
草 莓 (Fragaria ananassa Duch.) 是 蔷 薇 科

(Rosaceae)草莓属(Fragaria)多年生草本植物。草莓

鲜美红嫩，果肉多汁，含有特殊的浓郁水果芳香，营
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养价值高，是一种水果、蔬菜兼用型的特殊经济作

物，在国内外水果市场上占有重要地位。随着草莓

生产的不断发展，传统育种方法在提高草莓品种的

产量和品质方面取得了一定的进展，由于草莓的高

杂合性和多倍性，使其常规杂交育种工作周期长、
工作量大，杂交后代分离广泛，造成育种效率低[1]。
现代生物技术的发展为果树的育种工作开辟了新

途径，外源基因的导入则是育种工作更为直接的
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摘 要：本文以草莓森嘎拉组培苗离体叶片为外植体，研究了暗培养、不同激素配比对不定芽分化及暗培

养对叶片不定芽诱导率的影响。结果表明：森嘎拉的叶片诱导最适培养基为 MS+3.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L

2，4-D，在此培养基上诱导率可达 73.3%，平均出芽数可达 2.2。先暗培养 7 d，再进行光培养，不定芽的诱导率

较高，不定芽诱导率为 78.2%。对卡那霉素筛选压力和除菌剂浓度的研究表明：用 300 mg/L(Cef)除菌，外植体

分化率最高，并确立了森嘎拉在不定芽分化阶段的 Km 筛选压力为 20 mg/L。
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Abstract: An efficient regeneration system was established from the explants of leaves of‘Sengara’
strawberry (Fragaria ananassa Duch.). The effects of dark incubation and plant growth regulator combinations

on adventitious bud induction were studied. The results showed that the optimum medium for‘Songara’leaves

induction was MS + 3.0 mg/L 6-BA + 0.2 mg/L 2,4-D, and the induction rate was 73.3% . The average

sprouting numbers was up to 2.2. Adventitious bud induction rate was higher when dark cultured for 7 days

then the light culture, and the adventitious bud induction rate was 78.2% . For 300 mg/L Cef sterilization,

explants differentiation rate was the highest, and Km screening pressure was 20 mg/L for‘Sengala’in
adventitious bud differentiation stage.
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有效手段。在植物遗传转化中，建立高效、稳定且

再生能力强的植物受体系统是实现基因转化的先

决条件。近年来，虽然草莓的再生体系及遗传转化

已在多种品种上获得成功[2-4]，但大多采用噻苯隆

(thidjazuron, TDZ)作为主要激素 [2，5-6]，且 TDZ 价

格昂贵，成本高。草莓是浆果，不便运输，难藏贮。
因此，将它开发加工成草莓食品，不仅可缓解鲜销

压力，避免霉烂损失，又能满足不同消费需求，增

值增收。森嘎拉作为加工品种在国际市场上极具

竞争力，是目前我国现有草莓加工品种的优良换

代品种[7]，关于加工型品种森嘎拉再生体系方面的

研究鲜有见报道[8-9]，而草莓基因型对外植体不定

芽再生效率影响差异显著[10-11]，因此，本研究以森

嘎拉为对象，系统研究了影响叶片离体再生的相

关因素，建立了不依赖于 TDZ 的高效、稳定的遗

传转化受体系统，为森嘎拉草莓的基因转化、品种

改良奠定基础。

1 材料和方法
1.1 试验材料

草莓品种森嘎拉由东北农业大学园艺站提

供。农杆菌 EHA105 由本实验室保存。
1.2 组培苗的培养

4～6 月取草莓刚抽出的匍匐茎的茎尖，用自

来水冲洗 30 min，置超净工作台上，先用 75%的

酒精浸泡 30 s，用无菌水冲洗 3 遍，而后用 0.1%

的升汞消毒 4～5 min，再用无菌水冲洗 4～6 遍。
处理后用灭菌的吸水纸吸干茎尖表面液体，接种

于 MS+1 mg/L6-BA+0.2 mg/L IAA 琼脂 7 g/L+ 蔗

糖 30 g/L 的培养基中进行培养。取生长健壮的芽

苗 进 行 继 代 培 养 ， 采 用 MS+2 mg/L6-BA+0.1

mg/L IAA 继代培养基，无菌苗高约 2 cm 时，转入

不含任何激素的 MS 培养基中培养。
1.3 激素对叶片不定芽诱导的影响

从生长 30 d 左右的试管苗上剪取顶部幼嫩

平展的叶片，并将该叶片剪为 0.5×0.5 cm2 的叶

块，以背面向下平放于诱导培养基。以 MS 为基本

培养基，附加不同植物生长调节剂质量浓度配比，

6-BA (1、2、3 mg/L) 分 别 与 2，4-D (0.1、0.2、0.3

mg/L)组合成 9 种类型，以研究不同浓度植物生长

调节剂对不定芽诱导的影响。
1.4 暗培养对叶片不定芽分化的影响

叶片接种在筛选出的最佳培养基上分别进行

0 d、7 d、14 d、21 d 的暗期处理后，置于光下常规

培养。

1.5 再生植株驯化移栽

当抗性芽长到 2～3 cm 高时，从茎部切下，转

到生根培养基 MS+0.2 mg /L IBA 中进行生根培

养。待再生的小植株根系发达后，培养室中将封口

膜打开，炼苗一周。然后取出小植株，小心洗净根

部培养基，移栽到营养钵中，并覆盖塑料薄膜，每

天对叶片喷雾数次以保湿，长出新叶后，去掉薄

膜。培养条件为 20℃，15 000 lx、16 h/d 光照，湿

度 85%～90%。
1.6 卡那筛选压力

为了获得较大的阳性转化率，对卡那筛选压

力进行了筛选。草莓的卡那筛选一般在 0～30

mg/L，所以本试验设置了 0，10，20，30 mg/L 4 个

水平，而后设置了 0，2，5，8 mg/L 4 个水平，10 d

继代一次，15 d 后统计愈伤分化率和芽诱导率。
1.7 除菌剂浓度对遗传转化的影响

除 菌 剂 筛 选 主 要 选 用 100 mg/L、300 mg/L、
500 mg/L、700 mg/L 的头孢噻肟钠(cef)，统计外植

体平均分化率。
将农杆菌 EHA105 接种于 YEB 固体培养基

上，28℃过夜暗培养，至长出单菌落。挑取单菌落，

接种在 5 mL 含相应抗生素的 YEB 液体培养基

中，于 28℃，200 r/min 振荡培养，待菌液长至

OD600 为 0.4 ~ 0.6 时，将其按 1：10 的比例接种到

新的培养基中振荡培养，进行二次活化。当 OD600

为 0.5 ~ 0.6 时，该菌液作为转化用菌液，对叶片

外植体进行侵染。
取预培养 2~3 d 的叶盘，置于无菌三角瓶内，

加入适量选好的菌液，浸泡 5 min，此间要不时的

摇动。浸泡完后，弃菌液，用无菌滤纸吸干多余的

菌液。
侵染过的叶盘接种于共培养培养基 MS+3.0

mg/L 6-BA + 0.2 mg/L 2，4-D(含有 50 mg/L 乙酰

丁香酮的继代培养基，pH=5.8) 上，28℃ 暗培养

2～3 d，以肉眼可见菌落为准。
取共培养后的叶盘放于无菌三角瓶内，转入

附加不同浓度头孢噻圬钠除菌剂的液体分化培养

基冲洗，再用无菌水冲洗 2~3 次后，转到附加除菌

剂 的 固 体 继 代 培 养 基 MS+3.0 mg/L 6-BA + 0.2

mg/L 2，4-D 上。

2 结果与分析
2.1 不同激素配比对不定芽分化的影响

不同激素的种类、浓度及配比对草莓叶片不

定芽分化影响很大。试验结果表明，森嘎拉的最适
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培养基为 MS+3.0 mg/L 6-BA + 0.2 mg/L2，4-D，

在此培养基上诱导率可达 73.3%，平均出芽数可

达 2.2。不同浓度激素对草莓品种森嘎拉不定芽分

化的影响见表 1。

2.2 暗培养对叶片不定芽诱导率的影响

本试验以 MS+3.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L2，4-D
为再生培养基，对森嘎拉分别进行 0、7、14、21 d 的

暗培养(表 2)，发现长时间(14 和 21d)的暗培养并不

利于草莓不定芽的产生，试验结果表明，先暗培养一

周，再进行光培养，不定芽的诱导率较高。

2.3 卡那霉素筛选压力的确定

本试验利用卡那霉素进行草莓转化体系的筛

选，设置了 0，10，20，30 mg/L 4 个水平进行了试

验，15 d 后统计愈伤分化率和芽的分化情况，结

果见表 3。随着天数的增加，不同浓度的卡那霉素

均会抑制草莓的生长，组织开始变白，长出的芽出

现了白化状况。到 15 d 时，卡那霉素浓度为 10
mg/L 时转化的愈伤分化率及芽分化率明显降低，

而且，当达到 20 mg/L 时愈伤和芽的诱导率大大

降低，外植体已经出现了明显的白化。当达到 30
mg/L 时，叶片外植体的分化完全死亡。

此后设置了 0，5，8 mg/L 3 个水平，10 d 继代

一次，15 d 后统计愈伤分化率和芽诱导率。结果

表明，卡那霉素浓度为 5 mg/L，8 mg/L 时，分化率

和芽诱导率都很高(表 3)。
2.4 除菌剂浓度对遗传转化的影响

从表 4 可以看出，在除菌筛选阶段，用 300

mg/L(Cef)除菌，外植体分化率达到 47.3%。除菌剂

浓度低时，难以抑制住农杆菌。除菌剂浓度过高，

叶片褐化变黑死亡。

3 讨 论
草莓再生体系的研究较多。草莓的离体再生

受植物的基因型、外植体的种类、激素的种类及配

比和培养条件及预处理等一系列的内外因素影

响，这些问题将是影响草莓遗传转化培养体系的

主要问题。植物组织培养中，较高的叶片愈伤组织

诱导率可以为遗传转化提供丰富的受体材料，提

高转化效率。最重要的因素是激素的调节作用。植

物细胞分裂素可以促进细胞分裂，调控细胞器的

发生等，在体细胞发生的研究中常用来作为外源

调节物质。本试验也通过在培养基中添加不同浓

度的 6-BA，2、4-D 对愈伤组织的诱导和再生进

行 了 观 察 ， 在 愈 伤 组 织 诱 导 的 过 程 中 发 现 ，当

6-BA 浓度为 3 mg/L、2，4-D 为 0.2 mg/L 时，愈伤

组织诱导率是最高的，此时分化效率最高。在对一

个品种进行遗传转化前进行再生体系的优化还是

必要的。
遗传转化过程中，Km 对草莓愈伤组织的诱导、

不定芽的分化和植株的生长有很强的抑制作用。如

果卡那霉素的筛选压力过低，已经转入目的基因的

细胞的分化就会因为其他细胞的竞争而受到抑制，

而筛选压力过高，就会对外植体造成毒害。草莓 Km

的筛选压力一般为 20～50 mg /L[12-13]。本研究认为

20 mg/LKm 就会完全抑制森嘎拉不定芽的发生。
在农杆菌介导中，为抑制农杆菌的继续生长，

以便使受体细胞正常生长发育，有必要进行抑菌

培养。Cef 是农杆菌介导的转化中广泛使用的杀

菌剂，对大多数菌株的杀菌效果好。同时也对外植

体材料有毒害作用，会抑制愈伤组织的形成和植

株分化。本试验研究表明，在草莓叶片培养中，随

着 Cef 浓度的增加，不定芽分化率降低，愈伤组织

表 1 激素对草莓品种森嘎拉不定芽分化的影响

激素(mg/L) 平均每块外植体上
6-BA 2，4-D 芽分化率(%) 芽数 分化效率(%)

1.0 0.1 38.3 1 38.3
1.0 0.2 36.7 1.2 44.0
1.0 0.3 33.3 1.0 33.3
2.0 0.1 66.7 2.0 133.4
2.0 0.2 43.3 1.4 60.6
2.0 0.3 51.6 1.2 61.9
3.0 0.1 68.3 1.9 129.7
3.0 0.2 73.3 2.2 168.6
3.0 0.3 51.6 1.7 87.7

注：分化效率(%)= 平均每块外植体上芽数×分化率(%)。

表 2 不同时间暗培养对森嘎拉不定芽诱导的影响

暗培养(d) 不定芽诱导率(%) 平均再生芽数(个)
0 70.4 1.7
7 78.2 2.5
14 71.2 1.7
21 67.5 1.6

表 3 草莓品种森嘎拉的卡那霉素浓度梯度试验

Km 浓度(mg/L) 平均分化率(%) 芽诱导率(%)
0 65.1 70
5 44.7 41
8 21.7 19
10 15.4 13
20 0 0
30 0 0

表 4 除菌剂对森嘎拉不定芽分化的影响

除菌剂种类 接种外植体数 分化外植体数 平均分化率(%)
Cef(100 mg/L) 104 38 36.5
Cef(300 mg/L) 112 53 47.3
Cef(500 mg/L) 82 28 34.1
Cef(700 mg/L) 80 7 8.8
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(上接第 57 页)与半光之间差异不显著，由孢子萌发

率排序为 P 全光＞P 半光＞P 全暗，说明光照可

以提高孢子的萌发率，最适于孢子萌发的条件是

全光照。

3 结论与讨论
试验结果表明，不同温度、pH 值、光照对菌丝

生长的影响为 菌 丝 适 宜 在 偏 碱 性 条 件 下 pH 在

7～10 间生长；最适宜菌丝生长的温度为 30℃；

最适宜菌丝生长的光照条件是全光照。偏酸条件

下更适宜孢子萌发；最适宜孢子萌发的温度为

25～35℃；最适于孢子萌发的条件是全光照。不

同温度、pH 值、光照对孢子萌发的影响为偏酸条

件下 pH 值 4～7 间更适宜孢子萌发；最适宜孢子

萌发的温度为 25～35℃；最适于孢子萌发的条件

是全光照。
本研究探讨了不同温度、pH 值、光照对杏斑

点病病菌的影响，对于不同的碳、氮源对杏斑点病

病菌的影响在其他文献中已有记述，对于其他因

子对该病的影响，有待于进一步研究，本研究对于

研究杏斑点病病菌的发生规律等具有一定的指导

意义。
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褐化率加剧，生长受到严重抑制。高浓度 (500

mg/L) 的 Cef 对愈伤组织有显著的毒害作用，以

Cef 浓度为 300 mg/L 为适宜。
暗培养能够抑制外植体酚类物质的外溢，减

少褐化，使外植体处于良好的生理状态，对不定芽

诱导率有重要的影响[14]。暗培养对不同品种草莓

的影响不同[15]，试验中对暗培养在叶片不定芽诱

导率方面做了优化，暗培养 7 d 后进行光照培养

森嘎拉的分化率最高。

4 结 论
森 嘎 拉 的 叶 片 诱 导 最 适 培 养 基 为 MS+3.0

mg/L6-BA+0.2 mg/L2，4-D。最适暗培养时间为 7

d。300 mg/L(Cef)除菌，外植体分化率最高，森嘎拉

在不定芽分化阶段的 Km 筛选压力为 20 mg/L。
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