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喀什哈尔葡萄组织培养及再生体系的建立 

王起才，马 纪，张富春 
(新疆大学生命科学与技术学院分子生物学重点实验室，新疆生物资源基因工程重点实验室，鸟鲁木齐 830046) 

摘 要：以喀什哈尔葡萄单芽茎段为材料 ，进行了离体组织培养并以实验获得的喀什哈尔葡萄组培苗进行了 

外植体器官直接再生研究。结果表明：喀什哈尔葡萄单芽茎段最适初始培养基是：Ms+6一BA 1．0 ms／L+ 

NAA 0．01 mg／L，侧芽萌芽率达100％；最适继代培养基是：Ms+KT 0．1 m#L+IBA 0．4 me／L，同时伸长生长与 

生根生长，生根率达 100％。探讨了喀什哈尔葡萄器官再生的影响因素，并以叶片为试材，建立了植株再生体 

系。叶片不定芽再生的最佳培养基是Ms+6一队 2．0 n L+IBA0．2 m#L，再生率为 14．3％；最佳生根培养 

基是 Ms+KT0．1 m#L+IBA0．4m#L，生根效果良好 ，生根率为 92％。 
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Tissue Culture and Establishment of Regeneration System of Kashihare Gi-ape 
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lay Laboratory ofBiolo~ t Resources and Genetic Engineering-Urumqi 830046-Ch／na) 

Abstract：In this study-an efficient system of shoot regeneration has been established use of leaves 

of Kashilmm grape．The results showed that the best auxiliary bud germination medium is MS+6一BA 1．0 m#L 

+NAA 0．01 mg／L。with the germination rate of 100％．The best subculture medium is MS+KT 0．1 m#L+IBA 

0．4 ms／L．The auxiliary bu d germination and the root growth took place at almost the salne time in subculture 

medium -and root rate was up to 100％ ．The type of the basic medium -the part of explants-the influence of plant 

growth regulators were investigated in inducing adventitious bu d．Th e results indicated that the highest regenerating 

rate of adventitious buds were obtained when leaf explants were incubated on MS+6一BA 2 mg／L+IBA O．2 ms／ 

L + Sucrose 25 g／L．Th e medium  MS+KT 0．1 mg／L+IBA 0．4 mg／L+Sucrose 20 g／L was the best for roots 

inducing-with an average inducing rate of 92％ ． 
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葡萄是最早进行组织培养工作的果树之一。早在 1961年 Galzy就已成功地进行了葡萄茎尖组织培 

养工作。随着生物技术的发展，葡萄基因工程研究的需要，近些年来，葡萄的再生体系建立工作取得了 

较大的进展，国内外许多研究者Ehsabeth Clog等⋯、周鹏等[ 、李云等[引、陶建敏等[ ]分别利用葡萄的叶 

片、叶柄等外植体，通过器官发生途径获得了再生植株；Luci Martinelli等 J、Reusfle G．等 J、Zhu Y M 

等[ 、lunkhe C K．等[8]分别利用葡萄的叶片、叶柄等外植体及原生质体，通过体胚发生途径获得了再生 

植株。但由于葡萄基因型之间的差异，不同研究者之间所用的品种类型获得的再生体系往往有很大差 

异，这就限制了利用葡萄再生体系从事葡萄遗传转化的进程。 

喀什哈尔葡萄(Vitis Vinfera L．)有绿、白两种，实验所选材料为绿喀什哈尔。该品种生长势中等，较 

中熟，果形美观，风味极佳，为新疆优良鲜食品种。但该品种抗逆性较差，抗寒抗旱力弱，果实不耐储运， 

限制了它的大面积推广。常规育种方式进行葡萄品种改良，往往周期较长，基因工程技术的应用为该品 

种改良工作提供了新的思路，在进行转基因工作中首要的一步就是要建立再生体系。只有建立高效的 

再生体系，才有可能促进分子育种的发展，改良现有性状。 
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1 材料与方法 

1．1 材 料 

实验用材料为新疆大学院内种植的绿喀什哈尔葡萄。 

1．2 方 法 

1．2．1 外植体无菌培养体系的建立 

春季清晨从田间(新疆大学家属院内)剪取带腋芽的喀什哈尔葡萄较壮的半木质嫩茎，且叶腋芽不 

能展开，以刚露出一点头为准，剪取后立即拿入室内。在 自来水下反复冲洗，除去病虫枝、残伤枝，将嫩 

枝剪除幼叶，取前 1 3节，剪成 3 cm左右带单芽的茎段。先用洗衣粉水轻轻刷洗表面，流水冲洗 1—2 

h。转入超净工作台中用 70％乙醇浸泡处理 30 S，无菌水冲洗 1遍后，用0．1％升汞表面灭菌3 8 min， 

无菌蒸馏水彻底冲洗残留的升汞，将茎段两端各切去0．5 cm左右，将余下部分接种(扦插)至初代培养 

基 Ms+6一BA 0 2．0 mg／L+NAA 0 O．01 mg／L+蔗糖 3O L+0．7％琼脂的条件下培养。初代培养 

15 d后腋芽萌发已产生嫩茎，当幼茎伸长至 4 cm左右在无菌条件下将其剪成有单芽生长点的茎段，接 

种(扦插)至不同处理的继代培养基中于 16 h光照(温度 26℃，光强 2 000 lx以上)／8 h暗光(温度22℃)， 

相对湿度 60％的条件下继代培养获得无菌组培苗。 

1．2．2 诱导不定芽基本培养基与外植体的确定 

选用 Ms、N№ 基本培养基分别 +6一BA 2．0 mg／L+IBA O．2 mg／L+蔗糖 25 g／L，pH 5．8；使用以上 

获得的无菌组培苗叶片、茎段为材料，筛选最佳基本培养基和外植体，40 d后统计不定芽的发生率。 

1．2．3 6一BA与 IBA不同浓度的组配筛选 

以无菌组培苗的叶片为外植体，以 MS为基本培养基，附加不同浓度的6一BA及 IBA，16 h光照(温 

度 26℃，光强 2 000 k以上)／8 h暗光(温度 22℃)，相对湿度 60％培养，接种后定期调查每处理再生的外 

植体数及每个外植体产生的芽数，40 d后统计再生频率及每个外植体平均形成的芽数，计算公式为：再 

生频率=再生外植体数／接种外植体数 ×100％。 

1．2．4 生根培养 

将产生的不定芽切割成单个芽体，转接到 Ms+KT 0．1 mg／L+IBA O．4 mg／L+蔗糖 20 g／L(pH 5．8) 

的培养基上生根培养。 

2 结果与分析 

2．1 无菌体系的建立 

2．1．1 初代培养基的筛选 

用 MS为基本培养基附加不同浓度的6一BA和NAA对外植体初代培养 10 d左右，即可发现有侧芽 

萌发。第 20 d观察，在 MS起始培养基上生长的单芽茎段基部产生较多的白色粉状愈伤，且茎段不能出 

芽死亡。加有 6一BA 1．0和2．0 mg／L的起始培养基，生长情况较好，其中以在 6一BA 1．0 mg／L+NAA 

0．01 mg／L中生长的芽最为健壮，侧芽萌芽率为 100％。因此认为 Ms+6一BA 1．0 mg／L+NAA 0．01 mg／ 

L培养基是喀什哈尔葡萄启动分化的最适培养基。表 1 

表 1 不同生长激素配比对腋芽萌发的影响 

Table 1 Effect of different growth regulators on the germination of axinary bnd 

2．1．2 继代培养基的确定 

当腋芽萌发出的嫩茎长度为4 cm左右，将其切成带有腋芽的小段，观察发现以Ms+6一BA 1．0 mg／ 

L+NAA O．01 mg／L继代培养基发现不能使小茎段正常生长，小茎段生长停滞，20 d左右枯萎死亡。若 

以Ms为基本培养基配以一定浓度的1BA(O．1—1 rag／L)为继代培养基时均能使幼嫩茎段伸长生长且同 
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时生根生长。但当 IBA浓度达到 2 ll1g／L以上时则抑制小茎段生根和芽的进一步伸长。小茎段在 MS+ 

KT0．1 l L+IBA 0．4 l L培养基中生长最快，且萌发侧根数量和长度最为理想，苗形态正常，生长健 

壮，生根率可达100％，单独使用Ms+0．4 Il L IBA也可使生根率达到100％，但生长速度慢于前者。继 

代生长前期幼茎腋芽生长缓慢，在未形成根之前几乎不见腋芽萌发，但在 15 d左右再生根长达到0．5 

cm后生长迅速，再 10 d左右就可长成长 5 cm的小植株。表 2 

表2 不同生长激素配比的继代培养 

Table 2 Effect of different growth regulators on subodture 

o(o／6o) 

2o(6／6o) 

o(o／6o) 

o(o／6o) 

o(o／6o) 

48．1(26／60) 

67．8(~／6o) 

ioo(6o／6o) 

33．3(~o／6o) 

53．3(32，60) 

ioo(6o／6o) 

16．70(io／6o) 

6．6(4／60) 

33．33(io／3o) 

53．3(16／3O) 

too(30，3O) 

16．7(5／3o) 

6．6(2／3o) 

2．2 再生体系的建立 

2．2．I 叶片和茎段接种后的形态变化及不定芽的形成 

将叶片接种于 MS+6一BA+IBA的不定芽再生培养基上，培养 10 d左右，叶片开始明显卷曲、膨 

大，从叶片及茎段的割伤处开始形成嫩绿色或白色的颗粒状愈伤组织。继续培养至3周左右，在叶脉剪 

伤处开始形成“变形小叶”，其中大多数“变形小叶”不能生长成为不定芽，只有少数部分“变形小叶”可陆 

续伸长生长为正常的不定芽。茎段接种后 10 d左右，茎段的两端变粗膨大，由茎段的割伤处开始形成 

绿色愈伤组织，继续培养至 3周左右，在茎段周缘愈伤组织处形成不定芽。图 I 

2．2．2 基本培养基与选材部位对再生的影响 

Ms基本培养基+6一BA 2．0 ll L+IBA 0．2 Il L可以使喀什哈尔葡萄的叶片和茎段直接产生不 

定芽，其中叶片直接产生不定芽为 14．3％ 、茎段为 II．8％，叶片再生频率高于茎段；在 NNe基本培养基 

+6一BA 2．0 ll L+IBA 0．2 mg／L中，均未有叶片与茎段产生不定芽，但它们与 MS基本培养基一样有 

较高的愈伤组织产生率。由此，可以确定喀什哈尔葡萄直接再生不定芽以MS为基本培养基，选材叶片 

为好。表 3 

表 3 基本培养基对喀什哈尔叶片和茎段产生不定芽的影响 

Table 3 Effect of different basic medium On the inducing adventitious bud from leaves and stems 

， 2 1  2 4 1  2 4  1  2 4  1 2 4  0  ● 2  ● 2  

0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  
0  

0  1  1  1  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  

0  0  0  0  0  0  0  0  0  0  

● 2 3 4 5 6 7 8 9 m n M " 憾 
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2．2．3 不同浓度 6一BA、IBA配比对叶片再生影响 

试验以MS为基本培养基，设立了 18个不同的组配对培养基中的 6一BA和 IBA浓度进行研究。在 

6一BA 1 m L和 IBA 0．1 L的处理中，叶片产生了不定芽，不定芽产生率为 4．2％；在 6一BA 2 mg／L 

与 IBA 0．1，0．2 mg／L的组合处理也产生了不定芽，其中6一BA 2 L与 IBA 0．2 r／L处理叶片直接产 

生的不定芽率最高，达到了14．3％；在6一BA 5 L与IBA的各处理中均没有不定芽的产生，愈伤组织 

的产生率较低，同时愈伤组织的褐化现象也很严重。表4 

表4 不同浓度的6一BA和 IBA组配对叶片不定芽再生及愈伤组织的影响 

Table 4 Effect of 6一BA／IBA on the callus and the adventitious bug regeneration from leaves 

2．3 生根培养 

将叶片、茎段上产生的不定芽，继代培养，在不定芽长到 1～2 cm时，切割成单芽体转接到 MS+KT 

0．1 mg／L+IBA O．4 L上，15 d左右 92％的不定芽单芽可以正常生根，生根效果良好，30 d可以长成 

完整的植株。图 2 

图 1 喀什哈尔葡萄叶片再生的不定芽 

．1 Adventitious bud from kashihare grape leaves 

3 结论与讨论 

图2 不定芽生根 

．2 Root regeneration of adventitious bud 

3．1 实验首次报道由田问喀什哈尔葡萄获得组培苗，并且使用组培苗叶片及不带芽茎段再生出了小植 

株。在试验中发现喀什哈尔葡萄单芽茎段初代培养的成活受到材料的幼嫩程度、消毒的影响较大。采 

用生长中的近副梢的嫩茎段，此处茎段细胞分裂旺盛、生长势旺，容易成活。材料消毒使用 0．1％升汞 3 

～ 8 rain为益，消毒时间过短过长都不利于单芽茎段的再生。升汞消毒时间过长，污染率低，但褐化现象 

严重；而消毒时间过短，尽管褐化降低．但污染率较高 。在继代培养中，培养基中细胞分裂素 6一BA 
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的添加不利于喀什哈尔葡萄植株的形成，适当浓度的IBA是继代培养成功的关键因素。 

3．2 基本培养基的种类是再生的一个影响因素。在喀什哈尔葡萄基本培养基的筛选中，选用 Ms基本 

培养基附加一定浓度的6一BA和IBA可以使叶片和茎段产生不定芽，权冬玲等[10]对红地球葡萄进行再 

生有相类似结果；在实验中N№基本培养基附加6一BA和 IBA不能使叶片和茎段产生不定芽，这一结 

果与李云、权冬玲使用 NN69基本培养基可以诱导红地球葡萄叶片再生不定芽结果不同，表明在葡萄器 

官再生途径中最适基本培养基的选择随葡萄栽培品种不同而不同。实验中这两种基本培养基中均可诱 

导出愈伤组织，其中MS培养基诱导产生的量高于 ，并且基本培养基其无机盐浓度高于 M ，说 

明高浓度无机盐有利于喀什哈尔葡萄愈伤组织的产生。 

3．3 植物激素是影响植株再生的另一个关键因素。实验结果表明喀什哈尔葡萄叶片在不同的激素组 

合条件下，再生能力不同。过高或过低IBA的浓度均不能使喀什哈尔葡萄由叶片直接产生不定芽。在 

中低浓度的6一BA(1 ms／L)配合中浓度的IBA(0．1 0．2 ms／L)能够诱导喀什哈尔葡萄叶片直接产生不 

定芽。 
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