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摘  要 : 以‘红阳’猕猴桃雌株幼叶为外植体，直接诱导产生不定芽，并对不定芽增殖以及生根体系进行优化，

建立了高频再生体系。结果表明，在 MS+3.0 mg/L BA+1.0 mg/L NAA 培养基中，不定芽诱导率达 100％，平均出

芽数达 18.67 个/叶盘；在 MS+2.0 mg/L BA+1.0 mg/L NAA+0.1 mg/L GA3培养基中，增殖率达 100％，1~6 代不定

芽平均繁殖系数达 8.63；不定芽在 1/2 MS+0.8 mg/L IBA 培养基中培养 15 d，然后继代至含 1/2 MS 液体培养基的

珍珠岩中培养 15 d，生根率达 100%，且其根系发育良好；98 株试管苗移栽到土壤盆钵中，成活 95 株，成活率达

96.94％。本试验成功建立了‘红阳’猕猴桃叶片高频直接再生体系，该体系诱导产生不定芽周期短，出芽率高，

不定芽增殖系数大，生根率高且根系发达，为‘红阳’猕猴桃试管苗的工厂化生产和遗传转化奠定了基础。 

关键词 : ‘红阳’猕猴桃，叶片，不定芽，植株再生  

Establishment of high frequency regeneration via leaf  
explants of ‘Red Sun’ kiwifruit (Actinidia chinensis) 

Xupeng Zhao1,2, Keming Luo1,2, Yue Zhou1,2, Xiuhua Wu1,2, Li Yang1,2, and Shaohu Tang1,2 

1 Key Laboratory of Eco-environments in Three Gorges Reservoir Region, Ministry of Education, Southwest China University, 

Chongqing 400715, China 

2 School of Life Science, Southwest China University, Chongqing 400715, China 

Abstract:  A high efficient in vitro regeneration protocol was developed from leaf explants of the female ‘Red Sun’ 

农业生物技术



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  November 25, 2013  Vol.29  No.11 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1600 

kiwifruit (Actinidia chinensis) and the multiplication coefficient and rooting rate of adventitious buds were also optimized. 

This method does not require formation of callus tissues which leads to somaclonal variations. The results show that the 

adventitious buds developing directly from explants tissue were noticed after 30 d of culture. The maximum regeneration 

frequency of adventitious buds is 100% and 18.67 shoots was observed in each leaf explants when MS medium was 

supplemented with 3.0 mg/L BA+1.0 mg/L NAA. The optimal culture medium for bud multiplication is MS+2.0 mg/L 

BA+1.0 mg/L NAA+0.1 mg/L GA3 and the multiplication coefficient reached 8.63. On the rooting medium with 1/2 

MS+0.8 mg/L IBA for 15 d, the adventitious plantlets were transferred into matrix perlite supplied with 1/2 MS liquid 

medium for 15 d and the rooting rate reached 100%. 95 out of 98 plantlets (96.94%) survived acclimatization, producing 

healthy plants in the greenhouse. Taken together, a highly efficient regeneration method via leaf explants of ‘Red Sun’ 

kiwifruit was successfully established. This protocol may be useful for micropropagation and genetic transformation studies 

of ‘Red Sun’ kiwifruit. 

Keywords:  ‘Red Sun’ kiwifruit (Actinidia chinensis), leaves, adventitious buds, plant regeneration 

猕猴桃营养极为丰富，是水果之王[1]。中国

是世界猕猴桃起源中心，也是猕猴桃生产大国，

有着丰富的猕猴桃遗传资源[2-3]。至 2009 年，全

国猕猴桃总产量和栽培面积均居世界第一位[3]。

‘红阳’猕猴桃品质极佳，总糖含量达 13.45％，

高出世界流行品种‘海沃德’近 5％，尤其口感

优于目前国内外选育的任何品种，堪称猕猴桃

极品[1]。但猕猴桃是雌雄异株植物，采用种子播

种等常规繁殖方式容易造成品种退化，不利于

优良性状的保持，限制了优良品种的推广[4-5]，

并且猕猴桃在生产栽培中经常发生溃疡病等严

重病害，导致枝条萎蔫、枯死或整株枯死[1,6]，

多年调查数据显示，每年因溃疡病造成的减产

在 20％左右[7]。 

组织培养方法不仅可以保持品种的优良性

状和实现其快速繁殖，而且以此方法为基础的遗

传转化技术能将抗病基因导入猕猴桃[8]，为解决

猕猴桃病害问题提供了一条新途径。叶片可经愈

伤组织诱导和不定芽分化两步再生不定芽，也可

由叶片一步直接再生。前者再生不定芽周期长，

且在诱导过程中易发生无性系变异[9]；后者对母

本的遗传物质具有“高保真性”，很少发生变异，

是植物基因工程中最好的植株再生和遗传转化

系统[10]。有关猕猴桃离体再生的研究已有不少报

道[4-5,8,11-13]，但对叶片直接再生的研究较少，涉

及中华系品种仅 2 篇[14-15]，其中‘红阳’猕猴桃

仅 1 篇[14]，且再生频率还较低，并且在农杆菌

介导的遗传转化过程中，由于农杆菌的侵染和

抗生素的存在，会使再生频率降低[16-17]。因此，

一个高效再生体系的建立是优良品种快速工厂

化生产和遗传转化成功的关键[18]。本试验以‘红

阳’猕猴桃叶片为外植体，通过叶片直接再生

和不定芽增殖培养基的筛选以及良好根系的诱

导形成建立了高频再生体系，为‘红阳’猕猴

桃试管苗的工厂化生产和抗病基因工程育种

奠定了良好基础。  

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验材料为‘红阳’猕猴桃  (Actinidia 

chinensis cv. ‘Red Sun’) 雌株当年生枝条，由重

庆市绿康果业有限公司提供。 
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1.2  试验方法 

1.2.1  叶片外植体的获得 

取长约 10 cm 苗端，经常规表面消毒后接

种在 MS+2 mg/L BA 固体培养基中，(25±2) ℃、

4 500 lx (16 h/d) 培养 30 d 后，取无菌苗 (无根

苗) 的嫩叶，切成大小约 0.5 cm×0.5 cm 的叶盘

用于不定芽诱导。 

1.2.2  不定芽的诱导与增殖 

将叶盘接种在不同不定芽诱导培养基中 

(表 1)，暗培养 30 d 后转入光照培养，10 d 后 (共

40 d) 统计不定芽诱导率和不定芽数量；将丛芽

分离，选取长约 0.5 cm 的单个不定芽接种在不

同增殖培养基中 (表 2)，30 d 后统计不定芽繁

殖系数 (培养后单芽总数/接种单芽数)。 

1.2.3  不定芽生根 

切取长 2 cm 以上的不定芽，接种在含不同

浓度 IBA (表 3) 的 1/2 MS 固体培养基中诱导生

根，15 d 后统计生根率和不定根数量。然后转

入充分吸附 1/2 MS 液体基本培养基的珍珠岩基

质中促进根系发育，15 d 后 (共 30 d) 检查根系

发育状况和用于移栽。 

1.2.4  基本培养基以及培养条件 

接种过程在无菌条件下  (超净工作台上 ) 

进行。每个培养基接种 48 个外植体 (4 个/瓶)，

3 次重复。所用基本培养基为 MS (生根为

1/2 MS)，附加 30 g/L 蔗糖、8 g/L 琼脂，pH 5.8；

培养温度均为 (25±2) ℃，光照强度 4 500 lx 

(16 h/d)。除不定芽诱导阶段为暗培养外，其余

阶段为光照培养。 

1.2.5  试管苗移栽 

将根系发育和生长良好的试管苗 (高 2 cm

以上) 的培养瓶移出培养室，在室内放置 2 d 后

逐渐打开瓶盖，炼苗 5 d；取苗，洗净根系后移

栽到盛田间土壤的营养钵中，每天浇适量水，

30 d 后统计移栽成活率。 

2  结果与分析 

2.1  植物生长调节剂对叶片不定芽再生的影响 

叶盘接种后，暗培养 10 d 左右，切口开始膨

大，叶脉切口明显膨大；15 d 左右出现芽点 (图

1A)；30 d后芽点发育成明显的浅绿色不定芽 (图

1B)。光照培养 10 d 后 (共 40 d)，原浅绿色的不

定芽转为深绿色，生长正常 (图 1C)。至 40 d，

在 Y5、Y8 培养基中，叶盘出芽率均达 100％ (表

1)，且与其他培养基存在显著差异 (P≤0.05)。

其中，Y8 培养基出芽数最多，平均 18.67 个/叶

盘，并与其他培养基存在显著差异。因此，在

本试验中，‘红阳’猕猴桃叶片直接再生的最

佳培养基为 Y8 培养基，即 MS+3.0 mg/L BA+  

1.0 mg/L NAA。试验结果表明，‘红阳’猕猴桃

叶片的直接再生需要细胞分裂素和生长素的联

合作用。培养基中仅含细胞分裂素  (BA) 时 

(Y1~Y3)，叶片外植体仅膨大，不能分化出不定

芽；同时含有细胞分裂素和生长素类 (NAA) 时 

(Y4~Y9) 则可直接产生不定芽。 

2.2  植物生长调节剂对不定芽增殖的影响 

在不同增殖培养基中，不定芽接种后，10 d

左右开始增殖，增殖率 87.5％~100％ (表 2)。

通过连续 6 代的继代培养，Z5 培养基的平均繁

殖系数最高 (8.63)，且不定芽生长健壮，长度

普遍在 2 cm 以上 (图 1D)，利于不定芽生根。

因此，在本试验中，Z5 培养基即 MS+2 mg/L 

BA+1.0 mg/L NAA+0.1 mg/L GA3 为‘红阳’猕

猴桃不定芽最佳增殖培养基。 
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图 1  ‘红阳’猕猴桃叶片植株再生  

Fig. 1 Plant regeneration from leaf of ‘Red Sun’ kiwifruit (Actinidia chinensis). (A) Adventitious buds directly 
regenerated from leaves cultured in dark for 15 days. (B) Adventitious buds directly regenerated from leaves cultured in 

dark for 30 days. (C) Adventitious buds directly regenerated from leaves cultured in light for 10 days. (D) Multiplication 
of adventitious buds. (E) Rooting of adventitious buds. (F) One acclimatized plantlets after transplanting to the soil 

condition for 30 days. 

表 1  植物生长调节剂对‘红阳’猕猴桃叶片分化不定芽的影响 

Table 1  Effects of plant growth regulators on dedifferentiation of buds from leaves of ‘Red Sun’ kiwifruit 

Media No. Plant growth 
regulators (mg/L) 

No. of 
explants 

inoculated 

Explants No. of 
buds formation 

Induction rate of 
adventitious buds 

(%) 

Average No. of 
buds per explant 

Y1 BA 2.0 48 0 0 0 

Y2 BA 3.0 48 0 0 0 

Y3 BA 4.0 48 0 0 0 

Y4 BA 2.0+NAA 0.5 48 40.33±2.52bc 84.03±5.24bc 9.33±1.53b 

Y5 BA 3.0+NAA 0.5 48 48.00±0.00a 100.00±0.00a 10.67±2.08b 

Y6 BA 4.0+NAA 0.5 48 35.67±2.08d 74.31±4.34d 8.67±0.58b 

Y7 BA 2.0+NAA 1.0 48 43.33±1.53b 90.28±3.18b 13.00±2.00b 

Y8 BA 3.0+NAA 1.0 48 48.00±0.00a 100.00±0.00a 18.67±2.08a 

Y9 BA 4.0+NAA 1.0 48 39.00±2.65c 80.56±4.34cd 11.00±1.73b 

 
 
 

A B C 

D E F 
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表 2  植物生长调节剂对‘红阳’猕猴桃不定芽增殖的影响 

Table 2  Effects of plant growth regulators on multiplication of adventitious buds of ‘Red Sun’ kiwifruit 

Propagation coefficients in clonal generations /Times Media 
No. 

Plant growth regulators 
(mg/L) 

Multiplied rate 
(%) 1 2 3 4 5 6 

Average 
multiplied times

Z1 BA 1.0+NAA 0.5+GA3 0.1 87.50±3.61b 5.2 5.1 4.5 5.0 4.2 4.6 4.77±0.39c 

Z2 BA 2.0+NAA 0.5+GA3 0.1 91.67±2.08b 4.8 4.6 4.7 4.0 3.5 3.8 4.23±0.54c 

Z3 BA 3.0+NAA 0.5+GA3 0.1 100.00±0.00a 4.3 3.2 3.4 3.3 3.5 3.0 3.45±0.45d 

Z4 BA 1.0+NAA 1.0+GA3 0.1 100.00±0.00a 5.4 5.0 5.2 4.7 4.3 4.0 4.77±0.54c 

Z5 BA 2.0+NAA 1.0+GA3 0.1 100.00±0.00a 9.0 9.1 9.0 8.5 8.0 8.2 8.63±0.47a 

Z6 BA 3.0+NAA 1.0+GA3 0.1 100.00±0.00a 6.9 7.1 6.4 5.8 5.5 5.0 6.12±0.82b 

 

2.3  不定芽生根与试管苗移栽  

不定芽在含 IBA 的 1/2 MS 固体培养基中，

3 d 左右不定根开始发生，之后迅速伸长。历时

15 d 的诱导结果 (表 3) 表明，IBA 含量低于

0.8 mg/L 时，生根率、平均根数和根长随 IBA

浓度增加而提高；高于 0.8 mg/L 时则下降。其

中，G3 培养基生根效果最好，且不定根具明显

侧根。在其诱导生根结束后，在含 1/2 MS 液体

培养基的珍珠岩基质中不定根得到良好发育，

15 d 后形成庞大根系 (图 1E)。因此，在本试验

中，‘红阳’猕猴桃不定芽生根的最佳方法是：

在 1/2 MS+0.8 mg/L IBA 固体培养基中诱导不定

根发生，然后在含 1/2 MS 液体培养基的珍珠岩

基质中促进根系发育 (各 15 d)。 

经室内驯化和炼苗后，98 株试管苗移栽到

田间土营养钵中，30 d 成活 95 株，移栽成活率

达 96.94％，且生长良好 (图 1F)。 

3  讨论  

叶片直接再生不定芽时，可经短暂愈伤阶

段或不经愈伤阶段直接分化形成不定芽[18]。在

现有猕猴桃叶片直接再生的报道中，普遍经历

了短暂的愈伤阶段[14-15,19-21]，在不定芽诱导培养

基中经过或不经过继代培养一步直接出芽。在

本试验中，叶片外植体也经历了短暂的愈伤阶

段，不经继代直接出芽。 

表 3  IBA 浓度对‘红阳’猕猴桃不定芽生根的影响 

Table 3  Effects of IBA concentration on rooting of adventitious buds of ‘Red Sun’ kiwifruit 

Media No. IBA (mg/L) Buds 
inoculated 

Rooting buds 
Rooting rate 

(%) 
Root No. 

Root length 
(cm) 

G0 0 48 32.33±2.52b 67.36±5.24b 1.33±0.58d 1.13±0.06d 

G1 0.4 48 46.33±0.58a 96.53±1.20a 3.00±1.00cd 1.43±0.15c 

G2 0.6 48 48.00±0.00a 100.00±0.00a 5.33±0.58b 2.87±0.21b 

G3 0.8 48 48.00±0.00a 100.00±0.00a 7.67±1.15a 3.63±0.15a 

G4 1.0 48 48.00±0.00a 100.00±0.00a 5.67±1.53b 3.03±0.21b 

G5 1.2 48 46.00±1.00a 95.83±2.08 a 4.00±1.00bc 2.90±0.10b 
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在已有猕猴桃叶片直接再生报道中，普遍

存在再生频率和繁殖系数较低等问题。一是出

芽时间较长、出芽率较低和出芽数较少。如中

华猕猴桃‘红阳’60 d 出芽率为 99.33％，出芽

数为 5.2 个/叶盘[14]，“伏牛 95-2”40 d 出芽率

和出芽数分别为 87.5％和 4.2 个[15]；美味猕猴桃

30~60 d 分别为 80％~100％和 1.2~15 个[19,21-23]；

阔叶猕猴桃 42 d 分别为 76.39％和 5.33 个[20]；

狗枣猕猴桃 98 d 分别为 68.7％和 10 个[24]；葛枣

猕猴桃 40~50 d 分别为 58％~93.3％和 3.5~5.8

个[25-26]。二是普遍未对再生不定芽进行继代增

殖研究，其再生系统的整体繁殖效率不确定。

涉及不定芽继代培养的 2 篇报道均为中华猕猴

桃，但只进行了 1 次 (30~35d) 继代培养，且繁

殖系数较低。如‘红阳’  (35 d) 繁殖系数为

4.50[14]，伏牛 95-2 (30 d) 为 4.76[15]；三是不定

芽生根率较低。如 30 d‘红阳’生根率为 75％[14]，

伏牛 95-2 为 86.67％[15]。其他猕猴桃 (30 d) 有

的较低，如美味猕猴桃为 60％[19]；有的较高，

如 美 味 、 阔 叶 、 狗 枣 和 葛 枣 猕 猴 桃 可 达      

100％[20,22,24-27]。但图片显示，所有报道的不定

根均为棒状根，根系不发达，势必影响试管苗

移栽后的成活和生长，尤其是前期生长。四是

进行试管苗移栽试验的较少，且移栽成活率还

较低。如‘红阳’在珍珠岩与泥炭的混合基质

中 10 d 成活率为 94.67％[14]，美味猕猴桃在温室

内 3 个月成活率为 90％[22]，阔叶、葛枣猕猴桃

可移栽到田间或温室中[20,26]，而成活率不详。 

在本试验中，叶片再生不定芽的最佳培养

基为 MS+3.0 mg/L BA+1.0 mg/L NAA，经过 40 d

培养，出芽率达 100％，出芽数达 18.67 个/叶盘；

不定芽增殖的最佳培养基为 MS+2.0 mg/L 

BA+1.0 mg/L NAA+0.1 mg/L GA3，在 30 d 的继

代周期中，1~6 代平均繁殖系数达 8.63；不定芽

生根最佳培养基为 1/2 MS+0.8 mg/L IBA，在此

培养基中诱导 15 d 后，其生根率达 100％，经

15 d 壮根培养，根系发达；炼苗后试管苗在田

间土营养钵中生长 30 d 后，成活率达 96.94％。

本试验较好地解决了上文中提到的猕猴桃叶片

直接再生中普遍存在的一些问题，建立了‘红

阳’猕猴桃的叶片高频直接再生体系，可为‘红

阳’猕猴桃试管苗的工厂化生产和抗病基因工

程提供良好的技术平台。 
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