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　　摘要：分别以毛桃组培苗和胚培苗叶片为外植体，探讨了不同植物生长调节剂质量浓度组合对毛桃叶片愈伤组织
诱导过程中愈伤组织形成率和愈伤组织相对生长量的影响，并对不同处理诱导产生的愈伤组织进行评价。结果表明

适合毛桃组培苗叶片愈伤组织再生的最适培养基为ＭＳ＋１．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３，其

愈伤组织形成率和愈伤组织相对生长量分别为８８．０９％和３；适合毛桃胚培苗叶片愈伤组织再生的最适培养基为
ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＴＤＺ＋１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３，其愈伤组织形成率和愈伤组织相对生长量分别为６９．７７％和

４。２种来源叶片外植体最适培养基中诱导产生的愈伤组织其愈伤组织形成率和愈伤组织相对生长量虽有差异，但所
产生的愈伤组织均为黄绿色，紧实有突起，具备良好的再生能力。
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　　我国是世界第一产桃大国，但桃砧木的利用还处在比较
原始的状态，生产上一般都是直接采用野生桃种子（如毛桃、

山桃、甘肃桃等）或生产品种（如青州蜜桃）的种子做砧木［１］。

其中野生毛桃（Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ）是我国应用最为广泛的桃树砧
木，其根系发达、生长健壮，与栽培品种嫁接亲和性好［２］，抗

根结线虫能力较强，而抗真菌、耐旱性一般［３－４］。与常规桃育

种相比，砧木育种周期更长，更加费时费力［１］。现代生物技

术，尤其是组织培养和转基因技术的出现，为通过基因工程方

法提高毛桃抗性、提高育种效率提供了可能。

高效稳定再生体系是开展桃遗传转化工作的基础，由于

缺乏稳定、高效的再生体系，桃基因工程、功能基因鉴定等方

面研究与应用受到严重制约。基因型、外植体类型和状态、基

本培养基、植物生长调节剂、碳源、培养条件等均对桃离体再

生有影响。刘航空等以早熟油桃华光和曙光为试材，对影响

早熟油桃叶片产生胚性愈伤的多个因素进行研究，结果表明

外源激素对诱导桃叶片产生胚性愈伤组织影响显著［５］。齐

贤等以黄水蜜桃为对象，研究了不同植物生长调节剂对其胚

培苗茎段愈伤组织形成率的影响，结果表明添加 ２．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ和０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ的ＭＳ培养基为最适培养基，其愈伤
组织形成率为８５％［６］。目前国内外关于桃砧木组织培养方

面的研究较少，研究对象多为ＧＦ６７７和 Ｎｅｍａｇｕａｒｄ［７－８］；所用
外植体主要为茎尖、子叶［９－１１］等，而叶片［８，１２］报道较少。基于

此，本研究分别以桃砧木类型毛桃组培苗和胚培苗叶片为外

植体，探讨不同植物生长调节剂质量浓度组合对愈伤组织诱

导的影响，为高效稳定再生体系建立和遗传转化奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料毛桃幼嫩枝条和自交果实分别于２０１５年４月

和８月采自河南农业大学三区桃资源圃。
１．２　方法
１．２．１　无菌组培苗的获得　毛桃幼嫩枝条在晴天１０：００左
右，取田间新梢装入洁净塑料袋带回室内，去掉叶片并保留部

分叶柄；用洗衣粉漂洗２０ｍｉｎ，经流水冲洗２ｈ。然后在无菌
条件下，剪取带有腋芽的茎段（１．５～２．０ｃｍ），用７０％乙醇浸
泡３０ｓ，用无菌水冲洗 ２～３遍，再用 ０．１％的 ＨｇＣｌ２处理
６ｍｉｎ，再用无菌水冲洗２～３遍，接种于初代培养基，培养２
周后统计萌芽率；培养４周后将萌发的芽切下后继代培养，以
获得的无菌组培苗叶片为外植体进行后续试验。初代培养所

用培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３
０．５ｍｇ／Ｌ＋ＡｇＮＯ３０．５ｍｇ／Ｌ培养基，继代培养是在原培养基
中再添加２００ｍｇ／Ｌ头孢霉素、蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂６．８ｇ／Ｌ，ＰＨ
值５．７，培养条件为温度（２６±２）℃，相对湿度６０％ ～７０％，
光照度为１５００～２０００ｌｘ，每日光照１４ｈ（下同）。
１．２．２　胚培苗的获得　毛桃胚培苗的获得参照齐贤等的方
法［６］略作修改。具体操作步骤如下：将采摘的毛桃果实去除

果肉，冲洗干净后将桃核用５％（体积分数）的次氯酸钠消毒
２０ｍｉｎ，用锤子砸开桃核取出核仁，在超净工作台上用７０％酒
精浸泡核仁３０ｓ，用无菌水冲洗２～３遍，然后用０．１％（质量
浓度）的ＨｇＣｌ２消毒５ｍｉｎ，用无菌水冲洗５次，将灭菌的核仁
接种在ＷＰＭ培养基上，放进４℃培养箱内暗培养４５ｄ后转
入光照培养室培养。光照培养１４ｄ和２８ｄ后分别调查萌芽
率和成苗率，并以获得的胚培苗叶片为外植体进行后续试验。

１．２．３　毛桃愈伤组织的诱导　叶片外植体分别取自组培苗
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和胚培苗，选取生长良好、完全展开的幼嫩叶片，垂直主脉横

切２～３刀，不伤及叶缘，将近轴面向上平铺于培养基上。不
同处理所用基本培养基为ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３，不同处理培
养基中添加植物生长调节剂种类及浓度如表１所示。每处理
接种３０个外植体，重复３次。接种后进行暗培养，暗培养４
周后转入光培养，光培养１周后分别调查不同处理愈伤组织
形成率和愈伤组织相对生长量，并记录愈伤组织生长状态。

暗培养温度为（２６±２）℃，相对湿度６０％～７０％。

表１　不同处理培养基配方

处理
浓度（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ ＴＤＺ ＫＴ ６－ＢＡ ＮＡＡ ＩＢＡ
１ １．２ １．０ — — — —

２ １．２ — １．０ — — —

３ １．２ — — １．０ — —

４ — １．０ — — １．５ —

５ — — — １．０ — １．５

１．２．４　数据统计与分析　采用 ＳＰＳＳ数据分析软件处理数
据，进行方差分析。

愈伤组织形成率 ＝（形成愈伤组织的叶片数／接种叶片
数）×１００％；参照 Ｚｈｏｕ等的方法［８］计算愈伤组织相对生长

量：０＝０％，１＝２５％，２＝５０％，３＝７５％，４＝１００％。

２　结果与分析

２．１　不同植物生长调节剂对毛桃组培苗叶片愈伤组织诱导
的影响

将带有腋芽的毛桃茎段经消毒处理后接种至培养基（图

１－Ａ），培养１周后腋芽开始萌发（图１－Ｂ），培养２周后统
计萌芽率为６９．０２％，继续培养２周后将萌发的腋芽切下转
移至新鲜培养基进行伸长培养，培养４周后获得生长旺盛的
无菌组培苗（图１－Ｃ）。将获得的无菌组培苗叶片分别接种
至添加不同种类和浓度植物生长调节剂的培养基中，暗培养

１周后，部分叶片叶柄处和切口开始产生愈伤组织，随着暗培
养的时间的延长，产生愈伤组织的叶片数明显增多，暗培养４
周后转入光下培养１周，５个处理大部分叶片切口处均产生
愈伤组织（图１－Ｄ至图１－Ｈ）。此时观察不同处理愈伤组
织颜色和生长状态（图１－Ｄ至图１－Ｈ，表２），其中处理１诱
导产生的愈伤组织为浅绿色，松散，轻微褐化，有光泽（图１－
Ｄ）；处理２诱导产生的愈伤组织为白色，较松散，成海绵状
（图１－Ｅ）；处理３诱导产生的愈伤组织为黄绿色，紧实有突
起，表面光滑（图１－Ｆ）；处理４诱导产生的愈伤组织黄绿色，
且有白色，松散，成海绵状，褐化（图１－Ｇ）；处理５诱导产生
的愈伤组织为绿色，有突起，轻微褐化（图１－Ｈ）。

　　不同植物生长调节剂种类和浓度对毛桃组培苗叶片愈伤
组织形成率和愈伤组织相对生长量的影响如表２所示。ＭＳ
培养基中添加１．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ组合（处
理３）的愈伤组织形成率最高，为８８．０９％；当２，４－Ｄ浓度一
定时，１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ组合（处理３）的愈伤组织形成率明显
高于１．０ｍｇ／ＬＴＤＺ组合（处理１）和１．０ｍｇ／ＬＫＴ组合（处理
２），而愈伤组织相对生长量则相反；当 ＴＤＺ浓度一定时，ＴＤＺ
与２，４－Ｄ组合（处理１）的愈伤组织形成率和愈伤组织相对
生长量高于ＴＤＺ与 ＮＡＡ组合（处理４）；培养基中没有添加
ＴＤＺ和２，４－Ｄ时，一定浓度６－ＢＡ和 ＩＢＡ组合（处理５）的
愈伤组织形成率和愈伤组织相对生长量最低，分别为

６７１４％和１。综合分析可知，适合毛桃组培苗叶片愈伤组织
诱导的最适培养基为 ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３ ＋１．２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ（处理３）。
２．２　不同植物生长调节剂对毛桃胚培苗叶片愈伤组织诱导
的影响

将灭菌的毛桃核仁接种在 ＷＰＭ培养基上（图 ２－Ａ），
４℃ 培养箱内暗培养４５ｄ后转入光照培养室培养，培养１４ｄ
和２８ｄ后分别调查萌芽率和成苗率，均为９５％。从生长健壮
的胚培苗（图２－Ｂ）上取叶片接种到愈伤组织诱导培养基上，
暗培养１周后，部分叶片叶柄处和切口开始产生愈伤组织，随
着暗培养的进行产生愈伤组织的叶片数明显增多，暗培养４
周后转入光下培养１周，发现５个处理大部分叶片切口处均
产生愈伤组织（图２－Ｃ至图２－Ｇ），但不同处理产生的愈伤
组织颜色和状态存在一定差异（图２Ｃ－Ｇ，表３）。其中处理
１诱导产生的愈伤组织为黄绿色，略带白色，松散（图２－Ｃ）；
处理２诱导产生的愈伤组织为黄色，松散，成海绵状（图２－
Ｄ）；处理３诱导产生的愈伤组织为黄白色，松散，轻微褐化
（图２－Ｅ）；处理４诱导产生的愈伤组织黄绿色，紧实有突起
（图２－Ｆ）；处理５诱导产生的愈伤组织为黄白色，有突起（图
２－Ｇ）。此外，不同处理中愈伤组织主要产生的部位也有差
异（图２－Ｃ至图２－Ｇ），除处理５诱导产生的愈伤组织主要
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表２　不同植物生长调节剂对毛桃组培苗叶片愈伤组织诱导的影响

处理 愈伤组织形成率（％） 愈伤组织相对生长量 愈伤组织颜色和状态

１ ７７．３５±３．３７ａｂ ２ 浅绿色，松散，轻微褐化，有光泽

２ ７７．７２±１０．６７ａｂ ３ 白色，松散，成海绵状

３ ８８．０９±３．３１ａ ３ 黄绿色，紧实有突起，表面光滑

４ ７５．９９±２．１１ｂ ３ 黄绿色且有白色，松散，成海绵状，褐化

５ ６７．１４±４．１１ｂ １ 绿色，有突起，轻微褐化

　　注：同列不同小写字母表示同因素不同水平在０．０５水平上差异显著。表３同。

集中在叶柄处外侧（图２－Ｇ），其他４个处理在叶柄和叶脉处
均有愈伤组织产生。

　　植物生长调节剂种类和浓度对毛桃胚培苗叶片愈伤组织
形成率和愈伤组织相对生长量的影响如表 ３所示。当
１．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和１．０ｍｇ／ＬＫＴ（处理２）共同使用时，愈伤
组织形成率最高，为 ８０．６８％，但此处理产生的愈伤组织松
散、成海绵状，此种状态愈伤组织不具备再生能力；而当培养

基中没有添加ＴＤＺ和２，４－Ｄ时，一定浓度６－ＢＡ和ＩＢＡ组
合（处理５）的愈伤组织形成率最低（６６．０２％），这一结果与
毛桃组培苗叶片诱导产生愈伤组织结果一致（６７．１４％，最
低），但该处理诱导产生的愈伤组织没有发生褐化；当２，４－Ｄ
浓度一定时，１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ组合（处理３）的愈伤组织形成
率低于１．０ｍｇ／ＬＴＤＺ组合（处理１）和１．０ｍｇ／ＬＫＴ组合（处
理２）；当ＴＤＺ浓度一定时，ＴＤＺ和２，４－Ｄ组合（处理１）的愈
伤组织形成率与ＴＤＺ和ＮＡＡ组合差异不显著（处理４），此结
果与毛桃组培苗叶片诱导产生愈伤组织结果相反，但处理４
的愈伤组织相对生长量高于处理３，且处理４产生的愈伤组
织为黄绿色，紧实有突起，此种状态的愈伤组织具备良好的再

生能力。综合愈伤组织颜色和状态、愈伤组织形成率和愈伤

组织相对生长量可知，适合毛桃组培苗叶片愈伤组织诱导的

最适培养基为 ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３＋１．０ｍｇ／ＬＴＤＺ＋
１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ（处理４）。

３　结论与讨论

外源植物生长调节剂对桃叶片的愈伤组织诱导影响显

著，其中ＴＤＺ和ＢＡ被认为是诱导效果比较好的细胞分裂素，
而生长素常用的有２，４－Ｄ和ＮＡＡ。丛芳等以桃栽培品种曙
光、金童５号和甜桃王试管苗叶片为外植体，研究了植物生长
调节剂种类及浓度对叶片再生的影响，结果表明３种基因型试
管苗叶片在ＬＰ＋０．４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．３ｍｇ／ＬＫＴ＋０．６ｍｇ／Ｌ

表３　不同植物生长调节剂对毛桃胚培苗叶片愈伤组织诱导的影响

处理
愈伤组织形

成率（％）
愈伤组织相

对生长量

愈伤组织颜色

和状态

１ ７７．７２±２．７６ａｂ ３ 黄绿色且有白色，松散

２ ８０．６８±８．４４ａ ３ 黄色，松散，成海绵状

３ ６９．１８±５．００ａｂ ３ 黄白色，松散，轻微褐化

４ ６９．７７±４．９６ａｂ ４ 黄绿色，紧实有突起

５ ６６．０２±７．５５ｂ １ 黄白色，有突起

ＴＤＺ培养基中生长较好，且愈伤组织形成率均最高，分别达到
７２．２％、７８．８％和７１．３％［１３］；张永庆等以奉化玉露桃不同外

植体进行离体培养试验，其中以幼叶为外植体得到的愈伤组

织诱导率为７０％，且得到的愈伤组织为深绿色，硬实，粉状，
多次继代培养后发褐衰老［１４］；而本研究中以毛桃组培苗叶片

为外植体研究不同植物生长调节物质对愈伤组织诱导的影

响，结果表明愈伤组织诱导的最适培养基为 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＡｇＮＯ３＋１．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，愈伤组织形成
率为８８．０９％，明显高于丛芳等的研究结果［１１－１２］，且诱导产

生的愈伤组织为黄绿色，紧实有突起，表面光滑。

此外，同一基因型相同外植体因其来源不同其愈伤组织

形成率、愈伤组织相对生长量及愈伤组织状态均有差异。现

有关于桃叶片离体培养的报道中所用叶片主要取自田间枝条

消毒处理后培养获得的无菌苗［８，１２，１５］，而用胚培苗叶片的尚

未见报道。本研究分别以毛桃组培苗和胚培苗叶片为外植体

进行愈伤组织诱导，２种来源叶片在不同培养基中均成功诱
导产生愈伤组织，不同处理中愈伤组织形成率最高分别可达

８８．０９％和８８．６８％；但结合愈伤组织形成率、愈伤组织相对
生长量及愈伤组织状态综合分析发现，２种来源的叶片愈伤
组织诱导的最适培养基却不相同，其中组培苗叶片诱导愈伤

组织的最适培养基中添加的是２，４－Ｄ和 ６－ＢＡ，而胚培苗
叶片诱导愈伤组织的最适培养基中添加的是ＴＤＺ和 ＮＡＡ，这
种差异的产生可能与２种来源叶片本身的生理状态有关。

桃树通过愈伤组织和体细胞再生系统途径再生的研究进

展相当缓慢，而植物遗传转化的众多研究已经证明通过愈伤

组织再生系统转化率较高，因此，建立一个高效且适宜于桃遗

传转化的通过愈伤组织或胚状体再生途径的再生系统已成为

开展转基因工作的关键环节［１６］。本研究初步获得了大量生

长状态良好、稳定一致的毛桃愈伤组织，为后续通过愈伤组织

途径建立再生体系和通过基因工程方法进行毛桃种质的改良

奠定基础。
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组蛋白去乙酰化酶在杨树根再生和生长中的功能

张　冰，夏德安，马旭俊
（东北林业大学林木遗传育种国家重点实验室，黑龙江哈尔滨１５００４０）

　　摘要：组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）在植物生长和发育过程中具有十分重要的调控作用。目前，关于ＨＤＡＣ的研究
主要集中在草本植物，而关于木本植物的ＨＤＡＣ功能研究鲜有报道。以８４Ｋ杨（银白杨×腺毛杨）和小黑杨２种杨树
组培苗为供试材料，在培养基中添加０、１、５μｍｏｌ／Ｌ浓度的组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素（ＴＳＡ），研究 ＴＳＡ对
杨树根再生和生长的影响。结果表明，ＴＳＡ处理明显抑制２种杨树根的再生和生长，ＴＳＡ浓度越高，对组培苗根的再
生和生长的抑制作用越大。研究结果对于通过根系改良提高杨树对水分和营养物质的利用率、增强杨树抗逆性具有

十分重要的意义。
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　　表观遗传调控是基因表达调控的一种重要方式，是在不
改变ＤＮＡ序列的情况下，通过 ＤＮＡ或组蛋白修饰来影响基
因的转录。组蛋白修饰包括组蛋白乙酰化、磷酸化、甲基化、

泛素化、糖基化等［１］，其中组蛋白乙酰化是研究得最早、最清

楚的一种组蛋白翻译后修饰［２］。组蛋白乙酰化修饰主要发

生在组蛋白Ｎ末端的赖氨酸残基上，包括组蛋白乙酰化、组
蛋白去乙酰化２个动态的、可逆的过程。组蛋白乙酰化能够

减弱组蛋白与带负电荷的ＤＮＡ之间的相互作用，使染色质处
于伸展状态［３］；又可以改变核小体的表面结构，形成有利于

转录调节因子结合的位点［３－４］，进而对基因的转录具有促进

作用。相关研究表明，在转录活化区域内，组蛋白多表现出高

度的乙酰化状态。组蛋白去乙酰化常常引起染色质的凝缩，

与基因转录抑制或基因沉默有关。组蛋白乙酰化、去乙酰化

过程分别由组蛋白乙酰基转移酶（ｈｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，简
称 ＨＡＴ）、组蛋白去乙酰化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ，简称
ＨＤＡＣ）催化完成，二者共同作用保证细胞内组蛋白乙酰化水
平处于动态平衡。ＨＤＡＣ是１个基因超家族，在真核生物包
括真菌、植物和动物中广泛分布。１９９６年第１个 ＨＤＡＣ基因
从哺乳动物细胞中得到克隆［５］，１９８８年在豌豆中首次发现植
物组蛋白去乙酰化酶的存在［６］。近十几年来，植物 ＨＤＡＣ越
来越受到重视，ＨＤＡＣ基因从玉米、拟南芥、水稻、大麦、马铃
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