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　　摘要：为获得适于悬浮培养的优质愈伤组织，以黑莓品种Ｋｉｏｗａ无菌苗的叶片、叶柄为外植体，研究了不同种类培
养基、不同种类糖、不同蔗糖浓度、不同水解酪蛋白浓度对叶片、叶柄愈伤组织诱导的影响。结果表明，不同培养条件

下诱导Ｋｉｏｗａ的叶片和叶柄都可以产生愈伤组织，并且诱导率都为１００％，但愈伤组织的状态和生长势各不相同。以
ＭＳ作为基本培养基，２５ｇ／Ｌ蔗糖作为碳源，２００ｍｇ／Ｌ的水解酪蛋白诱导效果最佳，愈伤组织为质地疏松颗粒状嫩黄
色愈伤，生长势好。
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　　黑莓（Ｒｕｂｕｓｓｐｐ．）是蔷薇科悬钩子属实心莓亚属的一种
多年生浆果类果树［１］，原产于北美，其花朵颜色淡雅迷人，果

实色彩艳丽、风味宜人、营养丰富，因此黑莓是一种不可多得

的具有观赏和营养保健作用的新型果品［２－５］，也是近年来国

内外兴起的第三代水果之一［６］，具有很高的经济价值。

愈伤组织是指形态上没有分化但能进行活跃分裂的一团

细胞，离体培养条件下产生的愈伤细胞具有再分化的潜

能［７］。愈伤组织培养具有多种用途，一方面可用于研究植物

生长发育及分化机制、遗传变异规律，另一方面可用于细胞培

养筛选工业、农业、医药生产上有用的无性系，或用于原生质

体培养中的原生质体来源等［８］。此外，愈伤组织的诱导是植

物组织培养中快速繁殖的一条主要途径，也是细胞育种或次

生物质生产的重要基础［９－１０］。目前国内对黑莓愈伤组织诱

导的研究较少，仅有２篇以黑莓叶片、叶柄为外植体进行愈伤
组织诱导的研究论文［１１－１２］。愈伤组织的外观形态和生理状

态直接影响到后续建立细胞悬浮系的质量，愈伤组织越是疏

松，细胞的分散程度也就越大。因此，挑选颗粒细小、疏松易

碎、外观湿润鲜艳的淡黄色愈伤组织有利于诱导悬浮细

胞系［１３］。

本试验以黑莓品种Ｋｉｏｗａ的叶片、叶柄为外植体，对诱导
Ｋｉｏｗａ的叶片、叶柄产生适于悬浮培养的优质愈伤组织进行
探讨。从培养基种类、糖种类、蔗糖浓度、水解酪蛋白（ＣＨ）
浓度等方面进行试验比较，从而选出能够进行细胞悬浮培养

的最佳愈伤组织。

１　材料与方法

１．１　材料
黑莓品种Ｋｉｏｗａ无菌苗的叶片、叶柄，取自江苏省中国科

学院植物研究所组织培养实验室。取苗龄３０～４０ｄ的黑莓
组培苗从上往下数第２～５片叶，剪去叶片的叶尖及叶缘，把
叶片剪成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ左右的方块，把叶柄剪成１ｃｍ左
右的小段作为接种材料。接种时，使叶片背面接触培养基。

１．２　方法
１．２．１　培养基种类对Ｋｉｏｗａ愈伤组织诱导的影响　将Ｋｉｏｗａ
的叶片、叶柄分别接种于不同种类的培养基（ＭＳ、Ｂ５、Ｎ６）上
诱导愈伤组织。培养２０ｄ后观察、统计结果，比较不同种类
的培养基对Ｋｉｏｗａ叶片、叶柄愈伤组织诱导的影响。
１．２．２　糖种类对 Ｋｉｏｗａ愈伤组织诱导的影响　将 Ｋｉｏｗａ的
叶片、叶柄分别接种于附加２５ｇ／Ｌ的蔗糖、麦芽糖、葡萄糖的
ＭＳ培养基上诱导愈伤组织。培养２０ｄ后观察、统计结果，比
较不同种类的糖对Ｋｉｏｗａ叶片、叶柄愈伤组织诱导的影响。
１．２．３　蔗糖浓度对 Ｋｉｏｗａ愈伤组织诱导的影响　将 Ｋｉｏｗａ
的叶片、叶柄分别接种于附加不同浓度的蔗糖（１０、２５、３０、
４０、５０、６０ｇ／Ｌ）的ＭＳ培养基上诱导愈伤组织。培养２０ｄ后
观察、统计结果，比较不同蔗糖浓度对 Ｋｉｏｗａ叶片、叶柄愈伤
组织诱导的影响。

１．２．４　水解酪蛋白浓度对 Ｋｉｏｗａ愈伤组织诱导的影响　将
Ｋｉｏｗａ的叶片、叶柄分别接种于附加不同浓度水解酪蛋白（０、
２００、３００、４００、５００、６００ｍｇ／Ｌ）的ＭＳ培养基上诱导愈伤组织。
培养２０ｄ后观察、统计结果，比较不同水解酪蛋白浓度对
Ｋｉｏｗａ叶片、叶柄愈伤组织诱导的影响。

除试验项目以外，以上所有处理中的基本培养条件是：

ＭＳ培养基中蔗糖浓度为 ２５ｇ／Ｌ，琼脂为 ５．６ｇ／Ｌ，ｐＨ值
５．８～６．０，２，４－Ｄ１．０ｍｇ／Ｌ，培养温度为（２５±２）℃，暗培
养。每个处理接种叶片、叶柄２０个，重复３次。

愈伤组织诱导率＝形成愈伤组织的外植体个数／外植体
总数×１００％。
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２　结果与分析

２．１　培养基对Ｋｉｏｗａ愈伤组织诱导的影响
培养基是植物组织培养的物质基础，也是愈伤组织能否

成功诱导的重要因素之一。愈伤组织能否形成，一方面取决

于培养基材料本身的性质，另一方面也取决于培养基的种类

和成分，培养基的成分以及各成分的含量对愈伤组织的诱导

有很大的影响。因此要根据不同的植物、不同的外植体以及

不同的培养目的选择合适的培养基［１４］。由表１可以看出，不
同种类培养基诱导Ｋｉｏｗａ的叶片、叶柄都可以产生愈伤组织，
并且诱导率都为１００％。其中 ＭＳ作为基本培养基诱导效果
最佳，愈伤组织为质地疏松颗粒状嫩黄色愈伤，生长势好，到

后期出现褐化。Ｂ５和Ｎ６作为基本培养基诱导的愈伤组织的
状态和生长势都比较差。其中 Ｂ５诱导的愈伤组织是质地疏
松，呈颗粒状透明色愈伤，后期褐化严重完全变黑；Ｎ６诱导的
愈伤组织是质地紧密块状黄绿色愈伤，后期褐化严重。

表１　不同培养基对Ｋｉｏｗａ愈伤组织的诱导

培养基

种类

叶片愈伤组织

诱导率（％）
叶片愈伤

组织生长势

叶柄愈伤组织

诱导率（％）
叶柄愈伤

组织生长势

ＭＳ １００ ＋＋＋＋＋ １００ ＋＋＋＋＋
Ｂ５ １００ ＋＋ １００ ＋＋
Ｎ６ １００ ＋ １００ ＋

　　注：“＋”表示愈伤组织生长很差；“＋＋”表示愈伤组织生长较
差；“＋＋＋”表示愈伤组织生长一般；“＋＋＋＋”表示愈伤组织生长较
好；“＋＋＋＋＋”表示愈伤组织生长最好。

２．２　糖对Ｋｉｏｗａ愈伤组织诱导的影响
不同植物对不同种类糖的反应不完全相同，因此在进行

植物愈伤组织诱导时，选用合适的糖不仅会提高胚性愈伤组

织的诱导率，而且可以改善愈伤组织的质量［１４］。由表２可以
看出，不同种类糖诱导Ｋｉｏｗａ的叶片、叶柄都可以产生愈伤组
织，并且诱导率都为１００％。其中蔗糖作为碳源诱导效果最
佳，愈伤组织为质地疏松颗粒状嫩黄色愈伤，愈伤组织生长势

也很好，后期出现褐化。葡萄糖作为碳源诱导效果次之，愈伤

组织为质地疏松颗粒状嫩黄色愈伤，但后期褐化严重，而且愈

伤组织生长势一般。麦芽糖作为碳源诱导效果最差，愈伤组

织状态和生长势都很差，为质地疏松颗粒状透明色愈伤，后期

褐化。

表２　糖对Ｋｉｏｗａ愈伤组织的诱导

糖
叶片愈伤组织

诱导率（％）
叶片愈伤

组织生长势

叶柄愈伤组织

诱导率（％）
叶柄愈伤

组织生长势

蔗糖 １００ ＋＋＋＋＋ １００ ＋＋＋＋＋
麦芽糖 １００ ＋＋ １００ ＋＋
葡萄糖 １００ ＋＋＋ １００ ＋＋＋

　　注：“＋＋”表示愈伤组织生长较差；“＋＋＋”表示愈伤组织生长
一般；“＋＋＋＋”表示愈伤组织生长较好；“＋＋＋＋＋”表示愈伤组织生
长最好。

２．３　蔗糖浓度对Ｋｉｏｗａ愈伤组织诱导的影响
培养基中的糖浓度对细胞生长的影响主要表现在两个方

面：一方面，糖是植物细胞生长和代谢的碳源，为细胞的生长

和代谢提供能量。另一方面，糖是一种渗透压调节剂，对细胞

的代谢有重要影响。在很多的植物细胞培养过程中，培养基

中糖浓度的不同对细胞生物量的积累也不同［１５］。由表３可
以看出，不同浓度的蔗糖诱导Ｋｉｏｗａ的叶片、叶柄都可以产生
愈伤组织，诱导率都为１００％。蔗糖浓度小于３０ｇ／Ｌ时诱导
的愈伤组织后期出现褐化；蔗糖浓度为３０ｇ／Ｌ时诱导的愈伤
组织后期褐化严重；蔗糖浓度大于３０ｇ／Ｌ时诱导的愈伤组织
后期褐化严重，并且叶片愈伤组织还出现了白色愈伤。蔗糖

浓度为１０ｇ／Ｌ或者≥３０ｇ／Ｌ时诱导的愈伤组织生长势差，蔗
糖浓度为２５ｇ／Ｌ时诱导的愈伤组织生长势好。

表３　蔗糖浓度对Ｋｉｏｗａ愈伤组织的诱导

蔗糖浓度

（ｇ／Ｌ）
叶片愈伤组织

诱导率（％）
叶片愈伤

组织生长势

叶柄愈伤组织

诱导率（％）
叶柄愈伤

组织生长势

１０ １００ ＋＋ １００ ＋＋
２５ １００ ＋＋＋＋＋ １００ ＋＋＋＋＋
３０ １００ ＋＋ １００ ＋＋
４０ １００ ＋ １００ ＋
５０ １００ ＋ １００ ＋
６０ １００ ＋ １００ ＋

　　注同表１。

２．４　水解酪蛋白浓度对Ｋｉｏｗａ愈伤组织诱导的影响
表４结果显示，不同浓度的水解酪蛋白（ＣＨ）诱导 Ｋｉｏｗａ

的叶片、叶柄都可以产生愈伤组织，并且诱导率都为１００％。
除ＣＨ浓度为６００ｍｇ／Ｌ时诱导的愈伤组织为质地疏松颗粒
状透明色愈伤，其余浓度诱导的愈伤组织都是质地疏松颗粒

状嫩黄色愈伤。ＣＨ浓度为０、２００、３００ｍｇ／Ｌ时诱导的愈伤组
织初期从外观来看效果相同都是最佳，后期褐化程度也相同。

当浓度大于３００ｍｇ／Ｌ时ＣＨ对诱导愈伤有一定的抑制作用。
鉴于文献［１６－２１］指出一定浓度的水解酪蛋白对于愈伤组织诱

导效果有一定的提升作用，结合经济效益可选用２００ｍｇ／Ｌ的
水解酪蛋白用于Ｋｉｏｗａ的叶片、叶柄愈伤组织的诱导。

表４　水解酪蛋白浓度对Ｋｉｏｗａ愈伤组织的诱导

水解酪蛋白

浓度（ｍｇ／Ｌ）
叶片愈伤组织

诱导率（％）
叶片愈伤

组织生长势

叶柄愈伤组织

诱导率（％）
叶柄愈伤

组织生长势

０ １００ ＋＋＋＋＋ １００ ＋＋＋＋＋
２００ １００ ＋＋＋＋＋ １００ ＋＋＋＋＋
３００ １００ ＋＋＋＋＋ １００ ＋＋＋＋＋
４００ １００ ＋＋＋ １００ ＋＋＋
５００ １００ ＋＋＋＋ １００ ＋＋＋＋
６００ １００ ＋＋＋＋ １００ ＋＋＋＋

　　注：“＋＋＋”表示愈伤组织生长一般；“＋＋＋＋”表示愈伤组织生
长较好；“＋＋＋＋＋”表示愈伤组织生长最好。

３　讨论与结论

选择最佳外植体和最佳培养条件，同时附加适宜的外源

激素和有机物质来诱导愈伤组织是获得良好的胚性愈伤组织

必不可少的条件。植物生长调节剂对植物愈伤组织诱导的影

响十分重要，同时也十分复杂［２２－２５］，２，４－Ｄ被广泛应用于植
物愈伤组织诱导中［２６－２９］，因此本试验选用２，４－Ｄ作为外源
激素。本试验诱导黑莓愈伤组织的最终目的是用于细胞悬浮

培养，所以诱导出质地疏松颗粒状嫩黄色的愈伤组织［１３，３０］是

本试验的关键。

本试验结果表明，不同培养基种类、不同种类糖、不同蔗
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糖浓度以及不同水解酪蛋白浓度诱导 Ｋｉｏｗａ的叶片、叶柄都
可以产生愈伤组织，并且诱导率均为１００％，但愈伤组织的状
态和生长势各不相同。以 ＭＳ作为基本培养基，２５ｇ／Ｌ蔗糖
作为碳源，水解酪蛋白２００ｍｇ／Ｌ时诱导效果最佳，愈伤组织
为质地疏松颗粒状嫩黄色愈伤，生长势也最佳。诱导愈伤组

织产生所需的植物激素种类和浓度取决于外植体的来源，外

植体的选择对愈伤组织诱导的成功与否也很重要．高利臣
等［３１］研究了不同外植体对美洲商陆组培产生愈伤组织的影

响，发现叶、下胚轴、根尖均有利于诱导脱分化产生愈伤组织。

试验结果表明，叶片最易诱导脱分化，下胚轴次之，根尖最难。

陈莉等研究发现建立玉米愈伤组织的受体系统，关键是选择

合适的外植体，只有合适的外植体才能诱导出胚性愈伤组

织［３２］。本试验发现叶片、叶柄作为２种不同的外植体都可以
诱导产生出愈伤，但是叶片诱导的愈伤组织量比叶柄多，因此

以后的试验应选择叶片作为外植体。陈春伶等研究结果表明

水解酪蛋白和谷氨酰胺作为有机氮源对栓皮栎胚性组织的增

殖有很大的影响作用［２０］；张建瑛等研究发现７００ｍｇ／Ｌ水解
酪蛋白有利于胡桃楸胚性愈伤组织的诱导［３３］。但是本试验

发现，水解酪蛋白浓度对黑莓愈伤组织诱导率和生长势的影

响并不是特别明显，水解酪蛋白浓度大于３００ｍｇ／Ｌ时对于诱
导愈伤反而有一定的抑制作用。
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