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摘 要：以斯巴坦蓝莓试管苗叶片为试材，WPM为基本培养基，研究细胞分裂素 ZT、TDZ与生长素 IBA、NAA的激素组合

及暗培养时间对其叶片离体再生体系建立的影响。试验结果表明，当 TDZ为 0.02 mg/L、IBA为 0.3 mg/L时，诱导产生平均

芽数为 4.61，在所有处理中最高，且分化芽时间快，芽丛密度大；暗培养 20 d的愈伤组织诱导率最高为 100%，且愈伤组织

体积最大。综合分析得出，较适宜斯巴坦蓝莓叶片分化的培养基为WPM+TDZ 0.02 mg/L+IBA 0.3 mg/L，适宜斯巴坦蓝莓

叶片愈伤组织诱导的暗培养时间为 20 d。
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Study on in vitro Regeneration of Blueberry Leaves from "Spartan"
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Abstract：The effects of the hormone combination of cytokinin ZT, TDZ, auxin IBA, NAA and dark culture time on
the establishment of regeneration system of in vitro leaves of "Spartan" blueberry were studied. The results showed
that when TDZ was 0.02 mg/L and IBA was 0.3 mg/L, the average number of buds induced was 4.61, which was the
highest in all treatments, and the time of bud differentiation was fast, and the density of bud cluster was large; the
highest callus induction rate was 100% in dark culture for 20 d, and the largest callus. Comprehensive analysis
showed that the suitable medium for leaf differentiation of "Spartan" blueberry was WPM + TDZ 0.02 mg/L + IBA
0.3 mg/L, and the suitable dark culture time for leaf callus induction of "Spartan" blueberry was 20 d.
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越橘属于杜鹃花科越橘属植物 ,为灌木小浆

果果树 [1]。世界范围 400余种，我国约 91种 [2]。我

国长白山区浆果资源种类十分丰富，有野生蓝莓

0.5万 t[3-4]。蓝莓口感酸甜，果香诱人，除鲜食外，

还用于果汁加工 [5]。蓝莓果中含有花色素苷、黄

酮等多种多酚类生理活性成分，联合国粮农组织

将蓝莓列为人类五大健康食品之一 [6-7]。蓝莓主

要分为高丛蓝莓（又有北高丛蓝莓和蓝高丛蓝莓

之分）、矮丛蓝莓和兔眼蓝莓三大类型，北高丛类

型蓝莓平均单果粒重量较大 [8] ，品质好，其中斯

巴坦是北高丛蓝莓主要栽培品种之一。用叶片进

收稿日期：2019-11-22
基金项目：天津农学院研究生培养质量提升项目（2017YPY006）；

天津市科技计划项目（17ZXBFNC00210）
作者简介：叶 霞 (1995-)，女 ,在读硕士，主要从事植物组织培养

与果树生产技术研究。

通讯作者：孙世海，男，硕士，教授，E-mail: sunshihai1980@sina.
com

行再生繁殖，具有取材方便、操作简洁、节约材

料、对植株和环境影响少等优点，研究较多的外

植体类型是子叶和下胚轴 [9]，认为子叶和下胚轴

的再生能力最好。相对于子叶和下胚轴，叶片作

为遗传转化的外植体有其优势所在，如叶片材料

的获得较容易，有利于遗传转化重复进行 [10]，对科

研和生产均具有重要价值和意义 [11]，建立高效的

离体叶片培养再生体系，有利于植物的离体快

繁。为此，本试验利用组织培养的方法，对斯巴

坦蓝莓叶片培养、植物生长调节剂的组合等 [12]方

面进行研究，旨在为蓝莓分子生物学等研究提供

理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

以天津农学院植物组织培养室内继代 4次的

斯巴坦蓝莓试管苗叶片为试验材料，于 2019年 3
月在天津农学院耕稼楼组培实验室展开。
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1.2 方法

将蓝莓试管苗的叶片剪下，横切主脉 2~3刀
形成伤口，以叶片背部接触培养基，接种在 20种
培养基中（表 1），附加蔗糖 20 g/L，琼脂 8 g/L。经

过 20 d 暗处理后移到光下培养，培养温度为

25 ℃，光照时间 12 h/d。每个处理接种 5瓶，每瓶

接种 4个叶片，重复 3次，45 d后统计愈伤组织分

化率和平均再生芽数。愈伤组织分化率=（分化

叶片外植体数/接种叶片外植体数）×100%；平均

再生芽数=（总出芽数/出芽外植体数）×100%。
暗处理时间筛选试验是将蓝莓试管苗叶片按

照上述方法形成伤口后，接种在WPM+1 mg/L ZT
培养基中，暗处理时间分别为 0、10、15、20 d。琼

脂和蔗糖用量、培养条件及统计方法同上。

采用 Excel 2010和 SPSS 17.0统计软件对数据

进行分析处理。

2 结果与分析

2.1 细胞分裂素种类及浓度对斯巴坦蓝莓叶片

分化的影响

由表 2可知，处理 1至处理 5叶片只产生愈伤

组织，不分化芽，IBA为 0.3 mg/L，ZT浓度较低时，

愈伤组织诱导率较高，处理 4愈伤组织诱导率最
高，达到 91.67%，且愈伤组织为淡绿色，愈伤组织

团块大，褐化率低；继续提高 ZT浓度，愈伤组织诱

表2 不同植物生长调节剂组合对斯巴坦蓝莓叶片培养的影响

处理

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
注：每个处理接种 60片叶，同列不同小写字母表示差异显著 (P<0.05），下同

愈伤组织诱导率（%）
66.67abcd
62.50bcde
58.33bcde
91.67ab
33.33def
33.33def
33.33def
16.67f
37.50cdef
20.83f
83.33ab
81.33ab
79.17ab
79.17ab
70.83abc
29.17ef
37.50cdef
66.67abcd
100a
20.83e

平均出芽数（个）

0.00c
0.00c
0.0c
0.00c
0.00c
4.61a
1.67abc
1.0bc
0.33c
0.83bc
0.00c
0.00c
0.00c
0.00c
0.00c
3.56ab
2.00abc
1.33bc
2.44abc
0.67bc

愈伤组织诱导状态

愈伤组织量小，愈伤组织白色晶体，少部分褐化

叶片卷曲拱起，愈伤组织量小，愈伤组织淡黄色

叶片拱起，淡绿色愈伤组织，愈伤组织状态良好

叶片卷曲拱起，淡绿色愈伤组织，表面轻微褐化

愈伤组织量小，叶片卷曲，愈伤组织绿色

愈伤组织量大，绿色，愈伤组织表面长出大量芽丛

愈伤组织量小，绿色，叶片表面有许多芽点

愈伤组织量小，绿色，愈伤组织中度褐化

愈伤组织表面有芽点，愈伤组织褐化严重

愈伤组织量小，愈伤组织表面有很多芽点

叶片卷曲，愈伤组织量小，愈伤组织淡绿色

叶片卷曲，愈伤组织量小，愈伤组织绿色

叶片卷曲，愈伤组织量小，愈伤组织淡绿色

叶片卷曲，愈伤组织量小，愈伤组织淡绿色

叶片拱起，愈伤组织量小，愈伤组织黄绿色

叶片绿色，直接在叶片表面出芽

叶片拱起，表面有大量凸起的芽点，部分出芽

愈伤组织量大，绿色，产生大量芽丛

愈伤组织量大，绿色，产生大量芽丛

愈伤组织量大，愈伤组织黄褐色，愈伤组织褐化严重

表1 斯巴坦蓝莓叶片离体再生形成不定芽的配方 mg/L
处理

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

TDZ
0
0
0
0
0
0.02
0.05
0.1
0.5
1
0
0
0
0
0
0.02
0.05
0.1
0.5
1

ZT
0.2
0.5
1
2
3
0
0
0
0
0
0.2
0.5
1
2
3
0
0
0
0
0

IBA
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

NAA
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
0.3
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导率迅速下降。可以看出 ZT可以诱导蓝莓叶片

形成大量愈伤组织，NAA有抑制 ZT的作用。处理

6至处理 10，愈伤组织诱导率很低，且愈伤组织团

块小，处理 6平均出芽数最高，为 4.61，光培养 10
d后愈伤组织表面产生浓密的芽点，光培养 15 d
后愈伤表面长出绿色小芽，此时必须转接到新培

养基进行分化培养，否则失去营养导致褐化死

亡。处理 16至处理 20，随着 TDZ浓度增大，平均

出芽数减少，其中处理 16和处理 17诱导叶片不经

过明显的愈伤组织形成过程直接出芽，说明低浓度

的 TDZ可诱导叶片直接出芽。

2.2 暗处理时间对斯巴坦蓝莓试管苗叶片培养

的影响

由表 3可知，斯巴坦蓝莓叶片愈伤组织诱导

率随暗培养时间增加而增大，20 d 为最佳，达

100%，愈伤组织量最大，说明暗培养是斯巴坦蓝

莓叶片愈伤组织诱导过程中极为重要的因素。

表 3 暗处理时间对蓝莓叶片培养的影响

暗培养

天数（d）
0
7
10
20

愈伤组织

诱导率（%）
58.33c
91.65ab
91.65ab
100a

愈伤诱导状态

愈伤组织为黄色，愈伤组织量小

愈伤组织为黄绿色，愈伤组织量大

愈伤组织为黄绿色，愈伤组织量大

愈伤组织为淡绿色，愈伤组织量大

3 讨论与结论

本试验结果表明，ZT与 NAA和 IBA的激素组

合中，培养的叶片只产生愈伤组织，没有分化芽，

TDZ与 IBA的激素组合中，产生愈伤组织并分化

出大量不定芽，TDZ和 NAA的激素组合中处理产

生大量愈伤组织，且表面有大量芽点突起，分化

出芽的时间较长。可以看出 TDZ较 ZT对芽分化

有更强的诱导作用，在较低浓度下就能诱导叶片

产生大量不定芽。在培养基中仅添加 0.9 µmol/L
TDZ，2种蓝浆果叶片的不定芽再生率可达 75%，
TDZ浓度低于本试验所设置的 TDZ最低浓度 [13]。

在蓝莓品种“蓝丰”叶片再生体系中，1 µmol/L
TDZ的诱导效果是 20 µmol/L ZT的 3倍，低浓度

TDZ就能表现出极强的诱导作用 [14]。本研究中，

处理 6培养基的 TDZ浓度为 0.02 mg/L，叶片平均

不定芽数最高为 4.61。综上所述，TDZ对叶片不

定芽的诱导效果优于 ZT，在WPM+0.02 mg/L TDZ+
0.3 mg/L IBA的培养基中，斯巴坦蓝莓叶片平均不

定芽数最高，为 4.61。因此培养基中细胞分裂素

与生长素的种类选择和浓度配比是影响斯巴坦蓝

莓叶片不定芽再生的主要因素。

适当暗培养处理对叶片再生有显著促进作

用[15-18]。但暗培养时间不宜过长，否则愈伤组织褐

化严重将抑制芽的再生，不定芽的再生率会大幅度

下降。本研究发现适合斯巴坦蓝莓叶片再生的最佳

暗培养时间为 20 d。由于暗培养的作用比较复杂，

其对再生诱导的作用机理尚需进一步研究。
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