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欧洲李‘红艳1号’的组织培养与快速繁殖
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摘要: 为了建立欧洲李新品种‘红艳1号’的组织培养快繁技术体系, 研究了基本培养基及植物生长物质对腋芽启动、试管苗

增殖及生根的影响。结果表明: 以半木质化的嫩枝茎段为外植体进行腋芽的启动培养, 基本培养基QL比MS有效。增殖培

养时MS最佳, 其次为QL, WPM和1/2MS较差。壮苗培养时WPM最优, 其次为MS, 1/2MS和QL较差。生根培养时1/4MS比
1/2QL有效, 最佳生根培养基为1/4MS+1 mg·L-1 IBA+20 g·L-1

蔗糖, 生根率为84%。
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Tissue Culture and Rapid Proliferation of Prunus domestica Variety ‘Hongyan 1’ 
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Abstract: In order to establish the technology system of tissue culture and rapid proliferation of Prunus domes-
tica variety ‘Hongyan 1’, the effects of basal medium and plant growth substances on initial culture of axillary 
buds, proliferation and rooting of in vitro shoots were examined. Results showed that basal medium QL was 
more effective than MS in inducing the initial growth of axillary buds when half lignification stem section was 
selected as explants. For proliferation, basal medium MS was better, followed by QL, and WPM and 1/2MS 
were poorer. For vigorous shoots culture, basal medium WPM was the optimal, followed by MS, and 1/2MS 
and QL were poorer. For in vitro rooting, basal medium 1/4MS was more effective than 1/2QL. The optimal 
rooting medium was 1/4MS+1 mg·L-1 IBA+20 g·L-1 sucrose, the rooting percentage reached 84%.
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植物的组织培养广泛应用于种质资源的离体

保存、苗木快繁、离体诱变育种及利用遗传工程

技术进行品种改良等。因此越来越多的植物种类

获得了组织培养的成功。但是核果类果树包括

桃、李、杏、樱桃、扁桃等树种一直被认为是组

织培养比较困难的种类之一。尽管在桃(郭伟伟等

2010; 张恒涛等2004; Fotopoulos和Sotiropoulos 
2004)、杏(孙清荣和孙洪雁2003; 齐高强等2006; 
Koubouris和Vasilakakis 2006; Pérez-Tornero和Bur-
gos 2000)、樱桃(韩文璞和袁明莲2000; 张志勤和

王喆之2005; Durkovic 2006)、扁桃(斯琴巴特尔等

2002; 陈子萱等2004; Ainsley等2001; Miguel等
1996)等树种中有些品种或类型已有组织培养成功

的报道, 而李的组织培养以砧木或野生类型组培

成功的报道较多, 如紫叶李(Prunus cerasifera) (孙
在红等2005)、黑刺李(Prunus spinosa) (吴建华等

2011)、红叶李(Prunus cerasifera f. atropurpurea) 

(马林等2005)、欧洲李(Prunus domestica) (吴建华

等2009; Nowak等2007; Scorza等1994)等; 商业化

栽培的品种组培成功报道较少(邹英宁等2007; 
Nowak等2004)。即使是同一个种, 由于品种或基

因型的不同, 其组织培养的条件也不同。因此针

对不同的品种或基因型研究筛选其最适宜的组织

培养条件是非常必要的。

李(又叫李子)是深受人们喜爱的核果类果树

之一, 育种家们不断选育出新品种以适应生产和消

费者的需求。欧洲李品种‘红艳1号’是山东省果树

研究所最新选育并定名的一个早熟和丰产性好、

着色艳丽、优质耐贮、适应性强等综合经济性状

优良的欧洲李新品种(薛晓敏等2014)。本文的研
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究目的就是建立欧洲李新品种‘红艳1号’的组培快

繁技术体系, 为生产快速提供优良苗木, 同时为利

用生物技术手段改良品种奠定技术基础, 为其他

核果类果树成年树品种的组织培养提供参考。

材料与方法

1  材料

山东省果树研究所苗圃种植的欧洲李(Prunus 
domestica L.)新品种‘红艳1号’的成年大树。

2  方法

2.1  试管苗建立

2014年5月, 从生长健壮的大树上剪取半木质

化绿枝条, 去掉叶片, 带回实验室, 把绿枝剪成一

芽一段的芽段。先用洗衣粉水对芽段进行清洗, 
再用自来水流水冲洗30 min以上, 吸干水, 把芽段

放入无菌烧杯, 加入70%酒精杀菌1 min, 倒掉酒精

再加入0.1% HgCl2, 杀菌8 min, 期间摇动3~5次, 倒
出HgCl2用无菌水洗4~5次, 接种到装有芽启动培

养基的试管内, 每管一个芽段。芽启动培养基为

分别添加1 mg·L-1 BA、0.1 mg·L-1 IBA和0.3 mg·L-1 

GA3的QL和MS培养基, 所有培养基在灭菌前调pH
为5.8。接种后放在光周期为16 h/8 h (光/暗), 光强

为40 µmol·m-2·s-1, 温度为(25±2) ℃的培养条件下

培养, 4周后, 腋芽萌发并伸长生长形成绿梢, 获得

的这些无菌苗用于进一步进行增殖实验的材料。

2.2  试管苗增殖

腋芽萌发获得的无菌绿苗, 转移到增殖培养

基进行增殖培养。增殖培养基为都添加0.5 mg·L-1

　BA和0.1 mg·L-1 IBA的MS、1/2MS、WPM和QL
培养基及添加1.0 mg·L-1　BA和0.2 mg·L-1　IBA的

MS培养基, 共5个不同培养基处理(表1)。每个处

理接种5瓶, 每瓶种5个外植体。每一继代培养周

期为5周, 继代培养3次, 每个继代周期记录每个外

植体的新增梢数。每个处理每个继代周期的增殖

梢数为继代培养3次的平均值。实验重复2次。

2.3  试管苗的生根

切取在壮苗培养基WPM+BA 0.5 mg·L-1+IBA 
0.1 mg·L-1上生长到1.5 cm以上的健壮绿苗, 转移到

生根培养基进行生根诱导。生根培养基为添加0.5 
mg·L-1 IBA的1/2QL培养基和1/4MS培养基及添加

1.0 mg·L-1 IBA的1/2QL培养基和1/4MS培养基, 共4

个不同培养基处理(表2), 所有处理都加20 g·L-1蔗

糖。接种后放在与增殖培养相同的条件下进行生

根诱导培养, 4周后记录并计算生根率和平均每株

根数, 实验重复2次。

2.4  试管苗移栽

生根植株在瓶内生长5周左右, 松开瓶盖, 放在

太阳光下炼苗3 d, 然后把生根苗取出, 用自来水洗

去根部残留的培养基, 移栽到育苗基质中(泥炭:珍
株岩:蛭石=1:1:1), 栽后浇透水, 盖塑料膜保湿。以

后每隔3 d喷水1次, 待新叶长出, 统计移栽成活率。

2.5  数据分析

实验结果采用DPS 7.5分析软件进行统计分析, 
不同处理平均值用LSD法进行差异显著性分析。

实验结果

1  试管苗的建立

采用半木质化绿枝进行试管苗的建立, 污染

率低, 污染率为5%。不同芽启动培养基, 腋芽萌发

率不同。本实验中在添加外源激素相同的条年下, 
基本培养基QL比MS更有利于腋芽的萌发和伸长

生长(图1-A), QL培养基的萌发率为90%, 而MS培
养基的萌发率仅为78% (资料未列出)。表明QL是
欧洲李‘红艳1号’适宜的芽启动基本培养基。

2  试管苗的增殖

培养基组成明显影响试管苗的增殖和苗的生

长形态(表1)。从试管苗的增殖数量分析, 在添加

外源生长物质相同的条件下(处理1~4), 基本培养

基QL显著高于MS、1/2MS和WPM, 而1/2MS和
WPM之间差异不显著(表1)。在基本培养基相同

(处理1和5)条件下, 细胞分裂素BA的浓度从0.5 
mg·L-1提高到1.0 mg·L-1, 生长素IBA浓度从0.1  
mg·L-1提高到0.2 mg·L-1, 平均增殖梢数也显著增

加, 但新梢生长较弱。这一结果表明基本培养基

的组分及细胞分裂素和生长素浓度都影响‘红艳1
号’试管苗的增殖生长。

从试管苗的生长形态分析, WPM上生长的试

管苗最健壮, 表现为叶色深绿, 叶片伸展、大(图
1-B)。添加0.5 mg·L-1 BA的MS及1/2MS上虽然也

表现为叶片伸展, 但叶色比WPM上浅, 呈黄绿色

(图1-C和D), 特别是在1/2MS上随培养时间的延长, 
出现黄化现象(资料未列出)。培养基4和5上虽然

都有良好的增殖生长, 但表现叶较小、卷曲、不伸
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表1  不同培养基对欧洲李‘红艳1号’试管苗增殖生长的影响

Table 1  Effects of medium composition on in vitro shoots proliferation and growth of P. domestica variety ‘Hongyan 1’

处理         培养基/mg·L-1 一个继代周期平均增殖梢数/个                     增殖生长形态表现

1 MS+BA 0.5+IBA 0.1 4.45±0.68b 伸长生长良好, 叶片伸展、较大, 叶色黄绿

2 1/2MS+BA 0.5+IBA 0.1 1.81±0.65c 伸长生长较差, 叶片伸展、大, 叶色黄化

3 WPM+BA 0.5+IBA 0.1 2.18±0.68c 伸长生长较差, 叶片伸展、大, 叶色浓绿

4 QL+BA 0.5+IBA 0.1 5.42±0.73a 伸长生长较差, 叶片卷曲、较小, 叶色黄绿

5 MS+BA 1.0+IBA 0.2 5.76±0.61a 伸长生长较差, 叶片卷曲、较小, 叶色黄绿

　　同一列中不同小写字母表示经LSD法检验差异显著(P<0.05)。下表同。

图1  欧洲李‘红艳1号’试管苗的建立、增殖和生根

Fig.1  Establishment of in vitro culture and proliferation and rooting of in vitro shoots of P. domestica variety ‘Hongyan 1’
A: 腋芽在QL+BA 1 mg·L-1+IBA 0.1 mg·L-1+GA3 0.3 mg·L-1上萌发生长; B~F:增殖培养。B: WPM+BA 0.5 mg·L-1+IBA 0.1 mg·L-1; C: 

MS+BA 0.5 mg·L-1+IBA 0.1 mg·L-1; D: 1/2MS+BA 0.5 mg·L-1+IBA 0.1 mg·L-1; E: QL+BA 0.5 mg·L-1+IBA 0.1 mg·L-1; F: MS+BA 1.0 mg·L-1+ 
IBA 0.2 mg·L-1; G和Ｈ: 试管苗生根。G: 1/4MS+IBA 1.0 mg·L-1; H: 1/2QL+IBA 1.0 mg·L-1。
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展, 不是理想的试管苗生长状态(图1-E和F)。这一

结果表明, WPM培养基最适于健壮绿苗的获得。

综合以上分析, 欧洲李‘红艳1号’的适宜增殖

培养基为MS+BA 0.5 mg·L-1+IBA 0.1 mg·L-1, 在该

培养基上既表现有良好的增殖生长(虽然不是增殖

最高的), 又表现有良好的茎叶生长(图1-C)。适宜

的壮苗培养基为WPM+BA 0.5 mg·L-1+IBA 0.1 
mg·L-1, 该培养基有利于获得叶色深绿、茎较粗的

健壮绿苗(图1-B)。因此快繁时, 这两种培养基交

替培养可获得试管苗的理想增殖。

3  试管苗的生根和移栽

IBA的浓度显著影响‘红艳1号’试管苗的生根

率和单株根数。两种基本培养基上都表现出生根

率及平均单株根数随IBA浓度的增加而增加(表2), 
并且不同浓度上的生根率和平均单株根数都达到

差异显著水平, 表明IBA较高浓度(1 mg·L-1)比低浓

度(0.5 mg·L-1)更有利于诱导‘红艳1号’试管苗的生

根。在相同IBA浓度下, 基本培养基的组成对生根

能力也有重要影响。从生根率分析, 1/4MS显著高

于1/2QL。从单株根数分析, IBA在较低浓度0.5 
mg·L-1时, 1/4MS和1/2QL无显著差异; 但在较高浓

度1.0 mg·L-1时, 1/4MS显著高于1/2QL, 但根的生

长无明显差异(图1-G和H)。这些结果表明诱导‘红
艳1号’试管苗的生根, IBA选用较高浓度比低浓度

更有效, 基本培养基1/4MS比1/2QL有效。最佳生

根培养基为: 1/4MS+IBA 1.0 mg·L-1。

菌等系列消毒程序, 把外植体接种到启动培养基

培养获得无菌绿苗(赵艳华等2009), 这一方法虽然

操作比较简单, 但常常存在成苗率较低, 污染率难

以控制等问题。因为水培催出的芽比较幼嫩, 能
否成苗易受杀菌时间的影响。杀菌时间较短时, 
嫩芽受伤害较轻, 芽成苗率较高, 但污染率也较高; 
反之, 杀菌时间较长时, 虽然污染率低, 但嫩芽受

伤害较重, 芽成苗率下降。本文中采用半木质化

绿枝芽段做外植体进行欧洲李新品种‘红艳1号’试
管苗的建立, 有效解决了高成苗率和高污染率相

互矛盾的问题。试管苗的成功建立, 为实现‘红艳1
号’欧洲李组培快繁提供了试材基础, 也为其他果

树树种试管苗的建立提供了参考。

启动培养基的组成及基因型影响芽启动培养

的成功。尤萨李(Prunus salicina)的启动培养在添

加1.0 mg·L-1 BA和0.05或0.1 mg·L-1 NAA的MS培养

基上可获得叶片伸展及芽伸长生长的正常绿梢, 
而在添加0.5 mg·L-1 BA和0.05或0.1 mg·L-1 NAA的

MS培养基不能获得芽伸长生长的绿苗(赵艳华等

2009)。MS培养基能有效启动欧洲李的腋芽生长

(吴建军等2009), 而野生欧洲李的启动培养以B5优

于MS(耿文娟等2009)。本研究中, 成年树欧洲李

新品种‘红艳1号’的启动培养以QL优于MS, 与前人

研究结果不一致。表明启动培养的最适培养基组

成因基因型的不同而不同。

试管苗的增殖, 不同品种或类型所用基本培

养基、生长物质种类及浓度都有所不同。MS培养

基添加细胞分裂素BA获得了欧洲李(Prunus do-
mestica) (吴建华等2009)、日本李(Prunus salicina) 
(赵艳华等2009; 陈卫雪等2014; Tian等2007)等的丛

生芽增殖, 而野生欧洲李在MS和B5培养基上都获

得了良好的增殖(耿文娟等2009)。本研究中的‘红
艳1号’欧洲李在MS培养基上可获得增殖良好试管

苗, 而在WPM上可获得健壮生长的试管苗, 这两种

培养基交替使用可获得既有良好增殖又有健壮生

长的试管苗, 这同赵艳华等(2009)报道的较高浓度

BA和较低浓度BA交替使用才能获得正常增殖生

长的日本李试管苗的研究结果相一致。
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