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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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的ＣＱＷＬ培养基进行增殖培养。经３次检测的脱毒蓝莓苗
按同样方法进行增殖。

１．４　再生植株ＲＴ－ＰＣＲ快速检测
１．４．１　脱细菌与真菌检测　利用ＤＮＡ基因组试剂盒提取经
茎尖脱毒的蓝莓组培苗及培养基中可能存在的细菌基因组

ＤＮＡ。称取０．３ｇ组培苗的根，液氮研磨，将粉末转移至预热
Ａ液，涡旋振荡器振荡，称取０．３ｇ培养基于预热Ａ液中充分
溶化，６５℃水浴至少 ５ｍｉｎ；１３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ；取
３５０μＬ上清液至离心管中，加入等体积的溶液 Ｂ充分混匀，
冰浴 ５ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ室温离心 ５ｍｉｎ；上清液转移至
１．５ｍＬ离心管中，加入２００μＬ氯仿，振荡３０ｓ，１３０００ｒ／ｍｉｎ
室温离心５ｍｉｎ；上清液转移至新的离心管中，加入２倍体积
的无水乙醇，混匀，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；弃上清液，加入
１ｍＬ７５％乙醇洗涤，干燥，产物加入２０μＬＴＥ缓冲液溶解。

采用 １６ＳｒＲＮＡ通用引物 Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ
ＧＣＴＣＡＧ－３′、Ｒ：５′－ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′［１０］，
以提取物为基因组ＤＮＡ模板，进行１６ＳｒＲＮＡ扩增；采用真菌
核糖体基因转录间隔区通用引物 ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′、ＩＴＳ２：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－
３′［６］对病原菌基因组 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。扩增体系为：
ｄｄＨ２Ｏ１７．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
１．５μＬ，引物各 ０．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ，Ｔａｑ酶
０．５μＬ，总ＤＮＡ１μＬ。反应条件为：９５℃预变性４ｍｉｎ；９４℃
变性４０ｓ，５５℃退火４０ｓ，７２℃延伸８０ｓ，３０个循环；７２℃延
伸１０ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物１％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色，
采用紫外分光光度计检测。

１．４．２　脱病毒检测　分别取０．５ｇ蓝莓组培苗的根和茎段，
放入用液氮预冷的研钵中，加入液氮快速磨成粉末状；转移至

１．５ｍＬ无核糖核酸内切酶（ＲＮａｓｅ）的离心管中，按０．１ｇ组
织样品加入１０００μＬＴＲＩｚｏｌ的量添加 Ｔｒｉｚｏｌ，充分摇匀，室温
放置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心 １０ｍｉｎ；取上清液至
１．５ｍＬ离心管，加氯仿 ２００μＬ，轻轻摇匀，静置 ５ｍｉｎ，
１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃ 离心１０ｍｉｎ；取上清液至１．５ｍＬ离心管，
加２倍体积异丙醇，轻轻摇匀，静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃
离心１０ｍｉｎ；弃上清液，加７５％乙醇１０００μＬ，洗涤提取物，干
燥；用５０μＬ焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水溶解提取物，电泳检
测。分别用蓝莓枯焦病毒衣壳蛋白基因 Ｖ１：５′－ＴＧＴＧＴＣ
ＡＡＡＣＡＡＴＡＴＧＧＣ－３′、Ｖ２：５′－ＧＣＡＴＴＴＣＧＡＴＧＡＴＴＧＣＧＧ－
３′［１１］，蓝莓急性坏死病毒衣壳蛋白基因（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＦ０３１０４２．
１）设计引物 Ｖ３：５′－ＡＴＧＡＣＧＴＣＡＡＴＧＧＣＴＴＣＣＧＣＡＣ－３′、
Ｖ４：５′－ＣＴＡＡＣＣＴＡＡＣＧＴＧＣＴＴＧＡＡＧＴＴＣ－３′和反转录
ｃＤＮＡ模板进行病毒衣壳蛋白基因扩增；５μＬＰＣＲ产物经
１％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色，采用紫外分光光度计检测。

２　结果与分析

２．１　蓝莓外植体的诱导增殖
经ＣＱＷＬ＋３．０ｍｇ／ＬＺＴ培养基诱导１周，蓝莓幼芽开始

启动（图 １－Ａ）；经 ３０ｄ继代培养，蓝莓幼芽诱导率为
４３２％；经培养３代，蓝莓出现丛生芽、顶芽生长，新梢健壮有
活力（图１－Ｂ），此时增殖系数约为３。

２．２　茎尖剥离与增殖
显微镜下将顶芽剥为０．３～０．５ｍｍ的茎尖，并插入诱导

培养基中（图２－Ａ）诱导培养４周，蓝莓茎尖不形成愈伤组
织，而是直接发育成完整植株，新生顶芽长势较快，形成３个
茎段新梢，叶片墨绿（图２－Ｂ）。

２．３　蓝莓茎尖ＲＴ－ＰＣＲ快速检测
试验结果表明，以茎尖脱毒蓝莓组培种苗的根和固体培养

基为混合物提取的基因组 ＤＮＡ作为模板，不能扩增出１６Ｓ
ｒＲＮＡ，而大肠杆菌标准菌株基因组能扩增出１６ＳｒＲＮＡ，即茎尖
繁殖不含致病的细菌（图３－Ａ）；以茎尖脱毒蓝莓组培种苗的
根和固体培养基为混合物提取的基因组ＤＮＡ作为模板，不能
扩增出ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列，即茎尖繁殖不含致病的真菌（图３－
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Ｂ）；茎尖脱毒苗中不含蓝莓枯焦病毒和急性坏死病毒（图３－Ｃ）。
２．４　蓝莓茎尖脱毒的增殖繁育

由图４可见，茎尖脱毒材料经３代连续培养，植株健壮，
叶片绿色，顶芽直立生长，侧芽萌发伸长；植株发育正常，增殖

系数可达５。

３　结论与讨论

目前，植物病毒及细菌的检测方法主要有生物学、血清

学、分子生物学及电镜技术［１２－１３］。生物学检测简单、灵敏，仅

需将少许宿主接种到指示植物即可，但缺点是受病毒滴度、环

境、时间限制，病原确定的周期相对较长。以核酸为基础的

ＰＣＲ检测方法具有灵敏、特异、简单、快速的特点，且在宿主
发病早期即能检测病原，已在马铃薯、甘薯、柑橘等病毒检

测［１４－１６］中广泛应用。本研究利用 ＰＣＲ技术，对茎尖脱毒的
蓝莓种苗及培养基进行细菌１６ＳｒＲＮＡ检测，结果表明，茎尖
脱毒蓝莓和培养基混合基因组不能扩增出１６ＳｒＲＮＡ，而大肠
杆菌标准菌菌株基因组能扩增出１６ＳｒＲＮＡ，说明利用脱毒组
培技术培养的茎尖种苗不含细菌。对真菌核糖体基因转录间

隔区扩增结果为阴性，结果表明，茎尖脱毒蓝莓不含真菌病

原；参照ＲＮＡ提取步骤，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取茎尖脱毒蓝莓苗
茎段的ＲＮＡ，经ＲＴ－ＰＣＲ检测，结果表明，ＰＣＲ产物电泳检
测无目的条带，检测结果为阴性，这说明茎尖脱毒蓝莓有可能

完全脱毒。因此，以此为依据建立的蓝莓良种茎尖脱毒技术

可用于蓝莓的离体快繁。
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