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欧洲甜樱桃幼胚子叶离体培养再生植株研究
李 明 3 , 赵改荣 , 韩礼星 , 黄贞光 , 齐秀娟 , 李玉红
(中国农业科学院郑州果树研究所 , 郑州 450009)

摘　要 : 以欧洲甜樱桃 ( P runus avium L. ) 幼胚子叶为试材 , 研究不同品种、不同子叶发育时期、

62BA和 NAA配比和培养条件等对其离体再生不定芽的影响。结果表明 , 以 MS为基本培养基 , 附加 62BA

210 mg·L - 1 +NAA 012 mg·L - 1 , 用 PF (子叶的长度 /胚的长度 ×100) = 50～80发育阶段的子叶 , ‘那翁’

品种幼胚子叶再生不定芽效果最好 , 再生率最高可达 7912%。暗培养 2周后再转入光照下培养 , 对子叶再

生不定芽具有一定的促进作用。‘雷尼尔’品种子叶再生率为 7212% , ‘先锋’为 6111% , ‘拉宾斯’为

3313%。子叶再生不定芽全部发生于子叶正面近胚芽端切口处 , 表现出明显的极性效应。
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Adven titious Shoot Regenera tion in V itro from Imma ture Cotyledon of the
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Abstract: The aim of this experimentwas to exam ine the effects of the different development stage of cot2
yledon, 62BA and NAA concentration, cultivar and culture condition on adventitious shoot regeneration from

the immature cotyledon exp lants of the sweet cherry ( P runus avium L. ). The results showed thatMS culture

medium with 62BA 210 mg·L - 1 +NAA 012 mg·L - 1 was the op timal for the adventitious shoot regeneration

in the cultivar‘Napoleon’and the op timal size of the immature cotyledon was PF ( cotyledon length /embryo

length×100) = 50 - 80 and the regeneration rate reached to 7912%. Dark culture for 2 weeks p rior to light

culture was helpful to adventitious shoot regeneration. Shoot regeneration rate also reached to 7212% in

‘Rainier’, 6111% in‘Van’and 3313% in‘Lap ins’. Adventitious shootswere mainly regenerated at p rox2
imal cutting region of cotyledon adaxial surface.
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欧洲甜樱桃 ( P runus avium L. ) 常规杂交育种困难 , 一是结实率低 , 得到杂交种子比较困难 , 二

是杂交种子自然播种出苗率低 , 得到实生苗困难。因此 , 利用子叶离体培养获得高效再生体系 , 将有

助于育种工作的有效开展。Lane和 Cossio (1986) 利用甜樱桃栽培品种 ‘先锋’幼胚子叶离体培养

获得了再生植株 , 认为培养基中添加生长素对子叶诱导再生植株起抑制作用。在欧洲甜樱桃其他品种

中 , 如 ‘伯兰特’、‘雷佶娜’和 ‘萨姆’等 , 利用子叶离体培养也获得一些再生植株 ( Schm idt &

Ketzel, 1996)。另外利用欧洲甜樱桃贮藏的成熟胚子叶为试材通过离体培养获得再生植株 , 但不同品

种间再生能力差异很大 (Canli & Tian, 2008)。目前很多影响再生的关键因素还不十分清楚。因此 ,

本试验中以欧洲甜樱桃栽培品种的幼胚子叶为试材 , 从不同子叶发育期、62BA和 NAA配比、品种基
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因型和培养条件等方面对影响幼胚子叶离体高效再生不定芽的关键因素进行研究。

1　材料与方法

试验于 2005和 2006年在中国农业科学院郑州果树研究所进行 , 材料取自本所樱桃资源圃。清晨

从田间取欧洲甜樱桃 ‘那翁’品种自然授粉不同发育时期的果实 , 用自来水冲洗干净 , 剖取果核 ,

取出种胚。在超净台上用 1%次氯酸钠溶液对种胚浸泡消毒 15 m in, 然后用无菌水清洗 4～5遍 , 剥

去种皮取出两片子叶 , 将子叶顶端胚芽切除 , 另一端切去 1 /2, 子叶外植体背面朝下放入再生培养基

中。对 ‘雷尼尔’、‘先锋’和 ‘拉宾斯’品种在果实转色前的黄白期进行取材。

再生培养基用 MS培养基 , 添加不同浓度配比的 62BA和 NAA (表 1) , 蔗糖 30 g·L
- 1

, 琼脂 6

g·L
- 1

, 水解乳蛋白 012 g·L
- 1

, pH 516。在 90 mm培养皿中装入 33 mL培养基 , 每皿放入 12片子

叶 , 重复 3～4次。暗培养 2周后移入光照下培养 , 光照时间为 14 h·d
- 1

, 培养温度 ( 25 ±1) ℃,

光照强度 2 000～2 500 lx。3周后继代更新再生培养基 1次。诱导培养 8周后调查统计子叶的再生率

(出芽子叶数 /接种子叶数 ×100)。统计数据用 DPS软件进行分析。

将再生不定芽切下转入继代增殖培养基 MS + 62BA 110 mg·L
- 1

+ ZT 012 mg·L
- 1

, 每 4周继代

更新 1次。将生长健壮的试管苗转入生根培养基 1 /2MS (大量元素减半 ) +NAA 015 mg·L
- 1

, 100～

200 lx弱光下培养 10 d后转入光照培养 , 条件同前。试管苗生根后移栽到温室营养钵中长成植株。

2　结果与分析

211　不定芽的发生

接种后 14 d, 子叶明显膨大 , 部分子叶的正面 (近轴面 , adaxial surface) 近胚芽端切口处出现

肉眼可见的不定芽雏形。转入光照培养条件下子叶很快转绿。接种后 5周左右子叶近胚芽端切口处不

定芽开始明显增多 , 并陆续发育成小植株。7周后子叶再生率达到最高。子叶再生的不定芽全部发生

于近胚芽端 (近基端 , p roximal region) 切口处 , 而另一端则没有 ; 同时 , 在近胚芽端切口处也是发

生在子叶的正面 , 背面 (远轴面 , abaxial surface) 则没有 , 表现出明显的极性效应。

212　62BA、NAA浓度对欧洲甜樱桃子叶诱导再生不定芽的影响

试验结果 (表 1) 表明 , 62BA 210 mg·L
- 1

+NAA 012 mg·L
- 1时子叶再生不定芽效果最好 , 再

生率可达 7912%。而高浓度 62BA (610 mg·L
- 1 ) 则几乎完全抑制了不定芽再生 , 再生率不到 10%。

表 1　62BA、NAA浓度对欧洲甜樱桃品种 ‘那翁’花后 31、39和 46 d的子叶诱导再生不定芽的影响

Table 1　Effect of the horm one 62BA and NAA concen tra tion on adven titious shoot regenera tion from the imma ture

cotyledon explan ts in 31, 39 and 46 days after full bloom of the sweet cherry cultivar‘Napoleon’

花后天数 / d
Days after full bloom

浓度 / (mg·L - 1 ) Concentration

62BA NAA

接种数
Number of exp lants

发芽子叶数
Number of exp lants with shoots

再生率 / %
Regeneration rate

31 110 012 48 6 1215 fg
210 012 48 18 3715 cd

410 012 48 16 3313 de
610 012 48 2 412 g

39 110 012 48 30 6215 b

210 012 48 38 7912 a
410 012 48 30 6215 b
610 012 48 2 412 g

46 110 012 48 16 3313 de
210 012 48 24 5010 bc
410 012 48 10 2018 ef
610 012 48 4 813 fg

　　注 : SSR测验 , 不同字母表示 P≤0105显著性差异。下同。
Note: SSR test, different letters indicate significant difference at P≤0105 level. The same below.
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213　子叶不同发育期对欧洲甜樱桃子叶诱导再生不定芽的影响

子叶再生能力以花后 39 d子叶发育 PF (子叶的长度 /胚的长度 ×100) = 50～80时最强 , 再生率

最高可达 7912% (表 1) , 此时果实在外观上处在转色前的黄白期 (图 1)。花后 31 d子叶发育太嫩

( PF = 20～40, 果实外观绿色还未转白 ) , 最高再生率仅为 3715% , 花后 46 d子叶发育太老 ( PF =

90～100, 果实外观已开始着色 ) , 再生率为 5010%。

图 1　欧洲甜樱桃 ‘那翁’品种不同发育时期果实外观和子叶再生不定芽情况

1、4: 花后 31 d; 2、5: 花后 39 d; 3、6: 花后 46 d。培养基 : MS + 62BA 210 mg·L - 1 +NAA 012 mg·L - 1。

F ig. 1　Fru its and adven titious shoot regenera tion from the imma ture cotyledon explan ts of the sweet cherry cultivar‘Napoleon’

1, 4: 31 days after full bloom; 2, 5: 39 days after full bloom; 3, 6: 46 days after full bloom.

Medium: MS + 62BA 210 mg·L - 1 +NAA 012 mg·L - 1.

214　前期暗培养对欧洲甜樱桃子叶诱导再生不定

芽的影响

据报道 , 莱阳矮樱桃成熟胚子叶离体诱导再

生不定芽 , 前期暗培养有抑制作用 (孙清荣 等 ,

2000)。樱桃砧木 CAB26P叶片离体诱导再生不定

芽 , 全光照是获得高效再生的关键技术之一 (杨

海峰 , 2001)。本研究表明 , ‘那翁’品种前期暗

培养 2周后再转入光照下培养明显促进子叶再生

不定芽 , 再生率 7912% , 而始终光照培养的再生

表 2　前期暗培养对欧洲甜樱桃 ‘那翁’品种子叶

诱导再生不定芽的影响

Table 2　Effect of dark culture on adven titious shoot

regenera tion from the imma ture cotyledon explan ts of

the sweet cherry cultivar‘Napoleon’

暗培养
时间 / d
Dark culture

接种数
Number of
exp lants

发芽子叶数
Number of
exp lantswith shoot

再生率 /%
Regeneration
rate

14 48 38 7912 a

0 52 28 5813 b

率仅有 5813% (表 2)。

215　欧洲甜樱桃品种子叶诱导再生不定芽情况

不同品种之间 , 子叶再生不定芽能力有所差

异 (表 3)。在 MS + 62BA 210 mg·L
- 1

+NAA 012

mg·L
- 1培养基上 , PF = 70～90的子叶 (果实处

在转色前的黄白期 ) 不定芽诱导再生率 , ‘雷尼

尔’为 7212% , ‘先锋’为 6111% , ‘拉宾斯’

为 3313%。

表 3　欧洲甜樱桃不同品种子叶诱导再生不定芽情况

Table 3　Adven titious shoot regenera tion from

the imma ture cotyledon explan ts of the

d ifferen t sweet cherry cultivars

品种
Cultivar

接种数
Number of
exp lants

发芽子叶数
Number of
exp lantswith shoot

再生率 /%
Regeneration
rate

雷尼尔 Rainier 36 26 7212 a

先锋 Van 36 22 6111 a

拉宾斯 Lap ins 36 12 3313 b
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216　欧洲甜樱桃子叶诱导再生不定芽的增殖、生根和成苗

诱导培养 2个月后 , 将再生不定芽切下转入 MS + 62BA 110 mg·L
- 1

+ ZT 012 mg·L
- 1继代增殖

培养基 , 绝大部分不定芽能够增殖并逐渐长大成植株。将生长健壮的试管苗转入 1 /2MS + NAA 015

mg·L
- 1生根培养基 , 前期暗培养 10 d后转入光照培养 , 2～3周后试管苗生根 , 生根率在 95%以上 ,

每株生根 4条以上。转入温室炼苗 1周后 , 移栽到营养钵中长成植株 , 移栽成活率 90%左右。

3　讨论

欧洲甜樱桃的杂交育种中 , 由于结实率低及播种出苗率低 , 限制了杂交育种工作的有效开展。而

利用子叶离体培养获得再生植株 , 则为获取大量杂交苗提供了一条新的技术途径。许多欧洲甜樱桃品

种的子叶再生率可以达 50%以上 , 每片子叶可再生多个不定芽 , 可以满足杂交育种工作的需要。

影响欧洲甜樱桃子叶离体高效再生的因素很多。首先 , 不同品种子叶再生能力有高有低 , 具体工

作中可选用那些容易再生的品种作母本。另外 , 子叶在不同发育期再生能力明显不同 , ‘那翁’品种

子叶发育 PF = 50～80时最强。但也有研究发现 , ‘先锋’品种子叶在 PF = 50时再生能力最强 (Lane

& Cossio, 1986)。而 Schm idt和 Ketzel (1996) 研究认为 , 甜樱桃品种的种子发育程度越大 , 子叶再

生能力越强。结论差异的原因可能与选用的品种、地域或物候不同以及植物生长调节剂配比不同等有

关。即使对同一樱桃品种 , 同一实验室在不同年份所得出的数据也有很大差异 , 以 ‘雷佶娜’为例 ,

连续 3年的子叶再生率分别为 50%、90%和 12% ( Schm idt & Ketzel, 1996)。筛选到适宜的植物生长

调节剂配比也是获得子叶离体高效的关键技术之一 , 但由于地域不同或个人操作等方面原因 , 也可能

会有所差异 , 在实际应用中还需要建立适应本地域和本实验室的再生体系。

本项研究目前只是得出部分结论 , 今后还需要选用更多的品种 , 扩大评价范围 ; 扩大筛选植物生

长调节剂配比的范围和优化培养条件 , 许多品种再生能力低可能主要是还未筛选到适宜的植物生长调

节剂配比和培养条件 ; 需获得多年的数据 , 以减少不同年份数据波动可能造成的干扰。
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