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‘红灯’樱桃微茎尖培养体系的建立与优化

李望望 文晓鹏 乔 光

贵州大学贵州省农业生物工程重点实验室,贵阳550025

摘要 以 ‘红灯’樱桃为材料,对微茎尖培养最适条件进行了筛选。结果表明:在解剖显微镜下,取1.0~
1.5mm的茎尖在 MS附加0.3mg/LTDZ和0.1mg/LIBA的培养基上成活率较高,培养30d后成活率达

78.3%;在相同培养基上继代培养50d后,增殖系数达3.9,试管苗高8.9mm,长势较好。
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  病毒病是樱桃生产迫切需要解决的问题[1]。李

矮缩病毒(prunedwarfvirus,PDV)、苹果褪绿叶斑

病毒(applechloroticleafspotvirus,ACLSV)和李

坏 死 环 斑 病 毒(prunusnecroticringspotvirus,

PNRSV)是危害核果类果树的三大主要病毒[2],也
给甜樱桃产业带来巨大损失。近年来,西南地区正大

力发展甜樱桃产业,经济效益显著,但生产中也出现

了这些病毒病的危害,因此培养樱桃的脱毒种苗具有

重要的现实意义。微茎尖培养是脱除果树病毒的有

效方法[3]。甜樱桃组织培养研究始于1980年代[4],
有关樱桃微茎尖培养条件的优化鲜有报道,导致脱毒

效果不理想。本研究以‘红灯’微茎尖为材料,建立和

优化微茎尖培养条件,以保证较高的成活率和成苗

率,旨在为甜樱桃茎尖脱毒奠定技术和材料基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

取自贵州大学农业生物工程重点实验室保存3
年的‘红灯’组培苗,试管苗保存培养基为 MS+1.0
mg/LBA+0.5mg/LIBA+3% 蔗糖+7g琼脂。
1.2 微茎尖大小对成苗的影响

选取生长健壮的试管苗,在解剖显微镜下剥离

带1~2个叶原基茎尖,长度为0.5~1.0mm 和

1.0~1.5mm,然后迅速接种到 MS+0.3mg/L
TDZ+0.1mg/LIBA+3% 蔗糖+7g琼脂培养基

上,每处理接种60个茎尖。30d后统计成苗率和生

长状况,以确定适宜的茎尖大小。
1.3 植物生长调节剂对成活率和生长的影响

对生长健壮的‘红灯’试管苗,取长度约1.0~
1.5mm微茎尖,接种到以 MS+3% 蔗糖+7g琼

脂为基本培养基,分别添加不同质量浓度BA、KT、

TDZ、IBA、IAA、NAA的培养基上(表1),每处理接

种5个茎尖苗,重复4次。50d后统计苗高、增殖系

数和成活率和生长状况。
表1 不同激素对‘红灯’茎尖培养的影响

Table1 Effectsofdifferenthormonecombinationson

invitrocultureof‘Hongdeng’shoot-tips mg/L

处理

Treatment
BA KT TDZ IAA NAA IBA

备注

Remark1)

1 0.3 0.1 CTT
2 0.3 0.1 CTT
3 0.3 0.1 CTT
CK1 0.0 0.1 TCT
3 0.3 0.1 TCT
4 0.6 0.1 TCT
5 0.9 0.1 TCT
6 1.2 0.1 TCT
3 0.3 0.1 ATT
7 0.3 0.1 ATT
8 0.3 0.1 ATT
CK2 0.3 0.0 ICT
3 0.3 0.1 ICT
10 0.3 0.2 ICT
11 0.3 0.3 ICT

 1)CTT:分裂素种类试验 Cytokinin-typetreatment;TCT:TDZ
质量浓度试验TDZconcentrationtreatment;ATT:生长素种

类试验 Auxin-typetreatment;ICT:IBA质量浓度试验IBA

concentrationtreatment.
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1.4 数据统计分析

通过DPS对分裂素和生长素处理下的苗高和

增殖系数进行方差分析,各处理的平均值采用Dun-
can's多重比较进行检验。茎尖成活率为成活茎尖

数与接种茎尖数之比,并用SPSS18.0的t检验进

行茎尖成活率的显著性分析。

2 结果与分析

2.1 ‘红灯’樱桃的微茎尖培养

切取带1~2个叶原基的茎尖(图1-A)接种在

MS+0.3mg/LBA +0.1mg/LIBA+30% 蔗

糖+7g琼脂培养基上(图1-B),10d开始萌动,

15d后茎尖已开始分化出小叶片(图1-C),叶原基

伸长约5mm。接着继续培养,微茎尖苗苗高平均

12mm,叶片数增加,每株平均叶片数为8,苗健壮

(图1-D)。培养40d后,更换茎尖苗培养基,在相

同培养基上进行第1次继代(图1-E),约30d后得

到生长较好的组培苗,苗有增殖,叶片数增多,并且

苗生长健壮(图1-F),可进行试管微芽嫁接,50d后

生长强健的组培苗可用于诱导生根(图1-G)。打开

培养瓶,炼苗2~3d,镊子取出组培苗,洗净根部培

养基,移栽入已灭菌的基质中,移栽完毕,喷淋足够

的水,用塑料薄膜覆盖。每5~6d浇1次水,20d
后植株呈现较好的生长势(图1-H),10d后将植株

带土移入大田,移栽40d后的‘红灯’樱桃成活率可

达到70%。

 A.‘红灯’微茎尖 Microshoot-tipsof‘Hongdeng';B.微茎尖接种Inoculationofmicroshoot-tips;C.微茎尖生长15dMicroshoot-
tipsgrowto15days;D.微茎尖生长26dMicroshoot-tipsgrowto26days;E.微茎尖继代Subcultureofmicroshoot-tips;F.继代后

26dTwenty-sixdaysaftersubculture;G.试管苗诱导生根Inducingrootonmedium;H.组培苗的驯化 Thedomesticationoftissue

culture。图中标尺除A(0.2cm)外其余表示1cmVerticalbarsexceptA(0.2cm)ineachpaneis1cm.

图1 ‘红灯’樱桃的微茎尖培养

Fig.1 Theinvitrocultureofmicroshoot-tipson‘Hongdeng’cherry
2.2 微茎尖大小对成苗的影响

试验结果表明,茎尖大小在0.5~1.0mm范围

内,成活率很低(3.3%);茎尖大小在1.0~1.5mm
范围内,成活率较高,达到78.3%。茎尖苗越小,成
活率越低;茎尖苗越大,成活率越高。本研究切取较

大茎尖苗(1.0~1.5mm),在保证成活率的基础上,
对茎尖苗最适条件进行筛选及优化。
2.3 细胞分裂素对微茎尖培养的影响

试验结果表明,细胞分裂素种类和质量浓度对

‘红灯’微茎尖培养有很大影响(表2)。从分裂素种

类来看,BA、KT处理下的苗高平均数分别为3.7、

5.6mm,而TDZ处理下的微茎尖苗8.6mm,显著

高于前两者;TDZ处理的茎尖苗增殖系数(3.9)和
成活率(95%)都显著高于BA、KT处理下的茎尖

苗,TDZ对微茎尖培养有较大促进作用。随着TDZ
质量浓度增高,苗高和增殖系数并没有随之增加,

TDZ质量浓度为0.3和0.9mg/L时,苗高增加突

出,成活率较高,但前者的增殖系数(3.9)显著高于

后者(2.3);TDZ质量浓度为0.9mg/L时,虽然成

活率达100%,但丛生芽多而有效苗少,导致丛生芽

后期会因营养不足而抑制生长。因此,TDZ质量浓

度以0.3mg/L为宜。
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表2 细胞分裂素对茎尖培养的影响1)

Table2 Theeffectofcytokininsontheinvitrocultureofmicroshoot-tips

细胞分裂素种类

Cytokinin
质量浓度/(mg/L)
Massconcentration

苗高/mm
Shootheight

增殖系数

Propagationratio
成活率/%
Survivalrate

生长状况

Growthcharacterization
BA 0.3 3.7±0.6b 2.0±0.5b 55.0c 叶黄绿 Yellowishgreenleaves

KT
0.3 5.6±0.7b 1.5±0.1b 85.0b

叶绿,增殖系数小

Greenleaves,lowpropagationratio

0.3 8.6±0.9a 3.9±0.4a 95.0ab
叶绿,增殖系数较高

Greenleaves,higherpropagationratio

TDZ
0.6 7.5±0.6ab 2.0±0.1bc 90.0b 叶绿,有丛生芽 Greenleaves,multipleshoots
0.9 9.1±0.3a 2.3±0.2b 100a 叶绿,有丛生芽 Greenleaves,multipleshoots
1.2 5.7±0.5b 1.3±0.1c 90.0b 叶黄,长势不好 Yellowleaves,poorgrowth

CK 0.0 8.1±0.6ab 1.1±0.1c 95.0ab
叶绿,增殖系数最小

Greenleaves,lowestpropagationratio
 1)同列内相同字母表示经邓肯氏多重极差检验在0.05水平上差异不显著,下同 Valuesfollowedbythedifferentnormalletters

withinacolumnindicatesignificantdifferencesamongmaterialsat5%levels.Thesameasfollows.

2.4 生长素对微茎尖培养的影响

在相同质量浓度下,不同种类的生长素对株高、
成活率有一定影响(表3)。在供试生长素中,以

IBA效果最好,苗高和成活率分别达到9.9mm和

95%。对IBA的使用效果进一步进行试验,在对照

中茎尖苗出现丛生芽,丛生芽可直接形成小植株,成

苗率高,但是后期丛生芽可能营养不足,有效苗少。

IBA 质 量 浓 度 为0.1 mg/L 时,苗 高 最 高(9.9
mm),增殖系数最大(2.5),成活率也最大(95%),
而IBA质量浓度为0.2和0.3mg/L时茎尖苗长势

不好且有丛生芽。因此选择IBA质量浓度为0.1
mg/L。

表3 生长素对茎尖培养的影响

Table3 Theeffectofauxinsontheinvitrocultureofmicroshoot-tips

细胞分裂素种类

Cytokinin
质量浓度/(mg/L)
Massconcentration

苗高/mm
Shootheight

增殖系数

Propagationratio
成活率/%
Survivalrate

生长状况

Growthcharacterization
IAA 0.1 6.5±0.6b 1.4±0.2a 70.0c 叶黄绿 Yellowishgreenleaves

NAA
0.1 8.5±0.6ab 1.8±0.3a 80.0b 叶黄绿 Yellowishgreenleaves

0.1 9.9±0.8a 2.5±0.5a 95.0a
叶绿,增殖系数高

Greenleaves,higherpropagationratio

IBA
0.2 5.8±0.9b 1.1±0.1b 70.0c 长势不好Poorgrowth
0.3 5.9±0.6b 1.4±0.1ab 85.0b 丛生芽 Multipleshoots

CK 0.0 5.7±0.78b 1.4±0.1ab 75.0c
叶绿,有丛生芽

Greenleaves,multipleshoots

3 讨 论

病毒病是影响樱桃生长发育的重要病害。应对

病毒病的主要措施是培育无毒苗,脱毒苗比普通苗

长势强、根系发达、分布深、抗逆性强、进入结果期提

早、座果率高、果实品质好,苗木的脱毒成为无毒苗

培育的关键[5-6]。
细胞分裂素对不定芽的形成能力有很大影响,

几乎所有植物的离体再生都使用了此类物质,它对

不定芽的发生频率、侧芽的萌发情况及生长势起决

定作用[7]。综合考虑,选择分裂素 TDZ和生长素

IBA进行激素配比,数据显示,TDZ质量浓度为0.3
mg/L,IBA质量浓度为0.1mg/L时,茎尖生长较好,
表现为叶色常绿、增殖倍数高、死亡率低、苗较高。

很多证据表明,芽尖的分生组织含病毒量少或

不含病毒。导致这一现象的原因可能是下列之

一[8]:(1)分生组织旺盛的新陈代谢活动:病毒的复

制需利用寄主的代谢过程,因而无法与分生组织旺

盛的代谢活动竞争;(2)分生组织缺乏真正的维管组

织:大多数病毒在植株内通过韧皮部进行迁移,或在

细胞间通过胞间连丝传输。因为细胞与细胞间的移

动速度较慢,在快速分裂的组织中病毒浓度高峰被

推迟;(3)高质量浓度的生长素。分生组织的生长素

质量浓度通常很高,可能影响病毒的复制。因此,通
过微茎尖培养是脱除植物病毒的有效方法。

茎尖大小是影响茎尖培养成活和脱毒效果的重

要因素。一般来说,茎尖越大,成苗率越高,但病毒

越难去除;茎尖越小,成苗率越低,病毒较易脱除。
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曹冬煦等[9]在“巨峰”葡萄茎尖培养上切取0.5mm
大小的茎尖进行培养。在草莓茎尖培养快繁体系

中,何欢乐等[10]研究发现0.3~0.5mm 大小的茎

尖,成活率较高。而对于蔷薇科梨茎尖培养脱毒研

究中,张虹[11]研究发现,当切取的茎尖≥0.5mm
时,茎尖新芽分化率高,而脱毒率相对降低。本研究

在预试验中切取的茎尖大小为0.5~1.0mm时,死
亡率较高,很难存活,因此,在保证成活率的条件下

增大茎尖进行培养基筛选,以期保存更多的茎尖苗。
但对大多数植物来说,叶原基是茎尖成活必不

可少的因素。一般说来,带1~2个叶原基的茎尖为

培养材料可去除病毒[11]。Manganaris等[12]在油桃

培养中采取的茎尖含有1~2个叶原基。蒲艳吉[13]

研究发现欧洲李和樱桃李携带2个叶原基的茎尖成

苗率较高。故本试验中切取带1~2个叶原基的茎

尖为培养材料,有可能获得脱毒苗。
综上所述,适合‘红灯’甜樱桃微茎尖培养的流

程为:取生长健壮的试管苗,切取带1~2个叶原基

的微茎尖,接种于MS+0.3mg/LTDZ+0.1mg/L
IBA+3% 蔗糖+7g琼脂培养基上,50d后在相同

培养基上进行第1次继代。可进行试管微芽嫁接,

50d后生长强健的组培苗可用于诱导生根。我们

下一步的工作将在‘红灯’微茎尖培养的基础上对微

茎尖培养所得试管苗进行病毒检测,以培育出‘红
灯’的脱毒组培苗原原种。
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Establishmentandoptimizationofmicroshoot-tipculture
systeminvitroofsweetcherrycultivar‘Hongdeng’

LIWang-wang WENXiao-peng QIAOGuang

GuizhouKeyLaboratoryofAgriculturalBioengineering,GuizhouUniversity,Guiyang550025,China

Abstract Usingcultivar‘Hongdeng’invitroshootsasmaterial,theinvitroregenerationsystem
frommicroshoot-tipofsweetcherrywereestablishedviaoptimizingthecorrespondingfactors.There-
sultshowedthatMurashigeandSkoogmacro-elements(MS)supplementedwiththecombinationof0.3
mg/LTDZand0.1mg/LIBAhadthebestregenerationeffectfromthemicroshoot-tipswiththesizeof
1.0-1.5mm,andthesurvivalrateoftheshoot-tipscouldreachto78.3%after30daysculture.Fifty
daysafterthesubcultureunderthesamemedia,themultiplicationefficiencywasashighas3.9,andthe
shootheightmightgetto8.9mm.Thenewlyestablishedsystemmayfacilitatethecultureofvirus-free
plantinsweetcherry.

Keywords sweetcherry;microshoot-tips;invitroculture;etoxification
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