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宁夏三个葡萄品种高效再生体系的建立
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　　摘　要：以宁夏葡萄产业中大量种植的３个葡萄品种为试材建立再生体系。采用花药、茎尖
进行愈伤组织诱导，比较了３种葡萄用花药、茎尖培养诱导愈伤组织形成、分化、生根的必须培养
条件，获得不定芽分化再生植株。结果表明：葡萄花药愈伤组织形成胚性愈伤组织的能力很低，
几乎不能分化成苗；而茎尖愈伤组织形成胚性愈伤组织的能力很高，分化成苗率极高，达１００％。

Ｂ５培养基诱导宁夏葡萄茎尖愈伤组织和分化丛生效果最好；ＫＴ有利于愈伤组织分化；茎尖浓度
以０．８～１．０ｃｍ最好。
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　　葡萄组织培养不仅能加快优良品种的繁殖和推广
速度，而且为发展脱毒植株开辟了新的途径。关于葡
萄植物组织培养方面已有大量的文献报道［１－２］，曾建国
等［３］以“巨峰”葡萄的带芽茎段为外植体，进行快繁育
苗。吴伟民等［４］以‘宿晓’红葡萄单芽茎段为外植体进
行离体培养。张爱华等［５］利用茎尖培养获得新疆“紫
香无核”葡萄脱毒苗。
目前，茎尖组织培养是植物组织培养的常规技术，

已被广泛应用［６］。９０％的葡萄植株再生都是通过愈伤
组织间接再生的［７］。廖文雪等［８］以刺葡萄叶片为材料
诱导出愈伤组织，但愈伤组织未能分化出芽，只分化出
了不定根。陈莉等［６］以玉米茎尖分生组织为材料进行
了诱导胚性愈伤组织的研究。
我国从１９７９年开始葡萄组织培养研究，为葡萄脱

毒植株的培养奠定了基础。该研究是在前人工作的基
础上，以宁夏葡萄产业中大量种植的３个葡萄品种为
材料，对组织培养外植体选择、培养基及植物生长调节
剂等关键技术进行更深入研究，建立茎尖愈伤组织培
养葡萄再生植株技术体系，为宁夏葡萄建立无性繁殖
体系及获得脱毒苗提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试材料为宁夏主栽葡萄品种“霞多丽”（干白）、

“赤霞珠”（干红）、“红地球”（鲜食），２００９年５月３１日
采自宁夏农林科学院芦花台园林场，放４℃冰箱保存、
备用。
１．２　试验方法
１．２．１　葡萄花药愈伤组织的诱导　取葡萄小孢子四
分体期到单核期的花药进行接种。取回的花蕾放入
４℃冰箱预处理５～８ｄ。花蕾用７５％的酒精浸泡１０ｓ，
０．１％升汞消毒８ｍｉｎ，无菌水冲洗３～５遍后，取不同
部位的小花，剥离花药，接种于不同植物生长调节剂组
合的诱导培养基中。培养温度（２６±１）℃，暗培养，待
愈伤组织长出后，转到２　０００ｌｘ下进行光培养，光
照１４ｈ／ｄ。
１．２．２　葡萄茎尖愈伤组织的诱导　将葡萄茎尖用
７５％酒精浸泡１５ｓ，０．１％升汞消毒１２ｍｉｎ，无菌水冲
洗３～５遍后，在解剖镜下剥离掉幼叶，切取０．８～
１．０ｍｍ的茎尖分生组织接种于不同植物生长调节剂
组合的诱导培养基中进行培养。光照培养８ｈ／ｄ，光照
强度２　０００ｌｘ，培养温度（２６±１）℃。
１．２．３　愈伤组织分化培养　愈伤组织长到２～３ｍｍ
大时，选择颗粒状愈伤转到分化培养基中进行分化培
养。２０ｄ左右分化出丛生芽，待其长至１～２ｃｍ时，接
种于不同植物生长调节剂组合的培养基中进行增殖培

养。培养温度（２５±１）℃，光照强度２　０００ｌｘ，光
照１４ｈ／ｄ。
１．２．４　生根培养　待再生植株高３～４ｃｍ时，选取健
壮植株切取１．５ｃｍ左右的带顶芽茎段作外植体，接种
于不同生长素的１／２ＭＳ培养基中进行生根培养，培养
温度（２５±１）℃，光照强度２　０００ｌｘ，光照１４ｈ／ｄ。
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１．３　数据分析
结实率用ＤＰＳ数据处理系统进行处理，差异显著

性分析采用Ｄｕｎｃａｎ，ｓ新复极差法，显著水平为０．０５。
花药愈伤组织诱导率＝愈组数／花药数；茎尖愈伤组织
诱导率＝愈组数／茎尖数；分化率＝丛生芽数／愈组数。

２　结果与分析
２．１　不同培养基对葡萄花药诱导愈伤组织的影响
花药经诱导培养３０ｄ左右产生愈伤组织，从形态

上根据色泽和质地可分为３类：第１类：糊状（图１，
Ａ），非胚性愈伤组织（Ｎｏｎ－ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ　ｃａｌｌｕｓ，ＮＥＣ），
稍有黄色或清白色，均匀铺展，质地松软，无定形；第２
类：粉状（图１，Ｂ），非胚性愈伤组织，粉白色或杂色，结
构疏松，亦无定形。第３类：颗粒状（图２，Ａ、Ｂ），胚性

愈伤组织（Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ　Ｃａｌｌｕｓ，ＥＣ）。质地紧密，生长
缓慢；“霞多丽”、“赤霞珠”花药愈伤组织８３％为ＮＥＣ，
１７％为ＥＣ，但生长过程中逐渐褐化。“红地球”愈伤组
织４６％为ＥＣ（表１）。
以葡萄花药为外植体，在添加不同植物生长调节

剂的 ＭＳ、Ｂ５、ＧＳ　３种培养基上分别进行愈伤组织诱
导。通过方差分析可知，培养基间、品种间差异显著。
其中ＧＳ培养效果最好，诱导出的愈伤组织颗粒状多
于Ｂ５和 ＭＳ培养基。不同植物生长调剂对愈伤组织
的诱导影响很大，６－ＢＡ诱导效果比 ＫＴ好，在添加
６－ＢＡ培养基中诱导出的ＥＣ较多。添加ＴＤＺ的３种
培养基均未诱导出愈伤组织。“红地球”的诱导率高于
“霞多丽”、“赤霞珠”（表１）。

　　表１ 不同培养基对葡萄花药诱导愈伤组织影响

编号 培养基
植物生长调节剂／ｍｇ·Ｌ－１ 花药数／枚 愈组数／块及形态 诱导率／％

ＴＤＺ　 ６－ＢＡ　 ＫＴ　 ２，４－Ｄ　 ＮＡＡ “霞多丽”“赤霞珠”“红地球”“霞多丽”“赤霞珠”“红地球”“霞多丽”“赤霞珠”“红地球”

１ ＭＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 １００　 １００　 １００　 ０　 ０　 ０　 ０ｇ　 ０ｆ ０ｆ

２ ＭＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 １００　 １００　 １００　 ２６＊◤ １２＊◤ ３７■＊ ２６ｅ １２ｅ ３７ｄ

３ ＭＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 １００　 １００　 １００　 １３＊◤ １３＊ ２２＊ １３ｆ １３ｅ ２２ｅ

４ Ｂ５　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 １００　 １００　 １００　 ０　 ０　 ０　 ０ｇ　 ０ｆ ０ｆ

５ Ｂ５　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 １００　 １００　 １００　 ６３◤ ７４＊ ８６■＊ ６３ｃ ７４ｃ ８６ｂ

６ Ｂ５　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 １００　 １００　 １００　 ５４◤ ３２＊ ◤ ８０■＊ ５４ｄ ３２ｄ ８０ｃ

７ ＧＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 １００　 １００　 １００　 ０　 ０　 ０　 ０ｇ　 ０ｆ ０ｆ

８ ＧＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 １００　 １００　 １００　 ８１■ ＊◤ ８２■ ◤＊ ８５■ ◤ ８１ａ ８２ａ ８５ｂ

９ ＧＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 １００　 １００　 １００　 ６７■ ◤ ７９■ ◤ ８８■＊◤ ６７ｂ ７９ｂ ８８ａ

注：＊：第１类愈伤组织（非胚性愈伤组织）；◤：第２类愈伤组织（非胚性愈伤组织）；■：第３类愈伤组织（胚性愈伤组织）。不同小写字母表示在０．０５
水平上差异显著，下同。

２．２　不同培养基对葡萄茎尖诱导愈伤组织的影响
以葡萄茎尖为外植体，在添加不同植物生长调节

剂的 ＭＳ、Ｂ５、ＧＳ　３种培养基上分别进行愈伤组织诱
导。通过方差分析可知，培养基间、品种间差异显著。
诱导培养１０ｄ后，３个品种在Ｂ５培养基中诱导效果最
好，在添加 ＫＴ　２．０ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．０５ｍｇ／Ｌ的６号Ｂ５培养基中诱导率高达１００％。与

６号培养基同样的植物生长调节剂配比在９号ＧＳ基
本培养基中也表现出高诱导率的优势，但在 ＭＳ培养
基中３个品种均未诱导出愈伤组织。其中，“霞多丽”、
“红地球”２个品种在６号培养基中诱导率都达到
１００％，“赤霞珠”仅为８５％。“霞多丽”在９号培养基中
诱导率最高为９０％，“红地球”为８５％，“赤霞珠”为
７５％（表２）。

　　表２ 不同培养基对葡萄茎尖诱导愈伤组织的影响

编号 培养基
植物生长调节剂／ｍｇ·Ｌ－１ 茎尖数／个 愈组数／块 诱导率／％

ＴＤＺ　 ６－ＢＡ　 ＫＴ　 ２，４－Ｄ　 ＮＡＡ “霞多丽”“赤霞珠”“红地球”“霞多丽”“赤霞珠”“红地球”“霞多丽”“赤霞珠”“红地球”

１ ＭＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 ２０　 ２０　 ２０　 ０　 ０　 ０　 ０ｅ ０ｄ ０ｄ

２ ＭＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 ２０　 ２０　 ２０　 ０　 ０　 ０　 ０ｅ ０ｄ ０ｄ

３ ＭＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 ２０　 ２０　 ２０　 ０　 ０　 ０　 ０ｅ ０ｄ ０ｄ

４ Ｂ５　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 ２０　 ２０　 ２０　 ０　 ０　 ０　 ０ｅ ０ｄ ０ｄ

５ Ｂ５　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 ２０　 ２０　 ２０　 １７　 １５　 １６　 ８５ｃ ７５ｂ ８０ｃ

６ Ｂ５　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 ２０　 ２０　 ２０　 ２０　 １７　 ２０　 １００ａ ８５ａ １００ａ

７ ＧＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 ２０　 ２０　 ２０　 ０　 ０　 ０　 ０ｅ ０ｄ ０ｂ

８ ＧＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 ２０　 ２０　 ２０　 ９　 １１　 １６　 ４５ｄ ５５ｃ ８０ｃ

９ ＧＳ　 ２．０　 ０．５　 ０．０５　 ２０　 ２０　 ２０　 １８　 １５　 １７　 ９０ｂ ７５ｂ ８５ｂ
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２．３　不同培养基对葡萄茎尖愈伤组织分化丛生芽的
影响

“红地球”花药愈伤组织４６％为ＥＣ，分化率仅为
３０％。３个品种茎尖诱导出的愈伤组织９０％为ＥＣ，ＥＣ
愈伤组织有较强的分生能力，可产生再生植株（图２）。
５种分化培养基中，２号培养基Ｂ５＋ＫＴ　１．０ｍｇ／Ｌ

＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ分化效果最好，即在茎尖愈伤组织分
化中ＫＴ与ＩＡＡ组合较有利于丛生芽的形成，“霞多
丽”和“红地球”分化率高达１００％。Ｂ５是茎尖愈伤组
织丛生芽分化的最适合培养基；ＫＴ促进分化效果较
６－ＢＡ好，ＴＤＺ对茎尖愈伤组织丛生芽分化促进作用较
弱（表３）。

　　表３ 不同培养基对葡萄茎尖愈伤组织分化丛生芽的影响

编号 培养基
植物生长调节剂／ｍｇ·Ｌ－１ 愈组数／块 丛生芽数／丛 分化率／％

ＴＤＺ　 ６－ＢＡ　 ＫＴ　 ＩＡＡ　 ＮＡＡ “霞多丽”“赤霞珠”“红地球”“霞多丽”“赤霞珠”“红地球”“霞多丽”“赤霞珠”“红地球”

１ Ｂ５　 １．０　 ０　 ０　 ０．６　 １５　 １２　 １４　 １０　 ８　 １４　 ６６．７ｂ ６６．７ｂ １００ａ

２ Ｂ５　 １．０　 ０．５　 １５　 １２　 １４　 １５　 １０　 １４　 １００ａ ８３．３ａ １００ａ

３ ＧＳ　 １．０　 ０．６　 １５　 １２　 １４　 ７　 ５　 １１　 ４６．７ｃ ４１．７ｃ ７８．６ｂ

４ ＧＳ　 １．０　 ０．５　 １４　 １２　 １４　 ６　 ８　 ９　 ４２．９ｄ ６６．７ｂ ６４．３ｃ

５ ＭＳ　 １．０　 ０．２　 １４　 １１　 １３　 ４　 ３　 ８　 ２８．６ｅ ２７．３ｄ ６１．５ｄ

２．４　再生植株的生根
葡萄再生植株在１／２ＭＳ＋６－ＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ

０．５ｍｇ／Ｌ，１／２ＭＳ＋６－ＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ，
１／２ＭＳ＋ＩＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　３种培养基中均能生根，生根
率９０％左右，根的数量４～５条，差异不大。在分化培
养基中也有少量植株生根，但基部有少量愈伤组织产
生，说明１／２ＭＳ是较为理想的生根培养基。

图１　花药诱导的非胚性愈伤组织未分化出绿苗
注：Ａ：第１类愈伤组织；Ｂ：第２类愈伤组。

图２　茎尖诱导的胚性愈伤组织分化丛苗
注：Ａ，Ｂ：不定芽分化；Ｃ：丛生芽；Ｄ．增殖。

３　讨论
愈伤组织诱导的频率与外植体的组织类型和植物

生长调节剂密切相关［９－１０］。选用合适外植体，保障愈
伤组织质量，从而获得高再生率［１１］。该试验对宁夏３
个葡萄品种的花药和茎尖进行愈伤组织诱导培养，结
果表明，“红地球”和“霞多丽”、“赤霞珠”花药极少或不
形成ＥＣ（颗粒状），大部分为ＮＥＣ（糊状或粉状）。在诱
导和继代过程中，ＮＥＣ生长速度快，很难再被诱导转
化为作为植株再生材料的ＥＣ。上述现象在其它作物
中同样存在［１２］，小部分ＥＣ在继代过程中逐渐褐化死
亡。而茎尖能获得４５％～１００％的ＣＥ，ＣＥ分化效率
高。茎尖可诱导出结构松散、颗粒状并可长期继代的
愈伤组织［１３］，是建立葡萄脱毒再生体系的首选外
植体。
Ｂ５培养基广泛应用于葡萄组织培养中，刘金亮
等［１４］以刺葡萄愈伤组织为材料，在Ｂ５培养基上研究
了刺葡萄芽的诱导、增殖和生根培养。朱波等［１５］对山
葡萄的研究结果表明，山葡萄腋芽诱导以Ｂ５培养基为
宜。白瑞兴等［１６］采用大量元素减半的Ｂ５培养基，诱
导单生芽和根生长，从而形成完整植株的一次成苗培
养法。该试验结果也证实Ｂ５培养基诱导宁夏葡萄茎
尖愈伤组织和分化丛生芽效果最好。
植物激素是影响植物组织培养中愈伤组织、茎尖

分化和生根关键因素之一，具有刺激形成层细胞分裂、
诱导愈伤组织和不定芽的形成等生理作用［１７－１８］。张宝
红等［１９］证明，细胞分裂素（ＺＴ）有利于棉花胚性愈伤组
织的产生。胡松梅等［２０］从朝天罐愈伤组织的诱导来
看，６－ＢＡ诱导效果优于２，４－Ｄ。同时６－ＢＡ对植物的
增殖效果显著［２１］。该试验研究表明，２．０ｍｇ／Ｌ　ＫＴ有
利于葡萄茎尖胚性愈伤组织的诱导，１．０ｍｇ／Ｌ　ＫＴ有
利于茎尖胚性愈伤组织的分化；６－ＢＡ的分化效果仅次
于ＫＴ。
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　　生长点的长短是影响再生植株成活率和脱毒效果
的关键环节。在一定的范围内茎尖分生组织越大，培
养成苗的机率就越高［２２］，１．０ｍｍ左右的茎尖有利于
培养和扩繁［２３］。该研究中，剥取的生长点长度在
０．８～１．０ｍｍ，既保证了茎尖成活率，又提高了愈伤组
织的诱导率，为宁夏葡萄生产脱毒苗奠定了良好基础。
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