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摘　 要： 该研究以‘章姬’脱毒苗带节匍匐茎段为外植体，以 ＭＳ 为基本培养基，进行单因素预实验，选取适合

‘章姬’草莓生长的植物激素种类和质量浓度范围，进而通过 Ｌ９（３
４）正交实验研究不同植物激素种类及其质

量浓度对愈伤组织诱导、丛芽发生及植株再生的影响。 结果表明：采用的 ３ 种基本培养基中，Ｂ５和 １ ／ ２ＭＳ 对抑

制培养过程中的褐化现象明显优于 ＭＳ，而附加 ２０ ｇ·Ｌ⁃１ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３在保证材料存活的前提下，大大降低了褐化

率；去除褐化的材料在 ＭＳ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ０．０５ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 中可同步进行愈伤组

织诱导和丛芽发生；丛芽增殖培养基为 ＭＳ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ，３０ ｄ 后繁殖系数可达

１２．８６；试管苗生根则在 １ ／ ２ＭＳ ＋ １．０ ｇ·Ｌ⁃１ ＡＣ 中进行，３５ ｄ 后可获得生长健壮的再生植株，生根率 ９２．５０％。

再生苗移栽成活率在 ９５％以上。 该研究建立了‘章姬’草莓体外高效快速繁殖体系，对短期内为‘章姬’草莓

栽培提供大量种性稳定、质量优良的种苗具有重要意义，同时为其他草莓品种的体外快繁提供了技术参考。
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　 　 草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ × ａｎａｎａｓｓａ ）为蔷薇科（Ｒｏｓａ⁃
ｃｅａｅ）草莓属（Ｆｒａｇａｒｉａ）多年生草本植物，在园艺

学上属于浆果类果树（雷庆等，２０１１），现世界各地

均有栽培（李邵等，２０１４）。 目前，公认草莓属 ２０
个种分属 ５ 个不同的染色体倍性类型（ ｘ ＝ ７），即
１０ 种二倍体，４ 种四倍体，１ 种五倍体，１ 种六倍体

和 ４ 种八倍体（陈丙义等，２０１２；周历萍等，２０１５），
栽培种则为 ８ 倍体 （ ２ｎ ＝ ８ｘ ＝ ５６） （陈丙义等，
２０１２；周历萍等，２０１５）。 草莓是果树中鲜果上市

最早的水果，素有“早春第一果”的美称，其果实鲜

美、营养丰富，果肉中含有大量的糖类、有机酸、果
胶、鞣花酸和花色苷等物质而深受人们喜爱（Ｗａｎｇ
＆ Ｍｉｌｌｎｅｒ， ２００９；Ｊｏｓｕｔｔｉｓ ｅｔ ａｌ， ２０１０）。 我国草莓自

然分布有 １１ 个种，约占世界草莓属植物 ２０ 个种的

一半，是世界野生草莓种类最丰富的国家（陈丙义

等，２０１２）。 草莓以无性繁殖为主，而长期无性繁

殖容易造成病毒在草莓植株体内积累，表现为植

株矮化变形，畸形果比例增加，且有花叶、黄边、斑
驳等多种症状，致使草莓种性退化，产量逐年降低

（金美芳等，２０１７；廖咏梅等，２００６）。 利用组织培

养技术进行脱毒、快速繁殖是解决草莓这些问题

的有效途径。 国外对草莓的组织培养在 ２０ 世纪

七八十年代的报道较多 （ Ａｄａｍｓ， １９７２； Ｂｏｘｕｓ，
１９７４）。 我国的草莓组织培养研究始于 ２０ 世纪 ８０
年代末，到目前为止在茎尖脱毒培养、叶片培养、
茎段培养、花药培养等方面的研究报道亦有不少

（廖咏梅等，２００６；马崇坚和廖佩颖，２００７；朱海生

等，２００７；王翡等，２０１０）。 尽管对草莓的研究已有

很多，但在消除褐化影响、繁殖系数和周期、移栽

成活率及较高成本方面仍存在一些问题，使得脱

毒组培苗的整体应用仍处于较低水平。
‘章姬’草莓是日本育成的早熟品种，为云南

省主要栽培品种，该品种生长势旺盛、、果形美观、
口感佳、风味好，且抗逆性强。 金真等（２０１５）通过

对‘章姬’草莓茎尖进行不同培养基和外源激素的

组合处理，建立了高效的‘章姬’草莓茎尖组培快

繁体系。 肖君泽等（２０１１）采用花药组织培养法，
进行了‘章姬’草莓脱毒苗的快速繁殖。 但还未见

有关采用带节匍匐茎段作为外植体进行‘章姬’草
莓快繁的报道。 本课题组在研究的前期预实验中

发现，‘章姬’草莓脱毒苗带节匍匐的茎段，具有很

强的脱分化能力。 鉴于此，本研究以‘章姬’草莓

脱毒苗带节匍匐茎段为外植体，通过正交实验建

立其高效的体外再生体系，对在短期内为‘章姬’
草莓推广栽培提供大量性状稳定、质量优良的种

苗具有重要意义和价值，同时也可为其他草莓品

种的体外快繁提供技术参考。

１　 材料与方法

１．１ 材料

材料由云南省玉溪市祥馨农产品种植基地提
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供的 ‘章姬’ （Ａｋｉｈｉｍｅ）脱毒苗，２０１４ 年 ５ 月选取

生长健壮、无病虫害、当年生匍匐茎第一节部分为

外植体。 外植体按地皮消（吕美萍等，２０１６）的方

法进行处理，备用。
１．２ 方法

１．２．１ 培养基 　 参照李鹂等（ ２０１５）的配置方法。

基本培养基：ＭＳ，Ｂ５，１ ／ ２ＭＳ，根据需要附加不同种

类及质量浓度植物激素，蔗糖添加量 ＭＳ 为 ３％，Ｂ５

为 ２％； 琼脂 ０．４６％， ｐＨ 值为 ５．８ ～ ６．０。 培养基在

１２１ ℃灭菌 ２２ ｍｉｎ 备用。
抑制褐化培养基：采用 Ｌ９（３４） 正交实验，因素

分别为基本培养基、Ｎａ２ Ｓ２Ｏ３、ＶＣ，其组合见表 １。

所有组合均附加 １．０ ｇ·Ｌ⁃１ ＡＣ，７ ｄ 转接，转接 ３ 次

后，统计外植体存活率。 单因素预实验培养基：单
独添加不同种类及不同质量浓度植物激素的 ＭＳ
培养基进行单因素预实验，其中 ６⁃ＢＡ 和 ２， ４⁃Ｄ 质

量浓度为 ０．０１、０．０５、０． １、０． ５、１． ０ ｍｇ·Ｌ⁃１； ＮＡＡ
和 ＩＢＡ 质量浓度为 ０． ０５、０． １、０． ５、１． ０、１． ５ ｍｇ·
Ｌ⁃１，２０ ｄ 后观察各实验组生长情况，筛选出适宜的

植物激素种类及其质量浓度范围。 愈伤组织诱

导、丛芽发生和增殖培养基：根据单因素预实验结

果，采用 Ｌ９（３４） 正交试验，因素分别为植物激素

６⁃ＢＡ、２，４⁃Ｄ、ＮＡＡ，其组合见表 ２。 培养 ３０ ｄ 后，
统计愈伤组织诱导率、丛芽发生率和繁殖系数。
生根培养基：选取长约 ３ ～ ４ ｃｍ、长势基本一致的

不定芽， 接种于附加 １．０ ｇ·Ｌ⁃１ ＡＣ、且分别添加 ０、
０．１、０．５、１．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 的 １ ／ ２ＭＳ 培养基中进行

生根诱导。 ３５ ｄ 后统计生根率和根粗壮度。

表 １　 抑制褐化 Ｌ９（３
４） 正交设计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌ９（３
４） ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｆｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｂｒｏｗｎｉｎｇ

水平
Ｌｅｖｅｌ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ
基本培养基
Ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉｕｍ

Ｂ
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３

（ｇ·Ｌ⁃１）

Ｃ
ＶＣ

（ ｍｇ·Ｌ⁃１）

１ ＭＳ ２０ ２０

２ Ｂ５ ３０ ３０

３ １ ／ ２ＭＳ ５０ ５０

表 ２　 愈伤组织诱导与芽丛发生 Ｌ９（３
４） 正交设计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌ９（３
４） ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｆｏｒ ｃａｌｌｕｓ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ

水平
Ｌｅｖｅｌ

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ
６⁃ＢＡ

（ ｍｇ·Ｌ ⁃１）

Ｂ
２，４⁃Ｄ

（ ｍｇ·Ｌ ⁃１）

Ｃ
ＮＡＡ

（ｍｇ·Ｌ ⁃１）

１ ０．１ ０．０１ ０．０５

２ ０．５ ０．０５ ０．１

３ １．０ ０．１ ０．５

１．２．２ 培养条件 　 参照李鹂等（２０１５）中的培养条

件。 培养室温度控制在（２２±１）℃，光照度１ ５００ ～
２ ０００ ｌｘ，光照时间 １０ ｈ·ｄ⁃１。
１．２．３ 炼苗移栽 　 炼苗移栽参考文献（吕美萍等，
２０１６）中所使用的方法。 待幼苗长至约 ６ ｃｍ 高

时，将生根瓶置于室温下炼苗 ３ ｄ 后，从培养基中

取出幼苗，将残留培养基清洗干净，移栽至消毒后

的沙土基质中保温保湿培养，３０ ｄ 后统计幼苗成

活率及生长状况。
１．２．４ 统计指标　 统计外植体存活率（％）、愈伤组

织诱导率（％）、丛芽发生率（％）、丛芽增殖系数、
增殖系数、生根率（％）等指标，参照李鹂等（２０１５）
的计算方法。 所得数据利用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ（１９．０）
软件进行处理与分析。

２　 结果与分析

２．１ 启动培养中的褐化现象及改善措施

‘章姬’草莓接种后 ３ ｄ 即出现褐化现象（图

１：Ａ），７ ｄ 后褐化加剧，材料逐渐死亡（图 １：Ｂ）。
抑制褐化正交实验结果见表 ３，方差分析见表 ４。

表 ３ 极差分析显示，基本培养基类型是抑制褐

化、保 障 培 养 材 料 存 活 的 关 键 因 素； 其 次 是

Ｎａ２Ｓ２Ｏ３，这两个因素的极差值均远大于空白对照

（３．１６），而 ＶＣ 的极差值 （ １． ８４） 小于空白对照

（３．１６）。 表 ４ 进一步验证了基本培养基类型和

Ｎａ２Ｓ２Ｏ３对‘章姬’草莓茎段培养在抑制褐化、保证

材料存活率方面具显著性差异（Ｐ＜ ０． ０５），ＶＣ 则

无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。通过平均值分析，降低褐

４８４ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



表 ３　 抑制褐化 Ｌ９（３
４） 正交实验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｂｒｏｗｎｉｎｇ
ｂｙ Ｌ９（３

４） ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ
基本培养基
Ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉｕｍ

Ｂ
Ｎａ２Ｓ２Ｏ３

（ｇ·Ｌ⁃１）

Ｃ
ＶＣ

（ｍｇ·Ｌ⁃１）

Ｄ
误差 Ｅｒｒｏｒ

外植体
存活率
Ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｏｆ
ｅｘｐｌａｎｔ
（％）

ＭＳ ２０ ２０ （１） １６．３７
ＭＳ ３０ ３０ （２） ９．５６
ＭＳ ５０ ５０ （３） ５．６７
Ｂ５ ２０ ３０ （３） ８８．３８
Ｂ５ ３０ ５０ （１） ８０．４５
Ｂ５ ５０ ２０ （２） ７１．６３

１ ／ ２ＭＳ ２０ ５０ （２） ８６．６７
１ ／ ２ＭＳ ３０ ２０ （３） ８１．５８
１ ／ ２ＭＳ ５０ ３０ （１） ６９．３４

Ｋ１ １０．５３ ６３．８１ ５６．５３ ５５．３９
Ｋ２ ８０．１５ ５７．１９ ５５．７６ ５５．９５
Ｋ３ ７９．１９ ４８．８８ ５７．５９ ５８．５４
Ｒ ６９．６２ １４．９３ １．８４ ３．１６

表 ４　 抑制褐化外植体存活率方差分析结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ

ｅｘｐｌａｎｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｂｒｏｗｎｉｎｇ

源
Ｓｏｕｒｃｅ

Ⅲ 型平方和
Ｓｕｍ ｏｆ

Ｔｙｐｅ Ⅲ ｓｑｕａｒｅ
自由度

ｄｆ

均方
Ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

显著性
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ａ （培养基
Ｍｅｄｉｕｍ）

９ ５６２．５１ ２ ４ ７８１．２６ ５６２．７１ Ｐ＜ ０．０５

Ｂ
（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）

３３５．６６ ２ １６７．８３ １９．７５ Ｐ＜０．０５

Ｃ （ＶＣ） ５．１１ ２ ２．５５ ０．３０ Ｐ＞０．０５

误差 Ｅｒｒｏｒ １６．９９ ２ ８．４９

化、提高培养材料存活率的最佳组合为 Ａ２Ｂ１，即
Ｂ５＋２０ ｇ·Ｌ⁃１ Ｎａ２ Ｓ２Ｏ３。 外植体材料经消毒处理，
转入 Ｂ５＋ ２０ ｇ·Ｌ⁃１ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３＋ １．０ ｇ·Ｌ⁃１ ＡＣ 后，间
隔 ７ ｄ 进行一次转接，３ 次后褐化现象得到明显改

善（图 １：Ｃ），且可以保持外植体活力（图 １：Ｄ）。
２．２ 单因素预实验和植物激素种类的选择

单因素实验结果表明，６⁃ＢＡ 和 ２，４⁃Ｄ 均能促

进外植体基部产生愈伤组织，尤以 ０．５ ～ １．０ ｍｇ·
Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ 和 ０．０５ ～ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ 为好。 ＮＡＡ
和 ＩＢＡ 作用类似，均有利于外植体节上不定根和

叶片的萌发。
２．３ 愈伤组织诱导、丛芽发生与芽增殖培养

以 ６⁃ＢＡ、２，４⁃Ｄ 和 ＮＡＡ 为因素，进行 Ｌ９（３４）

正交试验，２０ ｄ 后其愈伤组织诱导率和丛芽发生

率的极差分析结果如表 ５ 所示。 表 ５ 结果显示，
６⁃ＢＡ为‘章姬’草莓茎段愈伤组织诱导最主要的影

响因子，其次为 ２，４⁃Ｄ 和 ＮＡＡ；３ 个因子的极差值

均大于空白列（１．１３），表明在愈伤组织诱导上这 ３
个因素的效应是可靠的。 方差分析（表 ６）表明，
６⁃ＢＡ和 ２，４⁃Ｄ 对诱导愈伤组织有显著影响（Ｐ ＜
０．０５），ＮＡＡ 则无显著影响（Ｐ＞０．０５）。 对 ６⁃ＢＡ 和

２，４⁃Ｄ ３ 个水平的 Ｄｕｎｃａｎ 检验 （表 ７、 ８） 表明，
６⁃ＢＡ在水平 １（０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１）上对愈伤组织诱导率

影响最大，与水平 ２、３ 均具显著性差异，其均值明

显高于这两个水平；而 ２，４⁃Ｄ 则在水平 ２ （ ０． ０５
ｍｇ·Ｌ⁃１）上对愈伤组织诱导率影响最大，与水平

１、３ 均具显著性差异，均值亦明显高于这两个水

平。 由平均值分析可知，‘章姬’草莓茎段愈伤组

织诱导的最佳激素组合为 Ａ１Ｂ２Ｃ２，即 ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１

６⁃ＢＡ ＋ ０．０５ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ。
表 ５ 显示，对于丛芽发生 ６⁃ＢＡ 亦为最主要的

影响因子。 ３ 个因素对丛芽发生率影响大小依次

为 ６⁃ＢＡ＞ＮＡＡ＞２，４⁃Ｄ，由 Ｋ 值大小可以看出，各因

素不同水平对丛芽发生率影响大小的主次顺序分

别为 Ａ１ ＞Ａ２ ＞Ａ３，Ｂ２ ＞Ｂ１ ＞Ｂ３，Ｃ２ ＞Ｃ３ ＞Ｃ１；６⁃ＢＡ 和

ＮＡＡ 极差均大于空白列（６．６６），说明这两个因素

的效应可靠，而２，４⁃Ｄ极差小于空白列，说明其在

丛芽发生率上的效应不可靠。 表 ９ 显示，６⁃ＢＡ 和

ＮＡＡ 对丛芽发生具显著性影响（Ｐ＜０．０５），２，４⁃Ｄ
则无显著影响 （ Ｐ＞ ０． ０５）。 表 １０ 和表 １１ 表明，
６⁃ＢＡ在水平 １、２（０．１ ～ ０．５ ｍｇ·Ｌ⁃１）上对丛芽发生

率影响最大，与水平 ３ 均具显著性差异；而 ＮＡＡ 则

在水平 ２（０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１）上对丛芽发生率影响最大，
与水平 １、３ 均具显著性差异，均值亦明显高于这

两个水平。 由平均值分析可知，‘章姬’草莓茎段

愈伤组织诱导丛芽发生的最佳激素组合为 Ａ１Ｃ２，

即 ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ。
将启动培养消除褐化后的带节茎段接入 ＭＳ ＋

６⁃ＢＡ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１＋ ０．０５ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ ＋ ０．１ ｍｇ·

５８４４ 期 张爱丽等： ‘章姬’草莓茎段愈伤组织诱导及高频植株再生体系的建立



表 ５　 愈伤组织诱导与丛芽发生 Ｌ９（３
４） 正交实验结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｓｈｏｏｔｓ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｂｙ Ｌ９（３
４） ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

编号 Ｃｏｄｅ

植物激素 Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ （ｍｇ·Ｌ ⁃１）

Ａ （６⁃ＢＡ） Ｂ （２，４⁃Ｄ） Ｃ （ＮＡＡ） Ｄ （Ｅｒｒｏｒ）

愈伤诱导率
Ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ
（％）

芽丛发生率
Ｒａｔｅ ｏｆ ｂｕｄｓ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
（％）

Ｃ １ ０．１ ０．０１ ０．０５ （１） ８６．４５ ７５．３６

Ｃ ２ ０．１ ０．０５ ０．１ （２） ９８．８７ １００．００

Ｃ ３ ０．１ ０．１ ０．５ （３） ８２．３３ ７７．６５

Ｃ ４ ０．５ ０．０１ ０．１ （３） ７６．６８ ８８．３６

Ｃ ５ ０．５ ０．０５ ０．５ （１） ８２．５７ ６２．３８

Ｃ ６ ０．５ ０．１ ０．０５ （２） ６８．６５ ５１．７６

Ｃ ７ １．０ ０．０１ ０．５ （２） ５３．９３ ３３．２１

Ｃ ８ １．０ ０．０５ ０．０５ （３） ６２．８５ ３８．９３

Ｃ ９ １．０ ０．１ ０．１ （１） ４９．４４ ５６．５５

愈伤组织诱导 Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ Ｋ１ ８９．２２ ７２．３５ ７２．６５ ７２．８２

Ｋ２ ７５．９７ ８１．４３ ７４．９９ ７３．８２

Ｋ３ ５５．４１ ６６．８１ ７２．９４ ７３．９５

Ｒ１ ３３．８１ １４．６２ ２．３５ １．１３

丛芽诱导 Ｂｕｄｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ Ｋ１ ８４．３４ ６５．６４ ５５．３５ ６４．７６

Ｋ２ ６７．５０ ６７．１０ ８１．６４ ６１．６６

Ｋ３ ４２．８９ ６１．９９ ５７．７５ ６８．３１

Ｒ２ ４１．４４ ５．１２ ２６．２９ ６．６６

表 ６　 愈伤组织诱导方差分析结果
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

源
Ｓｏｕｒｃｅ

Ⅲ 型平方和
Ｓｕｍ ｏｆ

Ｔｙｐｅ Ⅲ ｓｑｕａｒｅ

自由度
ｄｆ

均方
Ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

显著性
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ａ（６⁃ＢＡ） １ ７４１．３９ ２ ８７０．６９ ７５８．２９ Ｐ＜ ０．０５

Ｂ（２，４⁃Ｄ） ３２６．９９ ２ １６３．４９ １４２．３９ Ｐ＜０．０５

Ｃ（ＮＡＡ） ９．８１ ２ ４．９１ ４．２７ Ｐ＞０．０５

误差 Ｅｒｒｏｒ ２．２９ ２ １．１４８

Ｌ⁃１ ＮＡＡ 中，５ ｄ 后在其节部和基部出现愈伤组织，
得愈率为 ９８．８７％；１０ ｄ 后愈伤组织增殖迅速，其
表面开始出现绿色芽点（图 ２：Ａ）；１５ ｄ 后分化出

不定芽丛（图 ２：Ｂ），丛芽分化率 １００％；２０ ｄ 后丛

芽分化率可达 ６．３２（图 ２：Ｃ，Ｄ）。
将愈伤组织诱导出的不定丛芽分割为 ２ ～ ３ 株

一丛（图 ３：Ａ）， 转接至 ＭＳ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋

表 ７　 ６⁃ＢＡ ３ 水平 Ｄｕｎｃａｎ 检验
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ６⁃ＢＡ

水平
Ｌｅｖｅｌ

均值
ｘ

０．０５ 水平
０．０５ ｌｅｖｅｌ

３ ５５．４１ ｃ

２ ７５．９７ ｂ

１ ８９．２２ ａ

　 注： 同列不同小写字母表示差异性显著（Ｐ＜０．０５）。 下同。
　 Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 中，在愈伤组织增殖、芽丛生长为

丛芽的同时，新的芽点不断出现，培养 １５ ｄ 后丛芽

大量繁殖（图 ３：Ｂ，Ｃ）；３０ ｄ 后可获得生长健壮的

试管苗，其不定芽发生系数可达 １２．８６（图 ３：Ｄ）。
２．４ 生根培养和炼苗移栽

瓶内生根结果显示在 １ ／ ２ＭＳ 培养基中加入活

性炭有利于不定根的诱导， 而添加生长素 ＮＡＡ 则
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注： Ａ． ３ ｄ 后即出现褐化现象； Ｂ． ７ ｄ 后褐化加剧，材料逐渐死亡； Ｃ． 外植体在 Ｂ５＋ ２０ ｇ·Ｌ⁃１ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３＋ １．０ ｇ·Ｌ⁃１ ＡＣ
转接 ３ 次后的情况； Ｄ． 有活力的外植体，其节上叶片开始生长。

Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｂｒｏｗｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ ３ ｄ； Ｂ． Ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｍａｔｅｒｉａｌ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｉｅｄ ａｆｔｅｒ ７ ｄ； Ｃ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｏｎ Ｂ５＋

２０ ｇ·Ｌ⁃１ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３＋ １．０ ｇ·Ｌ⁃１ ＡＣ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ ３ ｔｉｍｅｓ； Ｄ． Ｄｙｎａｍｉｃ ｅｘｐｌａｎｔ ｗｉｔｈ ｌｅａｖｅｓ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｔｏ ｇｒｏｗ．

图 １　 褐化现象及其控制
Ｆｉｇ． １　 Ｂｒｏｗｎｉｎｇ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｎｔｒｏｌ

注： Ａ． 培养 １０ ｄ 后愈伤增殖迅速，表面开始分化出绿色芽点； Ｂ． １５ ｄ 后的不定芽丛； Ｃ，Ｄ． ２０ ｄ 后的芽丛。
Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｃａｌｌｕｓ ｐｒｏｐａｇａｔｉｎｇ ｒａｐｉｄｌｙ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇ ｇｒｅｅｎ ｂｕｄ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ３ ｄ； Ｂ． Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ

ｓｈｏｏｔｓ ａｆｔｅｒ １５ ｄ； Ｃ， Ｄ． Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｓｈｏｏｔｓ ａｆｔｅｒ ２０ ｄ．

图 ２　 愈伤组织诱导和丛芽发生
Ｆｉｇ． ２　 Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｓｈｏｏｔｓ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ

表 ８　 ２，４⁃Ｄ ３ 水平 Ｄｕｎｃａｎ 检验
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ２，４⁃Ｄ

水平
Ｌｅｖｅｌ

均值
ｘ

０．０５ 水平
０．０５ ｌｅｖｅｌ

３ ６６．８１ ｃ

１ ７２．３５ ｂ

２ ８１．４３ ａ

表 ９　 芽丛发生方差分析结果
Ｔａｂｌｅ ９　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｓｈｏｏｔｓ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ

源
Ｓｏｕｒｃｅ

Ⅲ 型平方和
Ｓｕｍ ｏｆ

Ｔｙｐｅ Ⅲ ｓｑｕａｒｅ

自由度
ｄｆ

均方
Ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

显著性
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ａ（６⁃ＢＡ） ２ ６０６．０７ ２ １ ３０３．０４ ３９．１５ Ｐ＜０．０５

Ｂ（２，４⁃Ｄ） ４１．６８ ２ ２０．８２ ０．６３ Ｐ＞０．０５

Ｃ（ＮＡＡ） １ ２６７．４７ ２ ６３３．７３ １９．０４ Ｐ＜０．０５

误差 Ｅｒｒｏｒ ６６．５７ ２ ３３．２８

７８４４ 期 张爱丽等： ‘章姬’草莓茎段愈伤组织诱导及高频植株再生体系的建立



注： Ａ． 转入增殖培养基时的芽丛； Ｂ，Ｃ． １５ ｄ 芽丛大量繁殖； Ｄ． ３０ ｄ 后丛生芽的生长情况

Ｎｏｔｅ： Ａ． Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｓｈｏｏｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ ｉｎｔｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａ； Ｂ， Ｃ． Ｃａｌｌｕｓｅｓ
ｂｌｏｏｍｉｎｇ ａｆｔｅｒ １５ ｄ； Ｄ． Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ａｆｔｅｒ ３０ ｄ．

图 ３　 芽的增殖与生长
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｓｈｏｏｔｓ

注： Ａ． 培养 １０ ｄ 后的生根苗； Ｂ． ２０ ｄ 后的生根苗； Ｃ－Ｅ． ３０ ｄ 后的生根情况； Ｆ． 移栽 １ 个月后的

再生苗； Ｇ． 移栽 ４５ ｄ 后的再生苗； Ｈ． 大棚内下地的再生苗。
Ｎｏｔｅ： Ａ． Ｒｏｏｔｉｎｇ ｐｌａｎｔｌｅｔ ａｆｔｅｒ １０ ｄ； Ｂ． Ｒｏｏｔｉｎｇ ｐｌａｎｔｌｅｔ ａｆｔｅｒ ２０ ｄ； Ｃ－Ｅ． Ｒｏｏｔ ｓｙｓｔｅｍ ａｆｔｅｒ ３０ ｄ； Ｆ． Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｌｅｔ

ａｆｔｅｒ ３０ ｄ； Ｇ． Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｌｅｔ ａｆｔｅｒ ４５ ｄ； Ｈ． Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ ｉｎ ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ．

图 ４　 试管苗生根培养及移栽
Ｆｉｇ． ４　 Ｒｏｏｔｉｎｇ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ ｏｆ ｔｅｓｔ⁃ｔｕｂｅ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

不利于试管苗的生长。 加入 ＮＡＡ 后，不定根变

细，叶片两端向上卷曲，且根韧性下降。 实验表

明，适宜的生根培养基为 １ ／ ２ＭＳ ＋ １．０ ｇ·Ｌ⁃１ ＡＣ。
试管苗在此培养基中培养 １０ ｄ 后， 基部开始出现
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表 １０　 ６⁃ＢＡ ３ 水平 Ｄｕｎｃａｎ 检验
Ｔａｂｌｅ １０　 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ６⁃ＢＡ

水平
Ｌｅｖｅｌ

均值
ｘ

０．０５ 水平
０．０５ ｌｅｖｅｌ

３ ４２．８９ ｃ

２ ６７．５０ ａ

１ ８４．３４ ａ

表 １１　 ＮＡＡ ３ 水平 Ｄｕｎｃａｎ 检验
Ｔａｂｌｅ １１　 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＡＡ

水平
Ｌｅｖｅｌ

均值
ｘ

０．０５ 水平
０．０５ ｌｅｖｅｌ

１ ６６．８１ ｂ

３ ７２．３５ ｂ

２ ８１．４３ ａ

不定根（图 ４：Ａ）；２０ ｄ 后可见明显的根生长量（图
４：Ｂ）；３５ ｄ 后可获得根系粗壮发达且生长健壮的

生根苗（图 ４：Ｃ－Ｅ），生根率达 ９２．５０％。 炼苗后移

栽至沙土基质中， ３０ ｄ 后即有新叶长出（图 ４：Ｆ），
成活率达 ９５％以上；４５ ｄ 后，再生苗生长健壮（图
４：Ｇ），此时可移至大棚内下地生长（图 ４：Ｈ）。

３　 讨论与结论

３．１ 褐化现象及改善措施

‘章姬’草莓匍匐茎段外植体在初代培养过程

中存在褐化严重的问题，本课题组前期在 ＭＳ 培养

基中附加不同植物激素的预实验中，褐化率几乎

是 １００％，２ 周内培养物全部死亡。 与“丰香”草莓

（马崇坚和廖佩颖，２００７）外植体先死亡再褐化的

现象不同，‘章姬’草莓是外植体先褐化后死亡。
因此，控制褐化率是‘章姬’草莓体外快繁的关键。

褐化是外植体切口附近的细胞受到伤害，细
胞膜结构发生变化，细胞内区隔化被破坏使多酚

物质接触空气，在多酚氧化酶（ ＰＰＯ）的作用下被

氧化，形成颜色较深的醌类物质所致（代小梅等，
２０１５ａ，２０１５ｂ；冯代弟等，２０１５）。 到目前为止，已
有相当多的学者对外植体褐化的发生机理、发生

因素和控制措施等进行了研究，指出外植体类型、

外植体生长部位及生理状态、培养基成分和培养

条件等是产生褐化现象的主要原因，并提出了各

自不同的处理措施（刘洋等，２００７；段艳欣和郭斌，
２００９；马文卿等，２０１０；夏亚男等，２０１４；吴玲利等，
２０１５），其中改变基本培养基类型和添加抗氧化剂

是抑制褐化现象的重要手段。 令人困惑的是，有
关草莓组织培养中存在褐化现象的报道不多（牛

红云等，２００４；马崇坚和廖佩颖，２００７； Ｋｏ ｅｔ ａｌ，
２００９），均只提及出现褐化且很容易得到解决。

本研究结果表明，基本培养基类型是‘章姬’
草莓发生褐化的主要原因，其次是抗氧化剂的添

加。 推测培养基中较低水平的无机盐浓度在‘章

姬’草莓初代培养中具抑制褐化现象的作用；而抗

氧化剂 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３的添加，则进一步降低了褐化率，
与在甜叶悬钩子中的研究（郭治友等，２００９）类似，
外植体存活率会随 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３浓度的增加而降低，说
明抗氧化剂使用浓度过高对外植体会产生一定的

毒害作用。 研究表明，‘章姬’草莓最佳初代培养

基为 Ｂ５＋ ２０ ｇ·Ｌ⁃１ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３，每间隔 ７ ｄ 进行一次

转接，３ 次后可彻底消除褐化现象，外植体成活率

亦可达 ８５％以上。 此外，减少外植体在空气中的

裸露时间，做到“现采现用”；转接时，瓶对瓶，尽量

减少外植体与空气的接触；在外植体接入培养瓶

后，利用酒精灯外焰加热瓶壁，使瓶内空气尽可能

排除等，均是降低褐化率的有效方法。
值得注意的是，外植体褐化一旦消除，在以后

各阶段培养过程中，即使不再对培养基进行处理

（如更换基本培养基类型或添加抗氧化剂），只要

按时转接均少见褐化。 从酶促褐化发生的机理来

看，这个现象是否暗示外植体材料只要能正常脱

分化和再分化，在以后的生长过程中就能释放抑

制相关酶产生的物质，从而达到了去除褐化的效

果？ 这一问题值得进一步进行研究。
３．２ 外源激素对‘章姬’草莓体外快繁的影响

单因素和正交实验结果表明，６⁃ＢＡ、２，４⁃Ｄ、
ＮＡＡ 的配合使用在愈伤组织诱导方面均显著优于

单独使用，表现出极佳的协同效果。 其中 ６⁃ＢＡ 在

愈伤组织诱导和芽丛分化上均具显著性差异，表
明 ６⁃ＢＡ 在‘章姬’草莓茎段培养中除具促进细胞

分裂、促进非分化组织分化的作用外，还具强烈诱

９８４４ 期 张爱丽等： ‘章姬’草莓茎段愈伤组织诱导及高频植株再生体系的建立



导不定芽分化和生长的作用；２，４⁃Ｄ 在愈伤组织诱

导上具强烈促进作用，但在一定程度上抑制了不

定芽的发生；ＮＡＡ 则在愈伤组织诱导中表现出非

常理想的协同促进效果，而在下一步的丛芽繁殖

生长中具显著性作用。
本研究实现了‘章姬’草莓同步进行愈伤组织

诱导和丛芽分化，解决了牛红云等（２００４）未能同

步诱导愈伤组织和芽丛分化的问题。 与前人（牛

红云等，２００４；廖咏梅等，２００６；马崇坚和廖佩颖，
２００７；朱海生等， ２００７； Ｋｏ ｅｔ ａｌ， ２００９；王翡等，
２０１０）对草莓其他品种的研究结果不同，在‘章姬’
草莓的再生体系中，所用植物激素质量浓度水平

均较低，而生根培养阶段在无植物激素的 １ ／ ２ＭＳ
上亦能正常长出大量根系。 但是，金真等（２０１５）
在不同培养基和外源激素对‘章姬’草莓茎尖培养

影响的研究中也发现，不添加激素的 １ ／ ２ＭＳ＋蔗糖

培养基不仅能满足草莓苗生根的要求，且根系粗

壮，有利于后期草莓苗的移栽成活。 这与本研究

结果一致。 本研究发现加入低质量浓度 ＮＡＡ 反

而抑 制 了 试 管 苗 的 生 长， 与 黄 衡 宇 和 王 美 蓉

（２０１４）和李鹂等 （ ２０１５） 研究的一些物种类似。
推测‘章姬’草莓匍匐茎节部内源激素水平很低导

致对外源激素非常敏感，附加较低浓度的外源激

素就能刺激其快速生长；而丛生苗在增殖培养过

程中，可将部分外源激素特别是生长素类集积于

丛苗基部，甚至部分转化为内源激素，继而在无植

物激素的培养基中亦能正常生根生长。 这说明不

同草莓品种、即使是同一品种的不同外植体部位，
植物激素的使用也存较大差异，使用的种类和浓

度主要取决于不同品种、不同外植体类型的反应。
‘章姬’草莓体外快繁的培养周期为 ２５ ～ ３５

ｄ，在此时间段进行增殖或生根转接，试管苗生长

速度快，且长势健壮，根系发达粗壮；超过 ３５ ｄ，培
养物基部褐化导致培养物不能正常生长，而且一

旦褐化，在以后的培养中很难去除，只能舍弃不

用。 这说明培养周期也是影响‘章姬’草莓体外快

繁的重要因素之一。
目前，尽管对草莓的研究已有很多，但在消除

褐化影响、繁殖系数和周期、移栽成活率及较高成

本方面仍存在很多问题，使得脱毒组培苗的整体

应用处于较低水平。 本研究解决了草莓组织培养

过程中褐化现象严重的问题，成功建立了‘章姬’
品种体外高频再生体系。 以‘章姬’脱毒苗匍匐茎

段为外植体，在 Ｂ５＋ ２０ ｇ·Ｌ⁃１ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３中进行抑制

褐化处理；将消除褐化后的外植体接入 ＭＳ ＋ ０．１
ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ０．０５ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１

ＮＡＡ 中同步进行愈伤组织诱导和丛芽发生；将愈

伤组织诱导出的不定芽丛转接至 ＭＳ ＋ ０．１ ｍｇ·
Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ ＋ ０．１ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＮＡＡ 中进行增殖培养，３０ ｄ
一个生长繁殖周期后增殖系数可达 １２．８６；试管苗

不定根诱导在 １ ／ ２ＭＳ ＋ １．０ ｇ·Ｌ⁃１ ＡＣ 进行，炼苗

移栽后可获得完整植株。 对‘章姬’草莓离体快速

繁殖和种性保持具有重要意义，同时为其他草莓

品种的体外快繁提供了技术参考。
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