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昌红苹果离体叶片不定芽的诱导及植株再生术 

吴雅琴，赵艳华，李春敏 

(河北省农林科学院吕黎果树研究所 ，河北 吕黎 066600) 

摘要：以昌红苹果的组培苗为试材，研究建立叶片的离体再生体系。用 30—40 d继代的新梢顶部 1—3节新展 

开的叶片作为外植体，分别接种在分化的培养基上，黑暗处理 15 d，昌红苹果叶片不定芽的最高再生率为 

100％。在6号培养基上，昌红苹果叶片的再生能力最高；诱导叶片不定芽适宜的培养基为 MS+ FDZ 1．0 mg／L 

+NAA 0．5 mg／L+蔗糖 30 L+琼脂 5．5 g／L。 
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Efficient Adventitous Bud Induction and Plant Regeneration 

from Leaves in Vitro of Apple(CV．Changhong) 

WU Ya—qin．ZHAO Yan—hua，LI Chun—min 

(Changli Institute of Pomology，Hebei Academy of Agricultural and Forestry Science，Changli 066600，China) 

Abstract：Factors that influence the shoot regeneration of Apple(CV．Changhong)in vitro leaves were 

studied．W ith the first 1～3 new leaves of young shoots that 30～40 d觚 er subculture as explant．a 

bout 100％ bud regeneration rate was obtained．When tha explant were cultured on the differentiation 

medium by 15 d dark treatment．The results showed that with No．6 medium，the highest shoot regener- 

ation ability was observed．The optimal medium for regeneration is MS+TDZ 1．0 mg／L+NAA 0．5 

mg／L+Sucrose 30 g／L+Agar 5．5 g／L． 

Key words：apple；in vitro leaf；regeneration；tissue culture 

果树外植体离体再生是遗传转化研究的基础， 

转化频率低的主要原因之一是外植体再生困难。 

虽然，苹果离体再生的研究已取得较大进展 l̈。J， 

但只有少数品种再生频率在 80％以上 ，转化 

频率非常低，限制了苹果转基因技术的发展和应 

用。提高离体叶片的再生效率是提高苹果基因转 

化频率的关键。富士的叶片再生能力最差 J，这 

是制约改良富士苹果的关键因素。本研究以河北 

农业科学院昌黎果树研究所最新选育并推广的优 

良富士品种昌红苹果的无菌试管苗为试材，研究了 

影响昌红苹果离体叶片再生的因素，建立了完整的 

离体叶片再生体系。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

取昌红苹果正常继代的无菌试管苗，在 MS+ 

BA 1．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L，附加 白砂糖 35 

g／L，琼脂5．5 g／L，pH 5．8的培养基上继代培养。 

1。2 叶片接种培养 

继代苗培养 30～40 d后，选取试管苗顶部完 

全展开的幼嫩叶片3～4片，其形状色泽基本一致， 

去掉叶柄后，用手术刀片在叶片上横切，切断中脉 

但保持叶片完整，间距约 1 mm左右，除了比较叶 

片放置方式的试验中叶片近轴面向下接触培养基 
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(简称反放)外，其余的叶片均远轴面向下接触培 

养基(简称正放)，接种于再生培养基上。 

1．3 不定芽诱导 

基本培养基为 MS，添加不同浓度的 BA，NAA 

和TDZ。所有培养基均加蔗糖 30 g／L，琼脂 5．5 

g／L，pH 5．4。光照培养条件：温度(26±2)℃，光 

照 14 h／d，光强 2 000 lx左右。比较暗期长度的试 

验：暗培养(23℃)天数分别为0，5，10，15，20和30 

d，然后转移到培养架，进行光照培养。其它试验的 

暗培养时间均为 15 d。 

1．4 再生苗生根 

切去原来外植体，将再生芽接种于生根培养 

基，置于培养架上，温度(25±2)℃，光照 12 h／d， 

光强2 000 lx左右，诱导其生根。 

1．5 结果统计方法 

叶片接种后，45 d调查接种的叶片数，再生芽 

的叶片数，再生芽总数。结果统计按照下列公式计 

算出叶片再生频率和再生叶片再生芽数。叶片再 

生频率 (％)=再生芽叶片数 ／接种叶片数 × 

100％；再生 叶片平 均再生芽数 =再生芽总数 

(个)／再生芽的叶片数(片) 

2 结果与分析 

2．1 不定芽发生动态 

接种后 10 d，叶片明显增大，卷曲呈筒状。叶 

柄中脉及中脉附近的切口上形成绿色的瘤状愈伤 

组织(图 1)；叶片的正面和背面接触培养基的形态 

无明显差异；黑暗处理 15 d后，放在光下培养，尽 

管叶片有些发黄，但生长很快，接种 18 d左右，从 

愈伤组织中分化出绿色小芽(图2)，以后不定芽发 

生频率迅速增加，形成簇生芽(图 3)。1个月后， 

个别处理的叶片再生率达 100％以上，平均再生不 

定芽数可达 21．6。 

2．2 激素对昌红苹果叶片再生的影响 

不同激素的种类、浓度及配比对苹果叶片再生植 

株能力影响很大 引。一般细胞分裂素与生长素的浓 

度比值在 10左右有利于叶片组培再生苗 ．Io_。由表 

1可以看出，昌红苹果离体叶片在 5号和6号培养基 

上叶片再生芽频率高于其它4个组合，6号培养基的 

再生叶片平均再生芽数达到最高21．6个／片叶；同时 

还可以看出，TDZ对昌红苹果叶片再生的效果明显好 

于BA，比较适宜其叶片再生。 

图1．昌红苹果叶片的切口上形成绿色的瘤状愈伤组织；2，3．诱导不定芽 

Fig．1 Green hump callus induction from in vitro leaf explant；2，3 Adventitious bud induced from in vitro leaf 

表 1 激素对昌红苹果叶片再生的影响 

Tab．1 Effect of hormones on shoot regeneration of leaves of Apple leaves CV，Changhong 
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2．3 黑暗处理对苹果离体叶片再生的影响 

苹果离体叶片接种后置黑暗处是叶片再生必需 

的条件  ̈ J。将叶片接种存5号培养基上，进行不 

同时问的黑暗处理，南表2可以看出，接种后不经黑 

暗处理而直接在光下培养，叶片不能直接再生。黑 

暗处理 15d时叶片再生频率达到最高，不同黑暗处 

理时，叶片开始分化的时问基本一致。 

表2 不同黑暗处理时间对昌红苹果叶片不定芽再生率的影响 

Tab．2 Effect of time in dark on shoot regeneration 

from Apple leaves ev，Changhong 

2．4 叶片不同接种方向对再生的影响 

通过对叶片不同接种方 向的处理结果表明 

(见表 3)，叶片远轴面向下接触培养基(简称正 

放)与叶片近轴面向下接触培养基(简称反放)对 

不定芽的再生影响较大，叶片正放要比反放时再生 

效果好。叶片正放时与培养基接触，容易吸收更多 

的养分，所以接种时以叶片正放为宜。 

表3 叶片不同接种方向对再生的影响 

Tab．3 Effect of different lay on shoot regeneration 

from Apple leaves ev，Changhong 

2．5 不同激素组合对苹果再生芽高度的影响 

叶片接种 1个月后，芽的分化数不再增加，但在 

不同培养基中的生长状态有所不同。叶片再生60 d 

后(分化出的芽生长约1个月后)，调查各培养基中再 

生苗的生长情况，发现不同的激素组合对昌红苹果再 

生苗的生长也有很大的影响(见图4)。3号培养基的 

再生芽生长最好，有利于进一步快繁；尽管6号培养 

基中再牛叶片平均再生芽数最多，但再生苗的生长受 

到一定的限制，再生苗在培养基中生长很慢，必须换 

在3号培养基中才能长高，这也反映出适宜浓度的 

TDZ有利于苹果叶片再生，但不适宜进一步对再生芽 

进行继代培养，而适宜浓度的BA既可以进行叶片再 

生，也可以对再生芽进行继代培养。 
2．o 
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图4不同激素对昌红苹果再生芽生长高度的影响 

Fig．4 Effect of hormones on shoot regeneration height 

from Apple leaves CV,Changhong 

2．6 再生苗生根培养 

将增殖后正常继代(同5)的再生芽长成的新 

梢切成 2 em左右长、带 3～4片叶的新梢，接种到基 

本培养为 1／2 MS，附加 0．5 mg／L IAA和0．5 mg／ 

L IBA的生根培养基上，置于光照下培养。约经过 

10～15 d，从不定梢的基部便生出不定根 (图 6， 

7)。新梢的平均生根率为 95％，每个新梢平均不 

定根4～7条。 

图 5．再生植株的增殖；6，7．再生植株生根 

Fig．5 Elongated adventitious bud；6，7 Shoots of rooting 
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3 结论 

培养基中的激素被认为是叶片再生的最重要 

的因素 卜 。本试验研究发现，与 BA相比，TDZ 

更适于昌红苹果离体叶片冉生，培养基中添加适宜 

浓度的 TDZ，可获得较高的再生率。当 TDZ浓度 

为1．0 mg／I ，NAA 0．5 mg／L时，再生效率 著提 

高，叶片平均再生率可达 100％，再生叶片平均出 

芽率为21左右。但 TDZ再生的芽呈簇状，茎难以 

伸长，不如 BA再生的芽健壮，将 TDZ再生的芽转 

入含 BA的培养基中，芽的状态就恢复正常，这个 

结果与王关林的结论是一致  ̈。同时也可以看 

出，在昌红苹果叶片不定芽体外再生时，进行一段 

时间的暗培养是必须的。一般 13～16 d较为合 

适，时间过长，则导致大量的愈伤组织产生，而无暗 

培养的叶片其再生效率极低。 
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