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梨组织培养与遗传转化研究进展 

谭 雪 辉，刘 洪 章 
(吉林农业大学园艺学院，长春 130118) 

摘 要：综述了梨树的组织培养技术和梨遗传转化研究取得的成绩。侧重介绍了应用于梨 

树研究的叶片培养法、茎尖培养法两种主要的组织培养技术和以农杆茼介导法为主的遗传转化 

方法I详细介绍了培养基类型，生长调节剂，培养条件等对梨组织培养的影响I初步介绍了影响梨 

树遗传转化的因素以及存在的问题和展望。 
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梨(Pyrus)属蔷薇科植物，有3O个种。我国梨栽培 

品种有白梨(P．bretschneideri)，秋子梨(P．ussurieqlsis)， 

沙梨(P．pyrifolia)和西洋梨(P．conununis)，其中前三 

种为东方梨，原产我国 梨是我国传统的果品。我国梨 

的栽培历史悠久，是东方梨的主要生产国，是世界梨的 

原产中心之一。梨的果实含有多种营养成分，如蛋白 

质，脂肪，糖，维生素以及多种矿质元素等，这些都是人 

体所必需的，因而深受人们的喜爱。然而梨树在生产中 

还存在某些亟待解决的问题。由于童期长和基因高度 

杂合两大特点使其传统的有性杂交育种成效低。工作量 

大。如何缩短育种时间和提高育种效率成为梨树育种 

工作者长期追求的目标。随着分子生物学，特别是组织 

培养和基因工程技术的不断进步，利用生物技术进行育 

种已成为可能。现就梨组织培养和遗传转化研究进展 

作一综述。 

1 组织培养 

早在 2O世纪 3O年代，Tukey(1935)进行梨的胚胎 

培养获得成功。1975年，前苏联学者进行洋梨幼胚培养 

获得植株。1979年赵惠祥等进行早熟系208×早酥梨杂 

种胚胎培养，得到比亲本更为早熟的优良单株，他还在 

1981年从锦丰梨胚乳培养诱导出完整植株。1979年 

David和 1981年赵惠祥从茎尖培养中，分别得到试管苗 

和完整植株 此外还进行了下胚轴，子叶横切段的培 

养，都成功地获得了不定芽。目前，梨的组织培养工作 

已有广泛的发展，大多数集中在叶片培养和茎尖培养两 
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个方面。研究结果表明，不同品种，即使同一品种不同 

的外植体，所采用的培养基的种类、植物生长调节剂的 

比例和浓度、培养条件等因素也不相同。 

1．1 叶片培养 

叶片是梨组织培养中普遍采用的外植体。梨叶片 

培养起步较晚，始于 1988年。Laimer等用西洋梨品种 

康佛伦斯(Conference)试管苗叶片做试验，在BA和IBA 

的配合下，部分愈伤组织能够形成球状结构，但仅有少 

量球状结构转化成了不定梢。在随后的十几年的时间 

里，科研工作者对不同梨的品种进行了以叶片为外植体 

的组织培养工作。 

1_1．1 培养基 基本培养基是影响梨叶片再生的重要 

因素。许多研究表明，组织培养中广泛使用的MS培养 

基并不适合梨叶片不定芽的诱导，而以卜 。为最佳培养 

基。如韩继成 ]通过试验表明，梨的两个品种冀蜜和 

丰水分别以N6，NN6。，MS 为基本培养基，附加相同的条 

件(TZDImg／L+IBA0．5 mg／L+CH250 mg／L+S．30 

rag／L+八5 rag／L)，结果在 NN6。培养基上获得了最佳 

效果，不定芽的诱导率为 1009，6。孙清荣 幻的研究也 

支持了这一论点，以西洋梨品种“丰产”试管苗叶片为外 

植体，在附加激素相同(BA5 rag／L+IAA0．3 rng／L)的条 

件下，NN6。培养基上的叶片不定梢的再生率为 1009，6，而 

MS是仅为2O9，6。但也有研究指出NI 的诱导率不及 

MS，WPMf副，这也许和基因型有关。 

1．1．2 植物生长调节剂 植物生长调节剂在组织培养 

中起重要的调节作用。不同种类、不同浓度和比例的生 

长调节剂对植物外植体生长和分化的作用不同 影响 

梨芽分化的生长调节剂主要有 TDZ和 BA；影响不定根 

形成的有I从 ，lBA，NAA。但是它们并不是独立起作 
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用，而是具有协同效应的。当培养基中生长素浓度与细 

胞分裂索浓度的比例高时，愈伤组织仅形成根，生长素 

与细胞分裂素比例小时则产生苗，而两种激素的比例适 

中时，产生无结构的愈伤组织。孙清荣 妇通过研究表 

明：在基本培养基NN6。上，分化不定梢BA比TDZ更有 

效；分化体细胞胚，则二者恰好相反。杨恩芹掣朝的试 

验结果表明，IBA，NAA对西洋梨 c4试管苗的生根有明 

显的促进作用，前 者较后 者效果好。IBA 浓度在 

0．4～1．2n1 L范围内，生根率随浓度增加而提高 当 

IBA浓度在 1．6mg／L时，生根率有所下降；NAA也有相 

同的效果。说明生长素及其水平也是影响再生率高低 

的重要因素。一般而言，NAA是西洋梨栽培品种最常 

用的生长素，而东方梨品种则以IAA，IBA为主。 

1．1．3 其他 AgNO3作为一种乙烯抑制剂，可明显促 

进多种植物不定梢的分化，并在丰产√ 月红[6 和谢花 

甜梨叶片培养中也得到了证实。 

1．1．4 培养条件 叶片的培养条件一般采用 12 h的光 

周期，温度为25℃左右，光照强度2 000 Lx。孙清荣[7] 

对金花梨叶片接种的初代培养期进行暗培养3周，然后 

转入光下培养，不定梢再生率高达 100 。 

1．2 茎尖培养 

茎尖培养的目的是脱毒和快速繁殖。茎尖是植株 

中最年轻，细胞分裂最活跃的部位，几乎不含病毒或很 

少含病毒，茎尖中的生长点培养成了去除植物中病毒使 

植物复壮的重要方法。 

1．2．1 外植体的消毒 梨茎尖的消毒普遍采用的方法 

是：外植体用 7O 的酒精浸泡30 S，用无菌水冲洗 3～5 

次，再放入 0．1％的升汞中 10 min，最后用无菌水冲洗 

3～5次，以彻底除去升汞。也有人认为，尽管升汞的杀 

菌效果极好，但不易将残留的药剂除净，且会给环境造 

成污染，因此建议使用次氯酸钙。次氯酸钙灭菌后易于 

除去，不留残余，杀菌力强，对植物材料无害。 

1．2．2 培养基的筛选 赵秀梅等以“早六”(早酥×四百 

目)的嫩梢为试材，进行茎尖培养得出梨茎尖培养芽的 

分化以AS为最佳培养基，但也有的研究以MS，I／3MS  

为基本培养基。生根培养基则以ASH和1／2MS 为基 

本培养基。 

1．2．3 植物生长调节剂及附加物质 研究中大多采 

用 IAA；IBA，NAA和 BA，TDZ。有的研究发现在梨 

诱导芽培养的培养基中还要附加 GA。，这在香梨，砀 

山梨[8]和玉香梨的茎尖培养中都有相关的报道。 

NAA可引愈伤组织的产生，因此在生根培养基中 

NAA的用量不可过大，控制在 0．5 mg／L以内。另 
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外，不同品种诱导芽所需要的植物生长调节剂浓度不 

同。“早六”在 BA1．5 mg／L十NAA0．1 mg／L+ 

GA3．0 mg／L上芽的分化情况最好。玉香梨则在 

BA2 mg／L+NAA0．2 mg／L+GA2．0 mg／L水平上 

效果最好。王献革等[9]在生根培养基中附加O．5 g活 

性炭，结果生根效果好于不加活性炭的 但由于活性 

炭在吸附酚类的同时，也吸附培养基中的生长调节 

剂。因此在加有活性炭的培养基中，生长调节剂的浓 

度应适当提高。 

1．2．4 外植体的褐变及防止 生长季节采集梨芽或茎 

尖进行组织培养最大的问题之一就是褐变，造成成活率 

低。褐变发生的原因是植物体内含有较多的酚类化合 

物，其在多酚氧化酶的作用下，氧化而成为褐色的酚类 

物质和水，酚类物质以会在酪氨酸酶等酶的作用下，使 

外植体的蛋白质聚合，生长停顿，最终导致死亡。目前 

采取防止褐变的措施有：缩短转瓶时间，可以控制褐变； 

在培养基中加入抗氧化剂，如维生素C，硫代硫酸钠，二 

硫 苏 糖 醇 和 柠 檬 酸 等。在 试 验 中 常 使 用 

0．01 ～O．1 活性炭吸附酚类氧化物，以减轻培养物褐 

变程度；接种后的初代培养期进行暗处理，可以控制外 

植体的褐变发生；培养基低pH值可降低多酚氧化酶活 

性和底物利用率，从而抑制褐变。 

当然不管采用哪种具体措施，都应既要保证控制褐 

变效果良好，又要考虑是否经济实用便利，同时还不能 

与外植体进一步增殖分化生长相矛盾，否则，控制褐变 

就失去了意义。 

2 遗传转化 

目前，转基因梨的研究尚处于试验研究阶段，无生 

产应用的转基因植株。梨的遗传转化普遍采用了农杆 

菌介导法，即用携带有目的基因的农杆菌感染植物或离 

体器官(叶片，茎尖，茎段等)的受伤部位，然后将受伤部 

位的组织在选择培养基上培养，筛选出转基因细胞。 

2．1 农杆菌介导法 

农杆菌是一种革兰氏阴性土壤杆菌。现已发现，与 

植物基因转化有关的有两种类型：一为根癌农杆菌，它 

含有 Ti质粒；二为发根农杆菌，它含有 质粒。Ti质 

粒(包括 质粒)上有一段转移DNA，在农杆菌侵染植 

物时，这段DNA可以插入到植物基因组中，使其携带的 

目的基因在植物中得以表达。 

梨遗传转化虽然起步较晚，但也取得了不小成绩。 

1996年 Mourgues等率先建立了西洋梨的遗传转化体 

系，通过农杆菌介导法成功地将 GU_S及 NptII基因导入 

康弗伦斯，并获得高达42．7 的遗传转化率。随后开展 
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了不少梨转基因研究，但多数是为了提高转基因植株的 

抗病虫能力。Reyniord等n叩和 Mourgues等分别向梨中 

导入attacin E基因以及抗菌肽cecropins基因，均增强了 

梨对火疫病的抗性。近年Puterka等[11]在梨中导入抗 

菌肽 DSC1基因，不仅提高了植株抗火疫病的能力，还能 

显著降低梨木虱蛹、幼虫和成虫在梨树上的危害 Ben 

等【1幻将发根农杆菌基因rolC成功导人Beurre Bose，并 

获得了矮化的转基因植株。此后，Zhu等[1。]也相继将 

rolB基因转入 BP10030砧木品种，但遗传转化率较低。 

2．2 影响转基因频率的因素 

2．2．1 基因型 基因型是决定转基因成功与否的重要 

因素。梨种类和品种不同，农杆菌感染力，植株再生能 

力，生根能力以及转化率均不同。目前获得的转基因植 

株中仅有欧洲梨及少量砧木品种，而砂梨，白梨，新疆梨 

等东方梨系还未成功。 

2．2．2 外植体的种类 已成功获得的转基因植株大多 

采用叶片作为外植体，这也许和叶片再生体系的稳定， 

高效，重复性好有关。或者叶片对农杆菌更为敏感，更 

易受侵染。 

2．2．3 培养条件 外植体培养条件不同，转化频率也不 

同。梨转基因中外植体与农杆菌共培养时间长短，感染 

后外植体暗培养时间长短，以及培养基组成都会影响转 

化频率。 

2．3 转基因植株的检测 

梨与其它植物转基因一样，先通过抗性筛选获得抗 

性芽后生成植株，再对抗性植株进行检测，检测阳性的 

植株才是真正的转基因植株。目前用于鉴定梨转基因 

植株的检测方法主要有以下几种。 

2。3．1 GUS活性检测 利用 GUS组织化学染色法对 

获得的转化植株进行 GUS基因表达测定。在一定的条 

件下，将待测定的组织置于GUS染液中，转化的组织变 

蓝，非转化的组织无此种反应。( U_S活性检测是梨转基 

因植株检测的一种常规方法，在梨转基因植株鉴定中有 

着广泛应用。 

2．3．2 PCR检测 根据植物表达载体上的已知序列， 

如 GUS基因和卡那霉素抗性基因，以及插入到表达载 

体中的目的基因设计合适的引物，通过PCR扩增验证这 

些已知序列是否存在，从而判断某植株是否是转基因 

植株。 

2．3．3 Southerrl杂交检测 由于 PCR反应极为灵敏， 

有时会扩增出假阳性带，所以为了证实PCR产物的真实 

性，需要进一步对PCR反应呈现阳性反应的部分植株单 

系提取DNA进行 HindIII酶切后的Southern杂交检测， 

结果得到阳性反应株系，表明外源基因已被整合到受体 

植株中。 

3 小结与展望 

梨的组织培养与转基因研究至今已有 1O多年，在 

再生体系的建立及外源目的基因的导人两方面已取得 

了不少的成就，但仍存在很多亟待解决的问题，如受基 

因型的限制，有些品种再生能力较差，研究范围还较窄。 

另外，再生频率与转化频率之间存在一定的差距，即使 

再生能力较强，转化频率也不一定高。基因转化的方法 

比较单一(主要是农杆菌介导)。与梨产量，品质及抗性 

等相关的外源目的基因的分离及转入植株的研究都还 

处于起始阶段。然而，随着研究手段的不断更新和改 

进，以及细胞生物学和分子生物学等理论与技术的发 

展，用遗传工程全面改良梨品种将指日可待。 
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