
果 树 学 报 2018，35（5）：620-630

Journal of Fruit Science

DOI:10.13925/j.cnki.gsxb.20170510

‘嘎拉’苹果小孢子来源纯合基因型

植株叶片再生体系研究
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摘 要：【目的】建立‘嘎拉’苹果小孢子来源纯合基因型植株高效再生体系，探索一个简单有效的苹果纯合基因型株

系叶片外植体诱导再生不定芽的方法。【方法】以‘嘎拉’苹果花药离体培养获得的纯合基因型株系离体叶片为外植体，

进行再生培养，检测‘嘎拉’各纯合基因型株系的不定芽再生能力；通过优化植物生长调节剂、叶片预处理和培养方式，

建立苹果纯合基因型植株高效再生体系。【结果】苹果纯合基因型株系中双单倍体株系DH2-10的再生率最高，四倍体

纯系DH2-15次之，单倍体株系DH2-3再生率较低，三倍体纯系DH2-40在培养中难以再生。不同基因型适宜的激素质

量浓度不同，相较于双单倍体株系，四倍体纯系DH2-15在较高细胞分裂素水平再生率较好。再生培养过程中，整叶带

伤口的外植体预处理方式优于叶片切块接种的方式，接种苗龄40 d左右的叶片有更好的再生率。【结论】建立了苹果纯

合基因型高频高效离体再生体系：双单倍体株系DH2-10在最适再生培养基MS+0.5 mg· L-1 IBA+5 mg· L-1 6-BA上培

养，再生周期为 23~35 d，再生系数为 7.27，再生率达 100%。四倍体纯合基因型株系DH2-15适宜在MS+0.5 mg· L-1

IBA+6 mg· L-1 6-BA培养基上进行再生培养，再生率为93.33%。建立的再生体系可用于纯合基因型株系的快速增殖和

遗传转化。
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Abstract:【Objective】Apple is highly heterozygous due to its self-incompatibility, but the microspores-

derived plantlets from the in vitro culture of‘Gala’apple anther are highly homozygous and can be a

better material for genetic transformation. This study aimed to establish a stable and highly efficient in

vitro regeneration system from leaves of the homozygous microspores-derived‘Gala’plantlets, so as to

provide a good system for genetic transformation. These plantlets were regenerated on MS medium con-

taining phytohormone (6-BA and IBA), and the method was optimized by optimizing the combination
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of plant growth regulators, the way of leaf wounding and dark culture.【Methods】The genotype of mi-

crospores-derived homozygous plantlets from anther culture of‘Gala’apple differed among plantlets.

The leaves of microspores-derived plantlets with cutting wounds were used as the explants and cultured

on MS medium with different hormone combinations and concentrations (M1: MS+1.0 mg· L- 1 IBA+4

mg· L-1 6-BA; M2: MS+1.0 mg· L-1 IBA+5 mg· L-1 6-BA; M3: MS+1.0 mg· L-1 IBA+6 mg· L-1 6-BA；M4:

MS+0.5 mg· L-1 IBA+4 mg· L-1 6-BA; M5: MS+0.5 mg· L-1 IBA+5 mg· L-1 6-BA; M6: MS+0.5 mg· L-1

IBA+6 mg· L-1 6-BA), and were incubated at 25 ℃/17℃（14/10 h）for 14 days in dark. The leaves of 40

d, 80 d and 120 d were used as the explants for regeneration culture to explore the effect of leaf age on

regeneration. Both the entire leaves with cutting wounds and leaflet slices were used as the explants for

regeneration culture to find the best explant form. And the explants were cultured under light or in dark-

ness for 14 days. The progresses of regeneration were observed, and the callus rate and regeneration

rate were calculated. The regenerated buds were subcultured on MS medium containing 0.1 mg · L- 1

IBA+1 mg· L-1 6-BA, and 1/2MS medium+3 mg· L-1 IBA was used as the rooting medium for the regen-

erated plantlets.【Results】The anther culture obtained homozygous plants, which had been analyzed by

flow cytometry (BD Accuri C6) and proved to be haploid (plantlets of DH2-3 and DH2-41), diploids

(plantlets of DH2-10, DH2-20, DH2-24 and DH2-35), triploid（plantlet of DH2-40）or tetraploid（plant-

let of DH2-15). Shoot regeneration frequency was different among plantlets. The regeneration rate of

the diploid plantlet DH2-10 was the highest, followed by tetraploids DH2-15 and haploid plantlets, and

the tritraploid DH2-41 had the lowest regeneration frequency. The regeneration frequency of the hap-

loid plantlets DH2-10 and DH2-20 was 31.1% and 5.0%, respectively. That of the diploid plantlets DH2-

10, DH2-20, DH2-24, DH2-35 was 100%, 78.89%, 60% and 33.33%, respectively. The regeneration fre-

quency of the tetraploid plantlets DH2-15 was 93.33%. The results showed that plant genotype greatly

affected plant regeneration. DH2-10 was a good material for highly efficient plant regeneration. The pe-

riod of regeneration of the diploid DH2-10 was only 23-35 d, shorter than the other plantlets, and its av-

erage bud number per explant was 7.27. Furthermore, hormones had impact on plant regeneration. MS

medium containing 6-BA and IBA could be used for callus differentiation and for adventitious bud re-

generation. When the concentration of 6-BA was 5 mg· L- 1, the induction of callus from leaf explants

was good. The best hormone combination for different genotypes varied. The optimal auxin concentra-

tion suitable for the haploid plantlets was higher than those for the diploid plantlets and tetraploid plant-

lets. The regeneration of the tetraploid DH2-15 required a higher level of cytokinin than that of the dip-

loid plantlets and haploid plantlets. In regeneration process, the explant of whole leaf with wounds had

a higher regeneration rate than that of small leaf slices. A higher regeneration rate was obtained using

the 40 day old leaves as the explants. Culture under dark increased the regeneration rate significantly.

The regenerated plants were subcultured and rooted plants were obtained after root induction.【Conclu-

sion】A high- frequency in vitro regeneration system for homozygous apple plantlets was established.

The diploid plantlets of DH2-10 had a regeneration rate of 100% after 14 d dark culture in the opti-

mized regeneration medium of MS+0.5 mg· L-1 IBA+5 mg· L-1 6-BA. The tetraploid homozygous plant-

lets DH2-15, had a regeneration rate of 93.33% after 14 d dark culture in the optimized regeneration me-

dium of MS+0.5 mg· L-1 IBA+6 mg· L-1 6-BA. The regeneration system could be used for the rapid prop-

agation and genetic transformation.

Key words:‘Gala’apple; Microspore-derived; Homozygous genotype; Regeneration system
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随着苹果基因组草图的完成和分子生物学研

究的不断深入，苹果逐渐成为多年生木本园艺植物

在后基因组时代的一种模式植物[1]。但苹果自交不

亲和、遗传背景十分复杂，基因组高度杂合，花药培

养获得的小孢子来源苹果纯合基因型株系作为新

的种质资源，可以加速育种进程，在苹果基础研究

和育种实践方面极具优势。花药培养获得的纯合

基因型株系能较充分地显现重组的配子类型，丰富

种质资源[2]，其遗传背景简化，可以提高遗传分析、

基因定位和分子标记辅助选择的效率[3]，20世纪 70

年代，Niizeki[4]首次用苹果花药培养出愈伤组织原

生质体并获得愈伤组织，Höfer等[5-9]从 20世纪 90年

代开始研究，通过花药培养和小孢子培养获得了单

倍体来源的植株。国内研究也相继取得了突破和

进展，费开韦等[10]首次获得苹果品种‘元帅’的花粉

植株，继而培育出‘国光’‘赤阳’‘金冠’‘新红星’

等 8 个品种的花粉植株，并通过田间培育成活 [11]。

任莹 [12]通过苹果花药培养获得 22 个再生株系，温

鑫等 [13]从苹果 17 条染色体中筛选出 17 个 SSR 标

记，对花药培养获得的再生株系进行了纯合性鉴

定，证明了再生株系的小孢子来源。苹果花药培养

获得的纯合基因型株系已取得重大进展，苹果花药

培养技术体系日趋成熟 [14-16]，基于苹果纯合基因型

株系进行育种或分子遗传等方面的研究亟待开

展。植物基因工程技术的应用要求高效的不定芽

再生体系，建立高频高效且具有稳定外植体来源的

离体培养再生体系是遗传转化研究的前提。目前

基于纯系植株进行再生转化的研究大多集中于单

子叶植物[17]，木本植物特别是果树基于纯合株系再

生的研究较少，苹果再生转化研究大多集中于杂合

双单倍体品种基因型材料 [18-21]，以苹果纯系为材料

进行再生培养方面的研究目前未见报道。建立苹

果纯合基因型再生体系，在苹果育种及分子遗传学

研究等方面具有重要意义。

笔者以‘嘎拉’苹果花药培养获得小孢子来源的

单倍体株系及自然加倍获得的双单倍体、三倍体、和

四倍体纯合基因型株系叶片为外植体，在加有不同

配比植物激素的MS培养基上进行再生培养，对影

响芽再生的一些主要因素进行初步探索，建立高频

高效的苹果纯合基因型再生体系，为实现利用苹果

纯合基因型植株进行外源基因的高效遗传转化奠定

基础。

1 材料和方法

1.1 植物材料

以山西省农业科学院生物技术研究中心通过苹果

花药培养获得的8个株系为试材[12]，经SSR鉴定均为

‘嘎拉’苹果小孢子发育而来的纯合基因型株系[13]。

1.2 倍性分析

以杂合二倍体‘嘎拉’供体为对照，利用流式细

胞仪（BD-accuri 6）对纯合基因型株系进行倍性分析。

1.3 培养基及培养条件

再生分化培养基以MS为基础培养基（含6 g· L-1

琼脂、30 g· L-1蔗糖，pH为5.8~6.0），在其中分别添加

不同质量浓度配比的激素（表 1）。于 121 ℃高压蒸

汽灭菌 20 min。再生继代增殖培养基为 MS 培养

基+0.1 mg· L-1 IBA+1 mg· L-1 6-BA，生根培养基为

1/2MS培养基+3 mg· L-1 IBA+6 g· L-1琼脂+20 g· L-1

蔗糖。培养条件为日光灯照射，光照强度 2 000 lx，

光照14 h· d-1，培养温度为25 ℃/17 ℃。再生培养基

植物激素的不同质量浓度配比，以笔者实验室前期

杂合‘嘎拉’苹果再生研究为基础进行设计[22]。

表 1 再生培养基激素质量浓度

Table 1 Hormone concentrations in the regeneration medium

培养基编号

Medium number

M1
M2
M3
M4
M5
M6

ρ（激素）

Hormone concentration/(mg· L-1)

IBA

1.0
1.0
1.0
0.5
0.5
0.5

6-BA

4
5
6
4
5
6

1.4 愈伤组织诱导及不定芽分化

在无菌条件下收集培养40 d左右的株系试管苗

顶端健康、完全展开的幼叶，选取植株顶端3~6枚相

同大小的叶片，用手术刀沿垂直主叶脉方向横切2~

5刀造成穿透伤口，但注意不要切断叶片，对叶片进

行预处理。将不同纯合基因型株系处理好的叶片背

面朝上接种于含不同激素质量浓度配比的再生培养

基，进行愈伤组织诱导及不定芽分化，暗培养14 d后

转光下培养，观察统计不同纯合基因型株系的再生

情况，比较不同激素水平对纯合基因型株系再生的

影响。

另外将叶片垂直中脉切成3或4枚约0.5 cm2的

叶块组织，作为叶片预处理方式的对照试验。设叶

622
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DH2-10 DH2-20 DH2-24

图 1 流式细胞仪对纯合基因型株系倍性分析

Fig. 1 Flow cytometric (FCM) analysis of the ploidy of the homozygous plantlets

龄 40、80、120 d 3个水平，探究叶龄对再生的影响。

将接种在培养基上的叶片外植体暗培养14 d和不进

行暗培养处理直接光下再生培养进行对照试验。以

上试验培养基为M5再生培养基。

以上所有处理接种3皿，每皿接种10个外植体，

每处理设 3次重复，观察愈伤形成以及不定芽生长

情况，统计愈伤率和再生率。

1.5 继代增殖和生根

选取叶片再生出的不定芽接种到继代增殖培

养基上进行芽的伸长和继代增殖培养，30 d后观察

增殖情况，并用流式细胞仪进行倍性分析。从继代

增殖的丛生芽中切取生长健壮的幼苗，接种到生根

诱导培养基中进行生根诱导，30 d 后观察生根情

况。

1.6 数据统计分析

愈伤组织诱导率/%=诱导出愈伤组织的外植体

数/供试外植体数×100；再生率/%=出芽外植体数/供

试总外植体数×100；单叶再生芽数=出芽总数/出芽

外植体数。数据采用SPSS 24.0软件进行方差分析、

显著分析及相关性分析。

2 结果与分析

2.1 ‘嘎拉’纯合基因型植株倍性分析

苹果花药培养获得的纯合基因型株系来源于小

孢子，每一株系基因型各不相同。以杂合二倍体‘嘎

拉’供体为对照，取纯合基因型株系试管苗，用流式

细胞仪测试细胞核DNA含量，确定被检测植株的倍

性。根据结果（图 1）显示，具有单倍体、双单倍体、

杂合嘎拉供体
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三倍体和四倍体 4种不同的倍性。DH2-3、DH2-41

为单倍体，DH2-10、DH2-20、DH2-24、DH2-35为双

单倍体，DH2-40为三倍体，DH2-15为四倍体。

2.2 基因型对‘嘎拉’纯合基因型植株再生的影响

如图 2所示，将各株系试管苗叶片分别接种于

M5再生培养基上（图2-A），暗培养14 d后转移至光

下培养。暗培养5~7 d后，叶片于伤口处（包括叶柄

切口处）开始形成愈伤组织（图 2-B），光照培养 7 d

后叶片开始分化形成不定芽，不定芽继续培养生长

伸长（图2-C）。

A. 叶片接种再生培养；B. 叶片形成愈伤；C. 叶片再生不定芽；D. 叶片变红；E. 叶柄处形成白色膨大组织；F. DH2-3 (n=x)再生不定芽；G.

DH2-10 (2n=2x)再生不定芽；H. DH2-15 (2n=4x)再生不定芽。

A. Regeneration cultured leaves; B. Leaves forming callus; C. Adventitious shoots from leaf callus; D. Leaves become red; E. Petiole producing

white swelled tissue; F. Regenerated buds of DH2-3 (n=x); G. Regenerated buds of DH2-10 (2n=2x); H. Regenerated buds of DH2-15 (2n=4x).

图 2 纯合基因型株系叶片的再生

Fig. 2 In vitro regeneration from leaf explants of homozygous plantlets

不同株系叶片愈伤形态有明显区别，株系的叶

片经诱导形成绿色愈伤组织（图2-B），株系DH2-35

于叶柄处形成了白色膨大的愈伤组织（图2-E），DH2-

24经暗培养转至光下培养后，出现叶片变红的现象

（图2-D）。不同株系不定芽再生形态不同，不定芽皆

从叶片切伤伤口处分化再生，单倍体株系伤口处和

叶柄切口处均有不定芽再生（图2-D）。单倍体株系

的再生不定芽细瘦，而四倍体纯系DH2-15的再生不

定芽较为粗壮（图 2-F）。双单倍体株系整体有较好

的再生效果，其中株系DH2-10再生能力最强，接种

培养23 d后就开始再生不定芽，14 d后完成不定芽再

生过程，单叶再生芽数为7.27，再生系数最高且再生

不定芽周期显著短于其他株系（表2）。三倍体纯系

DH2-40诱导形成的愈伤较弱且未能诱导出不定芽。

2.3 植物激素对‘嘎拉’纯合基因型植株再生的影

响

将各纯合株系试管苗叶片分别接种于M1~M6

培养基进行再生培养。结果表明，不同质量浓度组

合激素对叶片再生有显著影响。在几种含不同质量

浓度激素组合的培养基中，不同基因型株系均能形

成愈伤，部分株系在不同培养基上的愈伤率有明显

差异（表 3）。单倍体株系 DH2- 3 和三倍体纯系

DH2-40在M2、M3、M5培养基上愈伤率较高，而在

M1、M4、M6上愈伤率较低；单倍体株系DH2-41在

M2、M5、M6培养基上愈伤率较高。双单倍体株系

在M2和M5培养基上愈伤诱导效果较好，再生能力

较强的双单倍体株系DH2-10和四倍体纯系DH2-15

在几种不同质量浓度组合中均获得了 100%的愈伤

率，差异不明显。综合比较，IBA 质量浓度为 0.5

mg · L- 1或者 1 mg · L- 1时对愈伤组织的形成影响不

大，而6-BA质量浓度为5 mg·L-1时对愈伤组织有较

好的诱导效果。

纯合株系在 M1~M6 培养基上继续培养进行

不定芽诱导，不定芽再生情况有显著差异（表 4），

单倍体株系 DH2-3 在 M2 培养基上再生率相对较

高，再生率为 31.11%，单倍体株系 DH2-41 在 M2

培养基上愈伤率为 5%，而在其他培养基上没有

再生不定芽。双单倍体株系 DH2-10 在 M5 培养

基上再生率为 100%，极显著高于其他激素组合

培养基。另外，株系 DH2-20、DH2-24、DH2-35 在

A B C D

E F G H
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表 2 不同纯合株系在 M5 培养基上再生培养愈伤出芽情况

Table 2 The formation of callus and buds on M5 medium in different homozygous plantlets

株系

Plantlets

DH2-3 (n=x)

DH2-41 (n=x)

DH2-10 (2n=2x)

DH2-20 (2n=2x)

H2-24 (2n=2x)

DH2-35 (2n=2x)

DH2-40 (2n=3x)

DH2-15 (2n=4x)

开始生芽时间

Time of start
regenerating buds/d

28

0

23

25

27

30

0

28

单叶再生芽数

Number of regenerated
buds per leaf

3.20±0.91 b

0.00 a

7.27±1.43 d

5.27±0.70 c

3.30±1.45 b

1.73±1.61 ab

0.00 a

1.43±0.21 b

外观描述

Description of the regeneration process

伤口处及叶柄处成绿色愈伤组织并再生不定芽，不定芽细瘦

The wound and petiole formed green callus. Adventitious bud clusters formed from
the petiole. Adventitious buds were weak and thin

伤口处形成绿色愈伤组织 Green callus was formed at the wound

不定芽直接从伤口处大量丛生，且不定芽叶片开展生长健壮

The adventitious buds directly formed from the wound, and the leaves in adventi-
tious bud grew robustly

伤口处形成绿色愈伤组织，愈伤处丛生不定芽，再生芽细小密集、长势一般

Green callus formed at the wound, adventitious buds formed from the callus, and the
regenerated buds were small and dense

转光培养后叶片变红，伤口处形成绿色愈伤并于愈伤处生不定芽，长势一般

After light culture, the leaves became red. Green callus formed at the wound and ad-
ventitious buds formed from the callus

叶柄处形成白色膨大愈伤，伤口处形成绿色愈伤并发生不定芽，不定芽长势缓慢

The leaf petiole produced white swelled callus, and the wound formed green callus
and adventitious buds. The adventitious bud grew slowly

伤口处形成绿色愈伤组织，愈伤较弱，不发生不定芽

Green callus formed in the wound and the callus was weak. Adventitious buds
formed

伤口处形成绿色愈伤组织，愈伤处生不定芽,不定芽粗壮，长势较好

Green callus formed at the wound. Adventitious buds formed from the callus. Adven-
titious buds were thick and grew fast

注：不同小写字母表示差异显著（p ＜ 0.05）。下同。

Note: Different small letters indicate significant difference according to LSD test (p ＜ 0.05). The same below.

表 3 各纯合株系在不同培养基上愈伤率

Table 3 Efficiency of callus formation on different media

株系
Plantlets

DH2-3 (n=x)

DH2-41 (n =x)

DH2-10 (2n=2x)

DH2-20 (2n=2x)

DH2-24 (2n=2x)

DH2-35 (2n=2x)

DH2-40 (2n=3x)

DH2-15 (2n=4x)

愈伤率 Efficiency of callus formation/%

M1

67.78±5.09 ab

85.56±6.94 b

100.00 a

92.22±5.09 a

90.00±6.67 b

76.67±3.33 a

85.56±5.09 b

100.00 a

M2

96.67±3.33 c

100.00 c

100.00 a

100.00 a

100.00 c

100.00 b

100.00 c

100.00 a

M3

100.00 c

76.67±3.33 ab

100.00 a

91.11±5.36 a

81.11±1.92 a

81.67±14.81 a

100.00 c

100.00 a

M4

61.11±5.09 a

71.11±10.71 a

100.00 a

93.33±6.6 a

100.00 c

86.67±6.67 ab

91.11±5.09 b

100.00 a

M5

100.00 c

95.56±3.85 c

100.00 a

97.78±3.85 a

100.00 c

100.00 b

100.00 c

100.00 a

M6

70.00±5.00 b

100.00 c

100.00 a

100.00 a

98.33±2.89 c

91.11±1.92 ab

76.67±3.33 a

100.00 a

表 4 纯合株系在不同培养基上的再生率

Table 4 Regeneration rate of different plantlets on different media

株系

Plantlets

DH2-3 (n=x)

DH2-41 (n=x)

DH2-10 (2n=2x)

DH2-20 (2n=2x)

DH2-24 (2n=2x)

DH2-35 (2n=2x)

DH2-40 (2n=3x)

DH2-15 (2n=4x)

再生率 Regeneration rate/%

M1

12.22±1.92 bc

0.00 a

52.22±8.39 b

35.56±13.88 b

0.00 a

0.00 a

0.00 a

36.67±6.67 a

M2

31.11±1.92 e

5.00±1.67 b

57.78±6.94 bc

66.67±5.77 c

15.56±1.92 c

18.89±5.09 b

0.00 a

63.33±3.33 b

M3

3.33±3.33 a

0.00 a

66.67±6.67 c

20.00±5 a

1.11±1.92 a

0.00 a

0.00 a

50.56±4.19 a

M4

8.89±1.92 b

0.00 a

57.78±3.85 bc

48.89±8.39 b

5.56±1.92 b

0.00 a

0.00 a

42.22±6.94 a

M5

16.67±3.33 c

0.00 a

100.00 d

78.89±6.94 c

60.00±3.33 d

33.33±7.64 c

0.00 a

45.56±7.69 a

M6

18.33±2.89 d

0.00 a

31.67±4.41 a

70.00±3.33 c

3.33±2.89 a

1.11±1.92 a

0.00 a

93.33±7.64 c
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图 3 不同叶龄叶片的愈伤率和再生率

Fig. 3 Callus and bud formation rates in leaves

at different ages
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M5 培养基上再生率也相对较高。四倍体纯系

DH2-15 在 M6 培养基上再生率为 93.33%，显著高

于其他培养基。三倍体纯系 DH2-40 虽然在几种

培养基上形成了愈伤，但在培养中愈伤停止分化

均未再生出不定芽。结果可见，4 个双单倍体株

系再生率最高的激素质量浓度组合培养基均为

M5；单倍体株系 DH2-3、DH2-41 和四倍体纯系

DH2-15 再生率最高的激素质量浓度组合培养基

分别为M2和M6。

再生培养中，叶片皆形成了愈伤，尤其是在M2

和M5培养基上，纯合株系愈伤组织率均超过95%，

愈伤诱导效果较好，但各株系再生率却存在显著差

异，再生系数也各不相同。对各纯合株系叶片获得

的愈伤率、再生率和再生系数进行皮尔森相关性分

析（表5）发现，再生率与愈伤率不具有相关性，而再

生系数与再生率呈显著正相关。

表 5 愈伤率、再生率、再生系数相关性分析

Table 5 Correlation analysis among callus rate，

regeneration rate and regeneration coefficient

愈伤率
Callus rate

再生率
Regeneration
rate

再生系数
Regeneration
coefficient

Pearson 相关性
Pearson’s
correlation

显著性（双侧）
Significant
(bilateral)

N

Pearson 相关性
Pearson’s
correlation

显著性（双侧）
Significant
(bilateral)

N

Pearson 相关性
Pearson’s
correlation

显著性（双侧）
Significant
(bilateral)

N

愈伤率
Callus rate

1

24

0.142

0.507

24

0.17

0.428

24

再生率
Regeneration
rate

0.142

0.507

24

1

24

0.903**

0

24

再生系数
Regeneration
coefficient

0.17

0.428

24

0.903**

0

24

1

24

注：**. 在 0.01 水平（双侧）显著相关。

Note: ** indicates significant correlation at the level of 0.01（bilateral）.

2.4 叶龄对再生的影响

为探究叶龄对再生的影响，选取继代天数分别

为40、80、120 d的叶片进行再生培养，结果如图3所

示，DH2-3、DH2-20、DH2-24取继代40 d的叶片培养

时，再生率分别为 16.67%、78.89%、60%，显著高于

120 d的 0、51.11%和 17.78%；DH2-20、DH2-24株系

继代 40 d叶片再生率高于继代 80 d叶片再生率，差

异不显著。继代培养 120 d的叶片接种后出现叶片

枯萎凋亡的现象，影响愈伤形成，且形成的愈伤停止

分化，再生率较低。因此，宜选继代40 d左右的试管

苗叶片进行再生培养。

2.5 叶片预处理方式对再生的影响

接种带有伤口的整叶和块状叶片组织进行再生

培养，纯合株系均能获得较好的愈伤效果，差异不明

显。不定芽再生统计结果如图 4 所示，株系 DH2-

10、DH2- 15、DH2- 24 整叶切伤的再生率分别为

100%、45.56%和 60%，块状叶片的再生率分别为

86.67%、19.81%、36.94%。以整叶切伤的叶片进行

再生培养获得的再生率明显高于叶块组织。

图 4 不同预处理方式叶片的再生率

Fig. 4 Regeneration rates of explants prepared in

different ways
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图 5 暗培养和光培养叶片的愈伤率和再生率

Fig. 5 Callus and bud formation rates of leaves under dark

culture and light culture
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2.6 暗培养对再生的影响

将DH2-3、DH2-10、DH3-15纯合株系分别进行

暗培养和无暗培养对照试验。各株系在无暗培养条

件下愈伤率较低（图5），DH2-3在经暗培养条件下再

生率为 16.67%，不进行暗培养无不定芽发生，DH2-

10、DH2-15不进行暗培养条件下叶片再生率分别为

26.67% 、33.33% ，显著低于经暗培养的再生率

（100%、45.56%）。暗培养可以促进纯合基因型苹果

叶片愈伤的形成和叶片不定芽的再生。

2.7 继代增殖培养和生根

由图 6可知，选取叶片再生的不定芽接种到继

代增殖培养基上培养，接种的不同纯合株系再生不

定芽均能在培养基上良好生长并大量增殖（图 6-

A）。继代1个月以后，取再生植株茎尖叶片，利用流

式细胞仪进行倍性检测。对每一株系的再生苗进行

倍性检测，株系未发生染色体加倍。从继代增殖的

丛生芽中切取生长健壮的幼苗，接种到生根诱导培

养基中进行生根诱导，得到了生根植株，生根率为

100%，生根情况良好（图6-B）。

3 讨 论

3.1 苹果花药培养再生植株的加倍现象

由花药培养或小孢子培养得到的再生植株在理

论上应该是单倍体，但在培养过程中有较高的自然

加倍率，因此得到的通常是单倍体、双单倍体、三倍

体、四倍体、嵌合体以及非整倍体等染色体倍性水平

不同的植株组成的混合群体。陈斌等[23]报道，辣椒

花药培养再生的 110个植株中，单倍体、双单倍体、

三倍体、混倍体和非整倍体的比例分别为 70.91%、

25.45%、0.91%、2.73%和 2.73%。介智靖等 [24]也发

现，甘蓝型油菜小孢子培养的88个植株中，单倍体、

双单倍体、四倍体及嵌合体同时存在。花药培养再

生植株倍性变异的原因主要有 2个：一是植株起源

于花药壁、花丝等体细胞花药组织；二是花粉起源

的单倍体通过核内多倍体或者核融合导致自然加

倍[25]。苹果花药培养中，早期获得再生植株也包括

单倍体、双单倍体、三倍体、四倍体以及单倍体与双

单倍体的嵌合体等不同倍性植株，在经过一段时间

培养后，非整倍体整合为整倍体或者死亡[26]。因此

笔者使用的8个株系经分析包含了2个单倍体、4个

双单倍体、1个三倍体和 1个四倍体，并且所有株系

已经经过SSR分析，确定其来源于单倍体的小孢子。

3.2 基因型与植株再生

在苹果叶片再生体系研究中，基因型是影响离

体组织再生的关键因素，再生能力强的品种有

‘M26’‘皇家嘎拉’‘绿袖’等，再生能力较强的品种

有‘王林’‘新乔纳金’等，再生较难的有‘富士’‘金

冠’等[27]。本研究中‘嘎拉’苹果花药培养获得的株

系来源于单个小孢子，经减数分裂每个小孢子都含

有各不相同的半数染色体，每个小孢子各代表一个

基因型且不同于‘嘎拉’。笔者选的8个株系为各倍

性株系中生长发育较好的株系，试验结果表明，各株

系之间再生形态和再生能力存在显著差异，双单倍

暗培养 Dark culture 光培养 Light culture

暗培养 Dark culture 光培养 Light culture

A. 再生芽继代；B. 继代苗生根。

A. Subculture of regenerated buds; B. Rooting of subcultured buds.

图 6 再生芽的继代和生根

Fig. 6 Subculture and rooting of regenerated buds

A B

李芙蓉，等：‘嘎拉’苹果小孢子来源纯合基因型植株叶片再生体系研究 627



果 树 学 报 第35卷

体株系 DH2-10 再生效果最好，四倍体 DH2-15 次

之，而 2个单倍体株系再生率均较低，三倍体纯系

DH2-40再生培养难以分化出不定芽，可见苹果纯合

基因型株系再生过程中，不同基因型是影响再生的

最关键因素，倍性对再生也有一定影响。

3.3 激素对纯合基因型株系再生的影响

在植物叶片再生培养中，激素是影响愈伤组织

形成和不定芽分化的重要影响因子，不同基因型需

要不同的激素水平，添加激素的种类、质量浓度及配

比对再生诱导效果影响很大[19-21]。6-BA是植物组织

培养中常用的细胞分裂素，有研究发现，含 6-BA的

培养基可直接诱导叶片出芽并伸长生长形成不定

梢[19，22]，笔者采用含 6-BA的再生诱导培养基，不定

芽均生长伸长形成再生植株，缩短了再生周期，简化

了再生培养步骤，大大提高了再生效率。在杂合‘嘎

拉’再生研究的基础上，使用了较高的细胞分裂素6-

BA与较低的生长素 IBA质量浓度配比，结果表明，

双单倍体株系 DH2-10 获得了很好的再生效果。

DH2-10在 0.5 mg·L-1 IBA与 5 mg·L-1 6-BA的激素

质量浓度条件下获得了 100%的再生率。在适宜的

细胞分裂素浓度条件下，单倍体DH2-3、DH2-41在

较高的生长素浓度水平下（M2培养基）再生效果相

对较好，而在合适的生长素水平上，提高细胞分裂素

质量浓度（M6培养基）后，四倍体纯系DH2-15的再

生率显著提高。激素质量浓度对不同倍性植株再生

的影响需要通过对单倍体进行染色体加倍后进一步

研究。

3.4 叶龄与纯合基因型株系再生

在纯合基因型株系再生培养中发现，继代 40 d

左右的组培苗叶片再生能力最强。张汝刚等[28]研究

表明，苹果试管苗的苗龄对离体叶片再生率和出芽

数影响显著，25~30 d苗龄的试管苗叶片再生能力最

强。Jin等[29]进行苹果砧木不定芽再生试验时发现，

30~35 d苗龄的叶片具有更好的再生效果。而花药

培养获得纯合基因型株系生长较慢，培养 40 d时方

达到生长旺盛阶段，取这一时期的叶片再生培养可

获得更好的再生效果。

3.5 叶片预处理方式对再生的影响

离体叶片通常于预处理伤口处形成愈伤并分化

出芽，预处理对再生有重要影响。接种带有伤口的

整叶[22]与接种将叶片横切中脉切成 3或 4片的块状

叶片组织进行再生培养时发现，带有伤口的整叶能

获得较高的再生率和单叶再生芽数。这可能是因为

整叶的生理状态与营养水平优于切分成小块的叶块

组织。因此纯合基因型植株再生培养时，对叶片进

行整叶切伤预处理可获得更好的再生效果。

3.6 暗培养对纯合基因型株系再生的影响

一般认为，外植体通过暗培养可以促进细胞的

分裂与分化，从而刺激外植体的分化。吴雅琴等[30]

在‘昌红’苹果叶片再生研究中发现，暗培养是必要

的，师校欣等[31]在‘王林’‘乔纳金’叶片的再生培养

中发现，暗培养对苹果叶片再生不定芽并非必需，但

经过黑暗培养可显著提高叶片的再生效率。本试验

中，对苹果纯合基因型植株叶片进行再生培养时发

现，黑暗培养可显著提高叶片的再生效率。对于再

生能力弱的株系，叶片经过暗培养才能再生不定芽；

对于再生能力强的株系，暗培养并非叶片再生培养

的必需条件，接种后完全光照培养叶片也能再生不

定芽，但经过14 d的暗培养后再生效率更高。

4 结 论

建立了苹果纯合基因型离体叶片高效不定芽再

生体系，不同基因型、不同倍性、激素质量浓度对纯

合基因型叶片再生均有很大影响。激素质量浓度对

不同倍性植株再生的影响还有待对单倍体进行染色

体加倍后进一步研究。本研究中双单倍体株系

DH2-10在MS+0.5 mg·L-1 IBA+5 mg·L-1 6-BA上培

养再生率达 100%，再生周期短且再生系数高，是很

好的高效再生苹果纯合基因型材料；四倍体纯系

DH2-15在MS+0.5 mg·L-1 IBA+6 mg·L-1 6-BA培养

基上再生率为 93.33%。建立的再生体系可用于纯

合基因型株系的快速增殖和遗传转化，为今后利用

遗传转化等生物技术手段改良品种奠定基础，也为

今后纯系苹果叶片离体再生研究提供参考。
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