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　　摘要：为探索一种南果梨叶片离体培养高效再生的方法，以南国梨离体培养试管苗叶片为材料，在 ＭＳ基本培养
基中添加６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＩＡＡ进行离体培养，系统地研究植物生长调节物质浓度、苗龄、不同部位叶片、接种方向、温度、
ｐＨ值及光照强度对南国梨叶片离体培养再生的影响。结果表明，ＭＳ＋５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼
脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖为南国梨叶片再生芽诱导的适宜培养基，诱导率最高，为４６．１％；选择２５～３５ｄ苗龄叶片、近叶柄处
远轴面向上叶片可获得高再生频率；南果梨叶片离体再生的适宜条件为：温度（２５±２）℃，ｐＨ值为５．８～６４，高光照
强度。
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　　南果梨（ＰｙｒｕｓｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓＭａｘｉｍ．）属于蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）
梨亚科（Ｐｏｍａｃｅａｅ）梨属（ＰｙｒｕｓＬ．）植物［１］，是秋子梨（Ｐｙｒｕｓ
ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓＭａｘｉｍ．）中优良的地方品种之一［２－３］。该品种果实

色泽鲜艳、果肉细腻、爽口多汁，风味香浓，深受人们欢迎，市

场发展前景十分广阔［４］。但南国梨果实成熟集中，不耐储运，

柜台寿命短，限制了南国梨的发展。常规育种过程相对较慢，

难以解决此问题。随着农业生物技术的发展，通过基因工程技

术加快南国梨耐储品种的培育将成为解决南国梨保鲜的一条

新捷径。而在转基因研究中，成功的基因转化首先依赖于高效

稳定的再生系统。原生质体培养与叶片培养是目前运用最广

泛的转基因植株再生系统［５］。叶圆盘法因能避免对原生质体

的繁琐操作而成为基因转移中最常用的方法［６］。梨属植物叶

片的再生已有报道［７－１２］，但未有南果梨叶片离体培养再生体

系建立及其影响因素研究的报道。本研究以南果梨试管苗叶

片为试材，建立高频稳定的叶片离体再生体系为目的，以 ＭＳ
基本培养基添加６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＩＡＡ进行离体培养，系统地进
行植物生长调节物质浓度、苗龄、不同部位叶片、接种方向、温

度、ｐＨ值及光照强度对南国梨叶片离体培养再生影响的研
究。本试验旨在研究叶片离体再生不定芽的影响因素，建立

简单、快速、高效的叶片离体再生体系，从而为进一步利用基

因工程技术对南国梨进行遗传改良提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
材料为采自辽宁省鞍山市的大红南果的一年生枝条，在

无菌条件下培育出的试管苗。

１．２　方法
１．２．１　不同激素组合对叶片再生不定芽诱导的影响 　取继
代培养２５～３５ｄ的试管苗顶部生长健壮、完全展开的幼叶，

将其放在无菌滤纸上，然后用解剖刀在叶片背面（远轴面）垂

直中脉横划３刀，但不要完全切断叶片的上表皮。叶片再生
芽诱导的基本培养基为ＭＳ培养基，不同激素组合见表１，附
加蔗糖３０ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８。培养温度为（２５±２）℃，每天光
照８～１０ｈ，光照强度２５００～３０００ｌｘ。叶片接种后５０ｄ，调
查叶片再生效率和再生芽数。

１．２．２　试验叶片的苗龄对不定芽诱导的影响　采用离体培
养２５、３５、６０、９０、１２０ｄ组培苗叶片进行叶片苗龄对再生频率
的影响研究。选取上部１～３叶位幼嫩叶片，垂直主脉横切２
刀，将叶块近轴面向下接种于分化培养基上。

１．２．３　叶片种方方向对叶片再生不定芽的影响　设叶片远
轴面和近轴面接触培养基２种接种方法处理，接种于 ＭＳ＋
５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖培
养基上，对比观察不定芽的诱导情况。培养及调查方法同

“１．２．１”部分。
１．２．４　叶片不同部位对叶片再生不定芽的影响　取继代培
养３５ｄ的无菌苗叶片。在叶片的基部、中部和尖部垂直于中
脉各切１刀，接种在筛选出的含适宜激素的不定芽诱导培养
基（ＭＳ＋５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂 ＋
３０ｇ／Ｌ蔗糖）上，每瓶放３张叶片，重复８次。培养及调查方
法同“１．２．１”部分。

上述试验均为每瓶接种９个叶块（３张叶），随机区组试
验设计，每处理１０瓶，重复３次。试验再生培养基为 ＭＳ＋
５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖。
１．３　结果调查与统计分析

在叶片接种３０ｄ后对不定芽的再生率和平均每个叶块
的分化不定芽数进行调查。结果用 ＤＰＳ统计软件进行方差
分析，百分率经反正弦转换。再生频率 ＝再生不定芽的叶块
数／接种叶块数×１００％；叶块平均再生芽数（个／叶块）＝叶
块再生不定芽总数／出芽叶块数。

２　结果与分析

２．１　不同激素组合对叶片再生的影响
接种后２周，叶片开始膨胀，边缘逐渐向中央无规则卷
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起，叶片伤口处长出少量的白色愈伤组织，质地松散。３周左
右，伤口处形成致密的愈伤组织，颜色由暗黄至深褐，体积迅

速增大。５周时，伤口末端的愈伤组织处开始分化出绿色芽
点（图１－Ａ）。７周后，不定芽分化率迅速上升，此后不定芽
不断伸长（图１－Ｂ）。随着培养时间的延长，叶片再生频率和
再生不定芽数量开始增加。

　　表１表明，附加适宜的生长素可提高芽的再生频率，但不
同种类生长素诱导芽的效果不同，ＩＡＡ效果不如ＮＡＡ；ＩＡＡ或
ＮＡＡ浓度一定下，６－ＢＡ浓度越大，叶片再生频率越高，但相
同６－ＢＡ浓度下，同浓度ＮＡＡ比ＩＡＡ效果好。以ＭＳ为基本
培养基诱导南国梨叶片不定芽再生的最适 ６－ＢＡ浓度为
５ｍｇ／Ｌ。在６－ＢＡ浓度为５．０ｍｇ／Ｌ的条件下，０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ

的诱导率最高，为 ４６．１％。因此，ＭＳ＋５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖为南国梨叶片再生
芽诱导的适宜培养基。

表１　不同激素组合对南果梨叶片离体再生芽诱导的影响

培养基
再生频率

（％）
再生芽数

（个）
培养基

再生频率

（％）
再生芽数

（个）

ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ ２８．１ ３．５６ ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ ２３．１ ２．５７
ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ １９．３ １．４９ ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＩＡＡ １５．３ １．２６
ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．６ｍｇ／ＬＮＡＡ １６．２ ０．９３ ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．６ｍｇ／ＬＩＡＡ １２．４ ０．６４
ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ ３６．７ ３．７８ ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ ２６．７ ２．７５
ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ ２５．４ ２．９４ ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＩＡＡ １９．４ １．９１
ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．６ｍｇ／ＬＮＡＡ １９．３ １．５１ ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．６ｍｇ／ＬＩＡＡ １５．３ １．２２
ＭＳ＋５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ ４６．１ ４．２６ ＭＳ＋５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ ２９．１ ３．０９
ＭＳ＋５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＮＡＡ ２９．４ ３．８３ ＭＳ＋５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＩＡＡ ２５．４ ２．５９
ＭＳ＋５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．６ｍｇ／ＬＮＡＡ ２７．６ ３．２５ ＭＳ＋５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．６ｍｇ／ＬＩＡＡ ２２．６ ２．３２

２．２　苗龄对不定芽诱导的影响
培养中的外植体细胞团由于不断继代，其形态发生能力

可能保持，也可能丧失，产生不正常植株的频率也会增加。因

此，笔者对不同苗龄南果梨叶片离体再生情况进行了研究。

结果（表２）表明，２５、３５ｄ苗龄的离体再生频率显著大于６０ｄ
苗龄，极显著大于９０、１２０ｄ，而２５、３５ｄ苗龄间差异不显著。
因此，选择２５～３５ｄ苗龄叶片作为获得高再生频率的试材。

表２　５种苗龄的南果梨叶片离体再生频率

苗龄（ｄ） 再生频率（％）
２５ ４０ａＡ
３５ ３６ａＡ
６０ ３０ｂＡＢ
９０ ２４ｃＢ
１２０ ２２ｃＢ

　　注：同列数据后不同大、小写字母分别表示差异极显著（Ｐ＜
００１）、显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　叶片放置方向对不定芽再生的影响
南国叶片接种在培养基上，在剪口和叶脉处均可再生出

不定芽，叶片的近轴面和远轴面都有芽形成。从表３可看出，
叶片的放置方向对再生频率及叶片平均再生芽数有一定的影

响，远轴面向上叶片再生芽数、再生频率高于近轴面向上

叶片。

表３　接种方向对叶片再生的影响

接种方向
叶片平均再生芽数

（个）

再生频率

（％）

近轴面向上 ３．３ ２４．７
远轴面向上 ４．９ ３７．２

２．４　叶片不同部位对不定芽再生的影响
同一叶片不同部位的再生能力不完全相同。本试验将南

果梨叶片横剪成两部分，靠近叶柄的部分再生频率较高，且近

叶柄处伤口极易再生出芽，而远离叶柄部分再生频率明显下

降（表４）。

表４　接种部位对南果梨叶片再生的影响

接种部位
叶片平均再生芽数

（个）

再生频率

（％）

近叶柄部分 ６．７ ４５．６
远叶柄部分 ４．４ ２５．３

２．５　温度、ｐＨ值及光照条件对不定芽再生的影响
ｐＨ值影响培养基的状态和培养物对营养成分的吸收，不

同的基本培养基因其成分不同，所要求的ｐＨ值也不同，因此
它也成为影响南果梨叶片再生的一个重要因素。本试验初步

研究了温度、ｐＨ值及光照强度对南果梨叶片再生的影响。
　　从表５可以看出，温度对南果梨叶片的再生频率和叶片
平均再生芽数有明显影响。在一定温度范围内（２３～２５℃），
随温度升高，再生频率与再生芽数也相应升高，并达到最大

值；而超过这一范围（２５℃），温度升高，再生频率与再生芽数
反而下降。这表明南果梨叶片离体再生的适宜温度是

（２５±２）℃。　
　　从表６可知，当ｐＨ值在５．８～６．４之间时对叶片再生频
率和叶片平均再生芽数的影响没有明显差异；而当 ｐＨ值增
至７．０时，叶片再生频率下降１０百分点左右，叶片平均再生
芽数也明显减少。这表明南果梨叶片离体再生适于酸性条

件，最适ｐＨ为５．８～６．４之间。
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表５　温度对南果梨叶片再生的影响

温度

（℃）
叶片平均再生芽数

（个）

再生频率

（％）

２３±２ ３．８ ２９．６
２５±２ ４．９ ３７．２
２７±２ ３．４ ２７．４

表６　ｐＨ值对南果梨叶片再生的影响

ｐＨ值 叶片平均再生芽数

（个）

再生频率

（％）

５．８±０．２ ４．８ ３４．８
６．４±０．２ ４．６ ３６．１
７．０±０．２ ３．６ ２５．３

　　从表７可知，光照强度对不定芽始发时间、再生频率、叶
片平均再生芽数和愈伤组织始发时间都有不同程度的影响。

在自然光照下，愈伤组织与不定芽始发时间最晚，再生频率和

叶片平均再生芽数最低；而当光照强度为２０００ｌｘ时，明显提
高了再生频率和叶片平均再生芽数，并且缩短了愈伤组织和

不定芽始发时间；当光照强度为１０００ｌｘ时，虽然叶片平均再
生芽数高于光强２０００ｌｘ的叶片再生芽数，但在其他三方面
均低于光照强度为２０００ｌｘ时的指标，这表明南果梨叶片离
体再生要求高强光。

　　综合上述结果可得出南果梨叶片离体再生的适宜条件，
即温度（２５±２）℃，ｐＨ值５．８～６．４，高光照强度。

表７　光照强度对南果梨叶片再生的影响

光照强度
不定芽始发

时间（ｄ）
再生频率

（％）
叶片平均再

生芽数（个）

愈伤组织始

发时间（ｄ）

自然光照 ２０ ２６．４ ３．９ １２
１０００ｌｘ １８ ３５．８ ４．８ ８
２０００ｌｘ １５ ３８．３ ４．７ ６

３　结论与讨论

３．１　外源激素的影响
在不同生长素和细胞分裂素的配合使用中，两者的比例

十分重要。有研究证明，细胞分裂素类似物质腺嘌呤与生长

素ＩＡＡ之间的浓度配比可有效地控制植物组织培养中芽和
根器官的发生。本试验支持此观点。本研究以在 ＭＳ基本培
养基上添加 ６－ＢＡ与 ＮＡＡ组合较６－ＢＡ与 ＩＡＡ组合更有
利于不定芽的再生。这与孙清荣等研究结果［８］一致，与刘洪

章等的研究结果［１３］正好相反。培养基中激素的种类、浓度、

配比不同造成生长和分化能力不同，可能是因为它们刺激了

不同基因控制的酶类，从而影响内源激素的分布水平，进而在

生长和分化上形成差异［１４］。

３．２　苗龄的影响
随着继代次数增多，培养中的外植体器官形成的能力会

发生改变。对不同苗龄叶片的再生能力进行比较试验发现，

苗龄越大，再生频率越低，苗龄２５～３５ｄ的叶片再生能力最

强。这可能与叶片的生理状态有关，不同苗龄的叶片基因组

中代谢基因及其活性不同，导致酶的活性及内源激素水平的

差异，在外源激素及其他环境因素的作用下，表现出不同的再

生能力［１５］。

３．３　外植体放置方向的影响
以南果梨叶片远轴面接触培养基，其再生频率高于近轴

面接触培养基的处理，这与刘洪章等的研究结果［１３，１６－１７］一

致，所以接种时以远轴面向下为宜。

３．４　培养温度的影响
本研究发现，温度对南果梨叶片再生芽有明显影响，２７

℃以上明显不利于叶片生长，与吴禄平等在苹果品种试管苗
叶片再生不定芽的研究结果［１８］一致，造成这种现象的原因可

能是温度过高，使参与新陈代谢酶的活性受到抑制，从而使代

谢过程和生长速率受到抑制，进而影响叶片再生。
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