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1弥猴桃的组织培养和遗传转化研究进展
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(浙江大学园艺系，杭州、1310029 ; 河南农业大学林学回艺学院，郑州 450002 )

摘 要:综述了国 内外狲猴桃组织培养和遗传转化研究进展，内容包括花药培养、胚培养、

胚乳培养、子叶、叶、茎段等器官培养、原生质体培养以及遗传转化等，并对生物技术在狲猴桃

研究中存在的问题以及今后在狲猴桃中的应用前景进行了讨论。

关键词: ~弥猴桃: 组织、培养;遗传转化

中图分类号: S662 文献标识码:A 文章编号: 025 3 -997 7 (2004)01-57-05 

损:猴桃是 20世纪人工驯化栽培野生果树最有成

就的四大树种之一(狲猴桃、美洲甥梨、美国东部

越桔以及澳洲坚果)[11，全世界最近统计己公开发表

命名的有 66 个种、约 1 1 8 个种下分类单位(变种、

变型)[21 。狲猴桃果实风味独特 ， 富含营养 ， Vc 含

量高 ， 且含有钙 、 镜、磷、铁等多种矿质营养及

17 种氨基酸，此外还具有药用价值 ， 有"水果之

王"之美誉。另一方面，翻:猴桃属雌雄异株， 倍

性主言杂，雌雄株间花期不遇使种间杂交困难 ， 育种
周期长 ， 且有不确定性，给育种工作者带来了难

度，因此需要引进新的手段和方法进行育种 。 近年

来随着重要农艺性状基因的鉴定和分离、重组 DNA

以及离体培养再生植株等技术的改进， 为解决狲猴

桃育种所面临的困难提供了新的机遇。 生物技术在

植物中的运用是随组织培养的发展而兴起的 。 捕;猴

挑的组织培养开展较早，近年来在原生质体培养、

遗传转化等方面也取得了重大进展，将成为狲猴桃

品种改良的重要手段。 本文就生物技术在狲猴桃研

究中的进展作一综述 。

1 花药培养
植物花药培养是获得单倍体植株的重要途径 ，

而单倍体植株经染色体加倍以后可得到纯合二倍体，

缩短育种周期，是育种和研究遗传规律的好材料。

花药培养能否成功诱导出再生植株及诱导频率高低受

供试材料、培养基组成、培养方式以及培养条件等

多种因素影响 。 通过花药培养产生植株一般有两种

途径: 一是通过胚状体阶段直接发育成小植株 ; 一

是先生成愈伤组织 ， 再诱导其分化植株 。 1980 年

Tripathi等[31用中华狲猴挑的花丝在含有 2mgIL IAA 的

液体 MS 培养基上培养产生了根， 这些根经进一步诱

导长出了芽 ， 并得到再生植株。 1986 年， Fraser 和

Harveyl41对狲猴桃两个种的花药进行培养，获得胚状

体和小植株 。 由于单倍体植株生长发育较弱 ， 雌、

雄配子都严重败育 ， 因此培育单倍体狲猴桃植株一

般没有直接应用价值。 但通过培育出的单倍体株系

形成的相关技术 ， 在狲猴桃生物技术研究中，具有

重要意义。它既可以用于研究花粉细胞分化条件和

胚胎发生机理 ， 也可为深入开展狲猴桃遗传工程和

发育分子生物学的研究提供技术基础，从而提高选

择效果，缩短育种周期 。

2 离体胚培养
植物离体胚培养能够解决远缘杂交的败育问

题，那些不能形成具有生活力种子的杂交组合可通

过离体胚的培养获得杂种植株 。 1990 年，母锡金

等[51利用胚拯救技术成功地得到美味狲猴桃×毛花狲

猴桃的种问杂种植株。经检测，杂种实生面根尖细

胞近半数含有近 4 倍性染色体数(4x=16) ， 另半数为

其他倍性。 1991 年， Mu 等也利用胚拯救技术成功

地得到狲猴桃的种问杂种[61 0 2001 年， Hirsch[71等

对不同狲猴桃属的种和品种进行了广泛的杂交实

验， 通过杂种胚的培养 ， 得到了狗枣狲猴桃×中华

狲猴桃、狗枣狲猴桃×美味狲猴桃、软枣狲猴桃×

葛枣狲猴桃和葛枣狲猴桃×对尊狲猴桃的再生植

株 ， 并对亲本和子代的多倍性进行了细胞学鉴定。

远缘杂交所得的种子常表现为发芽率低，而结合离
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体胚培养可增加杂种植株的数量，进而为提高变异

机率提供了可能。胚培养技术也可用来打破休眠，

从而缩短狲猴桃的育种周期 。

3 胚乳培养

狲猴桃果实小，且有大量的种子，如果能获

得无籽或少籽的大果型狲猴桃，对提高品质有重要的

意义。胚乳是双受精的产物， 是三倍体组织，通

过胚乳培养可以获得三倍体植株。 由于三倍体一般

表现巨大型和高度不育性，从而有助于培育出无籽

或少籽狲猴桃优良品种。 我国在这方面的研究居世

界领先地位。早在 1982 年 ， 黄贞光等[8J报道了从

中华狲猴桃的胚乳获得三倍体植株， 并运用细胞学

方法对胚乳胚状体的根尖和完整植株根尖的染色体

进行观察，结果表明:通过胚状体途径获得的胚乳

植株三倍体占较大比例，其次是四倍体和二倍体，

还有少数六倍体、非整倍体和混倍体， 在狲猴桃育

种中这些都是很宝贵的材料。据报道，至今已经对

美昧狲猴桃(A. delici osa) [9 ， I O J 、中华狲猴桃(A .

chinensis )[州、软枣狲猴桃(A.arguta) [川、狗枣狲猴

桃(A.kolomikta)[1町等基因型种质资源进行了胚乳培

养，获得了再生植株。胚乳培养得到的植株与亲本

相比，可分为正常组、超亲组和矮化组，为育种工

作提供了多种变异材料[ I IJ 。

4 子叶、叶、茎段等器官培养
自从 1975年Harada最早报道了硬毛狲猴桃的茎

和根切块的离体培养，形成芽、根和球形胚以来，

狲猴桃的组织培养研究取得了较大的进展(见表 1) 。

适直的外植体包括茎段、茎尖、叶片、叶柄、 子

叶等，但主要以叶片和茎段为外植体，通过脱分化

和再分化得到再生植株。常用的培养基为 MS 培养

基，也有采用 N" 、 MT 、 B 气 等其他培养基 。 在细

胞分化过程中附加的激素有:ZT 、 KT 、 2 ， 4 -D 、

2ip 、 6-BA 、 CPPU 等。其中 ZT 、 2，今D 最常用。

狲猴桃的组织培养对于无性系快速繁殖、品种改良

和基础理论研究具有重要的实用价值，建立高效、

可重复的再生体系对于遗传转化及无性系变异的筛

选具有重要意义。

5 原生质体培养及融合
植物原生质体由于没有细胞壁，是基础研究及

作物改良的理想材料之一。它既可以直接摄入外源

DNA ， 又可以进行不同种属 ， 甚至亲缘更远的体

细胞融合而获得体细胞杂种， 直接应用于植物的遗

传改良，因而倍受育种者的青睐。自 197 1 年 Takebe

首次报道烟草原生质体经离体培养得到再生植株以

来，植物原生质体培养取得了可喜的进展，从原生

质体培养得到再生植株的例证逐年增加。据统计，

到 1993 年有分属于 49 个科， 1 46 个属的 320 多种

植物经原生质体培养得到了再生植株[刀]。猫:猴桃原

生质体培养从 1983 年开始 ， 当时 Cassio 等[24J从中

华狲猴桃叶片和愈伤组织分离原生质体获得成功，

此后狲猴桃属植物原生质体培养的研究取得了较大

的进展。至今已经对中华狲猴桃、 毛花猢:猴桃、美

味瑞:猴桃、软枣瑞:猴桃等基因型种质资源进行了原

生质体分离、培养研究 ， 其中中华狲猴挑、毛花

狲猴桃和美味狲猴桃 3 个种获得了再生植株，并对

美味~猴桃再生植株无性系变异进行了细胞遗传学

研究(见表 2) 。 随着原生质体培养技术的不断完善，

利用原生质体融合技术改良狲猴桃也取得了一定进

展。肖尊安等[25 ，26J通过 PEG 融合法，进行了中华狲

猴桃、美味狲猴挑以及狗枣狲猴桃种间的原生质体

融合 ， 获得了再生植株， 经鉴定证明得到了狲猴桃

属种间体细胞杂种。原生质体融合可以转移细胞核

中的染色体组、染色体、 染色体片段，或者是细

表 l 利用狲猴桃不同外植体培养再生植株进展

种类

美味狲猴桃(A.deliciosa)

中华狲猴桃(A . Chinensis) 

软枣~猴桃(A.arguta)

叶片愈伤组织

狗枣猿猴桃(A.kolomikta)

葛枣狲猴桃(A .polygama)

外植体 参考文献

叶柄 Oliveira ,1991 1121 

叶切块 Marino 等， 1998 1131 

茎尖，茎段，根尖 Souad 等， 1998 1141 

叶切块 Chamail 等， 1999" 51

无茵茵的根 Kumar 等 ， 200 11161 

茎段

叶切块

叶片和茎段

朱道好， 1997 口01

茎段

试管苗叶片、叶柄和1茎段

Kamenicka , 1990 1171 

Ludvov a , 1998 [181 

张远记等， 1996 [191 

Kovac , 1993 [2 11 

Sugawara, 1994 [221 
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表 2 狲猴桃原生质体培养研究进展

种 品种/品系 结果 参考文献

美味猿猴桃 微嫁接加速原生质体再生植株生长和结果 Ke 等， 19931271 

(A.deliciosa) 株系 26 号 再生植株 Tsai , 19881281 

再生植株 Cai 等， 1993 1291 

Abbott 再生植株 Mi i 等， 1988 (301 

Hayward 再生植株 Oliveira 等， 1991 (12] 

Matsua 和 M59 小袍子原生质体培养再生壁 Fraser 等， 1988 (31] 

形成体胚 Oli四川 等， 19921321 

Hayward 再生植株 Raquel 等， 19961331 

实生后代 再生植株 肖尊炭等， 19921341 

愈伤组织生型特性影响原生质体生长和分化 肖尊云等， 1992 1351 

原生质体再生植株细胞遗传学研究 何子灿等， 1995 ,1997136.37) 

中华狲猴桃 愈伤组织生理特性影响原生质体生长和分化 肖尊去等， 19921351 

(A.Chinensis) 叶片和愈伤组织的原生质体分离 Cassio, 19831231 

实生后代 再生植株

毛花狲猴桃

(A. eriantha) 实生后代 再生植株

软枣狲猴桃

(A.arguta) 实生后代 形成细胞团

胞质中的叶绿体 DNA 及线粒体 DNA 。 这一手段配

合常规育种技术，可望选育到优良的品种 ， 丰富狲

猴桃属植物资源 。

6 遗传转化
遗传转化是利用重组 DNA、 组织培养或种质系

统转化等技术，采用生物、 物理、化学等方法，

将外源基因转移到受体植物细胞中去，并通过组织

培养形成完整的含有外源基因的植株，以期达到改

良其遗传性状的目的。损:猴桃的遗传转化研究起步

较晚，始于 20 世纪 90 年代初期， 而研究进展较为

迅速。称猴桃遗传转化主要采用叶盘共培养法和

DNA 直接摄入法，转化材料主要是美味赫猴桃 。

1990 年，Gonzalez[咽]等用海沃德的叶柄、叶片与根癌

农杆菌 G746 共培养 48h，然后将外植体进行培养，诱导

出愈伤组织与类似胚状体的瘤状物。 Uematsu 等[削]用

海沃德的下胚轴为材料，通过根癌农杆菌 EHAI0l 介

导，获得了表达 NPT II 和 GUS 的狲猴桃转化体 。

Yamakawa 等[42J以称猴桃的叶片为外植体，通过与根

癌农杆菌共培养，获得了 " Hayward " 、

"Matsua"、 " Abbott "和 " Bruno " 的转基因植

株。近儿年，捕:猴桃品质改良的基因工程得到发

展。郭卫东等问利用 Lfy cDNA 转化狲猴桃， 以期

提高其早实性。 Kusaba 等问向狲猴桃中转入可以改

变形态特性的同源水稻基因 OSH1 ， 其转化植株表现

出小叶、 矮化、叶缘开裂和无顶端优势等特征，

RNA杂交试验表明该基因型的OSHl表达量明显超过

肖呼炭等， 19921341 

张远记等， 1995 (3 81

朱道好等，2001 1391

野生型的转化植株。如果将该成果应用于生产，将

会大大减轻劳动量。 Makamura 等[45]将大豆 β1 ， 3- 内

切葡聚糖酶基因转入狲猴桃， 其转化植株的抗病性

高于对照。樊军锋等问]在建立秦美狲猴桃叶片最佳

再生系统的基础上，利用叶盘法和基因枪相结合的方法

进行了秦美狲猴挑双价耐盐基因 mt1D/gutD的转化研

究 ， 经诱导得到抗性转化植株。 PCR 及耐盐试验初

步证明耐盐基因转化获得成功。遗传转化研究将对

称猴桃品种改良起到积极推动作用，在改良狲猴桃

某些性状选育新品种方面具有广阔的应用前景。它

可以有目的、有计划地向狲猴桃引入优良性状而不

需要改变它原有的其它特性，使狲猴桃品种改良具有定

向性和预见性:应用遗传转化可以在狲猴挑幼苗期

对转化植株进行筛选和鉴定，从而大大缩短得到稳定遗

传的新品种所需要的时间 。

7 存在问题与应用前景
十几年来 ， 生物技术在狲猴桃遗传育种、品质

改良上己取得了重大进展，尤其是最近几年，进展

很快。 特别是 Lfy cDNA 、 OSH1 ， ß-l ， 3- 内切葡聚

糖酶、双价耐盐 mtID/gutD 等基因的导入， 以及转

基因植株的获得，给瑞:猴桃育种带来了新的希望。

目前狲猴桃遗传转化存在的主要问题有: 1)狲猴桃

遗传背景复杂， 重要性状常受多基因控制，不易分

离到有价值的目的基因。目前遗传转化中所应用的

外源基因皆不是来自狲猴桃基因组本身; 2)括:猴桃

的遗传转化主要采用根癌农杆菌介导和 DNA直接摄
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入法，这两种方法均要求外植体能够再生植株， 需

要很长时间才能得到转化植株。 若转入有实用价值

的目的基因 ， 经检测确定为转基因植株后，还需进

行大田试验和有用性状的遗传性鉴定才能应用于生

产 ， 这又需要很长时间，且转化效率不高 ; 3)转基

因可能产生一些潜在的负面影响， 比如转基因狲猴

桃植株生产的果实的食用安全性以及可能带来生态灾

难等 ， 还需要法定的安全检测程序加以评估 。

不过，狲猴桃多采用无性繁殖 ， 不存在后代

基因分离问题， 外源基因易于保持 : 再加上目前狲

猴桃生物技术研究己有一定基础， 己经建立起了较

为完善的再生体系，有些品种己获得导入有价值的

目的基因的转化植株， 因此生物技术在狲猴桃品种

改良上具有巨大的应用潜力 。 未来的研究应从下列

几个方面着手 : 首先，进一步完善狲猴桃外植体的

再生系统，建立高效、稳定而且对基因型可较广泛

应用的转化和再生体系;其次 ， 积极开发或创新更

有效的遗传转化方法， 并广泛收集不同基因型的狲

猴桃种质资源 ， 以便筛选出容易再生的基因型进行

遗传转化，提高遗传转化效率 ; 最后 ，加强捕:猴

桃 目 的基因的分离与克隆研究 ， 现在狲猴桃 目 的基

因的转化研究还比较少，如果将狲猴桃上的一些优

良功能基因分离和克隆出来 ， 将会极大地促进赫猴

桃转基因技术的发展和应用 。
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A bstr act: The pap e r reviewed the advanc e s of researc h in tis sue culture and genetic 

transformation on kiwifruit, including an ther culture, in vitro embryo cu lture, endosperm c ulture , 

cotyledon, leaf and stem culture , protopla st culture and genetic transformation. Suggestion was 

given to the future research work of those fields. 
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