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　　摘要：以苦豆子子叶和胚轴为材料，对苦豆子愈伤组织诱导和继代增殖的最佳培养条件进行研究，旨在建立苦豆
子悬浮细胞体系。结果发现，子叶和胚轴为愈伤组织生成的最佳外植体，愈伤组织最佳诱导培养基是ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ；最佳继代增殖培养基是ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ。以胚轴诱导的愈伤组织是细胞悬浮培养的理想材料，初始接种量１０％～２０％，添加３％蔗糖，有利于悬浮细
胞体系的生成。
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　　苦豆子（Ｓｏｐｈｏｒａａｌｏｐｅｃｕｒｏｉｄｅｓ）豆科槐属，是我国西北荒
漠区广泛分布的一种重要沙生药用植物［１］，以全草、根、种子

入药，味极苦，性寒，民间用其根治喉痛、咳嗽、痢疾及湿疹

等［２］。喹诺里西啶生物碱和类黄酮是其重要的活性成分，已

有研究报道，喹诺里西啶生物碱是一种安全无毒的生物杀虫

剂，在医药上苦豆子具有清热解毒、祛风燥湿、止痛杀虫、增强

免疫等多种生理活性［３］。通过刈割苦豆子植株提取有效活

性物质是目前常用的方法，但苦豆子野生资源有限，且不利于

人工栽培，势必造成野生资源枯竭，影响生态平衡［４］。因此，

合理开发利用苦豆子资源是其长足发展的重要途径。

植物细胞悬浮培养是指将单个游离细胞或小细胞团在液

体培养基中进行培养增殖的技术。目前，利用悬浮细胞培养

来生产次生代谢物已广泛应用于各类药用植物中。１９９７年，
许建锋等首次开展了高山红景天悬浮细胞培养［５］。２０１０年，
姜新超对岷江百合进行愈伤组织的诱导时发现，悬浮细胞系建

立的关键在于挑选适于悬浮细胞培养的愈伤组织［６］。２０１４
年，赵继鹏等建立了曼地亚红豆杉细胞悬浮体系，发现接种量

和激素配比起着至关重要的作用［７］。迄今为止，国内外有关药

用植物悬浮细胞培养方面的研究越来越多，红豆杉、甘草、半夏

等都有相关的报道［８－１０］。关于苦豆子愈伤组织培养已有大量

报道，但暂无人建立苦豆子悬浮细胞系。本研究以苦豆子发芽

籽粒的子叶、胚轴和胚根为外植体，研究苦豆子愈伤组织诱导、

继代增殖培养条件，建立苦豆子悬浮细胞培养体系，为进一步

研究苦豆子悬浮细胞培养生产次生代谢产物奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
野生苦豆子豆荚采自宁夏灵武白芨滩国家自然保护区。

１．２　方法
１．２．１　愈伤组织诱导培养
１．２．１．１　不同外植体对愈伤组织诱导的影响　挑选饱满、无
病害虫蛀的苦豆子种子，８０％硫酸浸泡２ｈ软化种皮，无菌水
冲洗并浸泡２ｈ。用体积分数为７５％的乙醇消毒１ｍｉｎ，无菌
水冲洗３次，５％次氯酸钠溶液浸泡１０ｍｉｎ，无菌水冲洗３次，
置于铺有无菌滤纸的培养皿中，温度为（２５±２）℃，暗培养
２４ｈ后，光周期为１２ｈ／ｄ，培养３～５ｄ催芽。将子叶、胚轴和
胚根用灭菌刀划上切口后，接种于添加激素（０．５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ）的ＭＳ培养基上
诱导愈伤组织。每种处理接种６０块外植体，上述培养条件培
养２５ｄ后统计愈伤组织的诱导率，观察愈伤组织的生长状
况。愈伤组织诱导率 ＝诱导愈伤组织数／接种组织
数×１００％。
１．２．１．２　不同激素配比对苦豆子愈伤组织诱导的影响　将
子叶和胚轴分别接种于添加 ２，４－Ｄ（０．１、０．５、１．０、
１．５ｍｇ／Ｌ）、６－ＢＡ（０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ）和 ＮＡＡ（０．１、
０５、１．０ｍｇ／Ｌ）组成的２６种 ＭＳ培养基上，每个处理接种６０
块外植体，在温度为（２５±２）℃、光照时间１２ｈ／ｄ条件下培
养２５ｄ，统计愈伤组织的诱导率及其生长状况。
１．２．２　愈伤组织的增殖培养　将生长旺盛的愈伤组织转接
至添加２，４－Ｄ（０．２、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ）、６－ＢＡ（０．５、１．０、２．０、
４．０ｍｇ／Ｌ）和ＮＡＡ（０．１、０．２、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ）组成的７种 ＭＳ
培养基上进行增殖培养，计算愈伤组织的增殖系数并记录愈

伤组织的生长状态。增殖系数＝收获鲜质量／接种鲜质量。
１．２．３　悬浮细胞系的建立　选用子叶诱导增殖培养４次的
愈伤组织和胚轴诱导生成的愈伤组织，接种于含有“１．２．２”
节筛选出的最佳激素配比的 ＭＳ液体培养基中，１００ｍＬ锥形
瓶中加入３０ｍＬＭＳ液体培养基，置１１０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床上，
在温度（２５±１）℃下黑暗培养 １２ｈ后，光照黑暗交替
１２ｈ／ｄ。每隔５ｄ继代１次，吸取约１０ｍＬ的培养物，接种到
新鲜培养基中，连续培养２～３代，得到悬浮细胞。
１．２．３．１　初始接种量对悬浮细胞系的影响　以胚轴诱导的
愈伤组织为悬浮细胞系材料，按不同梯度接种量接种至添加
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最佳激素配比的ＭＳ液体培养基中，７ｄ后收获观察悬浮细胞
的生长情况。

１．２．３．２　不同浓度抗氧化剂对悬浮细胞系的影响　以胚轴
诱导的愈伤组织为悬浮细胞系材料，分别添加质量浓度１０、
３０、５０ｍｇ／ｍＬ的蔗糖以及１０、２０ｍｇ／ｍＬ的维生素Ｃ，７ｄ后收
获观察悬浮细胞的生长情况。

１．２．４　悬浮细胞系生长量的测定　接种０．３ｇ悬浮细胞于
培养液体积为３０ｍＬ的１００ｍＬ锥形瓶中，每２ｄ取样１次，
每次取３瓶，将悬浮细胞培养液倒入布氏漏斗减压抽滤，抽干
水分测定鲜质量，连续测定７次绘制生长曲线。
１．２．５　悬浮细胞系ｐＨ值的测定　每２ｄ取１次悬浮细胞培
养液，用ｐＨ计测量其酸碱度的变化，并绘制ｐＨ曲线。
１．２．６　悬浮细胞系蔗糖含量的测定　利用硫酸蒽酮法测定
悬浮细胞系蔗糖含量，蔗糖标准曲线 ｙ＝０．００７７ｘ＋０．０２４４
（ｒ２＝０９９６５），线性关系良好。

２　结果与分析

２．１　不同外植体对愈伤组织诱导的影响
以子叶为外植体的诱导率高达８８．３％，生长状态良好，

愈伤组织呈嫩绿色，表面松软结构紧实；其次，以胚轴为外植

体的诱导率为８３．３％，组织膨大疏松，颜色浅绿或淡黄；以胚

根为外植体的诱导率仅为２３．３％，生长速度慢，分化困难，不
易进行增殖培养（表１）。

表１　不同外植体诱导愈伤组织的效果

外植体 接种数 诱导数
诱导率

（％） 生长情况

子叶 ６０ ５３ ８８．３ 表面松软，结构紧实，嫩绿色

胚轴 ６０ ５０ ８３．３ 结构松软且散，浅绿色

胚根 ６０ １４ ２３．３ 结构疏松，黄色

２．２　不同激素配比对愈伤组织诱导的影响
ＮＡＡ在苦豆子愈伤组织的诱导上起着重要作用，未添加

ＮＡＡ的愈伤组织生长情况并不理想，仅在子叶切口边缘长出
愈伤组织，一般质地较硬，诱导效果不理想。添加 ０．１～
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ、１．５～２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、０．５～１．０ｍｇ／Ｌ２，４－
Ｄ，对苦豆子子叶愈伤组织的诱导效果较好，诱导率相对较
高，说明ＮＡＡ、６－ＢＡ、２，４－Ｄ激素组合容易诱导出愈伤组
织。从诱导率及愈伤组织的形态和生长状况综合来看，诱导

子叶愈伤组织的最佳培养基是 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，愈伤组织表面松软，质地
紧实，呈淡绿色（表２）。此外，用上述培养基进行胚轴愈伤组
织的诱导，诱导率高达 １００％，为质地疏松的淡黄色愈伤
组织。

表２　不同激素配比对苦豆子子叶愈伤组织诱导的影响

激素配比（ｍｇ／Ｌ） 愈伤组织数（块） 诱导率（％） 愈伤组织生长情况和形态特征

ＮＡＡ０．１＋６－ＢＡ０．５ ６０ １００．０ 生长情况良好，质地疏松、水渍状，淡绿色

ＮＡＡ０．２＋６－ＢＡ０．５ ５７ ９５．０ 生长情况良好，质地疏松，黄色

ＮＡＡ０．５＋６－ＢＡ０．５ ５８ ９７．０ 生长情况良好，质地疏松，淡黄色

ＮＡＡ１．０＋６－ＢＡ０．５ ６０ １００．０ 生长情况一般，质地疏松，近褐化

ＮＡＡ０．１＋６－ＢＡ１．０ ５７ ９５．０ 生长情况良好，质地疏松，淡绿色

ＮＡＡ０．２＋６－ＢＡ１．０ ５５ ９２．０ 生长情况良好，质地疏松，淡绿色

ＮＡＡ０．５＋６－ＢＡ１．０ ４８ ８０．０ 生长情况良好，质地疏松，淡黄色

ＮＡＡ１．０＋６－ＢＡ１．０ ４９ ８２．０ 生长情况良好，质地疏松，鲜绿色

ＮＡＡ０．１＋６－ＢＡ１．５ ５８ ９７．０ 生长情况一般，质地疏松，淡黄色

ＮＡＡ０．２＋６－ＢＡ１．５ ５０ ８３．０ 生长情况一般，质地疏松，淡黄色

ＮＡＡ０．５＋６－ＢＡ１．５ ４９ ８２．０ 生长情况一般，质地疏松，淡黄色

ＮＡＡ１．０＋６－ＢＡ１．５ ５１ ８５．０ 生长情况一般，结构致密，翠绿色

ＮＡＡ０．１＋６－ＢＡ２．０ ５９ ９８．０ 生长情况一般，结构致密，绿色

ＮＡＡ０．２＋６－ＢＡ２．０ ４８ ８０．０ 生长情况一般，质地疏松，淡绿色

ＮＡＡ０．５＋６－ＢＡ２．０ ３９ ６５．０ 生长情况一般，灰黄色

ＮＡＡ１．０＋６－ＢＡ２．０ ４０ ６７．０ 生长情况一般，质地疏松，淡黄色

２，４－Ｄ０．１＋６－ＢＡ０．５ ４６ ７７．０ 生长情况一般，质地坚硬，绿色

２，４－Ｄ０．５＋６－ＢＡ０．５ ４４ ７３．０ 生长情况一般，质地坚硬，绿色

２，４－Ｄ０．５＋６－ＢＡ１．０ ４１ ６８．０ 生长情况一般，质地坚硬，绿色

２，４－Ｄ０．１＋６－ＢＡ０．５＋ＮＡＡ０．１ ２６ ４３．０ 生长情况较差，生长缓慢，质地疏松，黄色

２，４－Ｄ０．５＋６－ＢＡ０．５＋ＮＡＡ０．５ ３８ ６３．０ 生长情况一般，结构致密，绿色

２，４－Ｄ０．５＋６－ＢＡ１．０＋ＮＡＡ０．５ ５９ ９９．０ 生长状况良好，表面疏松，结构紧实，淡绿色

２，４－Ｄ１．０＋６－ＢＡ１．０＋ＮＡＡ０．５ ４６ ７７．０ 生长情况一般，结构致密，绿色

２，４－Ｄ１．０＋６－ＢＡ１．５＋ＮＡＡ０．５ ５０ ８３．０ 生长情况一般，结构致密，绿色

２，４－Ｄ１．５＋６－ＢＡ１．０＋ＮＡＡ０．５ ２５ ４１．０ 生长状况较差，生长缓慢，结构紧实，绿色

２，４－Ｄ１．５＋６－ＢＡ１．０＋ＮＡＡ１．０ １０ １７．０ 几乎不被诱导分化

２．３　愈伤组织的增殖培养
２，４－Ｄ在愈伤组织增殖生长过程中起着重要作用，未添

加２，４－Ｄ的愈伤组织严重褐化。当 ６－ＢＡ浓度为
４．０ｍｇ／Ｌ、２，４－Ｄ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ

时，愈伤组织的继代增殖系数达到２．４，愈伤组织质地疏松、
颜色淡绿。从愈伤组织的形态、生长状况和增殖系数综合来

看，最佳增殖培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋４．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ（表３）。
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表３　不同激素配比对苦豆子愈伤组织增殖的影响

激素配比

（ｍｇ／Ｌ）
平均接种鲜质量

（ｇ）
平均收获鲜质量

（ｇ） 增殖系数 生长情况

２，４－Ｄ０．５＋６－ＢＡ２．０＋ＮＡＡ０．５ ４．５ ９．１ ２．０ 质地疏松，淡黄色

２，４－Ｄ１．０＋６－ＢＡ４．０＋ＮＡＡ１．０ ４．６ １１．０ ２．４ 质地疏松，淡绿色

２，４－Ｄ１．０＋６－ＢＡ１．０＋ＮＡＡ０．５ ５．１ ９．２ １．８ 结构致密，深绿色

２，４－Ｄ０．２＋６－ＢＡ４．０＋ＮＡＡ１．０ ７．４ ９．３ １．３ 质地疏松，淡黄色

６－ＢＡ０．５＋ＮＡＡ０．１ ２．１ ０ ０ 褐化，泥膏状

６－ＢＡ０．５＋ＮＡＡ０．２ ２．５ ０ ０ 褐化，泥膏状

６－ＢＡ０．５＋ＮＡＡ０．５ １．９ ０ ０ 褐化，泥膏状

２．４　悬浮细胞系的建立
以胚轴愈伤组织为材料（图１－Ａ１），在 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ

２，４－Ｄ＋４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基中培养后
４ｄ起，培养液逐渐开始浑浊，呈现淡黄色黏稠状（图 １－

Ａ２），镜检可观察到分散的细胞及正在分裂的细胞团（图１－
Ａ３）；而以子叶愈伤组织为材料培养悬浮细胞，前３ｄ细胞保
持鲜绿色，７ｄ后悬浮细胞逐渐褐化死亡并聚集下沉。

２．４．１　初始接种量对悬浮细胞系的影响　接种量为４．７７ｇ
时，７ｄ后悬浮细胞系净生长量最高达５．２４ｇ，且悬浮细胞培
养液自２ｄ起开始出现浑浊，逐渐变为淡黄色黏稠液体，显微
镜检可以观察到大量分散性良好的细胞；其次为接种量

３．３１ｇ，悬浮细胞系净生长量达３．５９ｇ；接种量分别为１．６２、
７．５３ｇ时，悬浮细胞净生长量均较低（表４）。可见，当接种量
在１０％～２０％时，有利于悬浮细胞体系的生成。

表４　不同接种量对悬浮细胞系的影响

平均接种

鲜质量（ｇ）
接种率

（％）
平均收获鲜

质量（ｇ）
鲜质量净生

长量（ｇ） 悬浮细胞生长情况

１．６２ ５．４ ２．８５ １．２３ 培养液较澄清，５ｄ后出现较少浑浊，悬浮细胞团生长缓慢，生长后期有褐化现象
３．３１ １１．０ ６．９０ ３．５９ ２ｄ后培养液开始浑浊，４ｄ后转为黄绿色，培养液较为黏稠
４．７７ １５．９ ９．０１ ５．２４ ２ｄ后培养液黄绿色，黏稠状
７．５３ ２５．１ ８．１７ ０．６４ ４ｄ后培养液过于黏稠，细胞生长缓慢，生长后期有褐化现象，死亡细胞聚集下沉

２．４．２　不同浓度抗氧化剂对悬浮细胞系的影响　添加维生
素Ｃ可在短时间内保持悬浮细胞系的鲜活状态，但会抑制其
生长分化；添加１０～５０ｍｇ／ｍＬ的蔗糖在一定程度上能防止
悬浮细胞褐化，其中添加３０ｍｇ／ｍＬ的蔗糖效果最好，悬浮细
胞系净生长量达 ２．５９ｇ（表５）。
２．５　悬浮细胞系的生长特征

培养前２ｄ细胞鲜质量变化不明显，有一定延迟期。接
种后３ｄ细胞迅速生长，８ｄ时细胞鲜质量达最大值，与培养
初期相比增长约３倍，细胞生长进入稳定期（图２）。
２．６　悬浮细胞系ｐＨ值的变化

苦豆子悬浮细胞在培养的前２ｄ，ｐＨ值较初始值有明显
的下降，由５．６降至５．３５，随着培养时间的延长，ｐＨ基本保
持在５．３～５．５之间（图３）。
２．７　悬浮细胞系糖含量的变化

悬浮细胞培养液中总糖浓度在培养前２ｄ出现急剧下降
趋势，由３０ｍｇ／ｍＬ降至１０ｍｇ／ｍＬ左右，随着培养时间的延

表５　不同浓度抗氧化剂对悬浮细胞系的影响

抗氧化剂
浓度

（ｍｇ／ｍＬ）

愈伤组织悬浮细胞鲜质量（ｇ）

平均

接种量

７ｄ后平均
收获量

鲜质量净

生长量

维生素Ｃ ０ ３．６３ ４．１２ ０．４１
１０ ３．５６ ３．１０ －０．４６
２０ ３．７１ ３．１４ －０．４９

蔗糖 ０ ３．５９ ４．５９ １．００
１０ ３．５３ ５．２３ １．７０
３０ ３．３１ ５．９０ ２．５９
５０ ３．１９ ４．５６ １．３７

长，培养液中的蔗糖逐渐减少，１０ｄ后消耗殆尽（图４）。

３　讨论与结论

在植物离体培养过程中，外植体的内源激素不断发生变

化，向培养基中添加不同种类和浓度的生长调节物质，可以改

变外植体的激素水平，从而影响外植体的生长状况。基本培
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养基类型、外植体种类、激素水平等均影响着愈伤组织的诱

导，其中激素水平对愈伤组织诱导的影响最为复杂［１１］。本试

验在已有研究基础上，开展了不同激素种类及配比对苦豆子

愈伤组织诱导及继代培养的影响，并建立苦豆子悬浮细胞培

养体系。苦豆子子叶和胚轴均适合诱导生成愈伤组织，以

ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ
激素配比效果最佳，其细胞组织状态及长势最好。在苦豆子

愈伤组织诱导过程中，ＮＡＡ是必不可少的，添加适量的 ＮＡＡ
能促进细胞分裂与生长，诱导愈伤组织效果明显，但浓度不宜

过高。一般情况下进行愈伤组织继代培养时，采用与诱导培

养基即可使愈伤组织大量增殖，但也有研究指出继代培养须

要适当调整激素配比，才能保证愈伤组织的增殖和生长［１２］。

本试验发现，２，４－Ｄ和６－ＢＡ在苦豆子愈伤组织继代培养
中起着重要的作用，如不添加２，４－Ｄ愈伤组织容易褐化死
亡，这可能与２，４－Ｄ和６－ＢＡ能有效加快植物细胞生长、延
缓蛋白质和叶绿素降解相关［１３］。本试验以 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ激素配比的愈伤
组织继代增殖效果最好，愈伤组织生长旺盛，颜色为黄绿色，

质地疏松，易分散。

建立良好的悬浮细胞培养体系是进行大规模细胞培养的

必要准备，愈伤组织良好的松散性、较强的增殖和再生能力是

细胞悬浮培养的前提条件。本试验采用苦豆子胚轴诱导愈伤

组织，在诱导当代获得结构松散、单细胞比例高、分散性好的

愈伤组织在 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ液体培养基中培养后 ２ｄ起，培养液开始浑
浊，培养后４ｄ呈现淡黄色黏稠状，生长培养后８ｄ即可获得
稳定的悬浮细胞系。这与徐世千等关于百里香悬浮细胞系研

究的报道［１２］相似。初始接种量是悬浮细胞培养过程中的重

要指标，合适的细胞起始浓度，有利于相邻细胞的信号分子量

在短时间达到细胞生长的需求。初始密度过高，细胞的快速

生长会大量消耗培养基中的养分，导致细胞过早衰老，褐化死

亡。初始浓度过低不利于细胞间信号传递，从而抑制细胞生

长［１４］。在进行苦豆子细胞悬浮培养过程中，初始接种量控制

在１０％～２０％间，均可以获得较为稳定的悬浮细胞系。防褐
化试剂可以有效抑制细胞的褐化，延长细胞的生长周期，且一

些防褐化试剂可以促进细胞的生长和次生代谢物含量的提

高［１５］。蔗糖是细胞生长的重要碳源，适宜浓度的蔗糖能提高

培养细胞的生长速率并防止褐化。在苦豆子细胞悬浮系培养

中添加３０ｍｇ／ｍＬ蔗糖，有利于苦豆子细胞生物量增加并降
低褐化率。苦豆子悬浮细胞的生长周期较短，约为１０ｄ，液体
培养基的ｐＨ值和蔗糖含量呈现一定的波动，生长前期ｐＨ值
明显下降，可能与植物细胞快速吸收培养液中的氮素有关，

ｐＨ值的下降为水解酶提供了适宜的环境［１６］，使细胞充分水

解培养液中的糖分，为细胞的生长和代谢提供能量。

本试验通过对苦豆子愈伤组织的诱导及起始细胞密度和

培养周期对细胞悬浮培养影响的研究，初步建立了苦豆子细

胞悬浮培养体系，要获得更高产喹诺里西啶生物碱的苦豆子

悬浮细胞系，碳源浓度、培养基成分及诱导前体等将是进一步

试验要考虑的重要因素。
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　　蓝莓为杜鹃花科蓝莓属（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍｓｐｐ．）小灌木水果，
因所含花青素生理活性好于其他植物且具特色保健功能而风

靡全球。我国从２０世纪８０年代开始引种栽培蓝莓，由于其
病害发生率高且严重而导致减产［１］。引起蓝莓发病主要的

真菌性病原有葡萄座腔菌科真菌 Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍｐａｒｖｕｍ和 Ｎ．
ａｕｓｔｒａｌ、细极链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ）、尖孢镰刀菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、炭疽病菌 （Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）、棒状拟盘
多毛孢（Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓｃｌａｖｉｓｐｏｒａ）等［２－６］，能引起蓝莓叶片或枝

条发病，使蓝莓叶片出现不规则坏死斑点，斑点边缘为棕褐

色、棕红色或黑色，枝顶芽枯萎、死亡或主干枯萎等；蓝莓主要

病毒病害有蓝莓枯焦病毒（ｂｌｕｅｂｅｒｒｙｓｃｏｒｃｈｖｉｒｕｓ，ＢＬＳｃＶ）、蓝
莓急性坏死病毒（ｂｌｕｅｂｅｒｒｙｓｈｏｃｋｖｉｒｕｓ，ＢＬＳｈＶ）［７］。另外，蓝
莓还受蓝莓根瘤病的危害［８］。

传统的蓝莓繁育方式为分株、扦插等，不仅耗时、耗工，而

且种苗不均一、携带病原，而通过植物分生组织或愈伤组织育

苗可去除植物中已感染的病毒［９］。因此，本研究建立蓝莓茎

尖脱毒繁育技术，一方面可去除其致病病原物，另一方面可为

蓝莓生产提供“种源可靠，数量充足”的良种，以满足蓝莓迅

猛发展之需。

１　材料与方法

１．１　试验材料
“夏普蓝”（ｓｈａｒｐｂｌｕｅ）蓝莓，由重庆市天沛农业科技有限

公司种质资源圃提供，选取２０１２年春季新生无病虫害、生长
健壮的幼嫩新梢作为外植体。植物激素玉米素（Ｚｅａｔｉｎ，ＺＴ），
购自 Ｓｉｇａｍａ化学试剂中国代理公司；ＤＮＡ聚合酶，购于
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ基因组试剂盒，购于 Ｏｍｅｇａ公司；扩增引
物由上海生工生物工程有限公司合成。

１．２　外植体的诱导
将采集到的外植体剪除叶片，剪成５～６ｃｍ茎段，用清水

洗净；超净工作台上用０．１％ ＨｇＣｌ２溶液消毒３ｍｉｎ，置于无
菌水中浸泡３～５ｍｉｎ，用无菌水清洗３～５次；切成带１～２个
叶腋的茎段，接种于添加３ｍｇ／ＬＺＴ的ＣＱＷＬ培养基上培养，
培养条件为温度（２５±２）℃，光照度３０～５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、
光照１０ｈ／ｄ；诱导幼芽连续培养２代，每代时间约为３０ｄ，转
至添加１．５ｍｇ／ＬＺＴ的 ＣＱＷＬ培养基上，每瓶接种无菌芽６
株，连续继代培养３代。
１．３　茎尖剥离与增殖

将丛生不定芽从基部单个分离，并自芽基部以上０．５ｃｍ
左右处切断；解剖镜下用无菌解剖刀小心逐层剥离外层叶鞘，

直至露出长０．３～０．５ｍｍ的茎尖；用未使用过的无菌解剖刀将
茎尖从母体材料上切下，立即接种于茎尖伸长诱导培养基中，

（２５±１）℃、光照强度１０～２０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、光照 １２ｈ／ｄ
条件下进行培养，将获得的不定芽接种到添加１．５ｍｇ／ＬＺＴ
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