宜中华猕猴桃伏牛９５－２不定
芽生根的生长素及其浓度。生根试验为单因素试验，共８个
处理，每个处理设３０个不定芽，３次重复。培养３０、４０ｄ后调
查每个处理的生根率及生根情况。生根率的计算公式为：

生根率＝生根数／接种的不定芽数×１００％。
１．２．３　卡那霉素敏感性测定　以筛选出的愈伤组织的不定
芽诱导培养基或生根培养基为基本培养基，添加不同质量浓

度（０、５、１０、１５、２０、３０、４０、５０ｍｇ／Ｌ）的卡那霉素进行敏感性
试验。将叶片或不定芽置于含有不同浓度卡那霉素的培养基

中，每种卡那霉素浓设３０个外植体，３次重复，４０ｄ后调查外
植体的再生及褐化情况。卡那霉素在培养基高压灭菌后冷却

至５０℃左右时加入，是在超净工作台上通过过滤灭菌的。
１．２．４　数据统计分析　使用 Ｅｘｃｅｌ和 ＤＰＳ软件对试验数据
进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　愈伤组织的诱导与再生
由表１可以看出：不同处理组合对中华猕猴桃伏牛９５－

２叶盘愈伤组织的诱导率均为１００％；但不同处理组合对伏牛
９５－２的不定芽分化率、每个叶盘形成的不定芽数的影响较
明显，其中处理组合４的不定芽分化率、每个叶盘的不定芽分
化数均较高，分别为８７．５％、４．２个，且与其他处理组合间差
异显著（Ｐ＜０．０５）；不同浓度ＺＴ对愈伤组织不定芽的分化影
响较明显，当ＮＡＡ浓度为０．３ｍｇ／Ｌ、ＺＴ浓度１．０ｍｇ／Ｌ时，不
定芽分化率最高，而当 ＮＡＡ浓度保持不变，ＺＴ浓度增加至
１５、２．０ｍｇ／Ｌ时，再生芽的玻璃化现象严重，使得再生出的有
效芽减少，不定芽的分化率分别降低为７５．００％、７３．３０％；不同
ＺＴ浓度（０．５～２．０ｍｇ／Ｌ）条件下，均为０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ的愈伤
组织分化率较高。由以上分析可以看出，处理组合４为中华猕
猴桃伏牛９５－２适宜的叶片不定芽分化培养基配方。
２．２　不定芽的生根培养

由表２可以看出，中华猕猴桃伏牛９５－２生根缓慢；当生

表１　不同植物生长调节剂组合对中华猕猴桃叶片
愈伤组织及不定芽形成的影响

处理

组合

植物生长调节剂

ＺＴ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

每处理叶

片数（个）

出愈率

（％）

愈伤组织不

定芽分化率

（％）

每个叶盘

形成的不定

芽数（个）

１ ０．５ ０．１ ４０ １００ ４５．８０ｄ １．３
２ ０．５ ０．３ ４０ １００ ６２．５０ｃ ２．４
３ １．０ ０．１ ４０ １００ ５５．００ｃｄ １．９
４ １．０ ０．３ ４０ １００ ８７．５０ａ ４．２
５ １．５ ０．１ ４０ １００ ５６．６７ｃ ２．２
６ １．５ ０．３ ４０ １００ ７５．００ｂ ３．０
７ ２．０ ０．１ ４０ １００ ５５．００ｃｄ １．９
８ ２．０ ０．３ ４０ １００ ７３．３０ｂ ３．２

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表２、
表３同。

根培养３０ｄ时，生根率均较低，而附加２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基
的生根率最高，为８６．６７％；当培养４０ｄ时，该培养基生根率
为１００％。

由表２还可以看出，不同生长素对不定芽生根率的影响
较明显，培养４０ｄ时，分别附加２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ、１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
培养基的生根率分别为１００％、７４．４４％，且两者间差异显著
（Ｐ＜０．０５）。同时通过观察发现，附加 ＮＡＡ的培养基中不定
芽生根数较多且根较长，茎部甚至都有根形成；附加 ＩＡＡ的
培养基生根数较少且根较短。因此生长素 ＮＡＡ较 ＩＡＡ更能
促进中华猕猴桃伏牛９５－２的不定芽形成不定根。

此外还可从表２看出，不同生长素浓度对中华猕猴桃伏
牛９５－２不定根形成的影响也较明显。培养４０ｄ时，随ＮＡＡ
浓度的增加，伏牛９５－２不定芽生根率逐渐增加：当 ＮＡＡ浓
度从０．５ｍｇ／Ｌ增加至２．０ｍｇ／Ｌ时，不定芽生根率从４３．３３％
升高至１００％。由此可见，２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ为适宜中华猕猴桃
伏牛９５－２的生根培养激素配方。

表２　不同生长调节剂及浓度对中华猕猴桃伏牛９５－２生根的影响

处理

组合

植物生长调节剂 不定芽生根率（％）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＡＡ
（ｍｇ／Ｌ） ３０ｄ ４０ｄ

生根状况

９ ０．５ １３．３３ｅ ４３．３３ｅ茎中、基部有根的形成
１０ １．０ ２５．５５ｄ ６１．１１ｄ 茎中、基部有根的形成
１１ １．５ ５６．６７ｂ ９１．１１ｂ 茎中、基部有根的形成
１２ ２．０ ８６．６７ａ１００．００ａ茎中、基部有根的形成
１３ ０．５ １３．３３ｅ ５４．４４ｄ 茎基部有根的形成

１４ １．０ ２０．００ｄｅ７４．４４ｃ 茎基部有根的形成

１５ １．５ ３８．８９ｃ ７３．３３ｃ 茎基部有根的形成

１６ ２．０ ５６．６７ｂ ５８．８９ｄ 茎基部有根的形成

２．３　中华猕猴桃伏牛９５－２叶片对卡那霉素的敏感性试验
由表３可以看出，培养４０ｄ时，卡那霉素明显抑制中华

猕猴桃伏牛９５－２叶片愈伤组织形成率及不定芽的再生率。
当卡那霉素浓度为５ｍｇ／Ｌ时，猕猴桃叶片愈伤组织形成率、
不定芽再生率分别由对照的１００％、８７．５％下降至 ９４．４％、
５４４％；当卡那霉素浓度增加至１０ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织形成
率、不定芽再生率分别下降至４１．１０％、１７．７８％；当卡那霉素
浓度为 １５ｍｇ／Ｌ时，虽然能够产生少量的愈伤组织
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（８８９％），但没有不定芽的分化，且叶片逐渐变黄；当卡那霉
素浓度达到２０ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织和不定芽的形成完全被抑
制，叶片停止生长并开始白化而死亡；随着卡那霉素浓度的进

一步增大，叶片白化死亡率增加；当卡那霉素浓度增加到

４０ｍｇ／Ｌ时，猕猴桃叶片已全部死亡。

表３　卡那霉素对中华猕猴桃伏牛９５－２叶片外植体愈伤组织和
不定芽诱导的影响

卡那霉素浓度

（ｍｇ／Ｌ） 外植体数
出愈率

（％）
不定芽再生率

（％）
死亡率

（％）

０ ３０ １００．００ａ ８７．５０ａ ０ｆ
５ ３０ ９４．４０ｂ ５４．４０ｂ ４．４０ｅ
１０ ３０ ４１．１０ｃ １７．７８ｃ ５８．８９ｄ
１５ ３０ ８．８９ｄ ０ｄ ８７．７８ｃ
２０ ３０ ０ｅ ０ｄ ９２．２０ｂ
３０ ３０ ０ｅ ０ｄ ９５．５０ｂ
４０ ３０ ０ｅ ０ｄ １００．００ａ
５０ ３０ ０ｅ ０ｄ １００．００ａ

３　小结与讨论

本试验建立了红果肉中华猕猴桃伏牛９５－２的叶片受体
系统，得出最佳不定芽诱导培养基、最佳生根培养基配方分别

为ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＺＴ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ、１／２ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ；筛选出卡那霉素的临界浓度为２０ｍｇ／Ｌ。本研究为进
一步进行中华猕猴桃伏牛 ９５－２的遗传转化研究奠定了
基础。

细胞分裂素对不定芽的再生起着关键作用，不同基因型

猕猴桃再生中适宜的细胞分裂素一般为 ＺＴ［６－７］、ＣＰＰＵ［５］、
６－ＢＡ［３］。本试验使用细胞分裂素 ＺＴ对中华猕猴桃伏牛
９５－２叶片进行不定芽诱导，不定芽分化率最高可达
８７５０％，表明１．０ｍｇ／Ｌ为ＺＴ的适宜浓度，这与田宏现等以
美味猕猴桃茎段为外植体、使用１．０ｍｇ／ＬＺＴ得到较高再生
率的研究结果［８］一致；但张远记等以软枣猕猴桃叶片为外植

体进行研究发现，２．０ｍｇ／ＬＺＴ的诱导率最好［４］；这可能与不

同基因型适宜的细胞分裂素浓度不同有关。生长素对于外植

体的分化起辅助作用，一般使用的生长素为 ＮＡＡ和 ＩＢＡ，毕
静华等对阔叶猕猴桃的研究发现，使用 ５μｍｏｌ／ＬＺＴ和
０．１μｍｏｌ／ＬＮＡＡ培养基的再生率较高［７］。本研究结果表明，

适宜中华猕猴桃伏牛９５－２叶片不定芽再生的植物生长调节
剂组合为１．０ｍｇ／ＬＺＴ和０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ。

本试验分别选取了不同浓度的 ＮＡＡ和 ＩＡＡ进行生根试
验，结果表明，适当浓度的 ＮＡＡ较 ＩＡＡ对中华猕猴桃伏牛
９５－２不定芽的生根促进作用明显。当 ＮＡＡ浓度由
０．５ｍｇ／Ｌ增加至 ２．０ｍｇ／Ｌ时，生根率从 ４３．３３％上升至
１００００％，表明生根率随 ＮＡＡ使用浓度的增大而呈上升趋
势。由此可见，中华猕猴桃伏牛 ９５－２最佳生根培养基为
１／２ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ。

卡那霉素是一种能抑制细胞中核糖体蛋白质合成的内酰

胺类抗生素，当卡那霉素达到一定浓度时能够抑制细胞生长。

若选择的抗生素浓度太低，会产生假阳性抗性芽和大量嵌合

体；若浓度过高，会延缓抗性愈伤组织的生长，造成褐化而得

不到正常的转化体，甚至使大量外植体在选择中死亡；当选择

的抗生素浓度适宜时，非转基因的外植体不会形成愈伤组织，

叶片黄化并逐渐死亡，而发生转化的细胞能形成愈伤组织并

产生抗性芽。因此为了获得最佳的筛选效果，确定选择性抗

生素的最佳浓度是必要的。本试验研究表明，浓度为２０ｍｇ／Ｌ
的卡那霉素为中华猕猴桃伏牛９５－２叶片遗传转化的最佳筛
选浓度，这与毕静华等以阔叶猕猴桃叶片为外植体得出的

２０ｍｇ／Ｌ卡那霉素筛选临界浓度的研究结果［１０］相一致；而黄

萍等通过研究抗生素对中华猕猴桃叶柄愈伤组织诱导及花芽

分化的影响，发现当卡那霉素浓度大于２５ｍｇ／Ｌ时，无不定芽
发生［１１］；樊军锋等以秦美猕猴桃叶片为材料，发现不定芽对

卡那霉素的临界浓度为５０ｍｇ／Ｌ［１２］；这些结果主要是由于不
同的基因型对卡那霉素的敏感性不同。因此对不同基因型应

确定适宜的遗传转化的筛选浓度，为进一步提高转化率提供

理论依据。

参考文献：

［１］ＨｏｒｓｃｈＲＢ，ＦｒｙＪＥ，ＨｏｆｆｍａｎｎＮＬ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｍｐｌｅａｎｄｇｅｎｅｒａｌ
ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇｇｅｎｅｓｉｎｔｏｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９８５，２２７
（４６９１）：１２２９－１２３１．

［２］洪树荣．猕猴桃离体茎段和叶愈伤组织的诱导和植株再生［Ｊ］．
湖北农业科学，１９８１（９）：２８－３０．

［３］樊军锋，李　玲，韩一凡，等．秦美猕猴桃叶片再生最佳系统的建
立［Ｊ］．西北植物学报，２００２，２２（４）：９０７－９１２．

［４］张远记，钱迎倩．软枣猕猴桃试管苗叶片和茎段的愈伤组织诱导
及植株再生［Ｊ］．西北植物学报，１９９６，１６（２）：１３７－１４１．

［５］刘永立，兰大伟，毕静华，等．葛枣猕猴桃组织培养中的器官形成
与植株再生［Ｊ］．果树学报，２００５，２２（３）：２２０－２２３．

［６］兰大伟，刘永立，原田隆．狗枣猕猴桃叶片离体培养的器官、体细
胞胚形成与植株再生［Ｊ］．果树学报，２００７，２４（２）：２１８－２２２．

［７］毕静华，刘永立，ＡｓｇｈａｒＳ．阔叶猕猴桃叶片离体器官发生和植株
再生［Ｊ］．果树学报，２００５，２２（４）：４０５－４０８．

［８］田宏现，曾艳玲，谭晓风，等．米良一号猕猴桃的组织培养研究
［Ｊ］．经济林研究，２００５，２３（１）：７－９．

［９］田　娜，徐子勤，何近刚．猕猴桃高频直接再生体系的建立［Ｊ］．
武汉植物学研究，２００７，２５（１）：７９－８３．

［１０］毕静华，高　月，刘永立，等．阔叶猕猴桃抗生素敏感性及遗传
转化的研究［Ｊ］．核农学报，２００６，２０（４）：２８７－２９１．

［１１］黄　萍，沈孝善，马朝宏．抗生素对猕猴桃叶柄愈伤组织诱导及
分化的影响［Ｊ］．贵州农业科学，２００２，３０（６）：６－７．

［１２］樊军锋，李嘉瑞，韩一凡，等．ｍｔｌＤ／ｇｕｔＤ双价耐盐基因转化秦美
猕猴桃的研究［Ｊ］．西北农林科技大学学报：自然科学版，２００２，
３０（３）：５３－５８．

—８４— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第６期


