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秋子梨叶片植株再生研究术 

杨 芳，王 忆，许雪峰，韩振海，李天忠 
(中国农业大学园艺植物研究所，北京 100094) 

摘 要 以秋子梨的春梢茎段和无菌叶片为试材 ，探讨不同激素配方对叶片再生的影响。结果表 

明，适宜诱导外植体不定芽的初代培养基为 MS培养基 +蔗糖 30 g／L+琼脂6 s／L+6一BA2．0 ms／L+ 

IBA 0．5 ms／L+GA 0．6 mS／L；增殖培养基为MS培养基 +蔗糖30 g／L+琼脂6 s／L+6一BA 1．0 ms／L 

+IAA 0．6 m#L+GA 0．6 mg／L；诱导叶片产生愈伤组织培养基为Ms培养基 +蔗糖 30 g／L+琼脂6 s／ 

L+6一BA 6．0 ms／L+NAA 1．5 ms／L+TDZ 1．0 ms／L，诱导不定梢培养基为 MS培养基 +蔗糖30 g／L 

+琼脂6 s／L+6一BA 5．0 ms／L+NAA 1．5 ms／L+TDZ 1．5 mg／L；生根培养基为 1／2MS培养基+IBA 

1．0 ms／L。 

关键词 秋子梨 组织培养 叶片植株再生 

我国梨的栽培历史悠久，是东方梨的主要 

生产国，同时也是世界梨的原产中心之一。我 

国梨栽培品种主要有 白梨 (Pyrus breuchrnei— 

deri Reha)、砂梨 (P．pyrifolia Nakai)、秋子梨 

(P．ussariensis Maxim)和洋 梨 (P．communis 

L)，其中前 3种为原产我国的东方梨。秋子 

梨 (Pyrus ussuriensis)又名山梨、酸梨、花盖 

梨，原产于我国的东北、华北和西北地区，日 

本、朝鲜也有分布，是梨属植物中最抗寒的栽 

培种，此外，还具有耐旱、耐涝、耐瘠薄、抗 

病等优点，其野生种在我国东北地区主要用作 

梨树砧木，生产上多采用种子繁殖。种子繁殖 

易出现整齐度差等问题 ，并影响接穗品种的生 

长发育及果实品质，而组织培养繁殖，既能保 

证砧木苗整齐一致，又可以达到快速繁殖的目 

的。国内外有关梨组织培养的报道集中在 白 

梨、砂梨和西洋梨等系统品种_l一’]，对秋子梨 

的组织培养则尚未见报道。 

1．2 方法 

(1)材料处理 将秋子梨春梢剪成 1—2 

cm带腋芽的茎段，灭菌后接种到诱导芽分化 

的培养基中。1瓶接种 5个，1瓶为 1次重复， 

重复 3次。 

以秋子梨试管苗为材料 ，每隔 35～4O天 

继代 1次，剪取上、中部叶片作为不定芽诱导 

材料。在超净工作台上，将叶片用手术刀横切 

3～5刀，切口长为叶宽的2／：3，然后将远轴面 

向上平铺于再生培养基上 ，首先进行暗培养， 

然后进行光培养。 

(2)培养基 本试验采用 的培养基为 

MS，添加蔗糖 3O g／L、琼脂粉 6 g／L，pH值 

5．8～6．0，附加不同种类和浓度的生长调节 

剂，培养基灭菌后备用 (在 Ⅲ2O～125 oC、1．2 

个标准大气压下灭菌 18～3(}分)。培养条件 

均为(25±2)℃、空气相对湿度 75％左右、光 

周期 14小时／天，光照强度 2 000～3 500 lx。 

1 材料与方法 本文于20o8
一 o3—20收到。 

1．1 材料 北京市重点实验室“果树逆境生理与分子生物学实验 

供试材料秋子梨带腋芽茎段取自中国农业 室’’ 昙 盖 昙 萎‘鲫 
科学院果树研究所。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中国果树 China Fruits 2008(3) 2008年5月 

(3)。芽分化生长调节剂配比 将外植体 

接种于附加 6一BA (0．5、1．0、1．5、2．0、 

3．0 mg／L)、IBA (0．1、0．5 mg／L)和 GA， 

(0．6 mg／L)的 13个组合的基础 MS培养基 

中，40天后统计外植体的分化率和生长情况。 

(4)增殖培养生长调节剂配比 剪取 1．0 

cm左右的茎段，转接到采用 3因素 (6一BA、 

I从 、GA3)、3水平 (6一BA 0．5、1．0、1．5 

mg／L， IAA 0．I、 0．3、 0．6 mg／L， CA 0、 

0．3、0．6 mg／L)正交设计的9个激素处理组 

合的MS培养基中，培养条件同前。35～40天 

继代增殖1次，统计生长情况和增殖系数。 

(5)叶片再生生长调节剂配比 剪取继 

代培养35天组培苗上、中部叶片，分别转接 

到附加6一BA (3．0、4．0、5．0、6．0 mg／L)、 

TDZ(0、0．5、1．0、1．5 mg／L)、NAA (0．5、 

1．0、1．5、2．0 mg／L)的MS培养基中，先暗 

培养2周，然后转移到培养架上光培养。光培 

养40天后，统计生长情况和再生率。 

(6)生根 剪取发育正常新梢 (长 2．0 

cm以上)，接种到生根培养基中，生根培养基 

用 1／2MS+琼脂6 g／L，附加0．5 mg／L和 1．0 

mg／L的 IBA，培养温度 (25±2)oC，每天光 

照时间8～10小时，光强度同前，1个月后统 

计生根率及根数、根长。 

(7)幼苗移栽 将生根苗移植到装有蛭 

石的塑料容器内，上罩塑料薄膜，空气湿度 

80％ ～90％ 、温度22～25℃。30天后长出新 

叶，逐渐降低湿度并进行光照锻炼，移栽到温 

室中。 

2 结果与分析 

2．1 芽分化 

在 MS+蔗糖30 g／L+琼脂6 g／L中添加 

6一BA或 IBA均可诱导芽分化，但再在其中 

添加 GA，愈伤组织分化率明显提高，并且有明 

显芽分化现象。外植体在 MS+蔗糖 30 g／L 

+琼脂 6 g／L+6一BA 2．0 mg／L+IBA 0．5 
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mg／L+GA30．6 mg／L中分化率最高 (表1)， 

刚接种时外植体均有不同程度的褐变，但第8 

天后绝大部分开始转绿，第 15天后开始膨大 

分化，25天后部分开始出现叶片，该培养基 

为秋子梨芽分化最佳配方。 

表 1 秋子梨在 13种培养基中的芽分化率 

试验号 生长调节荆 (mg／L) 分化率 

f％) 

注：表中数据为平均值，显著性水平为0．05。 

2．2 芽继代增殖 

各培养基秋子梨继代培养的增殖系数见表 

2。对各因素的增殖系数进行方差分析，3种激 

表 2 各种配方培养基中秋子梨继代培养的增殖系数 

试 激素配方 (mg／L) 譬 6—BA GA3 葚一 I从 曩 其他 e f d C C C C C b b 8 5 5 6 8 2 6 7 8 3 5 5 6 6 弧 ∞ ∞ 

一 6 6 6 G—O O O O O O O O O O 

5  1  5  1  5  l  5  1  5  5  5  5  

O  O O  O  O O O  O  O  O  

5  O  O  5 5  O  O  O O  O 5 O  

O  O 1 l  1 1 2 2  3  l  L 2  

l 2 3 4 5 6 7 8 9 m U ￡j 
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素浓度差异均不显著 (表3)，可不考虑主效 

因素关系。对增殖系数进行正交直观分析，可 

得秋子梨继代培养最佳培养基配方为：MS+ 

蔗糖 3O g／L+琼脂 6 g／L +6一BA 1．0 mg／L 

+IAA 0．6 mg／L +GA 0．6 mg／L，但这一配 

方并未在试验中出现。据R值，GA，起的作用 

最大，但添加 GA，后，植株的高度随着 GA，浓 

度的升高而降低，说明高浓度GA，对植株伸长 

有抑制作用。综合植株生长情况，最佳激素浓 

度配比中的GA，浓度应该适当降低。 

表 3 秋子梨继代培养激素的方差分析结果 

2．3 叶片再生 

愈伤组织增殖系数以MS+蔗糖3O g／L+ 

琼脂 6 g／L+6一BA 3．0 mg／L+NAA 0．5 mg／ 

L和 MS+蔗糖 3O g／L +琼脂 6 g／L+6一BA 

6．0 mg／L+NAA 1．5 mg／L+TDZ 1．0 mg／L最 

优。不定梢再生率以 MS+蔗糖 3O g／L +琼脂 

6 g／L +6一BA 5．0 mg／L+NAA 1．5 mg／L + 

TDZ 1．5 mg／L最优。其中，NS+蔗糖 3O g／L 

+琼脂 6 g／L +6一BA 6．0 mg／L+NAA 1．5 

mg／L+TDZ 1．0 mg／L愈伤组织增殖系数、不 

定梢再生率均高于MS+蔗糖3O g／L+琼脂6 

g／L+6一BA 3．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L。MS 

+蔗糖3O g／L+琼脂 6 g／L+6一BA 5．0 mg／ 

L+NAA 1．5 mg／L+TDZ 1．5 mg／L不定梢再 

生率虽略高于 MS+蔗糖 30 g／L+琼脂 6 g／L 

+6 一 BA 6．0 mg／L +NAA I．5 mg／L + TDZ 

1．0 mg／L，但愈伤组织增殖系数明显低于MS 

+蔗糖3O g／L+琼脂 6 g／L+6一BA 6．0 mg／ 

L+NAA 1．5 ms／L+TDZ 1．0 ms／L，因此选 

择 MS+蔗糖 3O g／L +琼脂 6 s／L +6一BA 

6．0 ms／L+NAA 1．5 ms／L+TDZ 1．0 ms／L作 

为秋子梨叶片再生最优培养基组合 (表 4)。 

不过秋子梨叶片再生是先形成愈伤组织，然后 

通过愈伤组织诱导不定梢，因此可以先在MS 

+蔗糖3O g／L+琼脂 6 s／L+6一BA 6．0 ms／ 

L+NAA 1．5 ms／L+TDZ 1．0 mg／L中诱导愈 

伤组织，然后在 MS+蔗糖 3()g／L+琼脂 6 s／ 

L +6一BA 5．0 ms／L+NAA 1．5 ms／L+ TDZ 

1．5 ms／L中诱导不定梢。 

叶片再生植株见图版2。 

表 4 秋子梨叶片在 13种培养基中的再生率 

注：表中数据为平均值 ，显著性水平为0．05。 
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2．4 生根培养 

叶片再生茎尖培养后，植入 MS+蔗糖 3O 

g／L+琼脂6 g／L+IBA 0．5 mg／L或 MS+蔗糖 

3O g／L+琼脂6 g／L+IBA 1．0 mg／L中培养均 

可诱导试管苗生根，以后一种培养基生根株率 

较高，达45％；生根条数也较多，接近3条， 

部分苗在基部产生愈伤组织。 

2．5 生根苗移栽 

生根苗移栽时，洗净残留在植株上的培养 

基，否则影响成活。基部无愈伤组织的无菌苗 

移栽成活率高于基部有愈伤组织的，移栽成活 

率可达 85％。根系条数多的，移栽成活率较 

高。 

3 小结与讨论 

梨不同品种组织培养适宜培养基及激素各 

异 一。。。本文试验研究结果为：秋子梨芽分 

化培养基为 MS培养基 +6一BA 2．0 mg／L+ 

IBA 0．5 mg／L+GA3 0．6 mg／L；增殖培养基 

为 MS培养基 +6一BA 1．0 mg／L+IAA 0．6 

mg／L+GA3 0．6 mg／L；叶片愈伤组织诱导适 

宜的培养基为 MS培养基 +6一BA 6．0 mg／L 

+NAA 1．5 mg／L+TDZ 1．0 mg／L，不定梢诱 

导培养基为 MS培养基 +6一BA 5．0 mg／L + 

NAA 1．5 mg／L +TDZ 1．5 mg／L。 

研究发现，秋子梨外植体诱导分化过程 

中，6一BA、IAA、GA，都起着重要作用，其 

中6一BA对茎段的分化增殖影响最大，浓度 

为2．0 mg／L时比较适宜，过高不利于分化增 

殖。IAA对茎的伸长有促进作用，GA，则对分 

化和增殖都有促进作用。不过同一组合的外植 

体在诱导分化 中差异较大，还需要进一步研 

究，以提高整齐度和诱导率。在继代增殖试验 

中，GA 能促进外植体增殖 ，但却抑制其伸 

长，而在金花梨的组织培养过程中，GA 能明 

显促进外植体增殖和伸长  ̈。对于 GA 在秋 

子梨和金花梨组织培养过程中的相反作用，还 
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需要进一步研究。TDZ在秋子梨叶片形成愈伤 

组织时起抑制作用，而在愈伤组织形成再生植 

株时起促进作用，TDZ在叶片再生过程中起着 

不同作用，在以后的试验中可以进一步研究添 

加 TDZ的时期对叶片再生的影响。 
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