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　　摘要：在单因素试验基础上，根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合（ＢＢＤ）试验原理，选取６－ＢＡ浓度、光照度、增殖周期
为试验因素，以增殖系数为响应值，采取３因素３水平响应面法进行回归模型分析，以优化红树莓组培苗增殖的培养
条件。结果表明，以无透气孔的塑料盖为封口材料，红树莓组培苗增殖的最佳培养条件为６－ＢＡ１．５９ｍｇ／Ｌ、光照度
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　　红树莓（ＲｕｂｕｓｉｄａｅｕｓＬ．）为蔷薇科悬钩子属多年生落叶
灌木，别称覆盆子、马林、托盘等，果实为聚合果，富含果糖、维

生素、氨基酸等，风味香醇，酸甜可口，在世界上被誉为“黄金

水果”，具有防癌、抗氧化、解热镇痛、抗血凝等保健药用功

能，现广泛应用于化妆、医药、食品、保健等领域，成为最具潜

力的第３代新兴保健水果［１－２］。发展红树莓，大量的优质苗

木是关键。目前，红树莓苗木生产主要依靠根蘖繁殖，不仅繁

殖系数低、速度慢，而且连续根孽繁殖会造成品种退化，易通

过苗木传播土壤病虫害。利用组织培养技术进行红树莓脱毒

快繁是快速繁育优良苗木的最佳途径，我国已在猕猴桃、枣

树、草莓等树种上建立了相关的繁育体系［３－５］。对于红树莓，

前人的研究大多集中在最佳培养基筛选［６－１０］，而对其培养条

件的优化研究尚无报道。

６－ＢＡ为人工合成的细胞分裂素类化合物，能够显著促
进细胞分裂、调控营养物质运输、促进植物新陈代谢等［１１］。

光强直接影响植物的生长发育和结构特征，而封口材料则会

影响培养瓶内的通气性，进而影响容器内湿度及气体与外界

的交换。响应面分析法作为一种优化工艺条件的有效方法，

可以精确表述因素和响应值之间的关系，现已被广泛用于多

因素影响的试验优化上。本研究在６－ＢＡ、光照度、封口方式
及增殖周期等单因素对红树莓组培苗增殖影响试验的基础

上，将响应面法应用于红树莓组培苗增殖培养条件的优化，以

确立红树莓组织培养育苗技术体系，为红树莓组织培养工厂

化育苗提供理论支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为“海尔特兹”红树莓继代组培苗１ｃｍ左右的

带芽茎段。ＭＳ基本培养基，其蔗糖含量为 ３０ｇ／Ｌ，琼脂为
５ｇ／Ｌ，高压灭菌前ｐＨ值为５．８。
１．２　试验设计
１．２．１　单因素试验　
１．２．１．１　６－ＢＡ浓度对红树莓组培苗增殖的影响　光照度
２０００ｌｘ、增殖周期３０ｄ、封口方式选择无透气孔的塑料盖，设
定６－ＢＡ处理浓度分别为０、０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ。
１．２．１．２　光照度对红树莓组培苗增殖的影响　６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ、增殖周期３０ｄ、封口方式选择无透气孔的塑料盖，
设定光照处理强度分别为５００、１０００、１５００、２０００、２５００ｌｘ。
１．２．１．３　增殖周期对红树莓组培苗增殖的影响　６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ、光照度２０００ｌｘ、封口方式选择无透气孔的塑料盖，
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设定增殖处理周期分别为３０、４０、５０、６０ｄ。
１．２．１．４　封口方式对红树莓组培苗增殖的影响　６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ、光照度２０００ｌｘ、增殖周期３０ｄ，设定封口处理方式
分别为无透气孔的塑料盖、普通封口膜。

１．２．２　红树莓组培苗增殖培养条件的优化　采用响应面分
析法，根据中心组合试验（ＢＢＤ）设计原理，确定６－ＢＡ、光照
度、增殖周期３个因素作为中心组合试验因子（表１），增殖系
数为响应值，进行响应面试验设计（表２）。

表１　中心组合试验因子和水平编码

水平
Ｘ１：６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｘ２：光照度
（ｌｘ）

Ｘ３：增殖周期
（ｄ）

－１ １．０ １０００ ３０
０ １．５ １５００ ４０
１ ２．０ ２０００ ５０

表２　中心组合试验设计及试验结果

试验序号

各因子编码

Ｘ１：６－ＢＡ Ｘ２：光照度
Ｘ３：增殖
周期

Ｙ：增殖
系数

１ ０ －１ １ ８．０７６
２ ０ ０ ０ １０．７３３
３ ０ ０ ０ １０．５２４
４ －１ ０ －１ ６．４７６
５ －１ ０ １ ８．１２４
６ １ １ ０ ７．６００
７ １ ０ －１ ６．９７１
８ －１ １ ０ ６．４１０
９ ０ ０ ０ １０．７２４
１０ －１ －１ ０ ８．９４３
１１ ０ ０ ０ １０．９２４
１２ ０ －１ －１ ７．０１０
１３ １ －１ ０ ９．２１０
１４ ０ ０ ０ １０．７７１
１５ ０ １ １ ７．２８６
１６ ０ １ －１ ４．９９０
１７ １ ０ １ ９．０７６

１．３　试验方法
试验于２０１５年８—１０月在河北省南和县河北至高点农

业科技有限公司组培中心进行，选用容积为２４０ｍＬ的培养
瓶，每瓶接入７个红树莓茎段，均匀分布；各试验随机区组设
计，每处理２０瓶，重复５次；培养室内培养３０ｄ，调查其增殖
系数，培养条件为温度（２５±２）℃，湿度（５０±５）％，光周期
１４ｈ／ｄ。
１．４　数据处理

采用ＬＳＤ法及Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件对试验数据进
行统计分析。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　６－ＢＡ浓度对红树莓组培苗增殖的影响　由表３可
知，随培养基中６－ＢＡ浓度的升高，红树莓组培苗的增殖系
数逐渐增加，６－ＢＡ浓度达到１．５ｍｇ／Ｌ时增殖系数达到最
大，为５．２６７；当６－ＢＡ浓度增加到２．０ｍｇ／Ｌ时，红树莓组培
苗的增殖系数反而减小，说明６－ＢＡ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ时红
树莓组培苗的增殖生长受到抑制。因此，红树莓组培苗增殖

的最适６－ＢＡ浓度为１．５ｍｇ／Ｌ。
２．１．２　光照度对红树莓组培苗增殖的影响　由表３可知，随
光照度的增加，红树莓组培苗的增殖系数逐渐增加，光照度达

到１５００ｌｘ时，增殖系数达到最大，为６．４１９；当光照度增加到
２０００ｌｘ时，红树莓组培苗的增殖系数反而减小，说明当光照
度超过２０００ｌｘ时，红树莓组培苗的增殖生长受到抑制。因
此，红树莓组培苗增殖的最适光照度为１５００ｌｘ。
２．１．３　增殖周期对红树莓组培苗增殖的影响　由表３可知，
随增殖周期由３０ｄ延长到４０ｄ，红树莓组培苗的增殖系数逐
渐增加，增殖系数达到 ６．９６２，且达到显著差异水平（Ｐ＜
００５）；当增殖周期继续延长，红树莓组培苗的增殖系数反而
减小，说明当增殖周期超过４０ｄ时，培养基中的营养物质消
耗殆尽，组培苗停止生长，甚至发生死亡，导致增殖系数降低。

因此，红树莓组培苗的最适增殖周期为４０ｄ。

表３　不同单因素试验对红树莓组培苗增殖的影响

６－ＢＡ 光照度 增殖周期 封口方式

浓度（ｍｇ／Ｌ） 增殖系数 强度（ｌｘ） 增殖系数 周期（ｄ） 增殖系数 封口方式 增殖系数

０．０ ０．９７１±０．０５０ｄ ５００ １．９０５±０．１４７ｄ ３０ ４．０３８±０．１０８ｃ 无透气孔塑料盖 ４．０３８±０．１０８ａ
０．５ １．６８６±０．１０３ｃ １０００ ４．７０５±０．１８４ｂ ４０ ６．９６２±０．０４４ａ 普通封口膜　　 ２．２２９±０．１５１ｂ
１．０ ４．０３８±０．１０８ｂ １５００ ６．４１９±０．１５７ａ ５０ ６．１０５±０．０８７ｂ
１．５ ５．２６７±０．１５７ａ ２０００ ４．０３８±０．１０８ｃ ６０ ４．１３３±０．１２９ｃ
２．０ ４．１４３±０．３５１ｂ ２５００ ３．７５２±０．２３１ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．１．４　封口方式对红树莓组培苗增殖的影响　由表３可知，
以无透气孔塑料盖为封口材料的红树莓组培苗，其增殖系数

显著优于普通封口膜（Ｐ＜０．０５），且以普通封口膜为封口材
料的红树莓组培苗明显发黄，甚至发生死亡，这一方面可能是

由于普通封口膜完全将培养瓶密封，而塑料盖与培养瓶之间

为螺旋状连接，增加了容器的透气性，培养过程中 ＣＯ２得到
补充，从而提高了组培苗的光合自养能力，进而影响其增殖，

另一方面可能是光透过普通封口膜后被吸收或反射了利于红

树莓组培苗进行光合作用的光谱，使其净光合速率降低。因

此，增殖的最适封口方式为无透气孔的塑料盖。

２．２　红树莓组培苗增殖培养条件的优化
２．２．１　试验结果回归分析　根据表２试验结果，以６－ＢＡ
（Ｘ１）、光照度（Ｘ２）、增殖周期（Ｘ３）为自因素，以增殖系数（Ｙ）
为响应值，得回归方程模型为Ｙ＝－４２．６０７８６＋９．６６６１９Ｘ１＋
０．０１５５１６Ｘ２＋１．６７１８３Ｘ３＋０．０００９Ｘ１Ｘ２＋０．０２２８５７Ｘ１Ｘ３＋
０００００６Ｘ２Ｘ３－３．７４６６７Ｘ１

２－０．０００００７Ｘ２
２－００２１３６７Ｘ３

２（Ｒ２＝
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０．９９４０），该回归拟合模型经方差检验达到极显著水平（表
４），响应值的变化有９９．４０％来源于所选自变量；该模型决定
系数Ｒ２＝０．９９４０与决定系数 Ｒ２Ａｄｊ＝０９８６３相近，表明该方
程与数据拟合度良好，试验误差小，可用于对红树莓组培苗增

殖情况的分析预测。由表４可见，６－ＢＡ浓度、光照度、增殖
周期的一次项、二次项变化对红树莓组培苗的增殖有极显著

影响，光照度和增殖周期交互项对红树莓组培苗增殖有显著

影响，而６－ＢＡ和光照度、６－ＢＡ和增殖周期交互项对红树
莓组培苗增殖的影响不显著，各试验因素对响应值的影响不

是简单的线性关系；失拟项检验Ｐ＝０．１０９３＞０．０５，说明试验
无其他显著因素的影响，可信度比较高［１２］。

表４　红树莓组培苗增殖回归模型方差分析

方差源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

模型 ５３．６９０ ９ ５．９７０ １２９．２９ ＜０．０００１ 
Ｘ１ １．０５０ １ １．０５０ ２２．８６ ０．００２０ 
Ｘ２ ６．０４０ １ ６．０４０ １３０．９４ ＜０．０００１ 
Ｘ３ ６．３３０ １ ６．３３０ １３７．１１ ＜０．０００１ 
Ｘ１Ｘ２ ０．２１０ １ ０．２１０ ４．６２ ０．０６８６
Ｘ１Ｘ３ ０．０５２ １ ０．０５２ １．１３ ０．３２２６
Ｘ２Ｘ３ ０．３８０ １ ０．３８０ ８．１８ ０．０２４３ 
Ｘ１Ｘ１ ３．６９０ １ ３．６９０ ８０．０６ ＜０．０００１ 
Ｘ２Ｘ２ １３．０１０ １ １３．０１０ ２８２．０５ ＜０．０００１ 
Ｘ３Ｘ３ １９．２２０ １ １９．２２０ ４１６．５９ ＜０．０００１ 
残差 ０．３２０ ７ ０．０４６
失拟 ０．２４０ ３ ０．０８０ ３．９４ ０．１０９３
误差 ０．０８２ ４ ０．０２０
总和 ５４．０２０ １６

　　注：、表示该方差源经检验分别达到显著（Ｐ＜０．０５）、极显
著水平（Ｐ＜０．０１）。

２．２．２　响应面分析　通过多元回归方程所作响应面曲线图
及等高线图可以直观地反映６－ＢＡ浓度、光照度和增殖周期
对红树莓组培苗增殖的影响。由图１、图２、图３可见，增殖周
期对红树莓组培苗增殖的影响最为明显，曲线面最陡；其次是

光照度，曲线面较陡；影响作用最小的是６－ＢＡ浓度，曲线面
趋于平缓；各因素所选范围内均存在极值点；光照度和增殖周

期的交互作用显著，６－ＢＡ和光照度、６－ＢＡ和增殖周期的
交互作用不显著。

２．２．３　模型方程的验证　通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．５软件求
出回归模型的极值点，得到以无透气孔塑料盖为封口材料时

红树莓组培苗增殖培养的最优条件为６－ＢＡ１．５９ｍｇ／Ｌ、光
照度１３９０．８１ｌｘ、增殖周期４１．９７ｄ，此条件下增殖系数理论
值为１０．９５０。验证试验培养条件调整为６－ＢＡ１．５９ｍｇ／Ｌ、
光照度１３９１ｌｘ、增殖周期４２ｄ，重复３次，得到增殖系数真实
平均值为１１．０１９，与理论预测值非常相近，这说明该模型可
信，响应面法可用于红树莓组培苗增殖培养条件的优化。

３　结论与讨论

单因素试验结果表明，红树莓组培苗增殖培养的最适

６－ＢＡ浓度为 １．５ｍｇ／Ｌ、光照度为 １５００ｌｘ、增殖周期为
４０ｄ，以无透气孔塑料盖对容器进行封口。在此基础上，设计
ＢＢＤ中心组合试验进行响应面分析，得到红树莓组培苗增殖
的最佳综合培养条件为６－ＢＡ１．５９ｍｇ／Ｌ、光照度 １３９１ｌｘ、
增殖周期 ４２ｄ，此时红树莓组培苗的增殖系数理论值为
１０９５０，实际验证增殖系数为１１．０１９，两者高度接近，说明响
应面法用于红树莓组培苗增殖培养条件的优化是可靠的。
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　　６－ＢＡ是一种细胞分裂素，其主要作用是促进细胞分
裂，但浓度过高则会抑制芽的发生。本研究中，当６－ＢＡ浓
度大于１．５ｍｇ／Ｌ时，红树莓组培苗的增殖开始受到抑制，而
其影响红树莓生长的机理有待进一步研究。封口方式对组培

苗的增殖会产生影响，封口方式不同使容器内外的气体交换

产生差异，从而对培养容器中气体组成［１３］、芽伸长、温度、湿

度及增殖等产生影响［１４－１５］。Ｔｓｕｒｏ等试验表明，透气状况的
改善可提高增殖培养的效率［１６－１７］。本试验中选择无透气孔

的塑料盖进行封口，对红树莓组培苗的增殖效果要显著好于

普通封口膜，除由于透气不同外，也可能是光透过普通封口膜

后，被吸收或反射了有利于红树莓组培苗进行光合作用的光

谱，使其净光合速率降低，从而导致增殖率降低，具体原因也

有待进一步研究。

对于培养条件的优化，主要方法有单因素试验、正交试验

法、响应面法等。单因素试验常用于确定某一因素的使用范

围，方法简单、容易，结果明了，但忽略组分间的交互作用，可

能会完全丢失最适宜的条件；正交试验法虽研究多因素、多水

平的组合，但只能对一个个孤立的试验点进行分析，并不能在

给出的整个区域上找到因素和响应值之间一个明确的函数表

达式；响应面法采用多元二次回归模型拟合各因素与响应值

之间的关系，试验数少、周期短、回归方程精度高，并能克服正

交试验只能处理离散水平值，而无法找出最佳组合和响应值

的缺陷［１８］。近几年，响应面法在食品学、生态学等领域得到

广泛应用［１９－２２］。本试验选取６－ＢＡ浓度、光照度、增殖周期
３个因素，利用响应面分析法优化红树莓组培苗的增殖培养
条件并获得成功，为红树莓组织培养的工厂化育苗提供了一

定的理论支撑。
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