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摘要: 以黑莓(Rubus spp.)品种‘Arapaho爷无菌苗叶片为外植体,通过正交和单因素实验分别研究了基本培养基类

型、6-BA 和 IBA 质量浓度以及暗培养时间、外植体的叶位和接种方式对不定芽诱导的影响,并研究了 IBA 质量浓

度对不定芽生根的影响; 在此基础上,初步建立了黑莓品种‘Arapaho爷离体叶片的再生体系。 正交实验结果表明:
基本培养基类型对叶片不定芽诱导率及平均不定芽数的影响最大,而 IBA 质量浓度对叶片不定芽诱导率及 6-BA
质量浓度对平均不定芽数的影响较小;适宜‘Arapaho爷叶片不定芽诱导的最佳培养基为含有 2. 0 mg·L-1 6-BA 和

1. 0 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基。 单因素实验结果表明:暗培养时间、外植体的叶位及接种方式对不定芽诱导率有

显著影响;最适宜的暗培养时间为 21 d;植株中、上部叶片的再生能力较强,其中第 3 和第 4 位叶的不定芽诱导效果

最佳;叶面朝上接种更有利于不定芽的诱导。 在含 0. 2 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基中,不定芽生根率达 100. 0% ,且
根数多、长势良好。 黑莓品种‘Arapaho爷离体叶片的再生体系为:以无菌苗的第 3 和第 4 位叶为外植体,经过适当修

剪后叶面朝上接种于含有 2. 0 mg·L-16-BA 和 1. 0 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基上,暗培养 21 d 后置于光照条件下

培养 30 d;将不定芽转接到含有 0. 5 mg·L-16-BA 和 0. 3 mg·L-1 NAA 的 MS 培养基上进行继代培养;当不定芽高

约 2 cm 时转接到含有 0. 2 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基上进行生根培养,最终获得完整植株。
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Analysis of influence factors of adventitious bud induction from in vitro leaves of blackberry
cultivar ‘Arapaho爷 and establishment of regeneration system摇 WANG Lu鄄bei, ZHANG Chun鄄hong,
WANG Xiao鄄min, WU Wen鄄long, LI Wei鄄lin淤 ( Institute of Botany, Jiangsu Province and the Chinese
Academy of Sciences, Nanjing 210014, China), J. Plant Resour. & Environ. 2012, 21(1): 47-51

Abstract: Using in vitro leaves from aseptic seedling of blackberry (Rubus spp.) cultivar ‘Arapaho爷 as
explants, effects of basic medium type and concentrations of 6鄄BA and IBA, dark culture time, leaf
position and inoculation mode of explant on adventitious bud induction and effect of IBA concentration on
adventitious bud rooting were studied by orthogonal and single factor experiments. And on this basis,
regeneration system of in vitro leaves of cultivar ‘Arapaho爷 was preliminarily established. The orthogonal
experiment result shows that influence of basic medium type on induction rate and average number of
adventitious bud is the most, while influence of IBA concentration on induction rate and that of 6鄄BA
concentration on average number of adventitious bud are both less. And the optimal medium being
suitable for adventitious bud induction of cultivar ‘Arapaho爷 is MS medium containing 2. 0 mg·L-1 6鄄
BA and 1. 0 mg·L-1 IBA. The results of single factor experiments show that effects of dark culture time,
leaf position and inoculation mode of explant on induction rate of adventitious bud are significant. The
optimal time of dark culture is 21 d. The regeneration capacity of leaves at middle and upper parts of a
plantlet is stronger, in which, induction effect of adventitious bud from leaves at the 3rd and 4th positions
is the best. Inoculating with foliar facing upwards on medium is more beneficial to induce adventitious
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bud. Rooting rate of adventitious bud is 100. 0% in MS medium containing 0. 2 mg·L-1 IBA with more
roots and well growth vigor. The regeneration system of in vitro leaves of cultivar ‘Arapaho爷 as follows:
using the 3rd and 4th position leaves as explants, after proper pruning, inoculating with foliar facing
upwards on MS medium containing 2. 0 mg·L-1 6鄄BA and 1. 0 mg·L-1 IBA, dark culturing for 21 d
then light culturing for 30 d, transferring the adventitious bud to MS medium containing 0. 5 mg·L-1 6鄄
BA and 0. 3 mg·L-1 NAA for subculture, transferring to MS medium containing 0. 2 mg·L-1 IBA for
rooting when height of adventitious bud reaches about 2 cm, finally, obtaining complete plantlets.

Key words: blackberry (Rubus spp.); in vitro leaf; regeneration system; adventitious bud induction;
rooting

摇 摇 黑莓(Rubus spp.)隶属于蔷薇科(Rosaceae)悬钩

子属(Rubus L.) ,为半灌木浆果类果树,其果实营养

丰富,具有防衰老和提高人体免疫力等功效[1-2],是
近年来国内外新兴起的第三代果树之一,具有很高的

经济价值,因而,开展优良黑莓品种的培育和推广具

有重要的应用和经济价值。 目前,黑莓育种多以实生

选优、杂交育种、辐射育种等手段为主[3],但是这些

方法具有一定的局限性,进程也比较慢,严重制约了

黑莓优良品种的选育。 随着分子生物技术的发展,基
因工程技术为黑莓育种开辟了一条新途径,通过基因

工程方法,可以有针对性地引入特定基因,从而获得

具有优良性状的转基因黑莓植株。
‘Arapaho爷是由美国阿肯色州大学于 1992 年推

出的一个黑莓品种[4]。 该品种于 2004 年被引入南

京,表现出直立、无刺、早熟的优良特性,但适应性较

差[5]。 因此,可利用转基因技术导入相关抗逆基因,
以提高‘Arapaho爷的抗逆性,使其更适宜在南京地区

种植。
目前常用的遗传转化方法为叶盘法,其成功的关

键在于拥有一个高效而稳定的不定芽离体再生系统,
因此,离体叶片再生体系的建立是开展果树生物技术

育种的重要基础。 然而,目前有关黑莓组织培养的研

究均以茎尖和腋芽培养为主,关于叶片再生培养的研

究报道较少[6-9],而有关黑莓品种‘Arapaho爷 离体叶

片再生体系的研究尚未见报道。
鉴于此,作者以黑莓品种‘Arapaho爷叶片为外植

体,对影响叶片不定芽植株再生的培养条件(包括基

本培养基类型、6-BA 和 IBA 质量浓度、暗培养时间

及外植体的叶位和接种方式)以及不定芽生根的适

宜 IBA 质量浓度进行比较研究,筛选出适合黑莓品

种‘Arapaho爷叶片不定芽植株再生的培养体系,以期

为其品质改良和遗传转化奠定研究基础。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料及基本培养条件

黑莓品种‘Arapaho爷无菌苗叶片取自江苏省·中

国科学院植物研究所黑莓组织培养实验室。 该无菌

苗诱导自大田植株当年生新梢上带腋芽的茎段,并在

含 0. 5 mg·L-16-BA 和 0. 3 mg·L-1NAA 的 MS 培养

基上继代培养 30 ~ 40 d。 取无菌苗中上部完全展开

的叶片,剪去叶尖及叶缘并保留 2 ~ 3 mm 叶柄,作为

外植体。
除特殊说明外,均取无菌苗形态学第 1 位至第 5

位的叶片,叶面朝上接种在培养基上,接种后均先暗

培养 3 周后再进行光照培养。 参照文献[10]设置培

养基的 pH 和琼脂浓度及基本培养条件(如光照强

度、培养温度和时间等)。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 基本培养基类型和外源激素质量浓度的比较

采用 4 因素 3 水平正交实验设计方法也L9(3) 4页,4 个

因素包括基本培养基类型(MS、WPM 和 N6)、6-BA
质量浓度(1. 0、2. 0 和 4. 0 mg·L-1)、IBA 质量浓度

(0. 1、0. 5 和 1. 0 mg·L-1)和空列,培养 40 d 后观察

并统计叶片不定芽诱导率及平均不定芽数。 每处理

4 瓶,每瓶接种 5 片叶,并重复 3 次。
1. 2. 2摇 暗培养时间的比较摇 将外植体叶片接种于含

有 2. 0 mg·L-16-BA 和 1. 0 mg·L-1 IBA 的 MS 培养

基上,分别经过 0 (CK)、7、14、21 和 28 d 的暗培养后

再进行光照培养,40 d 后统计叶片不定芽诱导率及

平均不定芽数。 每处理接种 4 瓶,每瓶接种 5 片叶,
并重复 3 次。
1. 2. 3摇 叶位的比较摇 分别取无菌苗形态学的 1 和 2
位、3 和 4 位、5 和 6 位、7 和 8 位、9 和 10 位叶片,接
种于含有 2. 0 mg·L-16-BA 和 1. 0 mg·L-1 IBA 的
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MS 培养基上,培养 40 d 后统计叶片不定芽诱导率及

平均不定芽数。 每处理 4 瓶,每瓶接种 5 片叶,并重

复 3 次。
1. 2. 4摇 接种方式的比较摇 按照叶面朝上和叶面朝下

2 种方式将叶片接种于含有 2. 0 mg·L-1 6-BA 和

1. 0 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基上,培养 40 d 后统计

叶片不定芽诱导率及平均不定芽数。 每处理 4 瓶,每
瓶接种 5 片叶,并重复 3 次。
1. 2. 5 摇 生根培养基中 IBA 添加量的比较 摇 诱导培

养 30 d 后将不定芽从外植体上切下,接种于含有

0. 5 mg·L-16-BA 和 0. 3 mg·L-1NAA 的 MS 培养基

上继代培养,不定芽高约 2 cm 时,将其从基部切下,
分别接种于含有 0. 05、0. 10、0. 20 和 0. 50 mg·L-1

IBA 的 MS 培养基上诱导生根;20 d 后测量和统计不

定芽的生根率及单株的平均根干质量、根数和根长。
每处理 3 瓶,每瓶 3 ~ 4 个不定芽,并重复 3 次。
1. 3摇 数据处理

参照以下公式分别计算不定芽诱导率、平均不定

芽数、生根率和平均根数:不定芽诱导率= (形成不定

芽的叶片数 /接种的叶片总数) 伊100% ;平均不定芽

数=不定芽总数 /形成不定芽的叶片数;生根率 = (生
根的不定芽数 /接种的不定芽总数) 伊100% ;平均根

数=根总数 /生根不定芽总数。
采用 Excel 2007 软件对实验数据进行统计和差

异显著性分析。

2摇 结果和分析

2. 1摇 叶片不定芽诱导过程中影响因素的分析

2. 1. 1摇 基本培养基类型和外源激素质量浓度的比较

接种 2 周左右,叶片边缘贴近培养基的地方开始出现

少量绿色或黄绿色愈伤组织;培养 20 d 后,在叶片部

分伤口及愈伤组织处可以看到明显的绿色芽点,尤以

叶片和叶柄相连接处伤口的芽点数居多;随后,芽点

迅速生长,发育为不定芽。
正交实验结果(表 1)表明:在基本培养基类型和

外源激素质量浓度不同的培养基中叶片的不定芽诱

导率存在差异, 在 9 个处理组中, 含有 2. 0 mg·L-1

6-BA 和 0. 5 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基的不定芽诱

导效果最佳,不定芽诱导率达 64. 52% ,平均不定芽

数为 3. 85。 3 个因素按不定芽诱导率由大到小依次

排序为基本培养基类型、6-BA 质量浓度、IBA 质量浓

度,最佳诱导培养基应为含有 2. 0 mg·L-16-BA 和

1. 0 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基;3 个因素按平均不定

芽数由大到小依次排序为基本培养基类型、IBA 质量

浓度、6-BA 质量浓度,最佳诱导培养基应为含有 2. 0
mg·L-16-BA 和 0. 5 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基。 对

于离体叶片再生体系而言,叶片不定芽诱导率是首

要的考察指标,因而,含有 2. 0 mg·L-16-BA 和 1. 0
mg·L-1 IBA 的 MS 培养基为黑莓品种‘Arapaho爷离
体叶片不定芽诱导的最佳培养基。

表 1摇 黑莓品种‘Arapaho爷离体叶片不定芽诱导体系中基本培养基类
型和外源激素质量浓度的正交实验结果1)

Table 1 摇 Orthogonal experiment result of basic medium type and
exogenous hormone concentration in induction system of adventitious
bud from in vitro leaves of blackberry cultivar ‘Arapaho爷 1)

处理
Treatment

因素和水平摇 Factor and level

A B C D
玉 / % 域

1 MS 1. 0 0. 1 30. 30 3. 80
2 MS 2. 0 0. 5 64. 52 3. 85
3 MS 4. 0 1. 0 42. 86 3. 00
4 WPM 1. 0 0. 5 12. 90 2. 00
5 WPM 2. 0 1. 0 45. 16 3. 07
6 WPM 4. 0 0. 1 40. 63 1. 54
7 N6 1. 0 1. 0 32. 26 2. 58
8 N6 2. 0 0. 1 9. 09 2. 33
9 N6 4. 0 0. 5 20. 69 3. 33

k玉1 45. 89 25. 15 26. 67
k玉2 32. 90 39. 59 32. 70
k玉3 20. 68 34. 72 40. 09
R玉 25. 21 14. 43 13. 42

k域1 3. 55 2. 79 2. 56
k域2 2. 20 3. 08 3. 06
k域3 2. 75 2. 62 2. 88
R域 1. 35 0. 46 0. 50

摇 1)A: 基本培养基类型 Basic medium type; B: 6 - BA 质量浓度
Concentration of 6鄄BA (mg·L-1 ); C: IBA 质量浓度 Concentration
of IBA (mg·L-1); D: 空列 Blank; 玉: 不定芽诱导率 Induction
rate of adventitious bud; 域: 平均不定芽数 Average number of
adventitious bud.

2. 1. 2摇 暗培养时间的比较摇 暗培养时间对黑莓品种

‘Arapaho爷叶片不定芽诱导的影响见表 2。 结果表

明:与对照相比,经过不同时间的暗培养,不定芽诱导

率和平均不定芽数有一定差异;经过 21 d 的暗培养,
不定芽诱导率极显著高于对照(P<0. 01),但平均不

定芽数与对照差异不显著。 随暗培养时间的延长,叶
片不定芽诱导率和平均不定芽数均呈先升高后降低

的变化趋势,其中暗培养时间达到 21 d,不定芽诱导

率最高(67. 08% );但暗培养时间延长至 28 d,叶片
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不定芽诱导率下降至 51. 63% 。 说明暗培养时间对

黑莓品种‘Arapaho爷叶片不定芽形成有重要影响,适
宜的暗培养时间可提高叶片的不定芽诱导率,但暗培

养时间过长则会导致不定芽诱导率降低。 综合分析

结果显示:在黑莓品种‘Arapaho爷叶片不定芽诱导过

程中,最适宜的暗培养时间为 21 d。

表 2摇 暗培养时间对黑莓品种‘Arapaho爷叶片不定芽诱导率和平均不
定芽数的影响1)

Table 2摇 Effects of dark culture time on induction rate and average
number of adventitious bud from in vitro leaves of blackberry cultivar
‘Arapaho爷 1)

时间 / d
Time

诱导率 / %
Induction rate

平均芽数
Average number of bud

摇 摇 0(CK) 30. 68cB摇 1. 83aA
摇 摇 7 39. 23bcAB 2. 05aA
摇 摇 14 44. 15bcAB 2. 08aA
摇 摇 21 67. 08aA 2. 36aA
摇 摇 28 51. 63abAB 2. 10aA

摇 1)同列中不同的小写字母和大写字母分别表示在 0. 05 和 0. 01
水平上差异显著 Different small letters and capitals in the same
column indicate the significant differences at 0. 05 and 0. 01 levels,
respectively.

2. 1. 3摇 外植体叶位的比较摇 外植体叶位对黑莓品种

‘Arapaho爷叶片不定芽诱导的影响见表 3。 结果表

明:采用不同叶位的叶片作为外植体,不定芽诱导率

存在一定差异,其中,第 3 至第 6 位叶的不定芽诱导

率极显著高于第 9 和第 10 位叶,但平均不定芽数差

异不显著。 第 3 和第 4 位叶的不定芽诱导率最高,达
到 71. 74% ,平均不定芽数也最多,为 2. 46;第 5 和第

6 位叶的不定芽诱导率为 66. 47% ,平均不定芽数为

2. 31。 综合分析结果显示:黑莓品种‘Arapaho爷植株

中、上部叶片的不定芽诱导能力优于下部叶片,其中

第 3 和第 4 叶位为适宜的外植体取样叶位。

表 3摇 外植体叶位对黑莓品种‘Arapaho爷叶片不定芽诱导率和平均不
定芽数的影响1)

Table 3 摇 Effects of leaf position of explants on induction rate and
average number of adventitious bud from in vitro leaves of blackberry
cultivar ‘Arapaho爷 1)

叶位
Leaf position

诱导率 / %
Induction rate

平均芽数
Average number of bud

摇 摇 1,2 50. 43abAB 2. 19aA
摇 摇 3,4 71. 74aA 2. 46aA
摇 摇 5,6 66. 47aA 2. 31aA
摇 摇 7,8 39. 21bcAB 2. 12aA
摇 摇 9,10 21. 67cB 1. 64aA

摇 1)同列中不同的小写字母和大写字母分别表示在 0. 05 和 0. 01
水平上差异显著 Different small letters and capitals in the same
column indicate the significant differences at 0. 05 and 0. 01 levels,
respectively.

2. 1. 4摇 接种方式的比较摇 采用叶片正放和反放 2 种

方式进行接种,黑莓品种‘Arapaho爷叶片不定芽诱导

率和平均不定芽数有明显差异。 采用正放方式(即
叶面朝上)接种的叶片不定芽诱导率达 64. 29% ,平
均不定芽数为 2. 87;采用反放方式(即叶面朝下)接
种的叶片不定芽诱导率为 32. 87% ,平均不定芽数为

1. 44。 差异显著性分析结果表明:2 种接种方式的叶

片不定芽诱导率和平均不定芽数差异极显著( P<
0. 01)。 综合分析结果表明:在黑莓品种‘Arapaho爷
叶片不定芽诱导过程中,适宜的外植体接种方式是叶

片正放。
2. 2摇 IBA 质量浓度对不定芽生根的影响

观察结果表明:接种在生根培养基上 10 d 后,黑
莓品种‘Arapaho爷的不定芽开始萌根,随后根开始进

行伸长生长,20 d 后形成完整植株。 表 4 结果表明:
接种在含有 0. 00 ~ 0. 50 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基

上,不定芽的生根率均达到 100. 0% ;但部分培养基

的平均生根数、平均根长和平均单株根干质量存在显

著或极显著差异。 在不添加 IBA 的 MS 培养基(对
照)上,不定芽的平均根长最长(4. 4 cm),但平均根

数少,根细长且侧根很少;在添加 0. 20 mg·L-1 IBA
的 MS 培养基上,平均根长较长(3. 20 cm),平均根数

最多(6. 90 条),平均单株根干质量最大(8. 10 mg),
且平均根数和平均单株根干质量极显著高于对照

(P<0. 01)。 综合分析结果显示:含有 0. 2 mg·L-1

IBA 的 MS 培养基是最适宜于黑莓品种‘Arapaho爷叶
片不定芽生根的培养基,生根率可达 100. 0% ,且侧

根较多、根长势良好。

表 4摇 生根培养基中 IBA 质量浓度对黑莓品种‘Arapaho爷叶片不定
芽生根的影响1)

Table 4摇 Effect of IBA concentration in rooting medium on rooting of
adventitious bud from in vitro leaves of blackberry cultivar
‘Arapaho爷 1)

IBA 质量浓
度 / mg·L-1

Conc. of IBA

生根率 / %
Rooting
rate

平均根数
Average
number
of root

平均根长 / cm
Average
length
of root

平均单株根
干质量 / mg
Average

dry weight
of root

0. 00(CK) 100. 0aA 3. 80bA 4. 40aA摇 3. 75bB摇
0. 05 100. 0aA 4. 30bA 2. 99bAB 5. 90abAB
0. 10 100. 0aA 5. 20abA 2. 98bAB 7. 00aAB
0. 20 100. 0aA 6. 90aA 3. 20bAB 8. 10aA
0. 50 100. 0aA 4. 90abA 2. 41bB 6. 20aAB

摇 1)同列中不同的小写字母和大写字母分别表示在 0. 05 和 0. 01
水平上差异显著 Different small letters and capitals in the same
column indicate the significant differences at 0. 05 and 0. 01 levels,
respectively.
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3摇 讨论和结论

通常,外源激素种类和浓度以及基本培养基类型

是影响植株再生的关键因素。 不同基因型黑莓离体

叶片的再生能力迥异,其适宜的外源激素的种类、浓
度和配比等条件差异较大。 正交实验结果表明:基本

培养基类型对黑莓品种‘Arapaho爷叶片不定芽诱导的

影响最大,在供试的 3 种基本培养基(MS、WPM 和

N6)中,MS 培养基最适于黑莓‘Arapaho爷叶片不定芽

诱导;而基本培养基中需要添加的最佳激素组合为

2. 0 mg·L-16-BA 和 1. 0 mg·L-1 IBA,这与他人的相

关研究结果有一定差异。 由文献[9,11]可见:MS 是

适合黑莓叶片再生的基本培养基,但培养基中添加的

外源激素以 TDZ 居多。 其原因可能与不同基因型黑

莓的内源激素水平和生理状态等相关。 由于作者仅

研究了 6-BA 和 IBA 组合对黑莓品种‘Arapaho爷叶片

不定芽诱导的影响,而 TDZ 是否可以使其不定芽诱

导率达到更高,则有待进一步研究。
目前,在许多植物的离体叶片培养中均证实暗培

养可以促进不定芽的诱导[12-14],本研究也得出了类

似的结果。 虽然暗培养不是黑莓品种‘Arapaho爷 离

体叶片不定芽诱导的必需条件,但可显著提高不定芽

诱导率,而对不定芽数的影响却不明显。
以黑莓品种‘Arapaho爷第 3 和第 4 位叶为外植

体,不定芽诱导率最高;其次是第 5 和第 6 位叶;第 1
和第 2 位叶的不定芽诱导率也较高;而第 7 至第 10
位叶的不定芽诱导率最低,均在 40% 以下。 说明黑

莓品种‘Arapaho爷无菌苗植株的中、上部叶片比下部

叶片的再生能力强,有利于不定芽分化,这与周瑞金

等[15]的研究结果相似,其原因可能与不同叶位叶片

的内源激素水平分布差异有关。
离体叶片的接种方式对叶片再生效应的影响有

差异。 在黑莓品种‘Arapaho爷叶片不定芽诱导过程

中,正放(叶面朝上)叶片的不定芽诱导率及平均不

定芽数均极显著高于反放(叶面朝下)叶片。 可见,
叶面朝上接种更有利于黑莓品种‘Arapaho爷不定芽的

诱导,这与 Nehra 等[16] 和安伟[17] 的研究结果有一定

差异,其原因可能与黑莓叶片背面气孔多、结构疏松,
更有利于营养的吸收有关。

根据上述实验结果,初步建立了适宜于黑莓品种

‘Arapaho爷离体叶片的再生体系:取无菌苗第 3 和第

4 位叶片,适当修剪后,叶面朝上接到含 2. 0 mg·L-1

6-BA 和 1. 0 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基上,暗培养

21 d 后进行光照培养;30 d 后将不定芽接种到含有

0. 5 mg·L-16-BA 和 0. 3 mg·L-1 NAA 的MS 培养基

上进行继代培养;待不定芽高约 2 cm 时接种到含有

0. 2 mg·L-1 IBA 的 MS 培养基上进行生根培养。
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