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　　摘要：以蓬
!

悬钩子的带腋芽嫩茎段为外植体，建立组织培养再生体系。结果表明：适宜腋芽诱导培养基为ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，诱导率可达８６．７％；适宜增殖培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ；适
宜生根培养基为改良的１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ；适宜炼苗时间为７ｄ，移栽成活率可达９８％；以６月中旬移栽到大田
的当年苗木生长发育状态最佳。
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　　蓬
!

悬钩子（ＲｕｂｕｓｃｒａｔａｅｇｉｆｏｌｉｕｓＢｕｎｇｅ）为蔷薇科（Ｒｏｓａ
ｃｅａｅ）悬钩子属（Ｒｕｂｕｓ）植物，别称托盘儿、覆盆子等，是我国
长白山区分布量较大的野生树莓种质资源。蓬

!

悬钩子抗寒

性强，果实品质好、营养丰富［１］，且根、茎、叶、果均可入

药［２－３］，开发利用前景广阔。２０１３年以来，笔者在系统开展
蓬

!

悬钩子野生驯化研究的同时，进行组织培养快繁技术研

究，以期为优良种质资源快速高效利用、建立我国寒地特色树

莓产区、实现栽培良种化和生产规范化提供技术支撑。

１材料与方法

１．１　试验材料
试验材料（嫩茎）取自中国农业科学院特产研究所实验

基地（吉林市昌邑区左家镇）蓬
!

悬钩子栽培试验园。

１．２　试验方法
１．２．１　启动培养　在５月中下旬，选择生长健壮且无病虫害
的蓬

!

悬钩子单株，剪取嫩梢。在室内剪去嫩梢叶片，剪成

２ｃｍ左右的带芽茎段。茎段用适当浓度洗衣粉液浸泡
２０ｍｉｎ，自来水冲洗１２ｈ后接种。接种前先用７５％乙醇消毒
３０ｓ，无菌水冲洗３次，再以０．１％ ＨｇＣｌ２溶液处理１０ｍｉｎ，用
无菌水冲洗４～５次。将消毒茎段上下部切去少许，分别接种
于Ｂ５、ＭＳ、改良的１／２ＭＳ（大量元素、微量元素、铁盐和肌醇
均减半）和改良的１／４ＭＳ（大量元素、微量元素、铁盐和肌醇
均减为正常量的１／４）的诱导培养基上（以上培养基均附加
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ），每个处理接种２０瓶，每瓶３
个茎段。接种后，每周观察外植体生长状况，２周后统计侧芽萌
动情况，计算萌发率。

萌芽率＝萌芽数／接种数×１００％；
平均萌芽数＝萌芽总数／接种数。

１．２．２　继代培养　将启动培养中获得的无菌芽苗进行增殖
培养。以ＭＳ为基本培养基，附加不同浓度的 ６－ＢＡ（０．５、
１．０、１．５ｍｇ／Ｌ）和ＮＡＡ（０．１、０．２、０．３ｍｇ／Ｌ），每个处理３次
重复，每个处理接种１０瓶（每瓶４个外植体），５０ｄ后观察芽
的分化和生长状况，并统计分析各处理芽的增殖倍数。

１．２．３　生根培养　将继代培养得到的大量增殖苗分离后转
入生根培养基中。生根培养以改良的１／２ＭＳ为基本培养基，
附加不同浓度的ＮＡＡ（０、０．０５、０．１０、０．１５、０．２０、０．２５、０．３０、
０．４０ｍｇ／Ｌ），每种培养基接种１５瓶（每瓶３株无根苗），接种
３０ｄ后，观察试管苗生根和苗木生长情况并统计生根率、平
均生根数和平均根长。相关公式为：生根率＝生根苗数／接种
数×１００％；平均生根数＝总根数／生根苗数；平均根长＝根的
总长度／总生根数。
１．２．４　炼苗移栽　当根长至２～３ｃｍ时，将通过生根培养得
到的生根苗分别进行３、７、１０ｄ炼苗，然后以细河沙与腐殖土
按１∶３的比例混合作为移栽基质，在移栽前１ｄ用０．２％高
锰酸钾溶液消毒基质并覆膜２４ｈ，并加强移栽后的环境调控，
以期获得较高的移栽成活率。

１．２．５　当年苗木生长发育状况调查　分别于５月中旬、６月
中旬和７月中旬将移栽到营养钵中的小苗进行圃地栽培，并于５
个月后，即生长期结束后，对其生长发育情况进行调查分析。相

关公式为：平均分蘖数 ＝总分蘖数／总苗数；平均茎粗 ＝总茎
粗／总苗数；平均生长高度＝生长高度总和／总苗数；平均成熟
高度＝主干的平均生长高度－主干梢部枯死的平均长度。
１．３　培养条件

在以上培养基中加３％蔗糖、０．５％琼脂，调节 ｐＨ值为
５８～６．０。培养条件：温度为（２５±３）℃，光照度为１０００～
２０００ｌｘ，光—暗周期为１４ｈ—１０ｈ。

２　结果与分析

２．１　初代培养
表１试验结果表明，不同的基本培养基中外植体的萌芽

率差异显著，其中基本培养基以 ＭＳ对蓬
!

悬钩子嫩茎的诱

导效果最好，接种３ｄ后就开始启动萌发，培养 ２０ｄ时萌芽
率达到８６．７％，外植体在培养基上生长良好，叶大嫩绿，芽体
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较高；其次是改良的１／２ＭＳ、１／４ＭＳ，培养２０ｄ时萌芽率分别
达到６６．７％、６０．０％，外植体生长一般，叶梢小且偏黄绿色，
芽体略矮小。而在 Ｂ５培养基上，一方面外植体发生的褐化

现象严重，另一方面接种５ｄ后才开始缓慢萌发且萌芽率很
低，只有２８．５％，此外芽体很小，呈黄绿色。综合以上分析可
知，蓬

!

悬钩子初代培养以ＭＳ作为基本培养基为宜。

表１　基本培养基中萌芽率的比较

培养基 接种数（个） 启动时间（ｄ） 平均萌芽数（个） 平均萌芽率（％ ） 生长状态

Ｂ５ ６０ ５ ５．７ｄ ２８．５ａ 萌发的芽体叶很小，偏黄绿色，低矮

ＭＳ ６０ ３ １７．３ａ ８６．７ｂ 萌发的芽体叶大，嫩绿色，较高且壮

１／２ＭＳ ６０ ３ １３．３ｂ ６６．７ｃ 萌发的芽体叶稍小，嫩绿色，稍矮

１／４ＭＳ ６０ ３ １２．０ｃ ６０．０ｄ 萌发的芽体叶偏小，黄绿色，较矮

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

２．２　增殖培养
将诱导得到的萌发芽体接种到增殖培养基中后，围绕芽

体这一中心，都能分化出一定数量的不定芽。６－ＢＡ、ＮＡＡ不
同浓度组合的增殖倍数之间存在显著性差异，因为６－ＢＡ、
ＮＡＡ２种激素与芽体增殖密切相关，激素的绝对浓度和搭配
比例对组培苗的增殖有很大的影响。当 ６－ＢＡ浓度为
１．０ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ浓度为 ０．２ｍｇ／Ｌ时，增殖倍数最高，可达
３３．１４；当６－ＢＡ浓度为１．５ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ时，
增殖倍数次之，为３２．８５。这２个处理（即处理５、处理７）的
增殖倍数没有显著差异（表２）。因此，适宜蓬

!

悬钩子的增

殖培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ。
表２　６－ＢＡ和ＮＡＡ浓度组合对增殖的影响

处理
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

接种数

（个）
增殖系数

１ ０．５ ０．１ ４０ ２３．３０ｃ
２ ０．５ ０．２ ４０ １９．２０ｆ
３ ０．５ ０．３ ４０ １４．５０ｈ
４ １．０ ０．１ ４０ ２８．７０ｂ
５ １．０ ０．２ ４０ ３３．１４ａ
６ １．０ ０．３ ４０ ２０．６５ｅ
７ １．５ ０．１ ４０ ３２．８５ａ
８ １．５ ０．２ ４０ ２１．５５ｄ
９ １．５ ０．３ ４０ １６．９５ｇ

２．３　根的诱导
不同浓度的ＮＡＡ与蓬

!

悬钩子无根苗生根率均有密切

关系，在９种培养基中都能诱导生根，即在生根培养基中不添
加生长素也可生根。当 ＮＡＡ浓度为０．０５、０．１０ｍｇ／Ｌ时，平
均生根数之间差异不显著，但平均根长差异显著。当ＮＡＡ浓
度大于０．１５ｍｇ／Ｌ时，组培苗基部膨大产生愈伤组织块，植株
矮小，叶片黄化，不适于移栽。根数越多，根长适宜且粗壮的，

移栽成活率高（表３）。因此综合考虑，在改良的１／２ＭＳ培养
基中，ＮＡＡ浓度在 ０～０．１０ｍｇ／Ｌ范围内，幼苗生根数随着
ＮＡＡ浓度升高而增加；当ＮＡＡ浓度大于０．１０ｍｇ／Ｌ时，生根
数反而随着ＮＡＡ浓度的升高而减少；蓬

!

悬钩子适宜的生根

培养基为１／２ＭＳ＋ＮＡＡ０．１０～０．１５ｍｇ／Ｌ。
２．４　炼苗移栽

组培苗长期生长在光照、温度和湿度等相对适宜和稳定

表３　ＮＡＡ浓度对生根的影响

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

接种数

（个）

平均生根率

（％）
平均生根数

（条／株）
平均根长

（ｃｍ）
０ ６０ １００ ９．１０ａｂ １．２０ｅｆ
０．０１ ６０ １００ ９．３５ａｂ ２．６５ｃ
０．０５ ６０ １００ １０．３１ａ ２．８８ｃｄ
０．１０ ６０ １００ １１．２１ａ ４．４２ａｂ
０．１５ ６０ １００ ８．８９ａｂ ４．８６ａ
０．２０ ６０ １００ ７．７３ｂｃ ３．３７ｂｃ
０．２５ ６０ １００ ６．３２ｃ ２．０９ｃｄ
０．３０ ６０ １００ ５．９５ｃｄ １．０３ｅｆ
０．４０ ６０ １００ ３．６７ｄ ０．７５ｆ

的环境中，体表几乎没有什么保护组织，如果直接移栽到外界

环境中，因其本身适应性差，再加上环境变化较大，很难成活。

因此需要进行适当的“炼苗”，使其能逐步适应外界的环境变

化，提高成活率。不同的炼苗时间处理下组培苗的移栽成活

率差异显著。当炼苗时间为３ｄ时，可能由于组培苗木质化
程度低，仍处于“异养”状态，因此较难适应瓶外的环境，从而

使成活率大大降低；当炼苗时间为１０ｄ时，组培苗虽然已经
达到“异养”状态，但是培养基已受到外界有菌环境的污染，

且根部培养基干燥，较难清洗干净，残留的营养容易引起移栽

苗烂根死亡，使成活率降低；而炼苗时间为７ｄ时，组培苗已
经完成驯化且培养基较易清洗干净，移栽苗的成活率最高，可

达９８％（表４）。
表４　炼苗时间对移栽成活率的影响

炼苗时间（ｄ） 处理数（个） 成活率（％）
３ １００ ３７ｃ
７ １００ ９８ａ
１０ １００ ６２ｂ

２．５　当年苗木生长发育状况调查
只有将组培苗进行圃地栽培，才能达到苗木繁育的最终

目的。５月中旬将苗移栽到大地，此时气温和地温等均较低，
不利于根系的生长；６月中旬气温和地温都有所上升，苗木生
长较好；而７月中旬移栽苗木时，苗的整体生长期大大缩减。
因此从平均分蘖数、平均茎粗、平均成熟高度、平均生长高度

等几个方面综合考虑，组培苗进行圃地栽培时，以６月中旬移
栽入大地较为适宜（表５）。

表５　当年苗木生长发育情况调查结果

移栽时间
总苗数

（株）

平均分蘖数

（个）

平均侧枝数

（个）

平均茎粗

（ｍｍ）
平均生长高度

（ｃｍ）
平均成熟高度

（ｃｍ）

５月中旬 １７０ ３．３３ ０．４７ ３．１２ ７０．３６ ６３．３８
６月中旬 １７６ ２．３２ １．９４ ４．１７ ７９．９９ ７２．１７
７月中旬 １７２ ２．１９ １．０２ ２．３６ ６４．８３ ５１．２４
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３　结论与讨论

本研究以蓬
!

悬钩子嫩梢为试验材料，将带腋芽茎段用

７５％乙醇消毒３０ｓ，再用０．１％ ＨｇＣｌ２溶液消毒１０ｍｉｎ，最后，
接种到 ＭＳ培养基上。最佳的增殖培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，其次为 ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ；进行壮苗培养时，最适宜的培养基为 ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ或者 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ；瓶内生根最适培养基为改良的
１／２ＭＳ＋０１０～０．１５ｍｇ／ＬＮＡＡ，生根率为１００％，平均根数
最多可达１１．２１条／株，平均根长最长可达４．８６ｃｍ，根粗健
壮。对组培苗当年植株生长发育情况调查发现，以６月中旬
移栽到大田的生长发育状态最佳。

蓬
!

悬钩子因其具有较高营养保健价值，日益受到人们

的青睐，对其进行组织培养快繁技术研究，可实现野生资源的

最大化利用。本研究以蓬
!

悬钩子带腋芽茎段为试材，采用

不同培养基、植物激素及其浓度组合，建立了稳定的离体快繁

体系，为今后组培苗的工厂化生产提供技术指导，更重要的是

可对优质品种的推广利用提供经验借鉴。
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甘蓝型油菜离体培养再生体系的优化
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　　摘要：为优化甘蓝型油菜离体培养再生体系，本研究分析了影响再生频率的多个关键因素，包括品种、外植体类
型、苗龄、预培养时间以及激素浓度与配比等。结果表明：品种对再生频率影响较大，Ｗｅｓｔａｒ的外植体再生频率高于宁
油１８号和中双１１号；不同外植体再生频率也存在差异，子叶柄的再生频率显著高于下胚轴；苗龄以４ｄ较好，预培养
时间以２ｄ较适宜；预培养基中激素２，４－Ｄ最适浓度为１ｍｇ／Ｌ，分化培养基中，６－ＢＡ／ＮＡＡ比例为１０∶１时子叶柄
的再生频率最高，为７０．７９％，６－ＢＡ／ＮＡＡ比例为９∶１时下胚轴的再生频率最高，达到９６．７３％。经过优化后，油菜
外植体再生频率得到显著提高。
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　　油菜为世界第二大油料作物［１－３］，也是我国重要油料作

物之一，在人类的生活和农业生产上有着极其重要的作用。

油菜花具有一定观赏价值，可用作旅游资源；油菜的茎叶可食

用，还可用来饲养动物；油菜种子不仅可用来榨取食用油，饼

粕还可用来做饲料。此外，油菜属于可再生资源，低芥酸菜籽

油中的脂肪酸碳链组成与柴油分子碳数相近，因此被认为是

生物柴油最理想的原料［４］。当今育种学家把提高油菜产量

和品质，培育抗病和抗逆油菜新品种作为重要内容来

研究［５］。

目前，组织培养技术被广泛地应用到油菜育种中［６］，并

得到了大量不同优良特性的油菜种质资源［７－１２］。高效的植

株再生体系是油菜基因工程育种中的重要环节。在已有的研

究报道中［１３－１８］，油菜可用下胚轴、子叶柄、根、茎、小孢子等作

为外植体来进行组织培养。经过多年研究，国内外许多机构

已建立了较为成熟的油菜离体培养再生体系［１９－２１］。然而，研

究表明，在油菜组织培养中，不同基因型、不同外植体之间的

最佳再生条件存在差异，这在一定程度上阻碍了油菜转基因

研究的发展。本研究主要对影响油菜离体培养再生体系的关

键因素进行分析，以期摸索出一套稳定、高效的油菜遗传转化

体系，为油菜组织培养提供基础数据，并进一步为通过植物转

基因技术获得预期优良性状的油菜新种质奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试油菜品种有Ｗｅｓｔａｒ、宁油１８号、中双１１号，由江苏

省农业科学院经济作物研究所提供。
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