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　　摘要：以贵长猕猴桃茎段为外植体，研究不同激素组合培养基对愈伤组织诱导、不定芽分化增殖、无菌苗生根等的
影响。结果表明，贵长猕猴桃茎段在ＭＳ＋２，４－Ｄ２．０ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ０．４ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂粉８ｇ／Ｌ培养基上
愈伤组织诱导率相对最高，达１００．０％，且愈伤组织生长状况相对较好，质地最优，呈黄白色湿润致密状，在 ＭＳ＋
６－ＢＡ５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂粉８ｇ／Ｌ培养基上不定芽出芽率相对最高，达８３．３３％，在 ＭＳ＋
６－ＢＡ４．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３０．４ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂粉８ｇ／Ｌ培养基上不定芽增殖率相对最高，达

１００％，继代培养６代时的平均繁殖系数达６．４８；不定芽在含ＩＢＡ０．６ｍｇ／Ｌ的１／２ＭＳ培养基上培养生根率相对最高，
达到９５．８３％，且形成庞大的根系，５０株试管苗经炼苗移栽成活率可达９６．０％。
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　　猕猴桃为猕猴桃科猕猴桃属（ＡｃｔｉｎｉｄｉａＬｉｎｄｌ．）多年生藤
本果树，雌雄异株，在我国发现最早，其种群数量、分布范围均

为世界之首，有“猕猴桃故乡”之称［１］。猕猴桃果实中含有丰

富的维生素Ｃ、多种矿物质及膳食纤维，素有“水果之王”的
美誉［２］。贵长猕猴桃为贵州省选育的中华猕猴桃优良品

种［３］，被国家质检总局认定为国家地理标志保护产品［４］，具

有十分广阔的研究和应用前景。自贵长猕猴桃出现伊始，学

者们主要对其病害防治、生理特性、保鲜等方面［５－７］开展研

究，而有关其组织培养离体再生的研究几无报道。

组织培养是一项通过无性繁殖方式快速再生植株的生物

技术，其育苗效率高于扦插嫁接等传统繁殖手段，且具有保持

母本优良性状、克服有性繁殖造成品种退化的优势［８－１１］。组

织培养技术是品种遗传改良和遗传转化等技术的基础，从２０
世纪７０年代开始，组织培养技术育苗已成为猕猴桃良种繁育
的重要方法［１２－１３］。本研究以贵长猕猴桃幼嫩茎段为外植体，

通过组织培养对其愈伤组织诱导、愈伤组织分化不定芽、无菌

苗生根等进行研究，以建立贵长猕猴桃茎段高效再生体系，为

其快速繁殖和遗传转化研究提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　枝条采集与消毒处理
于贵州省修文县谷堡乡猕猴桃基地采集贵长猕猴桃

（Ａｃｔｉｎｉｄｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓｃｖ．Ｇｕｉｃｈａｎｇ）幼嫩枝条，洗净，短截成长
约３ｃｍ的无腋芽茎段；７５％乙醇消毒处理４０ｓ，再用０．１％氯
化汞（ＨｇＣｌ２）消毒处理９ｍｉｎ；用无菌水冲洗３～４次，切成长
为０．５～１．０ｃｍ的茎段。
１．２　愈伤组织的诱导

将消毒处理的茎段作为外植体，接种到以 ＭＳ为基础培
养基，含２，４－二氯苯氧乙酸（２，４－Ｄ）质量浓度分别为１．０、
２．０、３．０ｍｇ／Ｌ、６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）质量浓度分别为
０２、０．４ｍｇ／Ｌ不同激素组合的培养基上暗培养１周、光照培
养３周，每处理接种茎段２４个，重复３次，处理编号依次为
Ａ１～Ａ６（表 １）；调查愈伤组织生长状况，统计愈伤组织诱
导率。

１．３　不定芽的诱导与增殖
１．３．１　不定芽的诱导　挑选质地致密、生长旺盛的愈伤组
织，接种到以 ＭＳ为基础培养基，含６－ＢＡ质量浓度分别为
４．０、５．０、６．０ｍｇ／Ｌ、萘乙酸（ＮＡＡ）质量浓度分别为 ０．２、
０．３ｍｇ／Ｌ不同激素组合的不定芽诱导培养基上暗培养１周、
光照培养８周，每处理接种愈伤组织２４个，重复３次，处理编
号依次为Ｂ１～Ｂ６（表２）；调查统计不定芽诱导情况。
１．３．２　不定芽的增殖　取长１ｃｍ左右的不定芽，接种到以
ＭＳ为基础培养基，含 ６－ＢＡ质量浓度分别为 ２．０、３．０、
４．０ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ质量浓度分别为 ０．５、１．０ｍｇ／Ｌ、赤霉素
（ＧＡ３）质量浓度为０．４ｍｇ／Ｌ不同激素组合的不定芽增殖培
养基上光照培养３周，每处理接种不定芽２４个，重复３次，处
理编号依次为 Ｃ１～Ｃ６（表３）；连续继代培养６代，调查统计
不定芽繁殖情况。

１．４　不定芽生根与试管苗移栽
切取长约３ｃｍ的不定芽，接种到含吲哚丁酸（ＩＢＡ）质量

浓度分别为０．０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍｇ／Ｌ的１／２ＭＳ固体
培养基上光照培养２周，每处理接种不定芽２４个，重复３次，
处理编号依次为Ｄ１～Ｄ６（表４）；调查统计不定芽生根率和不
定根数量。将生根情况较好的带根苗转入以珍珠岩为基质的
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１／２ＭＳ培养基上光照培养２周，检查根系发育状况；打开５０
株组培苗的瓶盖进行炼苗１周，洗净根系，移栽至装有珍珠
岩、田间土壤比例为１∶４的营养钵中培养２周，每天适量浇
水；统计移栽成活率。

１．５　组织培养条件
试验在无菌条件下进行，培养基中同时加蔗糖、琼脂粉分

别为３０、８ｇ／Ｌ，ｐＨ值为 ５．８５。组织培养环境条件温度为
（２５±２）℃，光照度４５００ｌｘ、光照周期为１６ｈ／ｄ。
１．６　数据分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件对试验数据进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　不同激素组合对贵长猕猴桃茎段愈伤组织诱导的影响
试验结果表明，接种后１周，茎段始膨大萌动，接种后２

周左右分化出愈伤组织（图１－１），接种后４周茎段愈伤组织
诱导率达到最大。由表１可见，处理Ａ６的愈伤组织诱导率相
对最低，为８０．２％，处理 Ａ１、Ａ４、Ａ５的愈伤组织诱导率最高，

高达１００．０％，显著高于其他３个处理（Ｐ＜０．０５），其中，愈伤
组织在Ａ５培养基上生长状况相对较好，质地最优，呈黄白色
湿润致密状。因此，贵长猕猴桃茎段愈伤组织诱导最佳培养

基为Ａ５，即ＭＳ＋２，４－Ｄ２．０ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ０．４ｍｇ／Ｌ＋蔗糖
３０ｇ／Ｌ＋琼脂粉８ｇ／Ｌ。
２．２　不同激素组合对贵长猕猴桃不定芽诱导与增殖的影响
２．２．１　不定芽的诱导　由表２、图１－２、图１－３可见，组织
培养２周，愈伤组织开始变绿；组织培养７周，处理 Ｂ２、Ｂ５培
养基上最先分化出不定芽；组织培养９周，不定芽分化基本稳
定，处理Ｂ２的不定芽出芽率相对最高，达８３．３３％，显著高于
其他５个处理（Ｐ＜０．０５），分化出的不定芽有明显的茎、叶分
化，长势良好，其形成的平均芽数也相对最高，为７．０个，与处
理Ｂ５差异不显著（Ｐ＞０．０５），显著高于其他４个处理，平均
芽长为１．７ｃｍ，略短于Ｂ５培养基，且相互间差异不显著。因
此，贵长猕猴桃不定芽诱导的最佳培养基为 Ｂ２培养基，即
ＭＳ＋６－ＢＡ５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂粉
８ｇ／Ｌ。

表１　不同激素组合对贵长猕猴桃愈伤组织诱导的影响

处理编号
２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

接种外植体数

（个）

形成愈伤组织外植体数

（个）

愈伤组织诱导率

（％） 生长状况

Ａ１ １．０ ０．２ ２４ ２４．０±０．００ａ １００．０±０．００ａ 白色疏松

Ａ２ ２．０ ０．２ ２４ ２１．５±１．０４ｂ ８９．６±４．３４ｂ 黄色致密

Ａ３ ３．０ ０．２ ２４ ２２．０±０．８２ｂ ９１．７±３．４０ｂ 黄白色疏松

Ａ４ １．０ ０．４ ２４ ２４．０±０．００ａ １００．０±０．００ａ 白色疏松含水少

Ａ５ ２．０ ０．４ ２４ ２４．０±０．００ａ １００．０±０．００ａ 黄白色湿润致密

Ａ６ ３．０ ０．４ ２４ １９．３±０．４８ｃ ８０．２±１．９９ｃ 白色疏松含水少

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

表２　不同激素组合对贵长猕猴桃不定芽诱导的影响

处理编号
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

愈伤组织接种数

（个）

出芽愈伤组织数

（个）

出芽率

（％）
平均芽数

（个）

平均芽长

（ｃｍ）
Ｂ１ ４．０ ０．２ ２４ ３．０±１．０８ｄ １２．５±４．５０ｄ ２．３±０．７８ｄ １．１±０．３７ｂ
Ｂ２ ５．０ ０．２ ２４ ２０．０±１．０８ａ ８３．３±４．５０ａ ７．０±０．２２ａ １．７±０．０９ａ
Ｂ３ ６．０ ０．２ ２４ １２．０±０．４１ｂｃ ５０．０±１．７０ｂｃ ３．３±０．１０ｃｄ １．６±０．１３ａｂ
Ｂ４ ４．０ ０．３ ２４ ９．８±０．４８ｃ ４０．６±１．９９ｃ ４．４±０．４１ｂｃ １．６±０．０４ａｂ
Ｂ５ ５．０ ０．３ ２４ １３．５±０．６５ｂ ５６．３±２．６９ｂ ５．０±０．０８ａｂ １．８±０．１２ａ
Ｂ６ ６．０ ０．３ ２４ ３．５±０．８７ｄ １４．６±３．６１ｄ ３．２±０．２７ｄ １．５±０．０８ａｂ

２．２．２　不定芽的增殖　由表３、图１－４可见，接种不定芽培
养１周，腋芽开始萌动，２周左右有新的不定芽增殖；处理Ｃ２、
Ｃ３的增殖效果相对最好，增殖率达１００．００％，处理Ｃ１的增殖
效果相对最差，增殖率为 ８７．５０％，显著低于其他 ５个处理
（Ｐ＜０．０５），说明贵长猕猴桃在一定浓度的６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＧＡ３
刺激下，较易发生增殖现象，且增殖效果良好；培养后６周，新
生芽出现簇生状；不定芽处理 Ｃ３培养基继代培养６代，其平
均繁殖系数相对最高，达到６．４８，显著高于其他５个处理，且
不定芽生长旺盛。因此，贵长猕猴桃不定芽最佳增殖培养基

为Ｃ３培养基，即 ＭＳ＋６－ＢＡ４．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋
ＧＡ３０．４ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂粉８ｇ／Ｌ。
２．３　ＩＢＡ不同浓度对贵长猕猴桃不定芽生根的影响及炼苗
移栽

由表４可见，接种后１周开始萌生不定根，处理 Ｄ４培养

基的生根率相对最高，为９５．８３％，与处理Ｄ３、Ｄ５差异不显著
（Ｐ＞０．０５），显著高于其他３个处理（Ｐ＜０．０５），其平均生根
数相对最多，为４．０４条，显著高于其他５个处理，其根平均长
度相对较长，为０．５２ｃｍ，显著低于处理 Ｄ３，显著高于其他４
个处理。将处理Ｄ４的生根不定芽转入含１／２ＭＳ液体培养基
的珍珠岩基质中进行根系增殖，结果显示，无菌苗生长旺盛，

根的长度增长、数量明显增加，且有侧根增生，培养２周左右
时形成庞大的根系，有利于试管苗移栽成活（图１－５）。５０
株试管苗炼苗移栽成活４８株，成活率达到９６．０％，且生长良
好（图１－６）。因此，贵长猕猴桃不定芽生根的最佳培养基为
１／２ＭＳ＋ＩＢＡ０．６ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂粉８ｇ／Ｌ。

３　结论与讨论

猕猴桃组织培养是学者们研究的一个热点，具有十分广
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表３　不同激素组合对贵长猕猴桃不定芽增殖的影响

处理编号
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＧＡ３浓度
（ｍｇ／Ｌ）

增殖率

（％）
各代繁殖系数

１代 ２代 ３代 ４代 ５代 ６代
平均增殖系数

Ｃ１ ２．０ ０．５ ０．４ ８７．５０±４．１７ｂ ５．２ ４．８ ５．６ ６．２ ５．６ ５．０ ５．４０±０．２１ｂ
Ｃ２ ３．０ ０．５ ０．４ １００．００±０．００ａ ３．８ ３．２ ４．２ ２．８ ２．６ ３．０ ３．２７±０．２５ｄ
Ｃ３ ４．０ ０．５ ０．４ １００．００±０．００ａ ６．５ ７．８ ６．４ ６．８ ５．６ ５．８ ６．４８±０．３２ａ
Ｃ４ ２．０ １．０ ０．４ ９５．８３±４．１７ａｂ ４．２ ３．８ ５．０ ４．６ ４．２ ３．６ ４．２３±０．２１ｃ
Ｃ５ ３．０ １．０ ０．４ ９５．８３±４．１７ａｂ ２．８ ２．２ ３．０ ３．０ ２．６ ２．６ ２．７０±０．１２ｄ
Ｃ６ ４．０ １．０ ０．４ ９１．６７±４．８１ａｂ ３．０ ３．２ ２．８ ２．６ ２．６ ２．６ ２．８０±０．１０ｄ

表４　ＩＢＡ不同浓度对不定芽生根的影响

处理编号
ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

接种不定芽数

（个）

生根不定芽数

（个）

生根率

（％）
平均根数

（条）

平均根长

（ｃｍ）
Ｄ１ ０．０ ２４ １０±１．１４ｃ ４１．６７±４．８１ｃ ０．７９±０．０８ｄ ０．２７±０．０２ｄ
Ｄ２ ０．２ ２４ １３±１．９１ｃ ５４．１７±７．９８ｃ １．２１±０．２１ｄ ０．４２±０．０１ｃ
Ｄ３ ０．４ ２４ ２０±１．６３ａｂ ８３．３３±６．８０ａｂ ２．６７±０．１８ｃ ０．６２±０．０２ａ
Ｄ４ ０．６ ２４ ２３±１．００ａ ９５．８３±４．１７ａ ４．０４±０．１７ａ ０．５２±０．０１ｂ
Ｄ５ ０．８ ２４ ２１±１．９１ａｂ ８７．５０±７．９８ａｂ ３．５０±０．２５ｂ ０．４２±０．０１ｃ
Ｄ６ １．０ ２４ １８±１．１５ｂ ７５．００±４．８１ｂ ２．３８±０．１０ｃ ０．４０±０．０１ｃ

阔的应用前景。本试验研究贵长猕猴桃茎段组织培养离体再

生时发现，茎段在 ＭＳ＋２，４－Ｄ２．０ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ
０．４ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂粉８ｇ／Ｌ培养基上愈伤组织诱
导率相对最高，达１００．０％，且诱导出的愈伤组织生长良好，
与Ｋｉｍ等的研究结果［１４－１５］一致。

愈伤组织分化成不定芽是组织培养的一个关键点，更是

一个难点，有些植物因无法从愈伤组织分化成不定芽而阻碍

了其再生体系的建立［１６］。在猕猴桃组织培养过程中，常用的

植物生长调节剂有玉米素（ＺＴ）和６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ），
且ＺＴ效果要优于６－ＢＡ［１７－１８］，但是，玉米素价格昂贵，必然

会明显增加组织培养的成本，而目前有６－ＢＡ代替玉米素完
成猕猴桃愈伤组织分化不定芽过程的研究报道［１９－２０］。本试

验在诱导愈伤组织形成不定芽时采用６－ＢＡ与 ＮＡＡ配合使
用，取得了良好的效果，不定芽出芽率高达８３．３３％，平均出
芽数可达到７．０个，与隆前进等的研究结果［２１－２２］吻合。须说

明的是，本研究中，不同激素配比虽然能够诱导产生不定芽，

但有的激素组合会导致不定芽顶芽萎缩、叶片膨大形成畸形

苗且发育较差等现象产生。

对不定芽进行增殖培养以产生新的不定芽，这是提高试

管苗数量的基础。在研究不定芽增殖过程中，学者们多对不
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定芽的第１代增殖系数进行研究［９，１２，２３－２４］，鲜见对不定芽连

续继代培养的研究［１］。严姜黎等分别对红肉猕猴桃、红阳猕

猴桃、美味猕猴桃不定芽１代增殖培养进行研究，结果表明，
其增殖系数分别为３．７、５．２、４．８［１２，２１，２３］。本研究对贵长猕猴
桃不定芽继代培养１～６代增殖系数进行研究，结果表明，不
定芽在 ＭＳ＋６－ＢＡ４．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３
０．４ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂粉８ｇ／Ｌ培养基上培养可获得
较高的增殖系数，达到 ６．４８，且各代不定芽增殖系数相对
稳定。

不定芽生根培养是形成离体再生植株的一个重要环节，

生根的数量和质量决定炼苗移栽的成活率［２５－２７］。本研究将

不定芽在含ＩＢＡ的１／２ＭＳ固体培养基上刺激生根，再转入以
珍珠岩为基质的１／２ＭＳ壮根培养基上进行生根，取得了良好
的生根效果，经过增殖培养，无菌苗根的长度延长、数量明显

增加，且伴有侧根的增殖，２周左右形成庞大的根系，同时，将
其炼苗移栽至装有珍珠岩、田间土壤比例为１∶４的营养钵
中，移栽成活率达到９６．０％。

本研究以２，４－Ｄ、６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＧＡ３等为生长调节剂，
形成了贵长猕猴桃茎段的高效再生体系，为贵长猕猴桃试管

苗的工厂化生产和基因工程育种打下了基础。
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ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＴｉｓｓｕｅａｎｄＯｒｇａｎ
Ｃｕｌｔｕｒｅ，２００７，８８：１－１０．

［２３］ＴｈｏｍａｓＥＳ，ＫｏｒｔｅｓｓａＮＤ．Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｂｏｒｏｎ
ａｎｄＮａＣｌｏｎｓｈｏｏｔｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｉｎｖｉｔｒｏ
ｋｉｗｉｆｒｕｉｔｓｈｏｏｔｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＴｉｓｓｕｅａｎｄＯｒｇａｎＣｕｌｔｕｒｅ，
２００４，７９：２８５－２８９．

［２４］张太奎，郭　腾，刘　峥，等．国外引进品种“Ｈｏｒｔ１６Ａ”猕猴桃离
体再生体系建立［Ｊ］．西南林业大学学报，２０１７，３７（１）：５４－６０．

［２５］罗珍珍，由翠荣，张　慧，等．不同品种彩色马蹄莲不定芽增殖
及再生体系的优化［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１１）：３８－４１．

［２６］蒋　瑶，陈文波，蒋炷宇．亚洲百合不定芽的诱导及再生植株的
建立［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１２）：３５－３８．

［２７］赵许朋，罗克明，周　月，等．“红阳”猕猴桃叶盘高频直接再生
体系的建立［Ｊ］．生物工程学报，２０１３，２９（１１）：１５９９－１６０６．
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