
第３８卷第２期　　　　　　　　　 西 南 大 学 学 报 (自然科学版)　　　　　　　　　　　２０１６年２月

Vol􀆰３８　No􀆰２ JournalofSouthwestUniversity(NaturalScienceEdition) Feb􀆰　２０１６

DOI:１０􀆰１３７１８/j􀆰cnki􀆰xdzk􀆰２０１６􀆰０２􀆰００３

‘秦美’猕猴桃叶片高频直接再生体系的建立①
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摘要:以‘秦美’猕猴桃无菌苗叶片为外植体,通过不定芽诱导、继代增殖和生根培养基的筛选,建立高频直接再生

体系．结果表明,叶片出芽最佳培养基为 MS＋５􀆰０mg/L６ＧBA＋０􀆰２mg/LNAA,４０d出芽率达１００％,每个叶盘

平均出芽７􀆰４个;不定芽继代增殖最佳培养基为 MS＋５􀆰０mg/L６ＧBA＋０􀆰２mg/LNAA＋０􀆰１mg/LGA３,每３０d
继代１次,１~５代平均繁殖系数达６􀆰４３;不定芽生根最佳培养 基 为 １/２ MS＋０􀆰７ mg/LIBA,３０d生 根 率 为

９１􀆰１１％．在土壤营养钵中,试管苗３０d移栽成活率达９２􀆰４７％．本试验成功建立了‘秦美’猕猴桃的叶片高频直接再

生体系,为其遗传转化奠定了基础．
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猕猴桃为水果之王[１],栽培品种较多,主要为中华猕猴桃和美味猕猴桃[２]．‘秦美’猕猴桃是我国在２０
世纪末选育出的美味猕猴桃品种,具抗旱耐寒、丰产和果实耐贮等优点[３],是国内种植面积最大(４０％以

上)的猕猴桃品种[４]．其果肉绿色,质地细腻,汁多味美[５]．但猕猴桃在生产中常常遭遇严重病害,影响产量

和品质．如猕猴桃细菌性溃疡病在短期内可造成大面积树体死亡[６－７],严重时减产５０％以上,果实变小或

畸形[７]．单纯依靠常规育种和喷洒农药难以有效克服猕猴桃的病害问题[８],通过抗病基因的遗传转化和基

因工程育种可望得到解决．
离体再生体系的建立是植物遗传转化的基础[９]．叶盘法是农杆菌介导的遗传转化中最成熟、最常用的

一种方法,其关键问题是建立高效成熟的叶片再生系统[１０]．迄今,关于‘秦美’猕猴桃的离体再生已有一些

报道[１０－１７]．其中,部分通过脱分化和再分化实现再生[１１－１３],因分步再生历时较长,会降低转化频率;部分

由叶片直 接 出 芽 再 生[１０,１４－１７],但 对 再 生 不 定 芽 仅 少 数 以 低 代 次 进 行[１５,１７],而 多 数 未 进 行 继 代 培

养[１０,１４,１６],使转基因植株的整体增殖效率可能较低或不确定．本试验以‘秦美’猕猴桃叶片为外植体,通过

不定芽诱导、继代增殖和生根建立高频再生体系,为其遗传转化奠定基础．

１　材料和方法

１􀆰１　试验材料

试验材料为‘秦美’猕猴桃(Actinidiadeliciosacv􀆰 Qinmei)无菌苗,由西南大学三峡库区生态环境教

育部重点实验室植物生理研究室保存．

① 收稿日期:２０１４ １１ ２５
基金项目:国家自然科学基金项目(３１３７０３１７)．
作者简介:张艳玲(１９８９ ),女,重庆万州人,硕士研究生,主要从事植物生理与分子生物学的研究．
通信作者:汤绍虎,教授．



１􀆰２　不定芽诱导与继代培养

在无菌条件下,切除叶片的叶缘、叶尖,再将其切成大小约０􀆰５×０􀆰５cm２ 的叶盘,然后背面朝下接

种在含６ＧBA和 NAA的不定芽诱导培养基中(表１)．暗培养３０d,光照培养１０d(共４０d)后,统计不定

芽诱导率(出芽率)和不定芽数量．每个培养基接种外植体２１个(７个/皿),重复３次．分离、切割丛芽,
将生长良好、大小基本相同(长约１cm)的单个不定芽接种到含６ＧBA,NAA和 GA３ 的不定芽继代培养基

中(表２),培养３０d后统计不定芽繁殖系数(增殖后不定芽总数/接种不定芽数)．每个培养基接种外植

体９个(１个/瓶),重复３次．
１􀆰３　不定芽生根与试管苗移栽

无菌条件下,分离、切割丛芽,选取生长良好、大小基本相同(长约２cm)的单个不定芽接入含IBA或

NAA的１/２MS培养基中,３０d后统计生根率、不定根长度和数量．每个培养基接种不定芽９个(３个/瓶),重

复３次．生根结束后,将根系发达、生长健壮的试管苗(高３cm以上)的培养瓶从培养室移至温室内,炼苗３~
５d．取出试管苗,洗净根部琼脂后移栽到营养钵中,常规日常管理．营养钵基质为田园土与河沙的混合物(体
积比３∶１)．前７d覆膜保湿,３０d后统计移栽成活率．
１􀆰４　培养条件与数据处理

所用基本培养基为 MS(生根时为矿质元素减半的１/２MS),含３０g/L蔗糖,７g/L琼脂,pH 值为

５􀆰８．不定芽诱导阶段暗培养,其他光照培养．光照强度２０~４０mol/(m２􀅰s)(１２h/d),培养温度(２５±２)℃．
试验数据利用SPSS１２􀆰０软件计算均值和进行统计分析,结果用Excel２００３制表、作图．

２　结果与分析

２􀆰１　‘秦美’猕猴桃不定芽的诱导

试验结果(表１)表明,叶盘在各诱导培养基中培养４０d后,出芽率在４６％以上,每叶盘出芽数在

３􀆰５个以上(不定芽长度普遍在１cm以上)．其中,B５ 和 B６ 培养基出芽率最高(１００％),与 B２,B３ 和 B７

差异有统计学意义(p≤０􀆰０５),B１,B４ 次之,B２ 最低．B６ 培养基出芽数最多,与其他培养基差异有统计

学意义,且实际状况为茎叶嫩绿、生长健壮．因此,‘秦美’叶片最佳出芽培养基为 B６ 培养基,即 MS＋
５􀆰０mg/L６ＧBA＋０􀆰２mg/LNAA．

叶盘接种后(图１ＧA),７d左右开始膨大,叶脉和切口处膨大明显;２０d左右开始出现点状不定芽,之

后逐渐增多、伸长;３０d后可见明显浅绿色的小芽(图１ＧB)．光照培养１０d后,不定芽颜色变深(图１ＧC)．
表１　植物生长调节剂对‘秦美’猕猴桃叶片直接出芽的影响

培养基编号
６ＧBA/

(mg􀅰L－１)
NAA/

(mg􀅰L－１)
接种叶盘数/

个

出芽叶盘数/

个

出芽率/

％

出芽数/

(个􀅰叶盘－１)
B１ ２􀆰０ ０􀆰１ ６３ ６０ ９５􀆰２４±１􀆰２４a ６􀆰０b
B２ ２􀆰０ ０􀆰５ ６３ ２９ ４６􀆰０３±２􀆰４２c ３􀆰５d
B３ ３􀆰０ ０􀆰１ ６３ ４５ ７１􀆰４３±２􀆰９３b ３􀆰８d
B４ ３􀆰０ ０􀆰２ ６３ ６２ ９８􀆰４１±０􀆰３０a ５􀆰０c
B５ ４􀆰０ ０􀆰２ ６３ ６３ １００±０􀆰００a ６􀆰２b
B６ ５􀆰０ ０􀆰２ ６３ ６３ １００±０􀆰００a ７􀆰４a
B７ ６􀆰０ ０􀆰２ ６３ ４７ ７４􀆰６０±０􀆰２９b ４􀆰３cd

２􀆰２　‘秦美’猕猴桃不定芽的继代培养

连续５代的继代培养结果表明,在不同继代培养基中,不定芽的繁殖系数和生长状态差异有统计

学意义(表２)．
在６个培养基中,P３ 培养基的不定芽增殖效果最好,１~５代平均繁殖系数最高(６􀆰４３),虽与P４ 培养

基差异无统计学意义(p＞０􀆰０５),但其丛芽生长情况最好(表２,图１ＧD)．所以,‘秦美’不定芽最佳增殖培

养基为P３ 培养基,即 MS＋５􀆰０mg/L６ＧBA＋０􀆰２mg/LNAA＋０􀆰１mg/LGA３．
２􀆰３　‘秦美’猕猴桃不定芽的生根

试验表明,培养基中不同 NAA和IBA质量浓度对‘秦美’不定芽生根有显著影响(表３),整体上IBA
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的生根效果较好,生根率较高,不定根较多、较长．其中,R５ 培养基生根效果最好,３０d生根率最高

(９１􀆰１１％),每芽生根数最多(６􀆰４４条),不定根最长(２􀆰７cm)．故其不定芽生根的最佳培养基为１/２MS＋
０􀆰７mg/LIBA．

在生根过程中,不定芽１０d后开始产生不定根,１５d左右形态明显,之后迅速伸长,３０d形成发达根

系(图１ＧE)．试验中发现,不定芽在不含 NAA,IBA 的１/２MS基本培养基中几乎不生根,添加 NAA 或

IBA后,生根率和生根数等显著提高和增加．
表２　不同继代培养基对‘秦美’猕猴桃不定芽增殖的影响

培养基

编号

６ＧBA/

(mg􀅰L－１)
NAA/

(mg􀅰L－１)
GA３/

(mg􀅰L－１)
各代繁殖系数

１ ２ ３ ４ ５
平均繁殖系数 丛芽生长状态

P１ ３􀆰０ ０􀆰２ ０􀆰１ ６􀆰００ ４􀆰７５ ３􀆰５０ ３􀆰５６ ３􀆰０１ ４􀆰１６±０􀆰５４bc 芽密集、叶嫩绿、长势良

P２ ４􀆰０ ０􀆰２ ０􀆰１ ６􀆰１７ ４􀆰８８ ３􀆰５８ ３􀆰２４ ３􀆰１１ ４􀆰２０±０􀆰５８b 芽稀疏、叶嫩绿、长势差

P３ ５􀆰０ ０􀆰２ ０􀆰１ ６􀆰８７ ６􀆰５９ ６􀆰５１ ６􀆰２８ ５􀆰８８ ６􀆰４３±０􀆰１４a 芽密集、叶嫩绿、长势旺

P４ ３􀆰０ ０􀆰４ ０􀆰１ ７􀆰１７ ６􀆰１３ ５􀆰０８ ４􀆰８２ ４􀆰６７ ５􀆰５７±０􀆰４７a 芽密集、叶嫩绿、长势良

P５ ４􀆰０ ０􀆰４ ０􀆰１ ４􀆰５０ ４􀆰００ ３􀆰５０ ３􀆰５８ ３􀆰３２ ３􀆰７８±０􀆰２１c 芽稀疏、叶深绿、长势差

P６ ５􀆰０ ０􀆰４ ０􀆰１ ７􀆰１７ ５􀆰２５ ３􀆰３３ ３􀆰２０ ２􀆰９２ ４􀆰３７±０􀆰８１b 芽密集、叶嫩绿、长势良

表３　NAA和IBA质量分数对‘秦美’猕猴桃不定芽生根的影响

培养基

编号

IBA/

(mg􀅰L－１)
NAA/

(mg􀅰L－１)
接种芽数/

个

生根芽数/

个

生根率/

％

生根数/

(条􀅰芽－１)
根长/

(cm􀅰根－１)
R１ ０ ０􀆰６ ４５ ３７±０􀆰２９ab ８２􀆰２２±１􀆰８１ab ４􀆰８２±０􀆰０７bcd ２􀆰２±０􀆰６１abc
R２ ０ ０􀆰７ ４５ ３４±０􀆰７２b ７５􀆰５６±４􀆰８０b ４􀆰４２±０􀆰０５cd １􀆰８±０􀆰１８c
R３ ０ ０􀆰８ ４５ ３８±０􀆰３７ab ８４􀆰４４±１􀆰５２ab ５􀆰７７±０􀆰０８bc ２􀆰０±０􀆰２４bc
R４ ０􀆰６ ０ ４５ ３７±０􀆰７０ab ８２􀆰２２±０􀆰９８ab ６􀆰２４±０􀆰０５a ２􀆰５±０􀆰３０ab
R５ ０􀆰７ ０ ４５ ４１±０􀆰２７a ９１􀆰１１±０􀆰７２a ６􀆰４４±０􀆰０４a ２􀆰７±０􀆰０５a
R６ ０􀆰８ ０ ４５ ３８±０􀆰５２ab ８４􀆰４４±１􀆰３５ab ５􀆰３６±０􀆰０９bc ２􀆰６±０􀆰１２a

２􀆰４　‘秦美’猕猴桃试管苗的炼苗与移栽

试管苗经炼苗后移植到营养钵中．共移栽９３株试管苗,３０d后存活８６株,成活率达９２􀆰４７％,且生长

良好(图１ＧF)．

A:刚接种的叶片;B:叶片暗培养３０d再生的不定芽;C:光照培养１０d后的不定芽;D:由单个不定芽增殖３０d形成的丛芽;E:生根

３０d后的不定芽;F:移栽到营养钵中３０d存活的试管苗．

图１　‘秦美’猕猴桃叶片的植株再生
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３　讨　论

对于猕猴桃的组织培养,除了阔叶猕猴桃[１８]和葛枣猕猴桃[１９－２０]外,近年来国内主要对中华猕猴桃、
国外主要对美味猕猴桃进行了研究,但繁殖效率普遍较低[２]．

叶片直接再生,可经短暂或不经愈伤阶段直接出芽[２１]．在现有猕猴桃相关报道中,普遍经历了愈伤阶

段,且存在出芽时间长、出芽率低和出芽数少等问题．例如,中华猕猴桃‘伏牛９５Ｇ２’培养４０d后的出芽率

和出芽数分别为８７􀆰５％和４􀆰２个[２２],‘红阳’６０d分别为９９􀆰３３％和５􀆰２个[２３]．在美味猕猴桃中,有的６０d
出芽率和出芽数分别为８０％和１􀆰２个[１０];有的３０d分别为１００％和９􀆰３３个[１４];有的逾２１d分别为１００％
和１５个[１６]．在含继代培养的报道中,‘Tomuri’６０d出芽率和出芽数分别为８０％和１５个,１~２代平均繁

殖系数为１４[１５];‘海沃德’４０d分别为８０􀆰９５％和８􀆰８９个,１~３代平均繁殖系数为６􀆰３８[１７]．本试验‘秦美’

４０d出芽率和出芽数分别为１００％和７􀆰４个,１~５代平均繁殖系数达６􀆰４３．
在本试验中,叶片出芽时间较短(４０d),出芽率高(１００％),出芽数较多(７􀆰４个),尤继代次数最

高,１~５代平均繁殖系数达６􀆰４３,说明不定芽能较长时间稳定增殖．因此,在相同转化条件下,既可保

证较高的转化频率,又能保障转基因植株获得后以较高效率增殖扩繁．当然,本试验更高代次的繁殖系

数还需考查,丛芽继代培养基还需优化和继续筛选,以进一步提高再生体系的整体繁殖效率,从而为

‘秦美’的遗传转化提供更好的叶片直接再生系统．
在植物组培过程中,不同种类的植物生长调节剂及同种调节剂的不同质量浓度都会影响猕猴桃的植株

再生[１２]．在我们对美味猕猴桃的研究中,‘海沃德’最佳出芽培养基为 MS＋３􀆰０mg/L６ＧBA＋０􀆰１mg/L
NAA[１７],本试验‘秦美’为 MS＋５􀆰０mg/L６ＧBA＋０􀆰２mg/LNAA;而其最佳增殖培养基分别为 MS＋
３􀆰０mg/L６ＧBA＋０􀆰２ mg/L NAA＋０􀆰１ mg/L GA３

[１７]和 MS＋５􀆰０ mg/L６ＧBA＋０􀆰２ mg/L NAA＋
０􀆰１mg/LGA３．原因是不同品种的基因型不同,其离体出芽、增殖对细胞分裂素(６ＧBA)和生长素(NAA)
质量分数和比值的要求不同．

４　结　论

试验结果表明,‘秦美’叶片４０d直接出芽率达１００％,每叶盘平均出芽７􀆰４个;不定芽１~５代平均繁

殖系数达６􀆰４３(每３０d继代１次);３０d生根率达９１􀆰１１％．试管苗移栽成活率达９２􀆰４７％．本试验成功建立

了‘秦美’猕猴桃叶片高频直接再生体系,为其遗传转化奠定了基础．
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EstablishmentofaHighＧFrequencyandDirect
RegenerationSystemfromLeafof‘Qinmei’Kiwifruit

ZHANGYanＧling１,２,　WUXiuＧhua１,　ZHOU　Yue１,
TANGChengＧying１,２,　HE　Fu１,２,　TANGShaoＧhu１,２

１􀆰KeyLaboratoryofEcoＧEnvironmentsinThreeGorgesReservoirRegion,MinistryofEducation,

　 SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China;

２􀆰SchoolofLifeScience,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China

Abstract:InordertoestablishahighＧfrequencyanddirectregenerationsystemfor‘Qinmei’kiwifruit(AcＧ
tinidiadeliciosa)andlayafoundationforitsgenetictransformation,theleavesofthiscultivarwereused
asexplantstoestablishtheregenerationsystemthroughadventitiousbudinduction,proliferationandrooＧ
ting．Theresultsshowedthatthemaximumregenerationfrequencyofadventitiousbudswasashighas
１００％,andoneleafdisc,ontheaverage,produced７􀆰４adventitiousbudsonthemedium MS＋５􀆰０mg/L
６ＧBA＋０􀆰２mg/LNAA．Theoptimum mediumforadventitiousbudmultiplicationwasMS＋５􀆰０mg/L６Ｇ
BA＋０􀆰２mg/LNAA＋０􀆰１mg/LGA３,withanaveragemultiplicationcoefficientof６􀆰４３fromthefirstto
thesixthgeneration．１/２MS＋０􀆰７mg/LIBAwasthemostsuitablefortherootingoftheregeneratedadＧ
ventitiousbuds,therootingratebeing９１􀆰１１％．Havingtransplantedintosoilfor３０days,９２􀆰４７％ofthe
regeneratedplantletssurvived．
Keywords:‘Qinmei’kiwifruit(Actinidiadeliciosa);leaf;regeneration;genetictransformation
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