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　　摘　要:以草莓“丰香”品种为材料 , 利用匍匐茎剥取茎尖 ,以茎尖培养结合改良热处理 、冷处理 、二次脱

毒等方法来进行草莓脱毒研究 ,用电镜及野生草莓小叶嫁接法进行鉴定 , 结果表明 ,草莓脱毒效果与剥取的

茎尖大小有关 ,茎尖越小 , 脱毒效果越好。以 0.5 mm(毫米)大小剥取茎尖 ,直接剥取茎尖法不能够彻底清除
病毒 ,而二次脱毒法 、改良热处理+茎尖培养法 、冷处理+茎尖培养法等获得的植株都没有检测到病毒 , 脱毒

效果良好。其中改良热处理+茎尖培养法的茎尖成活率最高 ,达 47.37%。因此最适宜的脱毒法为改良热
处理+茎尖培养法 ,即先将草莓匍匐茎放在 40 ℃热水中处理 4 h(小时), 再剥取≤0.5 mm(毫米)大小的茎

尖进行培养 ,脱毒效果良好。
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　　草莓(Fragaria ananassa Ducde)是蔷薇科草莓属宿根性
多年生常绿草本植物 ,是浆果类水果 , 在世界浆果类水果生产

中 ,其栽培面积和产量仅次于葡萄 , 为世界性水果[ 1] 。

草莓是靠匍匐茎进行无性繁殖的作物 , 由于种植年限较
长 ,加上连作 、以结果母株繁苗等 ,体内病毒积累逐年增加 ,病

毒病发生严重。感染了病毒的草莓生长缓慢 、叶皱缩 、果子一

年比一年小 、畸形 、品质差 , 一般减产 30%～ 80%, 并逐年加

重[ 2] 。在我国已造成损失的草莓病毒病主要有草莓斑驳病毒
(SmoV), 草莓轻型黄边病毒(SM YEV), 草莓镶脉病毒

(SVBV),草莓皱缩病毒(SCrV)等四种。王国平报道这四种

病毒总侵染率为 80.2%, 其中单种病毒侵染率为 41.6%, 2

种以上的病毒复合侵染率为 38.6%。 时至今日 , 病毒病已成
为草莓主要病害之一 ,严重阻碍了草莓产业的进一步发展。

对于病毒病 ,目前还没有药剂可以治理。因此 , 培育无病

毒母本苗 , 栽培无病毒苗木 , 是防治草莓病毒病的根本对
策[ 3] 。目前 ,世界上培育草莓无毒苗有 3 种方法:热治疗法 、

花药培养法和茎尖培养法。用茎尖培养法进行无病毒苗的培

育 ,是目前世界上获得草莓无毒苗最普通且最有效的方法[ 4] 。

1962 年 Belkeng ren and M iller首先用组织培养的方法获

得了草莓无病毒苗。草莓无病毒苗具有明显的恢复植株长势
和增产的效果。我国自邓明琴(1981)通过草莓茎尖获得了无

病毒植株以来 ,也一直在从事这方面的研究 , 并逐步提出了一

些改进措施。 童尧明等以草莓茎尖分生组织(0.2 mm ～
0.4 mm(毫米))一次性培养出组培苗 , 出苗率为 83%～ 90%,

脱毒率达 100%。覃兰英等(1988)将草莓苗在 35 ℃下热处

理 7 d(天)后 , 逐步升温至 38 ℃获得 100%的脱毒苗。高山

林把切取的草莓芽洗净后经过高温短时间热处理 , 然后用茎
尖培养法获得无病毒草莓苗[ 2] 。高遐虹等用二次脱毒法获得

无病毒草莓苗。但是一次性脱毒培养剥取的茎尖小 ,技术要

求太高。传统热处理法由于较长时间的高温高湿 , 很容易感
染红蜘蛛一类昆虫危害 ,且热处理后的材料在接种组培时 ,表

面消毒不易彻底。改良热处理的温度及操作过程未见有报
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道。而且 ,近年来 , 用茎尖培养对草莓脱病毒的研究报道很
多 , 但是 ,在电镜及小叶嫁接法对脱病毒检测方面上的报道很

少见。本实验针对以上三个方面的问题进行探索 , 对草莓茎
尖脱毒培养进行研究 , 并结合热处理 ,冷处理和二次脱毒等方

法 , 为提高草莓茎尖脱毒培养寻找更适合的途径和方法。

1 　材料与方法
1.1　材料

本实验以草莓匍匐茎为材料 ,截取 3 cm ～ 4 cm(厘米)长

的顶端。品种为丰香 , 由青浦赵屯草莓资源圃提供 , 其中二次

脱毒法所用的材料是一次脱毒的试管苗。
1.2　方法

自田间选取健壮草莓母株上生长充实而小叶尚为展开的

匍匐茎顶端约 3 cm ～ 4 cm(厘米)长的顶芽 , 用自来水冲洗2 h

～ 3 h(小时)后 , 在超净台上进行常规灭菌处理。在双筒解剖

镜下由外向内逐层剥去幼叶 ,切取 0.5 mm(毫米)左右大小茎
尖接种于 M S 诱导培养基上诱导培养 , 将分化出的小苗在

1/2MS培养基上诱导生根。
注:所有培养基均含有 3%蔗糖 , 0.8%琼脂 , pH=5.6。

1.2.1　茎尖培养脱毒方法研究

1.2.1.1　直接茎尖培养脱毒法　在超净工作台上 , 分别以
0.2 mm 、0.5 mm 、1.0 mm(毫米)大小切取茎尖生长点接种于

最佳诱导培养基上 , 移至培养室培养。
1.2.1.2　改良茎尖培养脱毒法　改良茎尖培养脱毒法 , 即二

次脱毒培养法。先在解剖镜下切取带 3～ 4 个叶原基 、长度为

0.5 mm(毫米)的茎尖生长点 , 进行培养 , 两个月后 ,当试管苗
长到 1 cm ～ 2 cm(厘米)时 , 从中选取试管苗 , 再次切取 0.5

mm(毫米)的茎尖进行二次脱毒培养。

1.2.1.3　改良热处理+茎尖培养脱毒法　改良热处理+茎
尖培养法 , 是将草莓匍匐茎洗净后 , 35 ℃～ 50 ℃水浴处理4 h

(小时), 再在无菌条件下剥取茎尖 , 切取 0.5 mm(毫米)大小
进行培养。

1.2.1.4　冷处理+茎尖培养脱毒法　自田间采取 3 cm ～

5 cm高的草莓苗 , 栽在小花盆里 , 于 10 ℃的低温培养箱中培
养 2 个月 , 选健壮植株剥取 0.5 mm(毫米)茎尖进行培养。

1.2.2　组培苗脱毒效果鉴定
1.2.2.1　野生草莓小叶嫁接法　草莓的病毒像其它多年生

79

北方园艺 2005(5):79～ 81　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　·生物技术·



作物的病毒一样 ,很难像一年生草本植物那样 , 用汁液接种法

进行鉴定。现在通常采用野生种草莓 , 按 Bringhurst的小叶

嫁接法来进行鉴定。 本实验所用的指示植物为 UC10 , 其对

草莓卷叶病毒有很好的检测能力[ 5] 。首先是从被鉴定的草莓

采集长成不久的新叶 , 除去两边的小叶 , 中央的小叶带 1 cm

～ 1.5 cm(厘米)长的叶柄 ,把它削成锲形作接穗;而指示植物

除去中间的小叶 ,在叶柄的中央部切入 1 cm ～ 1.5 cm(厘米)
再插入准备好的接穗 ,用细线扎好 , 涂上少量的白色凡士林以

防干燥。每颗野生草莓做两片叶子。嫁接后两周为保持成

活 ,罩上塑料薄膜袋。 40 d(天)后调查野生草莓卷叶病毒病
发生情况。

1.2.2.2　电子显微镜鉴定　用电子显微镜鉴定比小叶嫁接

的指示植物鉴定法直观 , 且速度快。主要方法是用负染法处
理被测叶片 ,然后分别在 15 000 、20 000 、30 000 倍下观察 ,即

可以清楚地看到细胞核及细胞质中是否有病毒粒子。

2　结果与分析
2.1　不同茎尖大小对成活率及脱毒效果的影响

直接从丰香草莓匍匐茎上分别剥取 0.2 mm 、0.5 mm 、

1.0 mm(毫米)大小的茎尖进行培养 ,结果如表 1所示 。
从表 1可以看到草莓茎尖成活率受茎尖大小影响非常

大。在相同培养基上 ,草莓茎尖越小 , 茎尖的成活率越低 , 反

之 ,剥取的茎尖越大 , 茎尖的成活率越高。在最优培养基 MS

+BA0.5 mg/ L(毫米/升)上。大小为 0.2 mm(毫米)的茎尖

成活率为 16.67%, 大小为 0.5 mm(毫米)的茎尖成活率为
66.67%,大小为 1.0 mm(豪米)的茎尖成活率为 83.33%, 可

见 ,剥取的茎尖大小直接影响着草莓在培养基中的成活率。

　　表 1　茎尖大小对茎尖成活率及脱毒效果的影响

茎尖大小

(mm)

接种

个数

成活

个数

成活率

(%)

脱毒效果

电镜检测病毒个数 嫁接表现

0.2 30 5 16.67 0 无皱缩

0.5 30 20 66.67 2 轻微皱缩

1.0 30 25 83.33 7 皱缩

　　从表 1还可以看出 , 以 UC10 野生草莓检测各试管苗带

卷叶病毒情况 , 0.2 mm(毫米)大小茎尖获得的草莓试管苗经

嫁接后 , 指示植物没有皱缩现象发生(图 2-a)。而 0.5 mm

(毫米)、1.0 mm(毫米)大小茎尖的试管苗嫁接到 UC10 上

后 , UC10 表现出不同程度的皱缩 , 与 1.0 mm(毫米)大小茎

尖的试管苗相比 , 0.5 mm(毫米)的要好得多(图 2-c、d)。从
电镜检测结果来看 , 0.2 大小茎尖得到的试管苗没有检测到

病毒 , 0.5 大小茎尖得到的试管苗经电镜检测每个视野可观
察到 2 个杆状病毒(图 1-a), 而 1.0 大小茎尖得到的试管苗

中 ,每个视野可观察到 7 个杆状病毒和少量球状病毒(图 1-

c)。可见 , 茎尖大小为 0.2 mm(毫米)的脱毒效果最好 ,
0.5 mm(毫米)次之 ,但综合茎尖成活率而言 ,以 0.5 mm(毫

米)茎尖大小为最理想。
2.2　改良热处理温度对茎尖成活率的影响

从表 2 可以看出一定范围内 ,随着处理温度的升高 ,剥取

草莓茎尖的成活率随之下降。在 35 ℃时 ,剥取的茎尖成活率
为 57.14%, 与对照(不经过高温处理)的成活率 62.50%, 相

差不大。当温度升到 40 ℃时 , 成活率降至 47.37%, 45 ℃以

上草莓茎尖不能成活。
经不同温度处理得到的试管苗用 UC10 野生草莓嫁接 ,

发现用 35 ℃处理得到的试管苗在野生草莓上的嫁接表现与

表 2　不同温度处理对茎尖成活率及脱毒效果的影响

温度

(℃)

接种

个数

成活

个数

成活率

(%)

脱毒效果

电镜检测病毒个数 嫁接表现

35 21 12 57.14 2 轻微皱缩

40 19 9 47.37 0 无皱缩

42 18 1 5.56 0 无皱缩

45 20 0 0.00 - -

50 20 0 0.00 - -

CK 24 15 62.50 2 轻微皱缩

　　注:剥取的茎尖大小为 0.5 mm(毫米)。

未经高温处理的表现一致 , 都使野生草莓新生叶表现轻微皱

缩(图 2-d), 而经 40 ℃和 42 ℃高温处理的匍匐茎剥取茎尖

得到的试管苗经嫁接后 , 都表现出无皱缩。同样电镜检测的
结果也是如此 , 35 ℃处理和对照可用电镜检测到每视野 2 个

杆状病毒(图 1-a), 40 ℃和 42 ℃处理检测不到病毒。 可见

经 40 ℃～ 42 ℃高温处理匍匐茎后再剥取茎尖 , 得到的试管
苗能达到 100%脱毒率。但综合成活率考虑 ,只需用 40 ℃处

理就可以了。

2.3　不同脱毒方法对茎尖成活率的影响
为了建立更好的脱毒体系 , 采用几种方法进行比较:直接

茎尖脱毒 、二次茎尖脱毒 、改良热处理结合茎尖脱毒 、冷处理
结合茎尖脱毒。

表 3 可以看出 , 4 种茎尖脱毒方法中 , 直接茎尖脱毒法的

成活率最高 , 为 66.67%;其次为改良热处理结合茎尖脱毒
法 , 为 47.37%;然后是冷处理的茎尖脱毒法 , 成活率为

44.44%;最低的是二次茎尖脱毒法 , 成活率只有 26.67%。

表 3　不同脱毒方法对草莓茎尖成活率及脱毒效果的影响

脱毒方法
接种

个数

成活

个数

成活率

(%)

脱毒效果

电镜检测病毒个数 嫁接表现

直接茎尖脱毒 30 20 66.67 2 轻微皱缩

二次茎尖脱毒 30 8 26.67 0 无皱缩

改良热处理+茎尖脱毒 19 9 47.37 0 无皱缩

冷处理+茎尖脱毒 18 8 44.44 0 无皱缩

CK - - - 16 严重皱缩

　　注:剥取的茎尖大小为 0.5mm ;＊改良热处理温度为 40 ℃。

　　根据表 3 结果 , 以 UC10 野生草莓检测各试管苗带卷叶

病毒情况 , 直接剥取茎尖大小为 0.5 mm(毫米)获得的试管苗

以 UC10 野生草莓嫁接检测发现有轻微皱缩(图 2-d), 以电

镜检测发现 , 每个视野中可以观察到 2 个杆状病毒(图 1-

a)。改良热处理 、二次脱毒及冷处理的脱毒方法处理的草莓

试管苗经嫁接后 , 野生草莓上都没有皱缩现象发生 , 电镜检测

也观察不到病毒粒子。而对照(直接田间繁殖)的草莓苗用野

生草莓嫁接 , 新生叶表现出严重皱缩 ,电镜检测发现每个视野

中可观察到多达 16 个病毒(图 1-d、e)。其中除了杆状病毒

外 , 还观察到了球型病毒。 可见通过茎尖培养的方法来繁殖

种苗能有效的去除草莓体内所带的病毒 , 且三种改良的草莓

茎尖脱毒方法都要比直接剥取茎尖的方法更有效 , 脱毒率达

到 100%。其中以 40 ℃处理的改良热处理+茎尖培养法的

成活率最高 , 可达到 47.37%。

3 　讨论
3.1　脱毒苗的田间繁殖

在脱毒苗的繁殖过程中 , 最重要的是防止再次感染。首

先是脱毒苗在驯化过程中 , 所用基质必须用蒸汽或用药剂消

毒 , 以防治土壤病菌和线虫。其次是防止病毒介体———叶蝉
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和蚜虫传毒 ,对原种苗仅仅喷药防治是不够的 , 需用 0.4 mm

～ 0.5 mm(毫米)大小的防虫网进行隔离 。二级种苗必须选

择草莓原种苗作母株 ,在隔离条件下的专用苗圃内进行繁殖 ,

苗圃和周围草莓园隔离至少 2 km(公里), 苗圃的土壤要经过

氯化苦农药消毒。避免在栽过草莓的土地重茬繁殖无毒苗 ,

并注意定期防治蚜虫。无病毒原种苗可供繁殖 3 年。无病毒

草莓苗的繁殖主要采用匍匐繁殖法。该法具有分生量大 、速

度快 、苗质量好等特点。

图 1　病毒的电镜检测

a.0.5 mm(毫米)茎尖再生苗(杆状病毒)40K×2;b.10 mm(毫米)茎

尖再生苗(球形病毒)40K×2;c.10 mm(毫米)茎尖再生苗(杆 、线状

病毒)27K×2;d.田间对照苗(球形病毒)40K×2;e.田间对照苗(杆

线状病毒)20K×2

图 2　野生草莓小叶嫁接法鉴定脱毒效果

a.0.2 mm(毫米)茎尖再生苗与对照;b.未嫁接的野生草莓;c.10 mm

(毫米)茎尖再生苗与对照;d.0.5mm 茎尖再生苗与对照

　　无毒苗繁殖分三个圃:原原种圃 、原种圃 、生产圃。原原

种生产原种 ,原种生产生产种。 这一过程不仅可以大量繁殖

生产用苗 ,还可以及时进行脱毒效果和变异的鉴定。在防虫

网室中对原原种苗进行编号定植 ,在其后代苗———原种圃中

分别进行匍匐茎扦插繁殖 ,仍然按原原种苗的母株进行编号 ,

然后在生产圃中对编号的原种苗进行生产试种 , 这样可以直

接地鉴定其脱毒效果和变异。一旦发现在生产上表现不良 ,

就可按编号全部清除其原原种 、原种母株及后代 , 停止繁殖生

产用苗 , 这样就可以保证生产用苗为无变异的脱毒健壮苗。

为长远利益打算 ,严格隔离的防虫网室必须建立。研究机构

应主动与生产单位联系 ,指导其建立防虫网室 , 并培训技术人

员在防虫网室中的种苗生产流程。唯有这样 , 才能将草莓脱

毒健壮苗推向广大种植户。

3.2　不同脱毒方法的效果比较

本实验结果表明 , 茎尖培养过程中 , 剥取茎尖 ,开始培养 ,

3 d ～ 7 d(天)陆续转绿 、膨大;14 d ～ 28 d(天)后形成黄绿色愈

伤组织;42 d～ 49 d(天)后增殖完成 , 40 d(天)左右继代一次 ,

生根要 20 d(天)左右 ,移栽到大田 , 4 个月后开花结果。与邓

群仙 、洪燕萍等报道的一致[ 10] 。

高遐红等认为改良的茎尖剥离方法(二次脱毒法)比传统

茎尖剥离法的分化率高 ,污染率要低。本实验研究表明 , 结果

恰好相反 , 改良的茎尖剥离法比传统茎尖剥离法的分化率低 、

污染率高。其原因估计是因为试管苗比田间苗嫩 、水分含量

多 , 且试管苗长度太短 ,切取茎尖时 ,操作比较困难 , 又由于操

作过程中 , 手的消毒很难彻底 ,所以很容易引起污染。

直接茎尖剥取法 , 剥取茎尖 0.1 mm ～ 0.2 mm(毫米)时 ,

脱毒率可达 100%。但是技术要求高 、不易掌握 、费时间。本

实验所用的改良茎尖培养法剥取的茎尖都为 0.5 mm(毫米)

大小 , 获得的试管苗经电镜及小叶嫁接法鉴定表明 , 脱毒率都

达 100%。但是冷处理+茎尖培养法中 , 冷处理所需的时间

长 , 而且需将整株植株放到培养箱中培养 2 个月 , 成本高 , 不

利于生产上大规模的操作;二次脱毒法污染率太高 , 污染情况

难以克服;所以建议生产上草莓茎尖脱毒法以改良热处理+

茎尖培养法较好。该法所需时间短 、操作简便 、成本低 、脱毒

率高。另外 , 本实验发现 ,经过冷处理的材料 , 在培养的初期 ,

生长速度明显比对照慢 ,但是培养到后期 , 没有明显差别。估

计原因是冷处理的低温影响了草莓试管苗前期的生长速度。

在生根培养基上 , 本实验还发现 ,经过冷处理的草莓苗生根速

度明显比对照快 , 冷处理的草莓试管苗根多 、长 、粗 , 而且根上

有明显的侧根 , 这在对照及其他培养过程中是没有的现象。

其具体机理还有待进一步研究。
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