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欧洲李叶片再生体系的建立

张郎郎，张 洁，吕虹霖，谭 彬，王 伟，程 钧，冯建灿*

（河南农业大学园艺学院，郑州 450002）

摘 要：【目的】为建立稳定、高效的李再生体系。【方法】以欧洲李叶片为外植体，探究不定芽诱导、增殖、生长和生根

的最适条件。【结果】不定芽诱导的最适培养基为 WPM+噻苯隆（TDZ）2.0 mg · L-1+2,4-二氯苯氧乙酸（2,4-D）

0.2 mg · L-1，茎中部成熟叶是最佳外植体，暗培养 14 d时再生率最高为 33.4%；最适增殖培养基为MS+6-苄基腺嘌

呤（6-BA）2.0 mg · L-1+3-吲哚丁酸（IBA）0.1 mg·L-1，增殖倍数为 7.03；最佳生长培养基为：MS+6-BA 0.2 mg·L-1+IBA

0.1 mg·L-1；以MS+IBA 0.5 mg·L-1进行生根培养，可获得74%的生根率；驯化移栽后幼苗成活率达83.3%。【结论】以欧

洲李女神叶片为外植体建立了完整的再生体系：再生率最高为33.4%，增殖倍数为7.03，生根率为74%，移栽成活率为

83.3%，为进一步利用欧洲李叶片开展遗传转化奠定了基础。
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Establishment of leaf regeneration system for European plum
ZHANG Langlang, ZHANG Jie, LÜ Honglin, TAN Bin, WANG Wei, CHENG Jun, FENG Jiancan*

(College of Horticulture, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, Henan, China)

Abstract:【Objective】To construct a stable and efficient regeneration system for plum, the leaves from

European plum (Prunus domestica) were used as explants to study the optimum conditions for adventi-

tious shoot regeneration, proliferation, growth and rooting. Using the leaves as explants has the advan-

tages of convenient collection, abundant materials and low cost.【Methods】Leaves from branches of

four P. domestica cultivars Startovaya, Victoria, France and Bluebyrd were surface-sterilized in 0.5% so-

dium hypochlorite (NaClO) solution for 10 min and rinsed thrice in sterile distilled water, and then sur-

face-sterilized in 0.1% mercuric chloride (HgCl2) solution for 6 min and again rinsed 5-6 times with

sterile distilled water. The main vein of leaves was slightly cut and plated to Murashige and Skoog

(MS) media supplemented with different concentrations of 6-Benzylaminopurine (6-BA) and Indole-3-

butyric acid (IBA) for regeneration. Leaves from in vitro cultured seedlings after subculture for 30 days

were cut in the same way and placed on the woody plant (WPM) media supplemented with different

concentrations of Thidiazuron (TDZ) and 2, 4- Dichlorophenoxyacetic acid (2, 4- D) for regeneration.

The regenerated shoots from 40-day-old cultures were placed on MS media supplemented with different

concentrations of 6-BA and IBA for proliferation. The small individual shoots from proliferation culture

were transferred to MS media supplemented with different concentrations of 6-BA and IBA for stem

elongation. Then the elongated adventitious shoots with 3-4 leaves were transferred for rooting. All of

each experiment repeated for three times.【Results】For four P. domestica cultivars, the adventitious

shoots were only regenerated from Victoria with a regeneration rate of 5.4%, and then the following re-

searches were carried out for P. domestica cultivar Victoria. Firstly, WPM medium was used as basal

culture medium and the effect of plant growth regulators, different explant and dark incubation time on
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核果类果树是我国重要的经济作物，尤其是桃

和李，分布广泛，栽培面积大，在我国果树生产中占

有重要地位。因此，培育具有优良性状的核果类果

树新品种对提高经济价值意义重大。随着分子生物

技术的快速发展，利用基因工程进行遗传改良已成

为作物育种的重要途径之一。遗传转化是开展植物

遗传改良的必要技术，同时也是验证基因功能、解析

性状形成机制的关键技术[1]。而高效的离体再生体

系是进行遗传转化的基础，也是限制大多数核果类

果树遗传转化的“瓶颈”[2-3]。

李是蔷薇科（Rosaceae）李属（Prunus）植物，具

有重要的经济价值，世界平均年产量约 1260 万 t

（FAOSTAT（2021）），目前商业种植的主要有 6倍体

的欧洲李（P. domestica）和2倍体的中国李（P. salici-

na）。李是核果类果树中再生及遗传转化技术较为

成熟的树种。1991年首次实现欧洲李转基因[4]，此

后也有人开展了中国李离体再生及遗传转化研

究[5-8]。但目前李的离体再生体系中多以下胚轴和子

叶为外植体，由于不同基因型间差异较大，因此极易

导致再生体系不稳定、重复性差的问题。此外，基因

型不同也使得再生体系的应用受到限制。组培再生

的两个主要用途是品种扩繁和基因的遗传转化，而以

下胚轴和子叶为外植体建立的再生体系无法应用于

品种扩繁，同时由于外植体基因型不同也可能导致

基因转化后表型功能的不一致。因此，选用基因型一

致的材料为外植体建立稳定的李再生体系很有必要。

为获得稳定、高效、重复性好的再生体系，本研

究以欧洲李叶片为外植体，探究了不定芽诱导、增

殖、生长和生根的最适条件，初步建立了欧洲李叶片

离体再生体系，为进一步利用欧洲李叶片开展遗传

adventitious shoot regeneration was investigated. The concentrations of TDZ and 2, 4-D were 2.0 mg·L-1

and 0.2 mg · L- 1, which were best for adventitious shoot regeneration and the regeneration rate reached

18%. The intact leaves rather than petioles, middle part of leaves and leaves tip from the middle part of

tissue culture seedling were the best explants for adventitious shoot regeneration. The regeneration rate

was further raised up to 25.6%. The five different dark incubation times were set and the intact leaves

incubated in dark for 14 days had the highest adventitious shoot regeneration rates (33.4%). Secondly,

MS medium was used as basal culture medium and the effect of plant growth regulators on adventitious

shoot proliferation was investigated. When the concentration of 6-BA was 3 mg·L-1, it had a higher pro-

liferation rate than the other two concentrations (2 mg · L- 1 and 1 mg · L- 1) and the state of regenerative

shoot was yellowing, curly and vitrified. When the concentration of 6-BA was 2 mg·L-1, a small quanti-

ty of regenerative shoot was vitrification. When the concentration of 6-BA was 1 mg·L-1, the state of re-

generative shoot was yellowing. Thirdly, MS medium was used as basal culture medium and the effect

of different concentrations of 6-BA was investigated on the growth of regenerative shoot. When the con-

centrations of 6-BA and IBA were 0.2 mg·L-1 and 0.1 mg·L-1, the stem of regenerative shoot was robust

and grew faster than others. Finally, the effect of different concentrations of IBA was analyzed on root-

ing rate, root length and rooting coefficient. There were no roots from regenerative shoot without IBA

addition. When the concentration of IBA was 0.5 mg·L-1, the highest rooting rate achieved 74% with an

average root length of 14.7 cm and highest rooting coefficient of 4.69.【Conclusion】A stable regenera-

tion system for European plum using leaves was established. The concrete steps include: the mature

leaves in mid part were inoculated on WPM media supplemented with 2.0 mg·L-1 TDZ and 0.2 mg·L-1

2, 4-D with dark-incubated for 14 days, and the highest frequencies of adventitious shoot regeneration

was 33.4% . The optimal adventitious shoot proliferation medium was MS media supplemented with

2.0 mg · L-1 6-BA and 0.1 mg·L-1 IBA, and the proliferation rate was 7.03. The optimal growth medium

was MS media supplemented with 0.2 mg · L- 1 6-BA and 0.1 mg · L- 1 IBA. The highest rooting rate of

74% was observed on MS media supplemented with 0.5 mg · L- 1 IBA. Then the seedling survival rate

was 83.3% after seedlings were transplanted into the pots.

Key words: European plum; Leaf regeneration; Adventitious shoot
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转化奠定基础，也为再生比较困难的核果类果树的

品种改良、基因遗传转化和功能验证等生物技术育

种提供参考。

1 材料和方法

1.1 材料

4个欧洲李品种斯塔尔（Startovaya）、女神（Vic-

toria）、法兰西（France）和兰蜜（Bluebyrd）当年生休

眠枝条于2018年从新疆欧洲李种质资源圃采集，枝

条水培后取展开的幼嫩叶片，经消毒后进行不定芽

的诱导。获得无菌组培苗后，保存于河南农业大学

园艺学院果树组织培养室。继代增殖培养基为

MS+3%（ρ）蔗糖+0.7%（ρ）琼脂+100 mg · L- 1肌醇+

2.0 mg · L- 1 6-苄基腺嘌呤（6-benzylaminopurine, 6-

BA）+0.1 mg · L-1 3-吲哚丁酸（indole-3-butyric acid,

IBA），pH=5.8，培养温度为（25±1）℃，光周期 16 h/

8 h（光照/黑暗），光照强度为36~45 μmol·m-2·s-1。

1.2 方法

1.2.1 叶片不定芽的诱导 取枝条水培后展开的幼

嫩叶片，用0.5%（ρ）的次氯酸钠消毒10 min，无菌蒸

馏水冲洗3遍，再用0.1%（ρ）氯化汞消毒6 min，无菌

蒸馏水冲洗 5~6次，吸干叶片表面水分后接种于诱

芽培养基，MS基础培养基添加不同质量浓度的6-BA

（1.0、3.0和5.0 mg·L-1）和 IBA（0.1、0.3和0.5 mg·L-1），

每个处理接种40个外植体，3次重复。

取培养 30 d组培苗上展开的叶片，保留 1 mm

左右的叶柄，用手术刀垂直于叶片中脉轻划2~3刀，

切断叶脉但保持叶片边缘相连，将切好的外植体接

种于诱芽培养基上，叶片近轴端接触培养基：（1）以

WPM 为基础培养基，添加不同质量浓度的 TDZ

（1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mg·L-1）和2，4-D（0.1、0.2、0.3、

0.4、0.5、0.6、0.8、1.0 mg·L-1），暗培养10 d，研究不同

浓度激素配比下欧洲李的再生情况，筛选出不定芽

诱导的最适培养基；（2）按照叶片生长部位分顶端幼

叶（第 1~2片叶）、中部成熟叶（第 3~5片叶）和基部

老叶3种，分别接种于再生培养基（WPM+2.0 mg·L-1

TDZ+0.2 mg·L-1 2，4-D），暗培养10 d，研究不同生长

状态叶片的再生情况；（3）取下叶片后用手术刀将叶

片垂直于叶脉切成三部分：叶基部、叶中、叶尖，分别

接种于再生培养基（WPM+2.0 mg·L-1 TDZ+0.2 mg·L-1

2，4-D）上，黑暗培养10 d，研究叶片不同部位的再生

情况；（4）将外植体叶片接种于再生培养基（WPM+

2.0 mg·L-1 TDZ+0.2 mg·L-1 2，4-D）上，分别黑暗培养

0、7、14、21、28 d，研究暗培养时间对欧洲李再生的

影响。以上试验每个处理均接种 50个外植体，3次

重复，光照条件下培养 30 d后统计再生率以及再生

芽个数。

1.2.2 不定芽的增殖 将再生的不定芽接种到增殖

培养基上进行培养，以MS为基础培养基，添加不同质

量浓度的6-BA（1.0、2.0和3.0 mg·L-1）和 IBA（0.1、0.2

和0.3 mg·L-1），培养20 d后观察并统计增殖芽的状态

及增殖倍数；每个处理接种20个不定芽，3次重复。

1.2.3 不定芽的生长与生根 将增殖后的不定芽转

移至生长培养基，以 MS 为基础培养基，添加 IBA

（0.1 mg·L-1）和不同质量浓度的 6-BA（0.1、0.2、0.4、

0.6、0.8和 1.0 mg·L-1），培养 30 d后测量再生芽茎生

长量以及第三节茎粗度，每个处理接种 20 个不定

芽，3次重复。

选取生长培养后 2.0~3.0 cm、有 3~4 片叶片且

带少量愈伤组织的不定芽接种于生根培养基，以

MS 为基础培养基，添加不同质量浓度的 IBA（0、

0.1、0.3、0.5、0.7、1.0、1.5 mg · L-1）。暗培养 7 d后转

入光照培养，30 d 后记录生根率、生根系数、植株

高度和根长。每个处理接种 30 个不定芽，3 次重

复。生根后的欧洲李组培苗移植至培养钵（V 基质∶

V 蛭石=2∶1）生长。

1.3 结果观察与数据分析

污染率/%=（污染个数/接种叶片总数）×100；存

活率/%=（存活个数/未污染个数）×100；再生率/%=

再生叶片数／接种叶片总数×100；平均再生芽数=

再生芽个数/再生外植体总数；增殖倍数=增殖后芽

体数/增殖前芽体数；成活率/%=成活苗数量/移栽总

数×100。利用SPSS软件对数据进行方差分析，用新

复极差（SSR）法进行多重比较。

2 结果与分析

2.1 不同欧洲李品种再生芽的诱导

基因型是影响植物离体再生的重要因素，植物

离体再生的难易程度与基因型密切相关。本试验对

4个欧洲李品种（斯塔尔、女神、法兰西、兰蜜）水培

枝条的叶片进行不定芽诱导，结果发现：暗培养 7 d

后在接种叶片的叶柄和叶脉切口处产生了少量的白

色愈伤组织，见光培养 30 d左右部分愈伤组织开始

分化产生不定芽，随着培养时间的增加，未再生的愈

张郎郎 1947
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伤组织生长变缓、褐化；最终从女神品种诱导获得不

定芽，再生率 5.4%，其他 3个品种无不定芽（表 1）。

因此，本试验后期以欧洲李女神品种为材料进行欧

洲李叶片再生体系的探索。

表 1 植物生长调节剂对水培枝条叶片诱导不定芽的影响

Table 1 Effects of plant growth regulators on adventitious

bud induction from leaves of hydroponic branches

品种

Varieties

斯塔尔、女神、法兰西、

兰蜜

Startovaya, Victoria,
France, Bluebyrd

斯塔尔、法兰西、兰蜜

France, Startovaya,
Bluebyrd

女神Victoria

植物生长调节剂组合

Plant growth regulators/（mg·L-1）

6-BA

1

3

5

5

IBA

0.1

0.3

0.5

0.1

0.3

0.5

0.1

0.3

0.5

0.5

再生率

Regeneration
rate/%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

5.4

2.2 不同条件对不定芽诱导的影响

基础培养基是影响离体再生的重要因素之一，

不同树种和外植体对基础培养基的要求不同，本试

验在前期研究基础上筛选出WPM培养基为欧洲李

女神组培苗叶片再生的基础培养基。植物生长调节

剂的使用是叶片离体再生的关键因素，本试验以不

同浓度的TDZ和 2，4-D组合进行不定芽的诱导，研

究不同浓度配比下叶片的再生情况。结果如表2所

示：以TDZ和2，4-D浓度比为1∶10，当TDZ和2，4-D

质量浓度分别为 2.0 mg · L-1和 0.2 mg · L-1时再生率

最高，达到18%，平均再生芽1.58个；当TDZ质量浓

度为2.0 mg·L-1时，2，4-D的质量浓度由0到1 mg·L-1，

在 2，4-D的质量浓度为 0.2 mg·L-1时再生率最高为

17%。以上结果表明：以WPM为基础培养基，TDZ

2.0 mg·L-1和2，4-D 0.2 mg·L-1为欧洲李叶片诱导产

生不定芽效率最高的激素配比。

不同生长部位的叶片再生率存在显著差异，其

中中部成熟叶的再生率最高，为26.5%，平均每个外

植体再生 1.75个不定芽，显著高于顶端幼叶和基部

老叶（表3）。

表 2 不同浓度的 TDZ 和 2,4-D 组合对欧洲

李叶片再生的影响

Table 2 Effects of different concentration TDZ and 2,4-D

on leaves regeneration of European plum

处理

Treatment

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

ρ（TDZ）/
（mg·L-1）

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

2.0

2.0

2.0

2.0

2.0

2.0

2.0

ρ（2,4-D）/
（mg·L-1）

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.0

0.1

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

再生率

Regeneration
rate/%

2.0±1.0 c

18.0±0.57 a

7.3±1.3 b

2.1±1.0 c

0.0 e

0.5±0.4 d

1.3±0.57 c

17.0±1.73 a

9.3±4 b

0.0 e

0.0 e

0.0 e

平均不定芽个数

Shoots No. per leaf

1.00

1.58

1.28

1.00

0.00

1.00

1.00

1.66

1.00

0.00

0.00

0.00

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 SSR test (p＜0.05). The same below.

表 3 叶片生长部位、叶片不同部位及暗培养时长对欧洲李叶片再生的影响

Table 3 Effects of leaf growth position, different parts of leaves and dark-incubated time on adventitious shoot regeneration

of European plum

生长部位

Position

顶端幼叶 Young leaf in shoot tip

中部成熟叶 Mature leaf in mid part

基部老叶 Old leaf in base part

不同部位

Different parts

叶基部 Leaves Base

叶中部 Middle part of leaves

叶尖Leaves tip

暗培养时间

Dark-incubated time/d

10

10

0

7

14

21

28

再生率

Regeneration rate/%

6.87±2.7 b

26.5±6 a

8.0±3.4 b

10.83±0.61 a

8.2±0.25 b

1.0±0.28 c

0.0 c

6.3±0.23 c

33.4±1.5 a

16.0±0.4 b

0.0 c

平均不定芽个数

Shoot No. per leaf

1.00

1.75

1.00

1.00

1.25

1.00

0.00

1.00

1.67

1.30

0.00
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为了进一步确认外植体状态对再生效率的影

响，本试验将叶片垂直于叶脉分成三部分：叶基部、

叶中、叶尖，研究了叶片不同部位的再生效率。由表

3可知叶片不同部位均可以再生不定芽，其中靠近

叶柄的基部再生率最高为10.83%，叶片中间部位的

再生率为8.2%，叶尖的再生率最低仅1.0%。

黑暗培养对叶片的再生是必需的，本试验研究

了不同暗培养时长对再生效率的影响。结果发现暗

培养时间不同，叶片的再生率有显著性差异，随着培

养时间的延长，再生效率逐渐提高，暗培养14 d时外

植体再生率最高，为 33.4%；当暗培养 21 d，再生率

降至 16%；暗培养 28 d时，愈伤组织出现水渍化，见

光后没有再生芽（表 3）。以上结果表明，以中部膨

大的完整叶为外植体，暗培养14 d时欧洲李女神叶

片的再生效率最高。

2.3 不同浓度的6-BA和 IBA组合对不定芽增殖的

影响

为了获得大量芽体，本试验对获得的欧洲李不

定芽进行增殖培养，以MS为基础培养基添加不同

浓度的 6-BA和 IBA组合；表 4结果显示随着 6-BA

的浓度升高，不定芽的增殖倍数逐渐升高，其中 6-

BA质量浓度为3 mg·L-1时增殖倍数最高，但高浓度

6-BA导致不定芽出现叶片黄化、卷曲以及严重玻璃

化的现象（图1-A）；过低质量浓度的6-BA（1 mg·L-1）

增殖倍数较低，不定芽叶片出现黄化（图1-C）；当6-

BA质量浓度为2 mg·L-1、IBA质量浓度为0.1 mg·L-1

时，增殖倍数较高且不定芽状态较好（图 1-B）。因

此以MS＋6-BA 2 mg·L-1＋IBA 0.1 mg·L-1为不定芽

表 4 不同浓度的 6-BA 和 IBA 对不定芽增殖的影响

Table 4 Effects of 6-BA and IBA on adventitious shoot proliferation

处理

Treatment

1

2

3

4

5
6

7

8

9

ρ（6-BA）/
（mg·L-1）

3

3

3

2

2
2

1

1

1

ρ（IBA）/
（mg·L-1）

0.1

0.2

0.3

0.1

0.2
0.3

0.1

0.2

0.3

不定芽状态

State of regenerative shoot

叶黄化、卷曲、玻璃化严重 Yellowing, curly and vitrification

叶黄化、卷曲、玻璃化严重 Yellowing, curly and vitrification

叶黄化、卷曲、玻璃化严重 Yellowing, curly and vitrification

少量玻璃化Little vitrification

少量玻璃化Little vitrification
少量玻璃化Little vitrification

芽黄化Yellowing

芽黄化Yellowing

芽黄化Yellowing

增殖倍数

Proliferation rate

9.50±0.25 a

8.63±0.08 a

8.40±0.05 a

7.03±0.43 b

5.63±0.18 c
5.10±0.30 c

3.63±0.18 d

3.60±0.20 d

3.53±0.08 d

增殖的最适培养基。

2.4 不同浓度的6-BA对不定芽生长的影响

经增殖培养的不定芽不适合直接生根，需要进

行生长培养；本试验以MS为基础培养基，在 IBA为

0.1 mg · L- 1时添加不同浓度的 6-BA。结果发现，6-

BA质量浓度从 0~0.2 mg·L-1时，茎生长量及第三节

茎粗逐渐增加，在0.2 mg·L-1时最高（表5）；之后随着

6-BA浓度的增加，又逐渐降低，且再生芽出现黄化、

小叶、水渍等现象（图 2）。因此不定芽生长的最适

培养基为 MS+6-BA 0.2 mg · L-1+IBA 0.1 mg · L-1。

A. 6-BA 质量浓度为 3 mg·L-1时的不定芽；B. 6-BA 和 IBA 质量浓度分别为 2 mg·L-1 和 0.1 mg·L-1时的不定芽；C. 6-BA 质量浓度为 1 mg·L-1

时的不定芽。

A. The growth of adventitious shoots at the concentration of 6-BA is 3 mg·L-1; B. The growth of adventitious shoots at the concentration of 6-BA

is 2 mg·L-1 and IBA is 0.1 mg·L-1; C. The growth of adventitious shoots at the concentration of 6-BA is 1 mg·L-1.

图 1 增殖后不定芽的生长状态

Fig. 1 The growth of adventitious shoots after proliferation

A B C

张郎郎 1949
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2.5 不同浓度的 IBA对不定芽生根的影响

选取生长培养的不定芽接种至MS加不同浓度

IBA的培养基上进行生根培养，37 d后统计生根情

况，结果如表6所示：未加 IBA的培养基中没有根的

分化，说明 IBA对不定芽的生根是必需的；IBA质量

浓度在 0~0.5 mg·L-1范围内随着 IBA浓度的升高生

根率逐渐增加，IBA质量浓度为 0.5 mg · L-1时生根

率最高达 74%，平均根长 14.7 cm；之后再提高 IBA

浓度，其生根率及平均根长均下降；因此 MS+IBA

0.5 mg · L-1为最适生根培养基。对生根后的组培苗

进行驯化移栽，移栽成活率达83.3%。

2.6 欧洲李叶片再生体系流程

综上所述，本试验以欧洲李女神为材料，最终建

立了以组培苗叶片为外植体的欧洲李再生体系。具

体流程如图3所示：取水培枝条展开的幼嫩叶片（图

3-A），经消毒后接种到诱芽培养基进行再生芽的诱

导（图 3-B），约 40 d后长出不定芽（图 3-C）；对不定

芽进行增殖培养20 d，获得大量芽体（图3-D）；增殖

后的不定芽接种于茎伸长培养基，30 d培养后茎生

长3.1 cm（图3-E）；对茎伸长生长后的不定芽进行生

根培养，37 d左右生根（图 3-F）；生根后的欧洲李组

培苗移植至营养钵可正常生长（图 3-G），同时以该

组培苗叶片为外植体进一步探索欧洲李离体再生

条件。

表 5 不同浓度的 6-BA 对不定芽生长的影响

Table 5 Effects of different concentration 6-BA on the growth of regenerated shoots

处理

Treatment

1

2

3

4

5

6

7

ρ（6-BA）/
（mg·L-1）

0.0

0.1

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

ρ（IBA）/
（mg·L-1）

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

苗生长状态

Shoot growth status

小叶、部分黄化 Leaflet and little yellowing

茎粗 Thick stem

健壮 Robust

良好 Grow well

良好 Grow well

部分黄化、茎细 Little yellowing and thin

部分水渍、小叶 Little watery and leaflet

茎生长量

Stem elongation/cm

1.3±0.10 d

2.2±0.10 c

3.1±0.26 a

2.6±0.10 b

2.9±0.15 a

2.0±0.20 c

2.0±0.20 c

茎粗

Stem thickness/mm

0.91±0.07 d

1.31±0.05 a

1.21±0.03 ab

1.09±0.14 b

1.07±0.13 bc

1.17±0.05 ab

0.91±0.09 d

1 2 3 4 5 6 7

图中所标数字分别对应表 5 中的处理编号。

The number in figure correspond to the treatment number in Table 5.

图 2 不同浓度 6-BA 下不定芽的生长状态

Fig. 2 The growth of adventitious shoots under different concentration of 6-BA

表 6 不同浓度的 IBA 对不定芽生根的影响

Table 6 Effects of different concentration 6-BA on rooting

of regenerated shoots

处理

Treatment

1

2

3

4

5

6

7

ρ（IBA）/
（mg·L-1）

0.0

0.1

0.3

0.5

0.7

1.0

1.5

总生根数

Rooting
Number

0

6

9

23

14

2

2

生根率

Rooting
rate/%

0.00 d

18.67±1.3 c

26.67±2.0 c

74.00±4.1 a

45.00±1.0 b

5.00±1.0 d

4.00±3.0 d

根长

Roots
length/cm

-

8.9±1.21 c

9.7±0.56 c

14.7±0.55 a

12.3±0.66 b

6.0±0.1 d

3.0±0.2 e

生根系数

Rooting
coefficient

-

2.5±0.54 b

2.69±0.7 b

4.69±0.94 a

3.14±0.95 b

3.10±0 c

3.00±0 c

1950
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3 讨 论

植物离体再生的难易程度与基因型密切相关，

不同品种再生效率也不相同。目前已报道的李离体

再生多为欧洲李品种，中国李则较难建立离体再生

体系。但无论是再生体系较为成熟的欧洲李还是再

生较难的中国李，不同品种之间的再生效率均存在

很大差异。Tian 等 [5]报道的 3 个中国李品种 Early

Golden，Shiro和Redheart再生中，Early Golden再生

率最高为 28.3%，Redheart 则不产生再生芽。同样

Mikhilov等[15]报道的2个欧洲李品种Etude和Starto-

vaya的再生率分别为2%~7%和15%~17%。本试验

对 4个欧洲李品种（斯塔尔、女神、法兰西、兰蜜）水

培枝条的叶片进行不定芽诱导，仅从品种女神中获

得再生不定芽，说明基因型是影响植物离体再生的

一个主要因素。

外植体类型是影响植物离体再生的重要因素之

一，不同树种最适外植体类型不同。如杏离体再生

最常用的外植体是幼胚子叶[9-10]。叶片、茎尖和幼胚

等在桃离体再生中均有应用，但以胚和子叶为外植

体时再生效率较高[3,11-14]。目前已报道的李再生体系

中，也多以种子来源的下胚轴和子叶为外植

体[7,15-18]。以种子来源的组织为外植体，虽然更易获

得再生不定芽，但同时面临着由基因型差异而导致

的再生体系不稳定、重复性低等问题[19]。与下胚轴

和子叶相比，以叶片为外植体，不仅有利于建立稳定

的离体再生体系，同时还具有取材方便、试材充足、

成本低等优势。但目前以叶片为外植体进行再生芽

诱导的报道较少且再生率较低。Meerja等[15]以欧洲

李品种 Vanette、Stanley 和 Veeblue 的叶片为外植体

在 3种不同基础培养基上进行再生芽诱导时，再生

率最高为 8.3%。叶片的生理状态也是影响再生效

率的关键因素之一，研究发现杏、苹果和甜樱桃等顶

端展开的幼叶再生能力最高，主要是因为幼嫩叶片

细胞分化程度不高，脱分化和再分化的能力强[20-22]。

而在本试验中，欧洲李女神组培苗中部的成熟叶再

生率最高，达到33.4%；同一叶片基部的再生率高于

中部和叶尖，但均低于完整叶片；可能是因为不同部

A. 水培欧洲李女神枝条；B. 接种叶片诱导再生芽；C. 再生不定芽；D. 不定芽增殖；E. 不定芽茎伸长生长；F. 不定芽生根；G. 移植后的欧洲李

植株。

A. Water cultured branches; B. The leaves in vitro cultured for adventitious shoot induction; C. Adventitious shoots regeneration from leaves;

D. Adventitious shoots proliferation; E. Stems elongation of adventitious shoots; F. Root formed from adventitious shoot; G. The plum plantlet trans-

planted to pots.

图 3 欧洲李女神叶片再生体系流程

Fig. 3 Procedure for adventitious shoot regeneration of European plum Victoria

A
B D

F E

C

40 d

诱
芽

Shoot induction

生根

Rooting

20 d

37 d

增殖Multiplication

接种

Inoculation

移植

Transplanting

G

30
d

茎
伸
长

So
ot

gr
ow

th接
种

Inoculation

张郎郎 1951



果 树 学 报 第39卷

位的叶片及叶片不同部位内源激素水平及酶活不

同，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。与前人研究结果相比，本试验较高

的再生率可能与材料的基因型及培养条件的优化有

关。

外植体消毒是导致植物离体再生系统稳定性差

的原因之一。外植体材料的来源不同，受细菌侵染

程度不同，因此灭菌所需时间及成活难易程度也不

相同。不合适的消毒方法通常会造成消毒不彻底导

致的高污染率和过度消毒引起的外植体死亡。耿文

娟等[23]在野生欧洲李组织培养过程中发现，用0.1%

的升汞处理田间或温室的欧洲李枝条 10 min，会造

成材料褐化、死亡严重。本研究中，以组培苗叶片为

外植体进行离体再生系统的建立，减少了室外取材

需要外植体消毒的步骤，大大提高了该再生系统的

稳定性。同时，本试验通过对不定芽增殖、生长和生

根条件的优化，增殖倍数和生根率均较高，可获得大

量欧洲李组培苗，保证了离体再生过程中所需外植

体材料，使得该再生系统取材不受环境条件限制。

本试验所建立的欧洲李叶片离体再生系统较为稳

定。

植物生长调节剂在植物离体再生过程中起着关

键作用，不同植物、不同外植体对植物生长调节剂的

种类及用量要求不尽相同，细胞分裂素和生长素类

物质是目前最常用的植物生长调节剂。李属果树离

体再生研究中常用的细胞分裂素有 6- BA 和

TDZ[1]。有报道发现TDZ能诱导大量物种尤其是木

本植物不定芽的产生，提高其再生效率[21-22]。Canli

等[7]发现在中国李子叶诱导不定芽的过程中，TDZ

比 BA 效果更明显。李再生过程中常用的生长素

类物质有 IBA 和 2，4-D[24-29]。Yao 等 [26]的研究表明

TDZ 和 2，4-D 组合对欧洲李 Tardicots 再生不定芽

的诱导具有较好的效果。因此，以TDZ和 2，4-D为

组合开展了欧洲李叶片再生不定芽的诱导，筛选出

最佳的不定芽诱导培养基：WPM+TDZ 2.0 mg·L-1+2，

4-D 0.2 mg·L-1。

4 结 论

以欧洲李叶片为外植体，对不定芽的诱导、增

殖、生长和生根条件进行了优化探索，最终以欧洲李

女神叶片为外植体建立了完整的再生体系：再生率

最高为 33.4%，增殖倍数为 7.03，生根率为 74%，移

栽成活率为 83.3%，为进一步利用欧洲李叶片开展

遗传转化奠定了基础。
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