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摘 要：为探究草莓花药离体再生体系最适宜培养条件，以草莓品种“枥乙女”花药为试材，研究细胞分裂素 TDZ和生长

素 2,4-D对草莓花药愈伤组织诱导、分化和增殖的影响，筛选不同阶段最适宜草莓花药组织培养激素配比。结果表明，

TDZ和 2,4-D激素组合可成功培养出草莓花药再生植株，最适宜诱导培养基为MS+2,4-D 0.2 mg/L+TDZ 1.5 mg/L，最适宜

分化培养基为MS+2,4-D 0.05 mg/L+TDZ 2.0 mg/L，最适宜增殖阶段培养基为MS+TDZ 0.5 mg/L+2,4-D 0.1 mg/L。
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Effects of Different Concentrations TDZ and 2,4- D Combination on Anther
Tissue Culture of Strawberry
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Abstract：In order to explore the most suitable culture conditions of strawberry anther in vitro regeneration system,
the effects of cytokine TDZ and auxin 2,4-D on callus induction, differentiation and proliferation of strawberry an⁃
ther were studied, and the most suitable hormone ratio in different stages of strawberry anther culture were selected
with the strawberry cultivar "Tochiotome " anther as test material. The results showed that the combination of TDZ
and 2,4-D could successfully culture Strawberry Anther regeneration plants. The most suitable induction medium
was MS+2,4-D 0.2 mg/L+TDZ 1.5 mg/L. The most suitable differentiation medium was MS+2,4-D 0.05 mg/L+TDZ
2.0 mg/L. The most suitable proliferation medium was MS+TDZ 0.5 mg/L+2,4-D 0.1 mg/L.
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草莓（Fragaria ananassa Duch.）生产中多为匍

匐茎繁殖，长期多年繁殖会导致病毒病的加剧，

植株长势变弱，种性退化。大泽胜次等 [1]通过花

药培养获得再生植株为脱毒植株，脱毒率为

100%，认为花药培养可作为脱毒手段，省去病毒

鉴定的程序。宫崎正则等 [2]对草莓花药培养的脱

毒率进行了研究，品种“America”的脱毒率为

50%～81%，品种“Empire”的脱毒率为 100%。因

此，利用花药为试材进行离体培养可作为草莓脱

毒途径之一。同时，利用草莓花药培养获得单倍
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体植株，经染色体加倍形成纯合体，为草莓的遗

传研究提供纯系材料 [3]，因此，草莓花药组织培养

在草莓遗传育种过程中意义十分重要。

陈玉波等 [4]研究发现，花药培养中生长调节物

质的配比及含量对愈伤组织形成影响很大。目

前，我国对于花药培养大多选用 6-BA、NAA、IAA
等激素 [5-6]。噻重氮苯基脲 (Thidiazuron，TDZ)是人

工合成的苯基脲衍生物，是一种新型细胞分裂

素，具有强烈的细胞活性，其活性超过玉米素和

6-BA几倍至几十倍，低浓度下促进细胞增殖效果

明显。2,4-二氯苯氧乙酸（2,4-Dichlorophenoxyace⁃
tic acid，2,4-D）是一种生长素类生长调节剂。

TDZ单独或与 2,4-D或 IBA联合使用对草莓组培

苗再生有效 [7-8]。因此，本试验在前人研究的基础

上，选用 TDZ和 2,4-D激素组合分别对草莓花药

诱导、分化和增殖阶段激素条件进行优化，以期

对草莓花药离体培养途径提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 材料的选择

以适宜天津地区种植草莓品种“枥乙女”花药

为材料，于晴天 9∶00～10∶00在天津农学院校外

实验基地采集花冠未开放刚露白、花萼略长于花

冠、花药微黄且充实的花蕾。低温条件存放，镜

检时选择单核中、晚期花药，以单核靠边期为最

佳。

1.2 方法

1.2.1 低温预处理

取处理好的新鲜草莓花药用自来水冲洗干

净，再用蒸馏水冲洗 2～3次后，放入铺有湿润滤

纸的培养皿，于 4 ℃冰箱中低温预处理 72 h，期间

定期喷水保持滤纸湿润且不会浸泡材料。

1.2.2 材料消毒与接种培养

先将花蕾置于烧杯中，放入洗衣粉，自来水冲

洗 30 min后放入超净工作台，加入无菌水及 1滴
Tween-80摇晃均匀后静置 8～10 min，用 2.5%次

氯酸钠浸泡 15 min，70%酒精浸泡 30 s，无菌水冲洗

3次。接种时用镊子轻轻夹取花药（去除花丝）迅

速接种于诱导培养基上。培养温度为（25±1）℃，

光照时长为 16 h/d，光照强度为 40 μmol/m2·s。
1.2.3 培养基配置

试验选用花药基本培养基为 MS培养基，pH
为 5.8，不同阶段设置不同激素配比，详见表 1。
1.2.4 数据统计与调查

试验用 SPSS 23.0数据分析软件进行差异显

著性分析（P<0.05），每个处理设 3次重复。接种

后放入光照培养箱中培养（组培瓶规格为直径 95
mm，高 140 mm，口径 60 mm）。30 d后统计愈伤组

织数量，观察愈伤组织生长状态。待其诱导出愈

伤组织后转移到分化培养基上培养，30 d后统计

分化成芽数量，测定叶绿素含量。将产生的不定

芽接入增殖培养基，生长 20 d后统计并观察生成

芽数量和生长状态。每个阶段 15 d后均更换一次

培养基。主要测定指标为：诱导率=（产生愈伤组

织的花药数/接种花药数）×100%；分化率=（已分

化的外植体数/接种外植体总数）×100%；增殖系

数=1个周期内形成的有效芽数/接种丛生芽数；

叶绿素含量用紫外分光光度计测定（型号：RER⁃
SEE:TU-1950）。
2 结果与分析

2.1 不同激素种类和配比对草莓花药诱导的影响

不同激素种类和配比对愈伤组织诱导的影响

不同，添加适量浓度的 TDZ和 2,4-D配合使用效

果比添加 6-BA和 NAA组合的总体生长效果好

（表 2）。2,4-D对愈伤组织诱导有促进作用，且浓

度越高，诱导率越高，出愈时间越短。但是所形

成的愈伤组织多数为黄绿色，表面疏松，活性差，

长期培养长势缓慢，仅有少部分可形成愈伤组

织。随着 TDZ浓度的增加，诱导率呈现逐渐升高

表2 不同激素配比对草莓花药诱导的影响

处理

T0
T1
T2
T3
T4
T5
T6

接种花药数量（个）

400
400
400
400
400
400
400

愈伤组织数量（个）

332
298
334
361
387
344
362

出愈时间（d）
25
34
32
28
26
41
26

愈伤组织诱导率（%）
83.00±1.19c
74.50±0.63d
83.50±1.79c
90.25±3.88b
96.75±0.82a
86.00±1.13bc
90.50±0.75b

生长状况

黄绿色、颗粒状

绿色、颗粒状

绿色、颗粒状

绿色、颗粒状

绿色、颗粒状

黄绿色、水渍状

黄绿色、水渍状

表1 不同阶段培养基激素配比 mg/L
培养基类型

诱导培养基

分化培养基

增殖培养基

处理 /激素

T0
T1
T2
T3
T4
T5
T6
M1

M2

M3

M4

M5

M6

C1
C2
C3
C4

6-BA
1.5
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

NAA
0.2
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

TDZ
0
0.5
0.5
1.5
1.5
2.5
2.5
1.0
1.0
1.0
2.0
2.0
2.0
1.0
0.5
0.25
0.25

2,4-D
0
0.1
0.2
0.1
0.2
0.1
0.2
0.05
0.1
0.2
0.05
0.1
0.2
0.1
0.1
0.1
0
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后降低趋势，以 1.5 mg/L为最佳浓度，诱导率最

高。最佳诱导培养基为 MS+2,4-D 0.2 mg/L+TDZ
1.5 mg/L，出愈率最高为 96.75%，长出愈伤组织时

间为 26 d。
2.2 不同激素配比对草莓花药分化的影响

草莓花药分化阶段激素与诱导阶段相比，需

更高比例细胞分裂素 [9]。提高 TDZ浓度的同时降

低 2,4-D浓度对草莓分化有促进作用。由表 3看
出，TDZ在MS培养基中比例越高，分化率越高，但

浓度太高会造成芽生长受抑制，分化率反而降

低。在叶绿素含量方面，M3处理叶绿素含量最高。

因此，最佳分化培养基为MS+2,4-D 0.05 mg/L+TDZ
2.0 mg/L。

表3 不同激素配比对草莓花药分化的影响

处理

M1

M2

M3

M4

M5

M6

接种愈伤组织数量

160
160
160
160
160
160

分化成芽数量（个）

5
11
8
27
19
14

分化率（%）
3.13±0.28f
6.88±0.53d
5.00±0.13e
16.88±0.51a
11.88±0.81b
8.75±0.23c

叶绿素总含量（mg/g）
0.37±0.03b
0.34±0.04b
0.55±0.03a
0.41±0.05b
0.42±0.02ab
0.36±0.06b

表4 不同激素配比对草莓花药增殖的影响

处理

C1
C2
C3
C4

接种不定芽数量（个）

20
20
20
20

产生芽数量（个）

135
91
77
63

增殖系数

6.75±0.26a
5.10±0.89ab
3.85±0.20bc
3.15±0.46b

生长状态

增殖数量多，玻璃化严重，不定芽生长受抑制

增殖数量较多，玻璃化较少，不定芽生长迅速

增殖数量较多，玻璃化少，不定芽生长一般

增殖数量少，无玻璃化，不定芽生长缓慢

2.3 不同激素配比对草莓花药增殖的影响

由表 4可知，处理 C1产生芽数量最多，但玻璃

化现象严重，后期不定芽生长受抑制。为改善增

殖效果，将激素浓度降低，丛生芽生长状况有很

大改善。处理 C2与 C3增殖系数结果无显著差异，

且前者玻璃化现象较少，不定芽生长势好。试验

继续将丛生芽接种到 C4培养基上，无玻璃化现

象，由于激素浓度过低，不定芽生长缓慢，且增殖

系数低。因此，最适宜增殖阶段培养基为 C2培养

基（MS+TDZ 0.5 mg/L+2,4-D 0.1 mg/L）。

3 讨论与结论

激素种类和浓度对草莓花药离体组织培养有

重要影响。在离体组织培养过程中，细胞分裂素

有利于花芽形成，生长素有利于根的形成，不同

阶段所需激素浓度不同，通过改变二者的比例以达

到最适宜花药离体培养条件 [3]。目前，TDZ在多种

草本植物和木本植物中得到了广泛的应用。2,4-D
在草莓花药愈伤组织诱导、不定芽再生和增殖过

程中起关键作用，以诱导花药愈伤组织形成的效

果最好 [8]。

王敬东等 [6]研究表明，TDZ和 NAA组合不能

诱导出愈伤组织，可能与激素的浓度、配比以及

外植体有关。Roberto Cappelletti[9]在试验中添加

TDZ 0.5 mg/L+2,4-D 0.02 mg/L的培养基中，成功获

得了草莓叶片愈伤组织。本试验选用 TDZ和 2,4-D
组合，成功对草莓花药再生体系进行了优化，且

在诱导阶段与 6-BA和 NAA组合相比，MS+2,4-D

0.2 mg/L+TDZ 1.5 mg/L诱导率明显优于 6-BA和
NAA，达到 96.75%，出愈伤组织的时间缩短到 26
d，愈伤组织状态活性高，生长势旺盛。观察发现

在培养 35 d时，对照激素组合没有分化出不定

芽，处理激素组合已经出现不定芽分化现象，诱

导效果非常明显。由于所用激素浓度以及外植体

种类不同，所用最佳培养基条件有很大差异，激素的

种类和浓度是影响外植体器官发生的重要因素。

赵永钦等 [3]研究表明，要获得草莓较高的愈伤

诱导率和分化率无论是生长素还是细胞分裂素都

应维持在较高的水平，愈伤诱导阶段需要较高浓

度的生长素，而分化阶段则需要在较高细胞分裂

素的条件下进行。有研究结果表明 [10-14]，在愈伤

组织分化阶段细胞分裂素的浓度更高。本试验愈

伤组织分化阶段，随着细胞分裂素 TDZ浓度的升

高以及 2,4-D浓度不变或略降低，TDZ所占比例

加大，分化率则变大，当 TDZ所占比例达到一定

程度，分化率反而下降，这可能（下 转 第 131 页）
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（上接第 75 页）与不同花药基因型自身的分化能力

以及愈伤组织本身内源细胞分裂素水平较低或生

长素浓度较高有关。不定芽增殖阶段，生长素和

细胞分裂素越高，增殖系数越大，产生芽数越多，

此结果与前人研究规律一致 [15-21]。但高浓度激素

条件下，丛生芽普遍出现玻璃化现象严重，生长

受到抑制。综合考虑，TDZ和 2,4-D浓度应在一

定范围内。

通过对草莓花药离体组织培养试验研究，结

果表明：TDZ和 2,4-D组合可成功建立草莓花药

离体再生体系。在本试验所设处理中，最适宜诱

导培养基为 MS+2,4-D 0.2 mg/L+TDZ 1.5 mg/L，最
适宜分化培养基为 MS+2,4-D 0.05 mg/L+TDZ 2.0
mg/L，最适宜增殖阶段培养基为MS+TDZ 0.5 mg/L+
2,4-D 0.1 mg/L。本试验结果为草莓花药单倍体

育种研究工作提供了理论依据。
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