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摘要: 以产于河南省栾川县的野生红肉猕猴桃(Actinidia sp.)叶片为外植体, 诱导产生愈伤组织, 并对其进行不

定芽分化、不定芽增殖、无菌苗生根等方面的研究, 建立了该品种再生体系; 同时运用DNA条形码技术, 以
ITS、matK、SQ1、ML为目标序列, 对其亲缘关系进行鉴定, 结果显示: 在MS+0.5 mg·L-1 6-苄氨基嘌呤(6-BA)+ 
2.0 mg·L-1 2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-D)培养基中, 愈伤组织分化率达100%; 在MS+4 mg·L-1 6-BA+0.2 mg·L-1

萘乙酸

(NAA)培养基中, 49 d后, 不定芽分化率达88.89%; 在MS+3.5 mg·L-1 6-BA+0.2 mg·L-1 NAA+0.2 mg·L-1
赤霉素

(GA3)中, 不定芽增殖率达100%, 增殖系数为7.85; 在1/2MS+0.2 mg·L-1
吲哚丁酸(IBA)培养基中, 不定芽生根率达

到92.59%, 且根系发达; 移栽到珍珠岩与田间土壤体积比为1:4的生根基质中, 14 d后移栽成活率达到94%; DNA
条形码分析结果显示产于河南省栾川县的红肉猕猴桃属于猕猴桃属净果组片髓系的软枣猕猴桃(A. arguta)。
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猕猴桃(Actinidia sp.)是20世纪人工驯化的四

大野生果树之一, 享有“水果之王”的美誉(原玉林

等2016)。我国猕猴桃资源丰富, 有“猕猴桃故乡”
的称号(赵许朋等2013)。因其具有可观的经济效

益和科研价值, 国内外研究者对其进行了全面的

理论和应用研究(Bi等2019; Hill等2019)。优质猕

猴桃种质资源不断被发掘和应用, 红肉猕猴桃即

为我国科研工作者在猕猴桃种质资源研究中的重

大发现。在已有的红肉猕猴桃报道中, 主要有‘红
阳’ (齐秀娟等2015)和‘红宝石星’ (齐秀娟等2011)
两个品种, 前者原产地为四川省苍溪县, 主要特征

是果肉中心呈红色, 又称红心猕猴桃(A. chinensis 
var. rufopulpa) (李鹤等2019), 并非全红品种; 而后

者原产地是河南省栾川县, 具有果皮与果肉均为

红色的特点(齐秀娟等2011), 是真正意义上的全红

品种。本文采用的红肉猕猴桃为全红品种, 采集

于河南省栾川县, 该品种果皮与果肉均呈玫瑰红

色, 口味酸甜带香, 一经问世, 就得到果农和消费

者的青睐, 其种植面积不断增加, 具有十分广阔的

市场前景。然而, 受传统育苗技术的限制, 现有的

苗木不能满足该品种的栽培需求, 使该品种不能

得到快速的推广。植物组织培养技术具有克服有

性繁殖造成的品种退化和实现苗木大量繁殖的特

点(Sablok等2017; Yan等2018); 高效稳定的再生体

系还是植物基因工程育种的基础(毕静华等2005; 
Abdin等2017), 如周月等(2014)在高效‘红阳’猕猴

桃再生体系基础上进行了猕猴桃抗病基因的遗传

转化研究, 成功将抗病基因导入‘红阳’猕猴桃。已

有研究者对红肉猕猴桃品种‘红阳’进行了组培再

生体系的研究(严姜黎等2008), 然而其再生率较低, 
也无试管苗增殖研究。因此, 利用组织培养技术

建立产于河南省栾川县的红肉猕猴桃再生体系, 
实现优良苗木的推广及优良基因的遗传转化就显

得十分迫切。

红肉猕猴桃是一种十分珍贵的猕猴桃资源, 
研究者从形态学上将产于河南省栾川县的红肉猕

猴桃划归为软枣猕猴桃(A. arguta) (刘颖等2012), 
然而, 未有关于其分子生物学亲缘关系鉴定的报

道, 其分子生物学分类及归属尚不明确, 因此, 利
用分子生物学技术对该品种进行亲缘关系鉴定就

显得十分必要。DNA条形码(DNA barcoding)技术

是一种利用一段标准DNA片段对物种进行分子生

物学鉴定的方法(Wang等2016), 受到世界各国研

究者的关注(Hebert和Gregory 2005; Chen等2010; 
Gao等2010), 该方法已广泛应用于猕猴桃等植物
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亲缘关系的鉴定(Gao等2010; Liu等2014), 这为产

于河南省栾川县的红肉猕猴桃条形码分析提供了

理论支持。

本研究拟开展红肉猕猴桃组织培养及DNA条

形码亲缘关系的研究, 以产于河南省栾川县的野

生红肉猕猴桃叶片为材料, 建立其再生体系, 并用

DNA条形码技术对其亲缘关系进行鉴定, 为实现

其大量繁殖从而解决苗木供应与栽培推广之间的

矛盾提供依据, 也为其亲缘关系的鉴定及分类地

位的确立提供分子生物学依据, 并为其遗传转化

导入和表达外源基因提供参考。

1  材料与方法

1.1  实验材料

实验材料为野生品种红肉猕猴桃(Actinidia 
Lindl. sp.), 采集于河南省栾川县, 取其幼嫩叶片为

外植体进行组织培养研究。

1.2  实验方法

1.2.1  外植体消毒

取红肉猕猴桃幼嫩叶片, 用蓝月亮洗衣液清

洗, 然后用体积分数为75%的乙醇和1 g·L-1 HgCl2

消毒, 时间分别为40 s和9 min, 再用无菌蒸馏水冲

洗3~5次, 修剪为1 cm2大小叶盘备用。

1.2.2  愈伤组织诱导

将第1.2.1节所述叶盘接种至不同配比愈伤组织

诱导培养基上, 暗培养28 d, 统计愈伤组织诱导率。

1.2.3  不定芽分化培养

选取生长旺盛且质地致密的愈伤组织接种至

不定芽分化培养基上, 暗培养7 d, 然后转入光照下

培养49 d, 期间观察并统计不定芽分化率、平均芽

数等; 平均芽数=总芽数/出芽愈伤组织数。

1.2.4  不定芽增殖培养

选取长度为0.8 cm左右的再生芽, 转移至芽增

殖培养基, 49 d后统计增殖率; 增殖率=增殖后芽数

/接种芽数(赵许朋等2013)。
1.2.5  芽生根培养及移栽

选取长2~3 cm的不定芽, 接种至含有不同浓

度吲哚丁酸(IBA)的1/2MS (大量元素减半)固体培

养基中, 28 d后统计生根率、平均根数(根总数/接
种芽数) (赵许朋等2013)。炼苗移栽方法: 在室温

下控制空气湿度在90%以上, 将培养瓶瓶盖拧松放

置2 d, 敞口1/3放置2 d, 敞口1/2放置2 d, 完全敞口

放置1 d, 再将组培苗取出, 清洗培养基, 移栽, 其基

质为珍珠岩和田间土壤(体积比1:4), 适量浇水, 14 
d后统计成活率。

1.2.6  DNA条形码分析

(1)基因组提取: 采用十六烷基三甲基溴化铵

(CTAB)法提取红肉猕猴桃基因组。

(2)条形码序列选择: 选用植物条形码通用序

列ITS (核基因核糖体转录间隔区序列)、matK 
(tRNA成熟酶编码基因序列) (蔡洪月等2017)以及

猕猴桃条形码专用序列SQ1 (猕猴桃叶绿体基因组

rps16-trnQ序列)、ML (猕猴桃叶绿体基因组ndhF-
rpl32序列) (Liu等2014), 对红肉猕猴桃亲缘关系进

行鉴定。

(3)目的序列扩增及测序: 按照第1.2.6节第(1)
部分所述方法提取猕猴桃DNA, 并以其为模板, 以
ITS、matK、SQ1和ML保守序列为引物[表1, matK
序列引物根据中华猕猴桃(A. chinensis Planch.) 
matK保守序列设计]进行PCR扩增。反应体系: Pre-
mix Taq 12.5 μL、Primer-F和Primer-R (10 μmol·L-1)
各0.5 μL、DNA template 2 μL、双蒸水(ddH2O) 
11.5 μL。反应程序: 94°C预变性3 min; 94°C变性

30 s, 55°C退火45 s, 72°C延伸45s, 32个循环; 72°C
延伸10 min。PCR产物用10 g·L-1琼脂糖凝胶电泳检

测, 切胶回收目的条带, 送北京诺赛基因公司进行

测序。

目的条带聚类分析: 用Chromas 2.4对测序结

果进行分析并删除低质量信号区, 然后用NCBI中
Blast工具进行序列比对, 选取猕猴桃属物种用于

亲缘关系鉴定; 目的序列与同属物种序列比对采

用Clustal X 2.0和MEGA 7.01 (Thompson等1997); 
采用K2P模型进行遗传距离分析, 构建NJ (neigh-
bor-joining)树[遗传距离采用K2P模型, bootstrap 
(自展值)设置为1 000] (Tamura等2011)。

猕猴桃再生体系的建立过程在无菌条件下进

行, 基本培养基为MS或1/2MS (含琼脂8 g·L-1、蔗

糖30 g·L-1), 温度(25±2)°C, 光照4 500 mol·m-2·s-1 
(16 h·d-1), pH 5.85。愈伤组织诱导培养基见表2, 不
定芽分化培养基见表3, 不定芽增殖培养基见表4, 
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表1  本文涉及到的引物

Table 1  The primer sequences in this article

     条形码名称 长度/bp                               引物名称                引物序列(5′→3′)

ITS (Wang等2016)	 700	 ITS-F	 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG
  ITS-R TCCTCCTCCGCTTATTGATATGC
matK 1 139 matK-F CCAAATACCAAATCCGCCCTCT
		  matK-R	 CCTAGAAGGGAAAGAAACAGTCA
ML (Liu等2014)	 905	 ML-F	 ACAGGAACTGGAAGTGGAACAA
		  ML-R	 AAAGCTTTTAAGGCTGCCCAA
SQ1 (Liu等2014)	 969	 SQ1-F	 AACGATTCGATAGACGGCTCA
		  SQ1-R	 ATTCCATACCGGCTACAAAGC

表2  植物生长调节剂对红肉猕猴桃愈伤组织诱导的影响

Table 2  Effects of plant growth regulators on callus induction of red-fleshed kiwifruit leaves

编号        2,4-D浓度/mg·L-1	 6-BA浓度/mg·L-1    接种外植体数       脱分化外植体数         愈伤组织诱导率/%	         生长状况

A1	 1	 0.25	 18	 15.33±0.88b	   85.19±4.90b	 白色, 水侵状

A2	 2	 0.25	 18	 17.67±0.33a	   98.15±1.85a	 白色, 湿润致密

A3	 3	 0.25	 18	 15.33±0.67b	   85.19±3.70b	 黄白色, 疏松

A4	 1	 0.50	 18	 14.00±0.58b	   77.78±3.21b	 白色, 疏松, 水侵状

A5	 2	 0.50	 18	 18a	 100a	 白色微黄, 湿润致密

A6	 3	 0.50	 18	 14.67±0.88b	   81.48±4.90b	 白色, 疏松, 水侵状

　　同列数据用不同字母标识表示差异显著(P<0.05), 下同。

表3  植物生长调节剂对红肉猕猴桃不定芽诱导的影响

Table 3  Effects of plant growth regulators on induction of adventitious bud from red-fleshed kiwifruit calli

编号       6-BA浓度/mg·L-1  NAA浓度/mg·L-1  愈伤接种数            出芽愈伤数         出芽率/%	         平均芽数	     生长状况

B1	 3.0	 0.2	 18	   5.67±0.88c	 31.48±4.90c	 1.95±0.55b	 茎叶分化明显

B2	 4.0	 0.2	 18	 16.00±1.00a	 88.89±5.56a	 6.78±0.79a	 茎叶分化明显

B3	 5.0	 0.2	 18	 10.00±1.15b	 55.56±6.42b	 3.66±0.53b	 有畸形苗

B4	 3.0	 0.4	 18	   6.67±0.33c	 37.04±1.85c	 2.70±0.75b	 茎叶分化明显

B5	 4.0	 0.4	 18	 14.67±0.88a	 81.48±4.90a	 6.36±0.46a	 茎叶分化明显

B6	 5.0	 0.4	 18	   2.67±1.20d	 14.81±6.68d	 2.97±1.24b	 有畸形苗

表4 植物生长调节剂对红肉猕猴桃不定芽增殖的影响

Table 4 Effects of plant growth regulators on multiplication of red-fleshed kiwifruit adventitious buds

编号             6-BA浓度/mg·L-1   NAA浓度/mg·L-1   GA3浓度/mg·L-1	     外植体数	        增殖率/%	        增殖倍数	 平均芽长/cm

C1	 2.5	 0.2	 0.2	 18	   62.96±6.68b	 2.85±0.30b	 4.98±0.32ab

C2	 3.5	 0.2	 0.2	 18	 100a	 7.85±1.28a	 3.79±0.26c

C3	 4.5	 0.2	 0.2	 18	   98.15±1.85a	 5.31±1.44ab	 5.15±0.14a

C4	 2.5	 0.4	 0.2	 18	   42.59±6.68c	 3.60±0.71b	 5.01±0.32ab

C5	 3.5	 0.4	 0.2	 18	   92.59±4.90a	 6.90±0.88a	 4.18±0.13bc

C6	 4.5	 0.4	 0.2	 18	 100a	 3.80±0.54b	 4.88±0.33ab
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表5 IBA浓度对红肉猕猴桃不定芽生根的影响

Table 5 Effects of IBA concentration on rooting of red-fleshed kiwifruit adventitious buds 

编号                   IBA浓度/mg·L-1               接种不定芽数                     生根率/%                                平均根数       生长状况

D1	 0	 18	 50.00±6.42b	 2.15±0.57c	 无侧根增殖

D2	 0.1	 18	 87.04±1.85a	 3.67±0.53b	 侧根增殖较明显

D3	 0.2	 18	 92.59±3.70a	 6.13±0.39a	 侧根增殖较明显

D4	 0.3	 18	 85.19±4.90a	 4.20±0.36b	 侧根增殖明显

D5	 0.4	 18	 77.78±6.42a	 2.91±0.16bc	 侧根增殖不明显

D6	 0.5	 18	 50.00±9.62b	 1.82±0.32c	 无侧根增殖

生根培养基见表5。以上每种处理均为3次重复, 
每次重复接种18个材料。愈伤组织诱导阶段和不

定芽诱导前7 d为暗培养, 其余阶段为光照培养。

2  实验结果

2.1  红肉猕猴桃再生体系的建立

2.1.1  植物生长调节剂对叶片愈伤组织分化的影响

叶片外植体接种后, 7~14 d为萌动期, 具体表

现是, 切口部位膨胀分化出愈伤组织, 叶脉处分化

较明显(图1-A), 28 d后萌发率达到最高且稳定, 愈
伤组织呈白色透明略有微黄状, 可能是由于光照

图1  红肉猕猴桃叶片再生体系及目标序列电泳结果

Fig.1  Establishment of regeneration system from red-fleshed kiwifruit leaves and the results of agarose gel electrophoresis of the 
targeted sequence

A: 叶片萌动形成愈伤组织; B: 继代培养中生长良好的愈伤组织; C: 不定芽分化; D: 不定芽增殖; E: 不定芽生根; F: 目标序列扩增结果。

条件(暗培养)抑制了叶绿素的合成。统计结果显

示(表2), A5愈伤组织分化率最高, 达100%, 然而与

A2无显著差异; A4愈伤组织分化率最低, 为77.78%, 
然而与A1、A3、A6无显著差异。A2与A5相比, A5

诱导愈伤组织生长良好, 呈白色湿润致密微黄状, 
有利于后期不定芽分化。因此, 在本研究中, 红肉

猕猴桃叶片愈伤组织分化最佳培养基为MS+2.0 
mg·L-1 2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-D)+0.5 mg·L-1 6-苄氨

基嘌呤(6-BA)。
2.1.2  植物生长调节剂对叶片不定芽分化的影响

在光照条件下, 培养14 d后(图1-B), 愈伤组织
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合成叶绿素, 逐渐变为绿色; 35 d后, 愈伤组织有红

色颗粒点出现, 且在红色颗粒点处出现不定芽分

化, 其中B2、B5中最先分化出不定芽; 49 d后, 各个

培养基中不定芽分化率达到最高。统计分析显示

(表3), B2诱导率最高, 达88.89%, 略高于B5的诱导

率81.48%, 且与B1、B3、B4、B6差异显著; 除B3、

B6外, 其余培养基分化不定芽的茎、叶分化明显, 
且长势良好(图1-C); B2平均芽数最多, 为6.78个, 略
高于B5的6.36个, 且与B1、B3、B4、B6差异显著。

在B3、B6中, 可能是由于较高的细胞分裂素使分化

的不定芽节间极度缩短, 甚至仅有单片叶分化的

畸形苗。因此, 在本研究中, 红肉猕猴桃愈伤组织

分化不定芽最佳培养基为MS+4.0 mg·L-1 6-BA+ 
0.2 mg·L-1萘乙酸(NAA)。
2.1.3  植物生长调节剂对不定芽增殖的影响

不定芽接种14 d后, 腋芽开始萌动; 28 d左右, 
有新生芽出现; 继续培养, 出现簇生芽(图1-D); 49 
d后统计结果(表4), 发现C2和C6增殖率最高, 达到

100%, 然而与C3和C5无显著差异, 说明红肉猕猴桃

较容易实现不定芽增殖, 且增殖率较高; 比较分析

增殖系数显示(表4), C2最高, 为7.85, 略高于C5增殖

倍数6.9, 且与C1、C3、C4、C6差异显著; 虽然C2和

C6增殖率和增殖倍数较高, 但是平均芽长较短, 分
别为3.79和4.18 cm, 可能是由于培养后期新增殖芽

发育时间较短, 影响了整个芽长的平均值。综上

分析, 红肉猕猴桃不定芽增殖的最佳培养基为MS+ 
3.5 mg·L-1 6-BA+0.2 mg·L-1 NAA+0.2 mg·L-1赤霉

素(GA3)。
2.1.4  试管苗生根与移栽

不定芽接种5~15 d后, 开始出现根点分化并发

育出不定根; 28 d后统计分析显示(表5), D3生根率

最高, 达到92.59%, 与D1、D6有显著差异; D3平均

根数最多(图1-E), 达到6.13个, 与D1、D2、D4、

D5、D6有显著差异; 试验结果还显示适宜浓度的

IBA (0.1~0.2 mg·L-1)有利于不定根增殖产生侧根

(图1-E), 而不添加IBA (0 mg·L-1)和添加较高浓度

IBA (0.3~0.5 mg·L-1)可能会降低或抑制不定根侧

根增殖。综上分析, 红肉猕猴桃不定芽生根的最

佳培养基为1/2MS+0.2 mg·L-1 IBA。

选取长势一致的50株试管苗进行炼苗并移栽

至珍珠岩混和田间土壤基质中, 14 d后成活47株, 
成活率达94%, 且生长良好。

2.2  红肉猕猴桃DNA条形码亲缘关系鉴定

2.2.1  目的条带扩增及质量分析

以红肉猕猴桃基因组为模板, 以ITS、matK、

SQ1和ML片段保守序列为引物进行PCR扩增, 扩
增成功率达到100%, 且条带与目标长度一致(图
1-F), 测序结果显示成功率达到100%; Chromas 2.4
软件分析结果显示, 测序质量较高, 可用于后续条

形码分析。

2.2.2  目标序列系统进化树分析

基于ITS、matK、SQ1和ML序列分别建立系

统进化树(图2), 表明: ITS系统进化树主要聚为两

支, 其中红肉猕猴桃与软枣猕猴桃、山梨猕猴桃

(A. rufa)、黑蕊猕猴桃(A melanandra)等聚为一支; 
在该分支中, 红肉猕猴桃与软枣猕猴桃又聚为一

支, 因此从ITS条形码结果可知, 红肉猕猴桃与软

枣猕猴桃亲缘关系最近。matK系统进化树主要聚

为两支, 其中红肉猕猴桃与软枣猕猴桃、中华猕

猴桃(A. chinensis)、山梨猕猴桃等聚为一支; 在该

分支中, 红肉猕猴桃与山梨猕猴桃又聚为一支, 因
此从matK条形码结果可知, 红肉猕猴桃与山梨猕

猴桃亲缘关系最近。SQ1系统进化树主要聚为两

支, 其中红肉猕猴桃、山梨猕猴桃、软枣猕猴桃

和黑蕊猕猴桃聚为一支; 在该分支中, 红肉猕猴桃

与软枣猕猴桃又聚为一支, 因此从SQ1条形码结果

可知, 红肉猕猴桃与软枣猕猴桃亲缘关系最近。

ML系统进化树主要聚为两支, 其中红肉猕猴桃与

狗枣猕猴桃(A. kolomikta)、中华猕猴桃等聚为一

支, 在该分支中, 红肉猕猴桃、狗枣猕猴桃与软枣

猕猴桃又聚为一支, 因此从ML条形码结果可知, 
红肉猕猴桃与狗枣猕猴桃或软枣猕猴桃亲缘关系

最近。综上分析, 与红肉猕猴桃亲缘关系最近的

为山梨猕猴桃、狗枣猕猴桃或软枣猕猴桃。

2.2.3  目标序列遗传距离分析

采用K2P模型基于ITS、matK、SQ1和ML序
列对红肉猕猴桃进行遗传距离分析: ITS序列聚类

分析结果显示红肉猕猴桃与其他猕猴桃品种之间

遗传距离最大值和最小值分别是0.114和0.004, 对
应品种为大籽猕猴桃(A. macrosperma)和软枣猕猴
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桃, 由此可知, 红肉猕猴桃与软枣猕猴桃亲缘关系

最近; matK序列聚类分析结果显示红肉猕猴桃与

其他猕猴桃品种之间遗传距离最大值和最小值分

别是1.020和0.001, 对应品种为对萼猕猴桃(A. val-
vata)和狗枣猕猴桃, 由此可知, 红肉猕猴桃与狗枣

猕猴桃亲缘关系最近; SQ1序列聚类分析结果显示

红肉猕猴桃与其他猕猴桃品种之间遗传距离最大

值和最小值分别是0.015和0, 最大值对应品种为四

萼猕猴桃(A. tetramera), 最小值对应品种为软枣猕

猴桃、狗枣猕猴桃、黑蕊猕猴桃, 由此可知, 红肉

猕猴桃与软枣猕猴桃、狗枣猕猴桃、黑蕊猕猴桃

亲缘关系最近; ML序列聚类分析结果显示红肉猕

猴桃与其他猕猴桃品种之间遗传距离最大值和最

小值分别是0.092和0.002, 对应品种为葛枣猕猴桃

(A. polygama)和软枣猕猴桃, 由此可知, 红肉猕猴

桃与软枣猕猴桃亲缘关系最近。综上分析, 与红

肉猕猴桃亲缘关系最近的为山梨猕猴桃、狗枣猕

猴桃、软枣猕猴桃、黑蕊猕猴桃。

3  讨论

猕猴桃是果树研究中的一个热点植物, 具有

十分重要的研究和应用价值。红肉猕猴桃是我国

科研工作者在猕猴桃种质资源研究中的重大发现, 
然而, 产于河南省栾川县的红肉猕猴桃大面积推

广及分子生物学种类归属问题尚待解决, 因此, 本
实验开展了红肉猕猴桃组织培养及基于DNA条形

码技术鉴定其亲缘关系的研究。

在本研究中, 叶片外植体在MS+0.5 mg·L-1 
6-BA+2.0 mg·L-1 2,4-D培养基中愈伤组织诱导率

达100%, 愈伤组织生长良好(表2和图1-B), 与Kim
等(2007)的研究结果一致。不定芽分化是植物组

织培养的核心内容, 许多植物由于不定芽分化困

难而限制了其组织培养的研究进度。在猕猴桃组

织培养分化不定芽阶段, 研究者常将玉米素(ZT)与
NAA或6-BA与NAA配比进行不定芽的诱导, 且ZT
效果要优于6-BA (Oliveira和Pais 1991), 但是ZT价
格昂贵, 必然会增加研究和应用成本。本研究将

6-BA与NAA (B2培养基)组合诱导不定芽, 诱导率达

88.89%, 平均芽数达6.78, 略高于Prado等(2007)的
不定芽诱导率(80%)。高效的不定芽增殖技术是

获得大量试管苗的基础, 也是研究者关注的一个

热点, Sotiropoulos等(2004)在美味猕猴桃(A. chin-
ensis var. deliciosa)组织培养中的增殖系数为4.8, 
隆前进等(2010)在‘红阳’猕猴桃组织培养中的增殖

系数为5.2; 本研究采用6-BA与NAA组合并添加0.2 
mg·L-1 GA3获得了较佳的增殖率, 增殖系数达到

7.85, 且不定芽生长旺盛(图1-D), 略高于Sotiropoulos
等(2004)的研究结果。根系的诱导是建立完整植

株再生体系不可缺少的环节, 且根系的数量和质量

直接决定了试管苗的移栽成活率。在本研究中, 不
定芽在添加0.2 mg·L-1 IBA的1/2MS固体培养基中

生根率最高, 根系的数量和长度均较大; 将试管苗

移栽至第1.2.5节所述基质中 ,  移栽成活率达到

94%。综上所述, 本研究建立的红肉猕猴桃再生体

系, 具有愈伤组织诱导率高、不定芽分化率高且平

均芽数多、不定芽增殖率高、试管苗根系发达、

移栽成活率高的优势, 且用6-BA代替玉米素进行

不定芽分化和不定芽增殖降低了组织培养成本。

红肉猕猴桃是一种十分珍贵的猕猴桃资源, 
用分子生物学技术对其亲缘关系进行鉴定并确立

其种间分类地位具有十分重要的意义。本研究选

用植物条形码通用序列ITS、matK, 以及猕猴桃条

形码专用序列SQ1、ML对红肉猕猴桃亲缘关系进

行鉴定, 研究结果显示, 以ITS为目标序列, 系统进

化树和遗传距离均表明红肉猕猴桃与软枣猕猴桃

亲缘关系最近; 以matK为目标序列, 系统进化树和

遗传距离均表明红肉猕猴桃与狗枣猕猴桃亲缘关

系最近; 以SQ1为目标序列, 系统进化树结果表明

红肉猕猴桃与软枣猕猴桃亲缘关系最近, 而红肉

猕猴桃与软枣猕猴桃、狗枣猕猴桃和黑蕊猕猴遗

传距离结果均为0, 因此, 综合分析, 以SQ1为目标

序列, 红肉猕猴桃与软枣猕猴桃亲缘关系最近; 以
ML为目标序列, 系统进化树结果表明红肉猕猴桃

与狗枣猕猴桃或软枣猕猴亲缘关系最近, 遗传距

离结果表明红肉猕猴桃与软枣猕猴桃亲缘关系最

近, 综合分析, 以SQ1为目标序列, 红肉猕猴桃与软

枣猕猴桃亲缘关系最近。综合以上结果, 可知通

过ITS、SQ1、ML条形码分析出红肉猕猴桃与软

枣猕猴桃亲缘关系最近, 而通过matK条形码分析

出红肉猕猴桃与狗枣猕猴桃亲缘关系最近。然而, 
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matK是植物通用条形码, 非猕猴桃专有, 该基因序

列进化速度较快(Selvaraj等2008), 差异较大, 虽然

可以提供更多的识别, 但是常常与其他条形码组

合进行亲缘关系鉴定(陈芙蓉等2019); 并且狗枣猕

猴桃、软枣猕猴桃同属于猕猴桃属净果组片髓系

(中国科学院中国植物志编辑委员会1984), 亲缘关

系较近, 也增加了用matK序列鉴定其亲缘关系的

难度。因此 ,  本研究选用植物条形码通用序列

ITS、matK, 以及猕猴桃条形码专用序列SQ1、
ML组合的方式对红肉猕猴桃亲缘关系进行鉴定, 
将红肉猕猴桃归入猕猴桃属净果组片髓系软枣猕

猴桃, 该结果也与前人依据形态学特征进行的分

类一致(刘颖等2012)。
本研究以产于河南省栾川县的红肉猕猴桃叶

片为外植体, 以2,4-D、6-BA、NAA和GA3等为生

长调节剂, 完成了该品种再生体系的建立, 为其试

管苗的工厂化生产及基因工程育种提供参考; 同
时, 以ITS、matK、SQ1、ML为条形码分析出该

品种属于猕猴桃属净果组片髓系软枣猕猴桃, 为
从分子生物学角度确立其分类地位提供依据。
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Establishment of regeneration system and DNA barcode identification 
in red-fleshed kiwifruit
ZHAO Xupeng, WANG Jiyue, ZHAO Xiaopeng, LI Jieshan, CHEN Yapeng, LIU Yan*

Guiyang University, Guiyang 550005

Abstract: An in vitro propagation system was developed from leaf explants of red-fleshed kiwifruit (Actinidia 
sp.) from Luanchuan County in Henan Province on the basis of the callus and shoot differentiation, shoot multi-
plication and rooting culture. Furthermore, molecular biological identification for genetic relationship of red-
fleshed kiwifruit with its relative species was carried out by four DNA barcodes (ITS, matK, SQ1 and ML). The 
results show that the rate of callus differentiation of the leaf explants reached to 100% on MS+0.5 mg·L-1 6-BA 
+2.0 mg·L-1 2,4-D. The rate of adventitious bud differentiation was 88.89% on MS+4 mg·L-1 6-BA+0.2 mg·L-1 
NAA in a 49-day culture period. Cultured on MS+3.5 mg·L-1 6-BA+0.2 mg·L-1 NAA+0.2 mg·L-1 GA3, the pro-
liferation rate of adventitious buds and the proliferation coefficient were 100% and 7.85, respectively. The root-
ing rate of adventitious buds was 92.59% with root flourishing on 1/2MS+0.2 mg·L-1 IBA. The survival rate of 
transplantation was 94% in the mixed matrix of pearlite and soil (1:4, V/V ) in a 14-day culture period. The red-
fleshed kiwifruit from Luanchuan County in Henan Province belongs to A. arguta (Ser. Lamellatae, Sect. Leio-
carpae). 
Key words: red-fleshed kiwifruit; plant regeneration; callus; DNA barcode
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