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苹果茎尖培养快繁体系的优化
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摘要: 为提高苹果苗木繁殖速度及苗木品质, 本文以‘红富士’苹果组培苗为试材, 探索苹果茎尖启动培养过程中黑暗培养对

不定芽再生、生根诱导培养过程中IBA和蔗糖浓度对不定根发生及不同炼苗方式对组培苗移栽成活的影响, 优化了苹果茎

尖培养的快繁体系。结果表明, 茎尖启动培养中, 在培养基MS+6-BA 4.0 mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1+山梨醇20 g·L-1+蔗糖10 
g·L-1

上, 20 d暗培养后再转入不含NAA的MS培养基(其他成份同上)进行光照培养, 茎尖愈伤组织的诱导率和不定芽再生率

较高, 优于黑暗培养40和60 d。培养基1/2 MS+IBA 1.00 mg·L-1+蔗糖 20 g·L-1
适宜不定芽的诱导生根, 并且在低浓度IBA的生根

培养基中, 蔗糖浓度的提高有利于苹果组培苗的不定根发生。炼苗的初始2周采用改良的霍格兰德半营养液覆膜水培炼苗, 
后转入全营养液中敞口培养3周, 再移栽至营养钵中, 组培苗移栽成活率可达到75%, 优于常规的苹果组培苗炼苗处理。
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Abstract: To speed up the propagation and improve the quality of apple nursery plants, a system of apple meri-
stem-tip culture was optimized. In this study, ‘Red Fuji’ plantlets were used to explore appropriate incubating 
time in darkness for generating adventitious shoots during the initiation of meristem-tip cultures, concentrations 
of sucrose and IBA for inducing adventitious roots and acclimating plantlets. The results showed that the rates 
of callus induction and regeneration of adventitious shoots were relatively high, respectively, when meristem-tip 
explants were cultured in 20 days of darkness on the MS medium supplying with 6-BA 4.0 mg·L-1, NAA 0.5 
mg·L-1, sorbitol 20 g·L-1 and the following lighting on NAA free MS medium. Twenty-days culture in darkness 
was more suitable for initiation of apple meristem tips than 40-days and 60-days darkness. The 1/2 MS medium 
supplementing with IBA 1.0 mg·L-1 was suitable for inducing rooting. Higher concentration of sucrose, com-
bined with low concentration of IBA led to better rooting of apple plantlets. The survival rate of apple plantlets 
reached 75% after the hydroponic acclimation, by which apple plantlets were sealed in bottles and cultured in 
semi-nutrient Hoagland solution for the first two weeks, and then unsealed in total nutrient Hoagland solution 
for three weeks before transplanting to pots. This hydroponic method was superior to the usual acclimating 
method for the survival of plantlets. 
Key words: Malus×domestica; meristem-tip culture; adventitious root induction; hydroponic acclimation; in 
vitro rapid propagation

我国是世界上苹果生产大国。2013年, 我国

苹果的种植面积约为241万公顷, 产量达到约3 968
万吨, 居世界第一(FAO统计数据)。现代化苹果产

业的迅速发展, 需要大量的高品质无病毒苗木。

现阶段我国苹果品种的苗木繁育以嫁接繁殖为主, 
育苗受季节限制, 苗木繁育速度慢, 容易感染病毒

(钟晓红等2003)。国内目前的苹果主栽品种及砧

木普遍带有病毒, 带毒率一般为60%~80% (王亚南

等2010)。茎尖组织培养是快速繁殖优良苗木的有

效途径, 而且能在一定程度上脱除病毒, 繁殖系数

高, 可在短时间内为生产提供大量整齐一致的苗

木(张虎平等2009; 王淼淼等2014)。
植物茎尖培养通常要经过启动培养、增殖培

养、生根诱导和驯化移栽四个过程。苹果茎尖培

养最常用的培养基是MS培养基, 不定芽再生效率

高(Welander 1985)。其他培养基如LS适合于‘嘎
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啦’苹果茎尖培养(AL-Juboory和AL-Niami等1996), 
DKW适用于苹果砧木‘MM106’和‘M9’的茎尖培养

(Muleo和Morini 2006, 2008)。不同的糖源种类影

响苹果茎尖培养的不定芽的生长和增殖, 通常使

用3%的蔗糖作为碳源(Dobránszki和Teixeira da Sil-
va 2010)。山梨醇作为碳源可以促进‘嘎啦’苹果繁

殖体的不定芽生长, 但‘旭’苹果和‘Make’苹果则以

葡萄糖或蔗糖作为碳源优于山梨醇, 山梨醇作为

糖源后使不定芽的增殖量减少(Dobránszki和Teix-
eira da Silva 2010)。启动培养阶段可通过暗培养

的方法诱导外植体愈伤组织的产生和再分化(Ca-
boni等2000)。‘国光’苹果和‘富士’苹果的叶片培养

过程中 ,  直接进行光培养的愈伤诱导率只有

50%~55%, 先暗培养14或21 d再光培养, 叶片的愈

伤组织诱导率达100% (崔美等2012)。组培过程中, 
培养基中生长调节物质如BA、IBA、KT等的浓度

和配比因品种和外植体类型及培养过程而异(钟晓

红等2003)。苹果不定芽增殖以BA作为常用的细

胞分裂素, 浓度通常在0.5~2 mg·L-1之间。高浓度

的细胞分裂素, 且不含IBA的培养基有利于腋芽分

生组织培养(Fouad等1995)。试管苗生根诱导以

MS或1/2MS (Fouad等1995; Kaushal等2005)为基本

培养基。不同苹果品种组培诱导生根所需要的生

长调节剂浓度不同, 如‘旭’苹果在1 mg·L-1 IBA上

生根良好, 而‘皇家嘎啦’苹果在2 mg·L-1 IBA水平上

生根良好, ‘Prima’苹果则在3 mg·L-1 IBA水平上生

根良好(Dobránszki和Teixeira da Silva 2010)。组培

苗的驯化移栽是苹果茎尖培养过程中的关键环节, 
未经驯化将组培苗直接移植于田间, 组培苗的成

活率很低(钟晓红等2003)。驯化阶段一般包括闭

瓶炼苗和开瓶炼苗两个阶段。苹果试管苗在

30~40 μmol·m-2·s-1的强光下闭瓶炼苗20 d左右, 其
幼嫩组织充实, 叶大而浓绿、有光泽, 根系数量增

多(王鹏飞和杜俊杰2004)。开瓶炼苗时间以2~3 d
为宜, 但不同树种的炼苗在具体操作时有较大差

异, 开瓶炼苗要在充分试验后确定最佳的天数(王
鹏飞和杜俊杰2004)。

‘红富士’是生产上推广应用的优良品种, 而目

前对于‘红富士’苹果茎尖培养体系的报道较少。

本研究以‘红富士’苹果组培苗为试材, 探索黑暗培

养对不定芽再生的影响、生根诱导培养过程中生

长素和蔗糖浓度对不定根发生的影响及驯化移栽

过程中不同炼苗方式对苹果组培苗移栽成活的影

响, 优化苹果茎尖培养快繁体系, 为将组培快繁技

术应用于苹果无病毒苗木繁育和商业化生产, 提
供试验数据。

材料与方法

1  试验材料

健壮生长的‘红富士’ (Malus×domestica Borkh. 
cv ‘Red Fuji’)苹果的组培苗(由实验室保存)。组培

苗在培养基MS (蔗糖30 g·L-1、琼脂 6.8 g·L-1)+IBA 
0.5 mg·L-1+6-BA 0.5 mg·L-1+GA 0.2 mg·L-1, 温度

(25±2) ℃,光照强度30~40 μmol·m-2·s-1, 光照时间14 
h·d-1条件下培养。 
2  试验方法

2.1  苹果组培苗茎尖培养

在超净台内利用解剖显微镜及解剖针将生长

一致的组培苗的长约0.25 mm的茎尖剥离, 放入诱

导培养基(MS+6-BA 4.0 mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1+
山梨醇 20 g·L-1+蔗糖10 g·L-1+琼脂 6.8 g·L-1)中, 分
别进行20、40和60 d黑暗培养处理。之后将茎尖

发生的愈伤组织转移至再生培养基(MS+6-BA 4.0 
mg·L-1+山梨醇 20 g·L-1+蔗糖 10 g·L-1+琼脂 6.8 
g·L-1)中, 在光照条件(30~40 μmol·m-2·s-1, 14 h·d-1)
下培养。以上3个处理各含15个苹果组培苗茎尖, 
重复3次。统计茎尖的愈伤诱导率和不定芽再生

率。愈伤诱导率=(诱导出愈伤组织的外植体个数/
接种外植体数)×100%, 不定芽的再生率=(萌芽的

愈伤组织数/总愈伤组织数)×100%。 
2.2  苹果组培苗不定根的诱导培养

当茎尖愈伤组织再生出的不定芽长度为4 cm
左右时, 对其剪切并转移至不同的培养基中进行

不定根诱导处理。添加IBA的生根培养基基本成

分为1/2MS、蔗糖20 g·L-1和琼脂6.8 g·L-1, 添加5个
浓度(0.25、0.5、0.75、1.00和1.5 mg·L-1)的IBA。

添加蔗糖的生根培养基的基本成分为1/2 MS、琼

脂6.8 g·L-1、IBA 0.25 mg·L-1, 添加3个浓度(10、20
和30 g·L-1)的蔗糖。光照条件同2.1节。以上共8个
处理, 每个处理含苹果组培苗15株, 各重复3次。30 
d后统计生根数及平均根长, 平均根长为每株组培

苗最长3条不定根的平均值。
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2.3  苹果组培苗驯化移栽

选取生根培养30 d后的‘红富士’苹果组培苗

200株, 进行常规炼苗和水培炼苗2种驯化移栽处

理, 每处理含100株组培苗。

常规炼苗将生长健壮的组培苗置于室内自然

光照下, 从散射光到直射光照炼苗5~7 d后, 去掉

封口膜炼苗3 d。将组培苗从瓶中取出, 用清水将

根部残留的培养基冲洗干净后, 移栽入营养钵中, 
营养土配方是蛭石:草炭:营养土为2:2:1 (V:V:V)。
温室条件下5周后统计苹果组培苗的移栽成活

率。

水培炼苗将生长健壮的组培苗从培养基中取

出, 用清水将根部残留的培养基冲洗干净后放入

改良的霍格兰德半营养液, 即霍格兰德配方用量

减半(Arnon和Hoagland 1944)的广口瓶中加封口膜

覆盖, 室内自然光下培养2周。之后将苹果组培苗

转移至含全霍格兰德营养液的广口瓶中, 室内自

然光下敞口炼苗培养3周。每周更换一次相同的

营养液。炼苗5周后移栽入营养钵中(营养土配方

同上), 温室条件下5周后统计苹果组培苗的移栽成

活率。

实验结果

1  黑暗培养对苹果茎尖培养再生不定芽效率的影响

在超净台内利用解剖显微镜及解剖针将组培

苗的长约0.25 mm的茎尖剥离, 放入愈伤诱导培养

基中, 分别进行黑暗培养20、40和60 d, 之后转移

至不定芽再生培养基中光照培养(图1)。3个处理

的愈伤诱导率无显著差异, 均在90%以上。经过黑

暗培养20 d的茎尖愈伤组织的不定芽的再生率显

著高于黑暗培养40和60 d的茎尖愈伤组织, 可达到

93.33% (表1)。
将茎尖诱导生成的愈伤组织捣碎并在显微镜

下进行细胞形态观察及检测(图2), 发现茎尖诱导

的愈伤组织中细胞大多呈圆形或近圆形, 为潜在

的胚性细胞。由此推测, 茎尖分生组织的细胞在

培养过程中保持了较好的分裂能力与较低的分化

程度, 更易于芽再生。

图1  苹果茎尖培养快繁体系的优化过程

Fig.1  Optimization of rapid micropropagation system of apple meristem-tip culture
A: 苹果茎尖分生组织的剥离; B: 黑暗培养20 d后茎尖诱导生成的愈伤组织; C: 光照培养4周愈伤组织转绿膨大; D: 光照培养15周后的

再生不定芽; E、F: 苹果组培苗水培炼苗; G: 苹果组培苗移栽到营养钵中; H: 苹果组培苗定植进入温室。

表1  黑暗培养时间对苹果茎尖不定芽再生效率的影响

Table1  Effect of incubating time in darkness on the adventitious shoots’regeneration efficiency of apple

黑暗培养时间/d 茎尖数/个 诱导出愈伤组织数/个 愈伤诱导率/% 再生不定芽数/个 不定芽再生率/%

            20 45 43 95.33±4.04a 40 93.33±6.50a

            40 45 41  91.00±10.14a 22 53.33±3.51b

            60 45 41 91.00±3.46a  7 16.67±3.79c

　　采用Duncan多重比较法, 表中数字为平均数±标准差, 小写字母表示在0.05水平下的差异显著。下表同此。
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2  不同IBA和蔗糖浓度对苹果组培苗不定根发生

的影响

将长度达到4 cm左右的不定芽剪切, 转移至

不同的培养基中进行不定根诱导处理。表2显示, 
平均生根数随添加IBA浓度的增加而显著增加, 当
添加IBA浓度为1.5 mg·L-1时, 平均生根数最多; 当
添加IBA浓度为1 mg·L-1时, 平均根长最长。

炼苗后分别移栽入营养钵中, 温室条件下5周后统

计移栽成活率(图1)。水培炼苗5周后, 移栽成活率

可达到75%, 常规炼苗移栽成活率仅为40%。水培

炼苗过程中炼苗时间的延长使组培苗叶色变绿, 
生长健壮。营养液培养替代常规炼苗时的琼脂

培养基, 使根系生长健壮, 移栽后缓苗容易, 成活

率高。

讨　　论

植物茎尖组织培养, 根据茎尖培养的目的和

外植体大小可分为茎尖分生组织培养和普通茎尖

培养两种类型(钟晓红等2003)。茎尖大小对茎尖

培养的分化与再生能力影响达极显著水平, 茎尖

大, 分化率高; 而脱毒率与茎尖大小成反比, 茎尖

越小, 脱毒率越高(董淑英等2001)。病毒在植物体

内分布是不均匀的, 植物茎尖处存在一个直径为

0.1 mm, 长为0.25 mm的无毒区, 这是茎尖培养可

以脱毒的依据(胡国君等2014)。为了提高茎尖培

养的成功率、减轻茎尖初始培养的褐化程度, 多
采用约0.5 mm大小的茎尖组织(由茎端分生组织和

几枚叶原基所构成)或者是更大的组织为外植体进

行组培繁殖(Caboni等2000)。普通茎尖培养, 病毒

脱毒效果有限。因此, 苹果无病毒苗木生产上, 主
要采用热处理和普通茎尖培养相结合, 对于苹果

褪绿叶斑病毒、茎痘病毒和茎沟病毒的脱毒率可

达50%~83.3% (程玉琴等2003; Hu等2015)。以

0.1~0.3 mm的苹果茎尖为外植体培养, 苹果褪绿叶

斑病毒的脱除率达100%, 苹果茎沟病毒的脱除率

可达77%~88% (董淑英等2001)。无叶原基的菊花

茎尖培养(茎尖<0.2mm)能有效脱除较难脱毒的病

毒和类病毒(Hosokawa 2008)。本研究在超净台中

剥取了长度0.25 mm左右的‘红富士’苹果茎尖分生

组织, 进行愈伤诱导和不定芽再生培养, 愈伤诱导

率和不定芽再生率均达到90%以上, 克服了小体积

图2  苹果茎尖愈伤组织的细胞显微观察

Fig.2  The microscopic observation of callus 
cells from apple meritem tips

表2  IBA浓度对苹果组培苗不定根再生的影响

Table2  Effect of IBA concentration on regenerating  
adventitious roots from apple propagules

IBA浓度/mg·L-1 平均生根数/条 平均根长/cm

          0.25  4±0.63d 5.39±1.60b

          0.50  6±1.21c 5.38±0.79b

          0.75  9±1.97b   5.94±1.66ab

          1.00 10±1.41b 7.26±1.80a

          1.50 14±2.19a   5.62±0.62ab

 

为验证糖源浓度对苹果组培苗生根的影响, 
在含有IBA 0.25 mg·L-1、琼脂6.8 g·L-1的1/2MS培
养基中添加不同浓度的蔗糖。表3显示, 当蔗糖浓

度提高至30 mg·L-1时, 平均生根数最多, 显著高于

其他两个处理; 当蔗糖浓度为20 mg·L-1时, 平均根

长最长, 显著高于其他两个处理。在低浓度IBA的

生根诱导培养基中, 蔗糖浓度的提高也有利于苹

果组培苗的不定根发生。

3  炼苗过程对苹果组培苗移栽成活率的影响

选取生根培养30 d后的‘红富士’苹果组培苗

200株, 进行常规炼苗和水培炼苗两种驯化处理, 

表3  蔗糖浓度对苹果组培苗不定根再生的影响

Table3  Effect of sucrose concentration on regenerating adven-
titious roots from apple propagules

蔗糖浓度/g·L-1 生根数/条 平均根长/cm

          10  6±0.44b 5.39±0.56b

          20  6±0.72b 6.15±0.44a

          30 10±1.22a 5.28±0.47c
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茎尖培养不定芽再生困难的问题。同时, 0.25mm
茎尖培养从理论上讲可以脱除苹果病毒和类病毒, 
但病毒脱除率还需进行检测。本文优化的苹果茎

尖组培体系为苹果无病毒苗木的繁育提供了实验

数据。

不定根诱导是组培过程中关键的一步, 碳源

种类和浓度影响组培苗的生根诱导效率(孙洪雁等

2014)。培养基中蔗糖浓度从1%提高到3%, 苹果

砧木‘MM.106’的生根率、单株生根数及根的长度

都随之增加(Bahmani等2009)。将培养基中蔗糖浓

度从2%提高到3%, 苹果砧木‘JM7’不定根的发生

速度变快, 并且根长和根粗都有所增加(孙洪雁等

2014)。本试验在含有低浓度生长素类物质的1/2 
MS培养基中提高蔗糖浓度, ‘红富士’苹果组培苗

的生根数和平均根长显著增加。说明根的诱导生

成需要较高的能量, 蔗糖浓度的提高有利于不定

根的发生。

本文采用了水培炼苗的方法, 将组培苗闭瓶

培养在改良的霍格兰德半营养液中, 炼苗2周后再

用改良的霍格兰德全营养液开瓶炼苗3周, 再移栽

入营养钵中。这种方法克服了常规炼苗过程中, 
去封口膜后培养基干裂、霉菌过多繁殖, 以及移

栽时组培苗根系去除干燥的培养基而容易受伤, 
使移栽成活率下降(王鹏飞和杜俊杰2004)。炼苗

时间的延长, 使叶片光合性能增强, 提高了组培苗

对外界光照和温湿度变化的适应能力, 同时水培

过程也锻炼了组培苗根系的吸水能力, 使移栽成

活率提高。

本研究以‘红富士’苹果组培苗为试材, 剥取

0.25 mm的茎尖进行组织培养, 茎尖启动培养以20 
d黑暗培养利于愈伤诱导和不定芽再生, 添加IBA 1 
mg·L-1、蔗糖20 mg·L-1的1/2 MS培养基适宜不定

根诱导且在低浓度生长素类物质(IBA 0.25 mg·L-1)
的生根培养基中提高蔗糖浓度(30 g·L-1)有利于不

定根的发生, 已生根的健壮苹果组培苗采用水培

炼苗法炼苗5周后移栽, 成活率高。此优化的苹果茎

尖培养体系繁殖效率高, 易于生产性操作, 为苹果无

病毒苗木繁育和商业化生产, 提供了技术支持。
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