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八月红梨叶片不定芽诱导研究
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　　[摘　要 ]　采用正交试验设计研究了基本培养基、BA 和 IAA 3 个因素及其组合对八月红梨 (Py rus comm unis

L. )叶片不定芽再生的影响。结果表明, 基本培养基的种类对叶片不定芽的诱导起主要作用, 诱导叶片再生的最优

组合是NN 69+ BA 5. 0 m göL + IAA 0. 5 m göL ; 用同质量浓度葡萄糖代替蔗糖, 对叶片再生频率的影响不显著, 用

白砂糖代替蔗糖, 显著降低了叶片再生频率; A gNO 3 质量浓度在 0. 1～ 1. 5 m göL 时, 对叶片再生有促进作用, 培养

基中附加A gNO 3 0. 5 m göL , 可显著提高叶片再生频率。
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　　梨由于童期长、杂合程度高等原因, 给常规杂交

育种带来很大困难。体细胞诱变育种和遗传转化为

梨品种改良提供了新的手段。植物外植体离体再生

是植物遗传转化的基础, 叶片是最常用的外植体。对

梨叶片再生虽有报道, 但再生效率普遍较低[1 ] , 有的

品种叶片再生频率最高只能达到 23% [2 ]。本研究通

过八月红梨叶片再生试验, 以期为梨树无性变异体

筛选和进一步的遗传转化操作奠定基础, 并为其他

品种叶片再生提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　试材为梨栽培品种八月红试管苗。试管苗继代

培养基为M S+ BA 0. 5 m göL + IBA 0. 2 m göL + 葡

萄糖 30 göL + 琼脂 6. 0 göL , pH 5. 8。

1. 2　方　法

取继代培养 30～ 40 d 的试管苗顶部展开的幼

嫩叶片, 去掉叶柄, 垂直叶片中脉横切伤 3 刀, 远轴

面向下, 接种在再生培养基上。叶片再生培养基选用

M S [3 ]、1ö2M S (大量元素减半) 和NN 69 [4 ] 3 种基本

培养基, 附加葡萄糖 30 göL、不同浓度的 BA 和

IAA。按L 9 (34)正交试验设计, 共 9 个处理, 试验因

子水平见表 1。每个三角瓶接种 3 片叶, 每处理接种

8 瓶。糖种类和A gNO 3 对叶片再生的影响试验选用

的再生培养基分别为NN 69+ BA 5. 0 m göL + IAA

0. 5 m göL 和 NN 69 + BA 5. 0 m göL + NAA

0. 5 m göL + 葡萄糖 30 göL , 2 个试验均采用随机区

组试验设计, 每处理 6 瓶, 重复 1 次。培养基均附加

琼脂 6 göL , pH 5. 8。接种叶片首先暗培养 20 d, 然

后转移到培养架上培养。温度 (25±2)℃, 光照时间

14 h, 光照强度 2 000 lx, 日光灯光源。叶片接种后

60 d 统计叶片再生效率 (叶片平均再生频率和再生

芽数) , 并对结果进行方差分析, 显著水平为0. 05。
表 1　试验因子水平

T eble 1　Facto rs and levers m göL

因子水平
L evels of

facto rs

基本培养基
M edium

62苄基腺嘌呤
BA

吲哚乙酸
IAA

1 M S 2. 5 0. 1

2 1ö2M S 5. 0 0. 3

3 NN 69 10. 0 0. 5

2　结果与分析

2. 1　叶片不定芽再生的过程

　　叶片接种 10 d 后开始隆起肿胀, 在叶片切伤

处、叶柄端处产生少量白色愈伤组织。经过 20 d 暗

培养, 愈伤组织明显增多并形成块状, 呈黄白色, 主

要在叶背中脉处形成, 个别叶片愈伤组织上出现黄

绿色芽点, 已明显不同于愈伤组织。光培养 3 d 后,

愈伤组织变为黄绿色。愈伤组织继续分化, 出现黄绿

色芽点, 形成不定芽。不定芽有的呈单个分布, 有的

则连成芽丛。随着培养时间延长, 叶片再生频率和再

生不定芽数量开始增加。光下培养 30 d 时, 叶片再
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生频率不再增加, 以后仅是不定芽增殖和伸长形成

不定梢。不定芽产生于叶片近中脉、中脉伤口及叶基

部伤口上, 在叶片中后部产生较多。这与本试验曾进

行的叶片不同部位的再生能力结果相一致, 不定芽

基本产生于中部和后部叶块, 前部产生很少。

2. 2　培养基种类和植物生长调节剂对叶片再生的

影响

表 2 表明, 不同处理间叶片再生效率差异较大。

再生频率最高为 66. 7% , 再生芽数最高可达 2. 83,

最少为 0. 92。R 为极差, 其值越大, 表示该因素越重

要, 因此对叶片不定芽诱导影响最大的是基本培养

基的种类, 其次是植物生长调节剂。3 种基本培养基

的L 值以NN 69 最大, 为 1. 584, 说明NN 69 培养基

诱导不定芽效果最好, 1ö2M S 次之, M S 最差。

NN 69+ BA 2. 5～ 5. 0 m göL + IAA 0. 1～ 0. 5 m göL
再生频率最高达 66. 7% , 再生芽数大于 2. 5;

1ö2M S+ BA 5. 0 m göL + IAA 0. 5 m göL 再生频率

较高, 为 55. 6% , 再生芽数也较多, 为 2. 33。

对 L 9 (34) 正交试验的单因子效益分析结果表

明, 当基本培养基为NN 69, BA 浓度为5. 0 m göL ,

IAA 浓度为 0. 5 m göL 时, 叶片再生频率最高。

NN 69+ BA 5. 0 m göL + IAA 0. 5 m göL 为最优配

方组合, 可以作为八月红梨叶片再生的适宜培养基。

表 2　不同培养基和植物生长调节剂对叶片再生的影响

T able 2　 Influence of differen t m edi and p lan t grow th regu lato rs on bud regenerat ion of leave

组合号
Com bination N o.

基本培养基
M edium

苄基腺嘌呤ö
(m g·L - 1)

BA

吲哚乙酸ö
(m g·L - 1)

IAA

再生频率ö%
Regeneration

frequency

再生芽数
Bud N o. per leave

1 M S 2. 5 0. 1 25. 0 0. 92

2 M S 5. 0 0. 3 25. 0 0. 83

3 M S 10. 0 0. 5 33. 3 1. 58

4 1ö2M S 2. 5 0. 3 33. 3 1. 33

5 1ö2M S 5. 0 0. 5 55. 6 2. 33

6 1ö2M S 10. 0 0. 1 41. 7 1. 00

7 NN 69 2. 5 0. 5 66. 7 2. 75

8 NN 69 5. 0 0. 1 66. 7 2. 83

9 NN 69 10. 0 0. 3 25. 0 1. 25

L 1 0. 833 1. 25 1. 334

L 2 1. 306 1. 473 0. 833

L 3 1. 584 1. 00 1. 556

R 0. 751 0. 473 0. 723

　　注: L 代表各处理水平上再生频率之和; R 代表处理中最大再生频率与最小再生频率之差。

N o te: L stands fo r the sum of regeneration frequency in all deal; R stands fo r the diserepancy betw een m axim um regeneration frequency and

m in im um regeneration frequency in deal.

2. 3　糖的种类对叶片再生的影响

由表 3 可以看出, 不同种类的糖对梨叶片再生

有明显影响。采用白砂糖的叶片再生频率很低, 与葡

萄糖和蔗糖的再生频率有显著差异, 并且再生芽数

也极低, 所以建议在梨叶片再生时不要使用白砂糖。

3 种糖中, 以蔗糖的再生频率最高, 再生芽数最多,

但葡萄糖和蔗糖的再生频率无显著差异, 其作用效

果相近。
表 3　糖对叶片再生的影响

T able 3　Effect of sugars on bud regenerat ion of leave

处理
T reatm ent

浓度ö(g·L - 1)
Concen2
tration

再生频率ö%
R egeneration

frequency

再生芽数
Bud N o.
per leave

白砂糖 Granu lated
sugar 30 16. 7 b 0. 17

葡萄糖 Gluco se 30 38. 9 a 0. 89

蔗糖 Sucro se 30 44. 4 a 1. 28

2. 4　不同质量浓度A gNO 3 对叶片再生的影响

A gNO 3 溶液采用过滤灭菌, 在培养基高压灭菌

后、凝固前加入。

表 4　不同质量浓度A gNO 3 对叶片再生的影响

T able 4　Effect of A gNO 3 w ith differen t concen tra t ion

A gNO 3ö
(m g·L - 1)

再生频率ö%
Regeneration

frequency

再生芽数
Bud N o.
per leave

0 27. 8 b 0. 83

0. 1 33. 3 b 0. 99

0. 5 66. 7 a 2. 0

1. 0 33. 3 b 0. 99

1. 5 38. 9 b 1. 16

　　由表 4 可见,A gNO 3 在 0. 1～ 1. 5 m göL 时, 对

八 月 红 梨 叶 片 再 生 有 一 定 的 促 进 作 用。

A gNO 3 0. 5 m göL 对叶片再生表现出了显著的促进

作用, 叶片再生频率最高, 平均再生芽数最多, 分别
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为 66. 7% 和2. 0。其他质量浓度的A gNO 3 与对照没

有显著差异。

3　讨　论

基本培养基是影响梨叶片再生的重要因素, 其

次是植物生长调节剂。NN 69 培养基对八月红梨叶

片再生不定芽的诱导效果优于 1ö2M S 和M S。冀

蜜、丰水和金花梨[5, 6 ]叶片离体培养也表明NN 69 是

一种适宜于梨叶片再生的培养基。基本培养基对外

植体再生的影响在于其组成成分和浓度是否适宜于

外植体再生。在建立外植体再生体系时, 要选择适宜

的基本培养基, 并要同其他因素结合起来。

在试验中发现八月红梨叶片在同一种培养基

NN 69+ BA 5. 0 m göL + IAA 0. 5 m göL 上, 各次试

验的叶片再生效率有差异, 而且有时差异很大。这说

明叶片接种前的生理生化状态对叶片的再生有很大

影响。来源不同的外植体具有不同的遗传或营养物

质基础, 而成为影响其再生能力的先决条件。高活性

的细胞分裂素 TD Z (T h id iazu ron) 可以降低苹果叶

片接种前生理生化状态对叶片再生效率的影响, 获

得高的叶片再生频率[7 ]。TD Z 在诱导梨叶片再生不

定芽中也有显著作用[8 ]。本研究从八月红梨叶片诱

导出不定芽, 叶片再生效率高于已报道的一些梨品

种, 但再生效率尤其是再生芽数远低于苹果品种嘎

拉、乔纳金等[9 ]。这虽然与梨和苹果的基因型有关,

但还有待于应用 TD Z 以及筛选其他培养条件提高

梨叶片的再生效率。
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R egenera t ion of adven t it iou s bud from leaves of‘B ayuehong’pear

XU L ing-fe i1,M A Feng-wang1,W ANG Zhe-zh i2, REN X iao- l in 1

(1 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S ciences, S haanx i N orm al U niversity , X iπan, S haanx i 710062, Ch ina)

Abstract: T he basal m edium , BA , and IAA w ere u sed to compare their effect on adven t it iou s bud in2
duct ion from leaves of‘Bayuehong’pear by u sing the o rthogonal experim en t design. T he resu lts show ed

that the basal m edium p layed a determ inat ive ro le in in ita t ing the adven t it iou s buds. NN 69+ BA 5. 0 m göL
+ IAA 0. 5 m göL w as the best com b inat ion fo r leave regenera t ion. N o effect on regenera t ioon eff iciency of

leave w as found by sub st itu t ing equal concen tra t ion gluco se fo r sucro se in NN 69 m edium , w h ile rep lacing

sucro se w ith granu la ted sugar great ly reduced regenera t ion eff iciency. A gNO 3 enhanced the regenera t ion ef2
f iciency of leave w h ile its concen tra t ion varied from 0. 1 to 1. 5 m göL , and the mo st effect ive concen tra t ion

of A gNO 3 w as 0. 5 m göL.

Key words: Py rus com m un is L. ; leave; bud regenera t ion
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