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摘 　要 　综述了影响落叶果树离体器官再生的因素 ,主要包括 : 1) 培养基成分 ,即培养基中无机营养、有机营养、

生长调节物质 (BA 4～7 mg·L - 1或 TDZ 0102～313 mg·L - 1 + NAA 012～115 mg·L - 1) 、培养基 p H 及凝胶剂 ; 2) 外

植体的类型和来源、外植体成熟度或培养时间、外植体处理方法和基因型差异 ; 3) 培养条件 ,如 0～81μmol·s - 1·

m - 2的光照培养 ; 4) 其他如添加化学制剂磷酸酶抑制剂 (NaF 或 Na3VO4 015～100 mol·L - 1 ) 等。今后应重点研

究 : 1) 培养温度变化对离体器官再生的影响 ; 2) 离体器官再生过程中激素作用位点等机理。
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Organ regeneration of deciduous fruit tree s in vitro :

pre sent status and topics to be re searched

Li Bao , Han Zhenhai
(College of Agronomy and Biotechnology , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract 　The factors influencing organ regeneration of deciduous fruit trees in vitro were reviewed , including 1) the

medium composition , s uch as the inorganic nutrients , organic nutrients , plant growth regulators with BA 4～7 mg·L - 1

or TDZ 0102～313 mg·L - 1 + NAA 012～115 mg·L - 1 , medium pH and gelling agents ; 2) typ es and s ources of ex2
plants , maturity , treatment methods and genotypic differences ; 3) culture conditions , s uch as incubation under 0～81

μmol·s - 1·m - 2 light conditions ; 4) the addition of chemical additives , s uch as s odium fluoride or s odium orthovanadate

at 015～100 mol·L - 1 . The main asp ects for further res earches are : 1) effect of different incubation temp erature on re2
generation ; 2) the action sites of plant growth regulators during the incubation of explants .
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　　果树离体再生研究是体细胞突变和遗传转化研

究的基础 ,为果树品种改良提供了有效的途径 ,从而

得到研究者的重视。影响离体器官再生的因素很

多 ,主要有培养基成分、外植体特性 (类型、处理方

式)和培养条件 ,其中任何一个方面的变化都会对再

生过程产生重要影响 ,并最终影响外植体的再生结

果。国外自 20 世纪 80 年代中期开始 ,对果树离体

再生进行了广泛的研究 ,并有多部著作对此进行了

论述 ;国内虽也有一定的研究 ,但对落叶果树离体再

生研究结果的总体论述不多。本文综述了主要落叶

果树离体器官再生的研究结果 ,讨论了应深入研究

的工作 ,以供进行该方面研究时参考。

1 　培养基

111 　无机营养成分

培养基中矿质营养水平 ,特别是 NO -
3 ,N H +

4 和

K+水平对外植体再生有较大影响。一般来说 ,MS

基本培养基成分对多个树种和品种的离体再生均有

较好的效果 (表 1) 。但 Fasolo 等[1 ]认为 ,低盐培养

基比高盐培养基效果更好 ,尤其是较低质量分数的

N 素对以叶片为主的外植体不定芽再生效果较好。

这在苹果[2 ] 、柿[3 ] 、李[4 ] 、葡萄[5 ]等树种上得到证实。
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　　　　　　　 表 1 　主要落叶果树离体器官再生研究结果

Table 1 　Results of organogenesis in vit ro for major deciduous fruit trees

树种 品种及外植体类型 培养基及激素水平/ (mg·L - 1) 再生率及再生芽数 参考文献

苹果 M alus domestica

　金冠 　叶片/ 子叶/ 上胚轴 MS , BA 1. 0 + NAA 013～110 65 %/ 315 [35 ]
　嘎拉 等 叶片 N6/ LS , BA 510/ TDZ 110 + NAA 013～110 92 %/ 711 [1 ]
　嘎拉 等 叶片 MS , BA 110 + NAA 013～110 100 %/ - [2 ]
　Empire 等 叶片 MS/ N6 , BA 510～715 + NAA 012 70 %～100 %/ 5～16 [6 ]
　Macspur 等 叶片 MS , BA 217～514/ TDZ 0144～0166 - / 6～10 [29 ]
　嘎拉 等 叶片 MS , BA 510/ TDZ 0122 + BOA 54 %/ - [17 ]

　2115μmol·L - 1

　世界一 等 叶片 MS , BA 510 + NAA 013 5 %～100 %/ - [41 ]
　皇家嘎拉 茎段 N6 , TDZ 0105 100 %/ 6818 [33 ]
　富士 茎段 MS , TDZ 2～5 + NAA 011 90 %/ - [22 ]
　金冠 幼胚 NN , BA 410 - / 30 [32 ]
M alus pumila

　M9 , Ottawa 叶片 MS , BA 213 + NAA 012 79 %/ 118 [9 ]
　M7 , M26 叶片 MS , TDZ 0188 + NAA 015 11 %/ - [2 ]
　M26 叶片 MS , BA 510 + IBA 011 90 %/ 8 [13 ]
　M26 叶片 MS , BA 510 + NAA 0124 76 %/ 415 [17 ]
　M26 等 叶片 MS , BA 0145 + NAA 011 95 %/ - [30 ]
M alus prunif olia

　AM842A 茎段 MS , TDZ 2～5 + NAA 011 + ABA 310 94 %/ - [22 ]

梨 Pyrus pyrif olia

　Hosui 等 叶片 B5 , TDZ 111 + GA 011 94 %/ - [22 ]

桃 Prunus persica

　Flordaguard 等 子叶 MS , TDZ 1138/ 2175 + IBA 0125/ 015 6 %～60 %/ - [43 ]

李 Prunus domestica

　Stanley 等 下胚轴 MS , TDZ 1165 + IBA 015 45 %/ 8 [44 ]

杏 Prunus armeniaca

　Zard , NJA82 叶片/ 子叶 MS , TDZ 111～212 + IBA 012/ 110 80 %/ - [19 ]

樱桃 Prunus cerasus

　Bailey 子叶 MS , TDZ 111～2175 + IBA 015 67 %/ 1515 [45 ]
Prunus avium

　Charger 等 叶片 WPM , TDZ 0197 + NAA 011 50 %/ - [46 ]

扁桃 Prunus dulcis

　Boa Casta 叶片 MS , TDZ 115 + IAA 015/ 2 ,4 - D 0101 40 %/ 212 [18 ]

葡萄 V itis vinif era

　汤姆森无核 等 叶片 NN , BA 210 90 %/ - [5 ]
　Sonaka 卷须 E &R , BA 0123 成苗 [47 ]

猕猴桃 Actinidia deliciosa

　Hayward 等 叶片 Cheng’s K , ZT 110 100 %/ 912 [48 ]

草莓 Fragaria sp .
　Redcoat 等 叶片 MS , BA 213 + IAA 118 94 %/ 13 [36 ]

越橘 V accinnium sp .
　Duke 等 叶片 MS , ZR 414 - / 2018 [23 ]
　Bilberry 等 叶片/ 下胚轴 MS , TDZ 012～016 75 %/ - [20 ]

树莓 R ubus idaeus

　Summit 等 叶片 MS/ N6 , TDZ 0122～212 + IBA 011 86 %/ 719 [49 ]
　N712B3 叶片 MS , BA 212～016 + IBA 110 73 %/ - [14 ]

柿 Diospyros kaki

　富有 等 叶片/ 茎段 1/ 2 MS , ZT 212 + NAA 0102 2 %～72 %/ - [31 ]
　Jiro 根段 MS , ZT 111～212 + IAA 114～118 85 %/ - [3 ]

23
　

中 国 农 业 大 学 学 报 2004 年



Yepes 和 Aldwinckle 推测 ,1/ 2 或 1/ 4 MS、N6、NN、

WPM 等培养基的 N 素水平较低 ,可刺激外植体形

态发生[6 ] 。

　　不仅 N 素的总量对再生有影响 ,N 素的形态和

比例也同样重要。对‘元帅’等叶片进行离体培养

时 ,当 NO -
3 的质量分数为总 N 的 80 %～90 %时 ,不

定芽仍能形成 ,但 NO -
3 为惟一 N 源时 ,再生则受到

抑制[3 ] 。而采用 NN 培养基时 ,无论总 N 含量高

低 ,NO -
3 与 N H +

4 的比例为 2∶1 或 3∶1 时 ,梨叶片不

定芽再生最好[7 ] 。由于试材基因型不同 ,结果会有

所差异。Fasolo 等[1 ]和 Sriskandarajah 等 [8 ]发现降

低总 N 水平及改变 NO -
3 / N H +

4 的比例并没有明显

影响某些基因型 (如‘旭’)不定芽的再生。

K为植物体所必需的惟一的一价阳离子 ,对其

在不定芽再生中的作用研究较少 ,值得进一步深入

研究。由于培养基是依据植物必需营养元素研制而

来的 ,其成分包含了植物生长发育所必需的多种无

机营养 ,成分复杂 ,所以其影响不是单一的 ,而是多

方面的。MS 培养基是用于烟草愈伤组织培养的最

佳培养基 ,虽然具有通用性 ,但在实际应用时 ,以对

特定试材进行比较研究、确定为宜。

112 　有机碳源

碳源可以影响植物的发育过程 ,不同树种、品种

对碳源要求存在差异。苹果、梨叶片对蔗糖含量变

化反应不敏感[9 ] ,而 Druart 在樱桃上对 6 种糖源

(蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、果糖、山梨醇和甘露醇)的研

究发现 ,相同含量时麦芽糖表现最好 [10 ] 。在草

莓[11 ]和苹果[12 ]上分别以高含量蔗糖 (5 %) 和通常

含量果糖 (3 %)为碳源时 ,不定芽再生数量最多。

113 　生长调节物质

激素在植物发育过程中具有的重要作用 ,是植

物发育和离体再生研究的重点。激素组合可以调节

细胞分裂、芽增殖、愈伤组织形成等。

11311 　BA + NAA 　生长调节剂的组合和用量是不

定芽再生研究中最重要的因素。对叶片再生来说 ,

BA + NAA 是一个较好的组合 ,而且需要较高的分

裂素/ 生长素的比值[13 ] 。其中 ,苹果上 BA 一般为 4

～7 mg·L - 1 , > 10 mg·L - 1时 ,再生效果显著下降 ;

NAA 一般介于 012～115 mg·L - 1 (表 1) 。Welander

等[9 ]还发现 ,苹果外植体对 NAA 的反应比对 BA 的

反应强烈。但在树莓和樱桃上生长素类物质抑制再

生 ,一般只采用 BA[14 ,15 ] 。

11312 　TDZ + NAA 　TDZ 是与 BA 作用类似的生

长调节物质 ,在较低含量下即可刺激不定芽的形成

和发育 ,其活性强于 BA[16 ] ,从而 , TDZ + NAA 成为

另一个较好的激素组合 ,在多种果树上有较好的效

果。苹果上 TDZ含量介于 0102～313 mg·L - 1较为

适宜 (表 1) ,含量过高抑制再生且效果不稳定[2 ] ,到

11 mg·L - 1时会完全抑制外植体不定芽的形成[1 ] 。

梨离体叶片再生中 , TDZ 在 012 mg·L - 1时效果差 ,

016～113 mg·L - 1较适宜 ,超过 216 mg·L - 1则有

害[7 ] ,且在某些基因型上 , TDZ 效果不如 BA ,易引

起‘玻璃化’现象[17 ] 。TDZ + 生长素可促进扁桃叶

片离体再生 ,而用 BA + 生长素却没有成功 [18 ] 。

TDZ(111～212 mg·L - 1) + IBA (012～110 mg·L - 1)

可用于杏的离体再生 ,高含量 TDZ 时再生芽呈畸

形[19 ] 。此外 , TDZ(012～016 mg·L - 1) 可以消除越

橘离体再生时的基因型差异[20 ] 。猕猴桃上 ,低含量

的 TDZ可形成高质量的再生苗 ,而在含 BA 的培养

基上未产生不定芽[21 ] 。由此可见 , TDZ 在不同树

种上、甚至在同一树种的不同基因型间都有明显的

不同 ,应予以关注。

11313 　其他生长调节物质 　Saito 和 Suzuki [22 ]在

对 BA ,2iP ,CPPU , TDZ 的研究中发现 , TDZ (2～5

mg·L - 1) 时外植体再生效果最好 ,其次是 CPPU (3

～5 mg·L - 1) ,BA 和 2iP 几乎无效。在含 KT 或 2iP

的培养基上 ,苹果的再生芽生长比在含 BA 的培养

基上好[8 ] 。另外 ,Caboni 等[17 ]在苹果上对 BOA (22
benzisoxazole232acetic acid)进行的研究发现 ,在某些

基因型上 BOA 优于 NAA ,但却完全抑制了‘旭’叶

片的再生。柿上 ,多采用 ZT (0122 mg·L - 1) + IAA

(0118～118 mg·L - 1) ,高含量的生长素特别是 2 ,42
D 抑制再生[3 ] ,在越橘上 ZR 明显优于 2iP 或 ZT ,不

含 NAA 时再生最好[23 ] ,可能是玉米素类似物比纯

玉米素等诱发不定芽的能力强。

总之 ,由于植物离体再生是一个复杂的过程 ,再

生过程中的各个环节均会对最终的再生结果产生影

响 ,最优的生长调节剂种类及用量可被品种、暗处理

时间、生长素的有无等多种因素影响。

114 　培养基 pH值

培养基无机盐、碳源、凝胶剂、活性碳、培养基储

藏方法等对培养基的 p H 有影响[24 ] ,而培养基 p H

可以通过影响营养和激素的有效性及其吸收 ,影响

多种离体培养植株的发育过程 ,且反应不一致。

Marino 等[25 ] 在对猕猴桃的研究中发现 ,p H710～

715 时愈伤组织生长最好 ,而 p H < 517 时不定芽生
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长最好 ,p H 较高时再生效果明显降低 ,可能是 p H

影响植物生长调节剂的吸收。

115 　凝胶剂

凝胶剂可以影响植物的发育过程[26 ] 。通常培

养基的凝胶剂采用 6～ 8 g·L - 1 的琼脂。但 De2
bergh [27 ]的研究表明 ,琼脂的品牌、用量均会影响培

养基的化学和生理特性 ,并影响外植体对矿质元素

(Ca2 + , K+ ,Na + ,Mg2 + ,Mn2 + ,Cu2 + ) 的吸收。We2
lander 等在苹果上[9 ] 、Chevreau 等在梨上[28 ] , 以

Gelrite 或 Phytagel 替代琼脂 ,发现二者对再生有极

好的正效应 ,细胞分裂迅速 ,可形成更多不定芽 ,并

减少‘玻璃化’苗的产生。Saito 等[22 ]认为 Gelrite 可

能含有类似细胞分裂素的作用因子。

116 　其他化学添加剂

一些化学药剂可以降低胁迫反应 ,抑制乙烯合

成或减少膜伤害 ,从而促进外植体的再生[38 ] 。例

如 ,秋水仙素[39 ] 、磷酸酶抑制剂 NaF 或 Na3VO4

(015～100μmol·L - 1) [40 ]等影响外植体代谢过程从

而影响再生结果。

2 　外植体及处理方式

211 　外植体的类型和来源

由于植物细胞具有全能性 ,所以外植体可采用

多种类型的器官 ,主要有叶片、花器官、根、胚及其组

织、茎等 5 种 (表 1) 。叶片为外植体时 ,组培苗的叶

片优于田间或温室栽培树上的叶片。另外 ,外植体

再生不定芽存在明显的基因型差异 (表 1) 。Sarwar

等[29 ] 、何道一等[30 ]认为 ,BA 使用量与生长特性有

关 ,而遗传背景相同的材料对激素的反应相近。因

此 ,为特定的基因型建立适合的再生体系应成为研

究中的重点[31 ] 。

212 　外植体成熟度或培养时间及处理方法

外植体器官发生能力与其母体的发育阶段或时

期密切相关。Kouider 等[32 ]对苹果的研究表明 ,花

后 4 周不带种皮和胚乳的胚 ,只产生愈伤组织 ,615

周的胚可以产生多个不定芽 ,且生芽数随着时间延

长而增多 ,到 1015 周每胚生芽数最高。而且 ,近成

熟的新鲜胚再生不定芽较快。组培苗幼嫩的叶片再

生效果较老叶好 ,其中以最上部 3～4 片展开的叶片

效果最好[1 ,9 ] ,但不同基因型的叶片大小之间存在

差异 ,具有基因型依赖性[6 ,8 ,9 ] 。以茎段为外植体

时 ,组培苗最上部的 2 个节间最好[33 ] 。此外 ,外植

体处理和放置方式也会对再生结果产生影

响[6 ,9 ,34 ] 。因此 ,应该注意根据外植体的特性研究

最适宜的激素配比等条件 ,才能获得特定基因型的

最佳再生结果。

3 　培养条件

培养条件主要包括光照、温度、湿度 ,对光照的

影响研究的较多 ,而对后两者的研究较少。Liu

等[35 ]认为接种后最初的暗培养是再生过程所必需

的 ,而且光照的抑制作用不可逆转。“金冠”叶片和

子叶先暗培养 3 周 ,然后光照条件下培养 4 周与直

接光照下培养 7 周相比较 ,前者的再生效率是后者

的 5～10 倍 ;光照对上胚轴的不定芽再生没有影响。

Kouider 等[32 ]对苹果子叶再生的研究中发现 ,先暗

培养然后移至光下 ,3 周内可以再生不定芽 ,而直接

置于光下培养 ,此进程滞后。随后的研究多采用 2

～3 周的暗培养。接种后最初的暗培养 (0～81 mol·

s - 1·m - 2)成为广泛应用的措施。

试材及处理方法不同 ,其要求的暗培养时间有

所不同[2 ,36 ,37 ] 。苹果上的研究表明 ,诱导不定芽发

生时 ,以红光或暗处理最为有效 ,而在不定芽生长期

间则是白光稍强较为有利[35 ] 。

4 　应加强研究的问题

虽然国内外对植物的离体再生研究已有多年且

对离体再生影响因素进行了较为深入的研究 ,但因

再生过程涉及因素较多 ,因而 ,对其机理仍未确切认

识 ,尤其在多年生木本果树上更为如此。为进一步

认识离体器官再生的机制 ,加强离体培养的应用 ,今

后研究应注意以下几个方面 : 1) 离体再生具有较

强的基因型特异性 ,为特定的基因型建立适合的高

效再生体系 ,诸如激素配比的最佳结果等培养基的

确立 ,以为进一步应用奠定基础 ; 2) 培养基成分

中 ,P 和 K 素的作用研究较少 ,矿质元素的确切机

理仍未明确认识 ,尤其是其对外植体的细胞生物学

方面的影响 ; 3) 光质和温度等条件对再生的进程

及结果作用尚不深入 ; 4) 深入研究离体再生机理 ,

研究非基因型依赖性的离体再生操作方式 ,以消除

基因型依赖性 ,增大遗传改良的普遍性及应用范围。
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