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红颜草莓的离体培养与快速繁殖

李　慧
（江苏联合职业技术学院淮安生物工程分院，江苏淮安２２３２００）

　　摘要：以红颜草莓的茎尖作为外植体，研究了外植体的消毒方法、激素组合对其离体培养与快速繁殖的影响。结
果表明，幼茎段在０．１％氯化汞＋３滴吐温－８０溶液中浸泡５ｍｉｎ灭菌效果最好；茎尖以０．３５ｍｍ大小为宜；诱导丛生
芽的最适培养基为：ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ；诱导试管苗生根的最适培养基为：１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ。
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　　红颜又称日本９９、红颊，是日本静冈县用章姬与幸香杂
交育成的早熟草莓栽培品种。叶片大、新茎分枝多，结果能力

强，果实品质好，果粒个大，果形、果色、价格明显优于丰香草

莓。是春节前后集采摘、鲜食为一体的休闲旅游消费农产品，

深受广大果农和顾客的喜爱。但是，红颜草莓苗不抗白粉病，

不易育苗，幼苗一旦染病，几天内将全军覆没。因此，试管苗

的繁育将有很大的市场前景。

１　材料与方法

１．１　材料
试验于２０１４年１２月至２０１５年４月进行。供试材料红

颜草莓苗引自淮安怡园果蔬种植专业合作社（实生苗２０１４年
９月栽植在江苏联合职业技术学院淮安生物工程分院花卉实
训中心的无土栽培槽内）。

１．２　试验方法
１．２．１　表面灭菌试验　于晴天的下午取供试红颜草莓刚抽
出的匍匐茎的幼茎段（母株要健壮、无病），流水冲洗泥土、灰

尘。在无菌条件下，先用７５％乙醇浸泡２０～３０ｓ，无菌水冲洗
３～４次，再转入０．１％氯化汞溶液 ＋２滴吐温 －８０分别浸泡

８、５、４、２ｍｉｎ，无菌水冲洗５～８次。在以上的过程中要不断
摇动，以去除附在外植体表面的气泡。用消毒滤纸吸干水珠

后，将茎尖接种于诱导培养基中，调整ｐＨ值至５．６～５．８。每
个灭菌处理各接种５０瓶，１个外植体／瓶，２０ｄ后观察记录外
植体的污染、死亡、无菌成活生长等情况。

１．２．２　茎尖分化能力试验　取“１．２．１”节试验最佳处理，在
双目显微解剖镜下剥去苞片和幼叶，将茎尖接种于 ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基中［１］。接种外植体

１个／瓶，３０ｄ后观察记录茎尖分化情况。
１．２．３　芽诱导试验　取“１．２．２”节试验中最佳的茎尖剥制
处理分别接种于以０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ为基础的附加不同种类
生长素（０．２ｍｇ／Ｌ）配成的培养基、以０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ为基础
的附加不同种类生长素及细胞分裂素（０．５ｍｇ／Ｌ）配成的培
养基中［２］，每个处理各接种３０瓶，１个外植体／瓶，３０ｄ后开
始调查记录幼芽分化情况。培养基配比如下：（１）ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；（２）ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋ＣＮＡＡ；（３）
ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ；（４）ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ；（５）ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ；（６）ＭＳ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；（７）ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ；（８）ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＺＥＡ。
１．２．４　继代培养与扩大繁殖　将长至１～２ｃｍ的丛生芽每
４～６株切成１块，转入不同浓度配比的６－ＢＡ和 ＮＡＡ配成
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的继代培养基中。每种处理接种２０瓶，４块／瓶，培养２０ｄ后
统计每瓶幼苗数量，并计算出增殖率。

１．２．５　根诱导试验　用１／２ＭＳ附加不同浓度（ｍｇ／Ｌ）ＩＢＡ，
有０．０５、０．１０、０．２０、０．５０ｍｇ／Ｌ及不加ＩＢＡ的５个处理，接入
幼苗３周后观察记录根的生长情况。

培养基均加３％蔗糖，在 １．０～１．１大气压下热压灭菌
２０ｍｉｎ。培养温度（２５±２）℃。每日光照 １２ｈ，光照度
２０００ｌｘ。

２　结果与分析

２．１　不同消毒剂对红颜幼茎灭菌的效果
在草莓组织培养中常用灭菌剂的种类很多。我们曾用过

次氯酸钠１０％水溶液（含有效氯０．４％ ～０．５％），浸泡接种
材料１０～１５ｍｉｎ；次氯酸钙（漂白粉），用其饱和上清液，浸泡
接种材料 １５～３０ｍｉｎ；过氧化氢 １０％ ～１２％水溶液，浸泡
１０～２０ｍｉｎ；新洁尔灭５％ ～１０％水溶液，浸泡１０～１５ｍｉｎ；
氯化汞０．１％水溶液，浸泡８～１０ｍｉｎ。其中，前４种灭菌剂
对接种材料比较安全，不会使活组织中毒死亡，但因灭菌时间

较长，常常使接种材料的外层氧化变褐，影响培养效果。氯化

汞有很强的杀菌能力，但浸泡时间稍长会造成接种材料中毒。

即使在氯化汞处理完后，用无菌水冲洗７～８次，仍然有少量
残留在外植体上，导致外植体死亡。

用０．１％氯化汞溶液浸泡处理５ｍｉｎ，外植体染菌率为０，
成活率为７８％；４ｍｉｎ浸泡茎段，外植体总染菌率为１８％，死
亡７个；当茎段浸泡２ｍｉｎ后，外植体死亡数为３个，但总染
菌率高达５６％（表１）。

表１　０．１％氯化汞不同处理时间对草莓幼茎的伤害和染菌情况

处理时间

（ｍｉｎ）
染菌数

（个）

污染率

（％）
死亡数

（个）

总成活数

（个）

成活率

（％）

８ ０ ０ ２１ ２９ ５８
５ ０ ０ １１ ３９ ７８
４ ９ １８ ７ ３４ ６８
２ ２８ ５６ ３ １９ ３８

　　注：不同处理接入外植体数５０个，接种２０ｄ后统计结果。

　　试验结果，用０．１％氯化汞浸泡茎段８ｍｉｎ，外植体染菌
率虽然很低，但是死亡率过高；浸泡２ｍｉｎ，外植体死亡率大大
降低，但染菌率却很高，这２种处理方法得到的能正常形成愈
伤组织的外植体只是其中很少的一部分，所耗费的材料太多。

因此，灭菌宜用０．１％氯化汞浸泡５ｍｉｎ，成活率达到７８％。
　　观察中发现４种处理外植体在接种１周内都有不同程度
褐化现象并导致生长缓慢，１０ｄ后成活的外植体褐化现象消
失（图１、图２）。这可能是因为使用乙醇进行表面消毒时，乙
醇毒害所致。

２．２　不同大小的茎尖对形态发生能力的影响
剥制后的红颜茎尖接种在芽诱导培养基中，７ｄ后开始

膨大，并在外植体表面产生愈伤组织，２０ｄ后部分愈伤组织
上可形成幼芽。从表２可以看出，小于或等于０．１ｍｍ的茎
尖，无形态发生能力；当茎尖达０．２ｍｍ时，只有有限的生长；
茎尖大小达０．３５ｍｍ，带有最后１对较大的叶原基，而没有顶
端下组织时，茎尖的分化率最高；如果切取０．５ｍｍ的茎尖，
发现茎尖直接形成单株苗，形成愈伤组织的百分率显著下降。

表２　草莓茎尖的分化能力

茎尖大小

（ｍｍ）
培养数

（个）

外植体状态（个）

不发育 只扩大不生长 能发育

正常发育的顶端

占培养总数（％）

０．１０ ６０ — — — —

０．２０ １２０ ９３ ６ ２１ １７．５
０．３０ １２０ ６６ １７ ３７ ３０．８
０．３５ ６０ １２ ２ ４６ ７６．７
０．５０ ６０ ２ ０ ５８ ９６．７

　　注：接种３０ｄ后统计结果。

　　由于剥制的茎尖要尽量小，才能有希望得到无病毒苗，从
而达到脱毒的目的。但是，接种的茎尖若太小，分化能力就

差，分化苗生长也慢，较难培养。因此，带有最后１对幼叶而
无顶端下组织的茎尖是最适宜的分离培养材料，其大小在

０．３５ｍｍ左右。
２．３　不同种类生长素、细胞分裂素对幼芽分化的影响

从表３可以看出，以０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ为基础的附加不同
种类生长素配成的培养基中，０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ对幼芽的生长分
化最为有利，有效芽显著高于对照（无生长素）及同浓度的

ＩＡＡ和ＩＢＡ。

表３　相同用量的ＮＡＡ、ＩＡＡ、ＩＢＡ对幼芽分化的影响

用量

（ｍｇ／Ｌ）
分化幼苗数

（个）

分化率

（％）
有效芽数

（个）

对照 ７ ２３．３ １６
ＮＡＡ０．２ ２２ ７３．３ ８３
ＩＡＡ０．２ １２ ４０．０ ３４
ＩＢＡ０．２ １０ ３３．３ ２１

　　注：不同处理接种材料３０个，接种３０ｄ后统计结果。

　　在基本培养基中加入 ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ，同时分别添加
０．５ｍｇ／Ｌ的６－ＢＡ、ＫＴ、ＺＥＡ３种细胞分裂素及对照（无细胞
分裂素），结果见表４。

从表４可以看出，６－ＢＡ和 ＫＴ对茎尖的生长分化较为
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有效，但在加入ＫＴ的组合中，分化苗数量少，苗体尤其是叶
片增大较快，长出的大部分是壮苗，基部甚至分化出根系（图

３）。而在加入６－ＢＡ的组合中培养３～４周后，分化芽还在
继续增多，幼苗生长正常。对激素种类与浓度的筛选试验表

明，以６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ的组合对外植体分化
诱导最好。

表４　相同浓度的６－ＢＡ、ＫＴ、ＺＥＡ对幼芽分化的影响

细胞分裂素
分化幼芽数

（个）

每个幼芽分化苗数

（个）

成苗率

（％）

对照 １３ ４～６ ２３．３
６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ ３０ ５～８ １００．０
ＫＴ０．５ｍｇ／Ｌ ２７ 大部分幼苗长成壮苗 １００．０
ＺＥＡ０．５ｍｇ／Ｌ １６ 幼苗停止分化形成壮苗 １００．０

　　注：不同处理接种材料３０个，培养３０ｄ后统计结果；成苗率＝分
化不定芽的外植体数／接入外植体数×１００％。

２．４　不同浓度６－ＢＡ和ＮＡＡ对幼苗增殖的影响
增殖培养基的筛选中，附加６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ分化反应正

常，虽然在相同的时间里新芽分化量相对较少，而长成正常幼

苗的数量却明显较多。当６－ＢＡ浓度超过１．０ｍｇ／Ｌ时，新
芽分化量很大，也都能长出叶片，只是叶片簇生在一起成球

状，不能长成正常幼苗（表５）。从表５可以看出，２号培养基
对幼苗增殖的生长分化最为有利。

此外，转苗过程中去掉原生叶片有利于新苗分化，在扩大

繁殖中剔除愈伤组织，有利于新苗增殖和生长。

２．５　不同浓度ＩＢＡ对试管苗生根的影响
从表６可以看出，以ＩＢＡ０．１ｍｇ／Ｌ浓度处理的生根率最

高，为１００％，平均根条数为 ２．３条。不加 ＩＢＡ及 ＩＢＡ超过
０２ｍｇ／Ｌ，多数苗都是先于苗基切口处产生愈伤组织，随后在
愈伤组织上分化生根。当生根苗移出栽植后，苗基的愈伤组

织很快干死，使苗与根间形成了 １个隔离层，成活率大大
降低。

３　讨论

本试验以红颜草莓为供试材料，研究其茎尖经脱分化后

表５　不同浓度６－ＢＡ和ＮＡＡ对幼苗增殖的影响

培养基编号
６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

幼芽分化率

（％）
有效芽增殖率

（％）

１ ０．３ ０．１ ６０ ７０
２ ０．５ ０．２ ７０ １００
３ １．０ ０．５ ９２ １０
４ ２．０ １．０ １００ ０

　　注：每块材料１单芽或带有１大于２ｍｍ的小芽统计为２，不足
２ｍｍ的芽点突起不计。增殖率计算式为：继代后２０ｄ平均芽数／继
代当天平均芽数×１００％。

表６　不同浓度ＩＢＡ对试管苗生根的影响

ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

出根苗数

（个）

出根率

（％）
平均每株

生根数（条）

最大根长

（ｃｍ）

０ 愈伤组织上生根

０．０５ １１３ ７５．３ １．８ １．６
０．１０ １００ ２．３ １．４
０．２０ 多数为愈伤组织上生根

０．５０ 愈伤组织上生根

　　注：不同处理参试苗为１５０个，培养３周后统计结果。

诱导不定芽发生的因子，旨在提高草莓不定芽发生率。在植

物离体形态发生中，影响器官分化的因素很多，但以植物激素

的调控为主［３－６］。不同植物种类，控制其不定芽发生的植物

生长调节剂的种类、浓度以及它们之间的组合不同，本试验中

为ＢＡ与ＮＡＡ的不同浓度组合。从不定芽发生的动态观察
中可知，不定芽发生高峰期集中在接种后２０～４０ｄ的时间段
内，５０ｄ以后再生的不定芽，其芽体弱小，生长速度慢。这可
能是由于随着时间的延长，培养基营养消耗大；同时，外植体

自身分泌物的积累限制了不定芽的分化及生长，也可能与愈

伤组织内某些生理生化物质的积累有关。
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