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　　[摘　要 ]　论述和分析了影响苹果高效离体再生的主要因素, 包括试验材料苹果的基因型、外植体生理状态、

培养基类型、植物激素、A gNO 3、前期暗培养、抗生素等内外因子, 以及影响根癌农杆菌介导苹果遗传转化的主要因

素, 包括苹果基因型、外植体生理状态、菌株类型、菌液浓度、活化物质的应用、共培养、预培养、选择培养、培养基成

分等内外因子。并对其研究现状、存在的问题及应用前景作了简要概述。
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　　自从 Jam es 等[1 ]首次报道获得苹果转基因植株

以来, 在苹果 (M alu s pum ila M ill) 上利用根癌农杆

菌介导法进行遗传转化研究的发展极为迅速。与其

他植物遗传转化方法相比, 根癌农杆菌介导法具有

转化频率高、操作简单、成本低、发生基因沉默率低、

导入DNA 片段较大等优点[2 ]。而且, 苹果试管苗幼

嫩叶片或茎段取材容易, 易于离体再生, 可将再生不

定芽转化为单细胞起源纯合体等[3 ]。因此, 利用根癌

农杆菌介导法进行遗传转化, 已经成为苹果最为重

要的一种遗传转化方法。目前有关苹果品种及其砧

木的遗传转化研究报道已有很多, 但是他们面临一

个共同问题——基因转化频率极低。这主要是由于

缺乏对影响离体再生频率和基因转化频率内外因子

的彻底认识[3～ 5 ]。笔者主要从影响苹果高效离体再

生和遗传转化的内外因子等方面, 论述当前根癌农

杆菌介导苹果遗传转化的研究进展。

1　高效离体再生系统的影响因素

高效离体再生技术是苹果遗传转化研究中的重

点内容, 遗传转化的成功首先依赖于良好的高效离

体再生系统的建立[2 ]。目前, 利用苹果茎段、叶片、叶

柄、根段、子叶等外植体均离体培养获得了再生植

株[3, 4 ]。在根癌农杆菌介导的遗传转化体系中, 主要

是用试管苗幼嫩叶片作为基因转化的受体材料。另

外, 也有用白化茎段作为受体材料获得转基因植株

的报道[5 ]。苹果试管苗幼嫩叶片有多种离体再生途

径, 但在根癌农杆菌介导的遗传转化研究中, 以研究

利用离体叶片直接再生不定芽的途径为多[3 ]。影响

离体叶片再生不定芽的各类因素可大致归为内因和

外因两个方面, 内因主要包括转化试验材料的基因

型和外植体的生理状态; 外因主要包括再生培养基

中各种化学物质成分及培养环境和条件等。

1. 1　内　因

1. 1. 1　基因型　苹果栽培品种及其砧木再生能力

的大小首先取决于试材基因型, 不同基因型品种的

离体叶片再生能力差异很大[6～ 11 ]。倍性较高的三倍

体和四倍体基因型品种要比二倍体品种更容易再生

不定芽, 这可能与多倍体基因型品种新陈代谢旺盛、

酶活性强有关[10 ]。孙清荣等[11 ]发现, 相同倍性的三

倍体品种之间, 离体叶片再生能力差异不大; 而对二

倍体品种来说, 不同基因型品种之间离体叶片再生

能力差异很大, 基因型不同是影响不定芽再生的主

要因素之一。

1. 1. 2　外植体生理状态

(1) 叶片熟性　试管苗的叶片熟性对其离体再

生不定芽能力的影响很大[12～ 16 ]。叶片熟性与试验材

料继代培养时间、叶片位置及其大小等有关[8, 13～ 16 ]。

试材基因型不同, 最佳成熟期则不同[12 ]。一般认为,

28～ 35 d 日龄的试管苗幼嫩叶片再生频率最高, 单

叶片平均出芽数也最多; 同时, 顶部平展并正在扩展

的幼嫩叶片较下部老叶更易再生不定芽。另外, 叶片

的大小对再生的影响也因基因型不同而存在差
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异[15 ]。Yepes 等[9 ]认为, 自由叶片长度在 1. 6～ 2. 01

cm、旭和M 26 在 1. 1～ 1. 5 cm 更易再生不定芽, 对

维管束尚未形成的幼小叶片, 通过增加BA 含量, 再

生频率也能够提高, 但小叶易形成过多的愈伤组织

对再生不利。

(2) 叶片极性　叶片极性对再生不定芽的影响

是一个复杂的问题, 可能与激素的运输和组织的熟

性有关[17 ]。叶片的极性反映在从叶尖到叶基 (靠近

叶柄一端)叶片再生能力逐渐增加, 即靠近叶基部位

的叶块要比靠近叶尖部位的叶块更易再生不定芽,

并且每个叶块再生不定芽数也更多[8, 18 ]。这种极性

的影响可能和叶片基部聚集过多的维管束有关。叶

片在培养基上放置的方向对再生也有一定的影响,

一般认为, 近轴面接触培养基 (叶背面向上) 再生频

率高[8, 9, 19～ 21 ]。这可能是由于叶片正面的栅栏组织对

培养基中的营养物质更敏感, 而且它们也是叶片最

后停止生长和分化的组织[9 ]。另外, 也有人认为可能

是由于叶背面向上, 增加了氧气的交流, 使叶片更容

易从培养基中吸收营养, 从而提高了叶片的再生效

率[8 ]。

(3) 继代培养基中激素配比与黄化处理　继代

培养基中低质量浓度的细胞分裂素及低的细胞分裂

素ö生长素, 对叶片再生不定芽有一定的促进作用。

试验表明[22 ] , 继代培养基中BA 质量浓度降低到

0～ 0. 2 m göL , 可以提高叶片的再生效率。另外, 暗

培养黄化处理试管苗也能提高叶片的再生频率[22 ]。

研究发现[22 ] , 继代培养基中使用高质量浓度生长素

或用低质量浓度生长素在黑暗条件下培养一段时间

均可促进叶片再生, 这可能是因为黑暗培养增加了

生长素质量浓度。

1. 2　外　因

1. 2. 1　培养基类型　在苹果离体叶片再生不定芽

的研究中, 再生培养基大部分采用的是M S 培养基,

低 盐 ( 1ö4M S, 1ö2M S ) 培 养 基 不 利 于 叶 片 再

生[13, 15, 23 ]。 Faso lo 等[13 ] 认为, 矿物质特别是 K+ ,

NO -
3 ,N H +

4 的浓度对叶片再生影响很大; N 6 培养基

低氮、Ca2+ 、M g2+ , 高 K+ , 并具有较高的 NO -
3 ö

N H +
4 , 被认为是适宜的诱导培养基。也有人认为[15 ] ,

用N 6 的大量元素代替M S 的大量元素也能促进叶

片离体再生[15 ]。

1. 2. 2　植物激素种类及浓度　再生培养基中, 植物

激素的种类和浓度是影响苹果离体叶片再生最主要

的因素之一, 细胞分裂素和生长素对苹果离体叶片

的再生是必需的[6, 7, 9, 13, 18, 24～ 27 ]。细胞分裂素常用BA

和 TD Z (th id iazu ron) , 生长素常用NAA 和 IBA。使

用人工合成的生长素 BOA (1, 22benzisoxazo le232
acet ic acid) 也能够促进叶片再生, 其活性取决于试

材基因型, 当试材对 NAA 不敏感时, 可考虑用

BOA 来促进叶片分化不定芽[17 ]。BA 常用质量浓度

为 2. 0～ 10. 0 m göL , 不同基因型品种所用最适浓度

不同。与BA 相比, TD Z 是一种具有更高生理活性

的细胞分裂素, 促进再生的效果比BA 要高出许多,

尤其对较难再生的基因型品种, 效果更为明

显[7, 16, 21, 27 ]。
1. 2. 3　A gNO 3　A gNO 3 作为一种乙烯抑制剂, 加

入再生培养基中能够显著促进离体叶片再生不定

芽。这可能与密闭容器内产生过多乙烯, 不利于器官

分化有关。陈喜文等[27 ]发现, 1 Λmo löL 的A gNO 3

可显著降低嘎拉苹果离体叶片再生培养容器中的乙

烯浓度, 降低乙烯对不定芽分化的抑制作用, 而促进

不定芽的形成。

1. 2. 4　前期暗处理　苹果离体叶片再生培养过程

中, 前期暗处理可以显著提高叶片再生频率, 以暗培

养 2～ 3 周为佳[7, 8, 13, 14, 28～ 30 ]。而前期光照处理则明

显抑制叶片再生。前期暗处理的叶片再生率是光照

处理的 2 倍[13 ]。这可能是因为红光抑制不定芽形

成, 远红光促进不定芽形成, 而白炽灯发出的红光要

比远红光多, 直接在光照下培养, 不定芽的形成受到

红光抑制, 导致再生频率大大降低[14 ]。

1. 2. 5　抗生素　在植物遗传转化研究中, 常使用

Cef (cefo tax ine, 头孢霉素) 或 Carb (carben icillin , 羧

苄青霉素) 来除菌。在苹果再生研究中发现[9, 20 ] , 在

一定浓度范围内, Cef 促进不定芽分化, 而Carb 刺

激愈伤组织增殖。

1. 2. 6　其　他　 (1) 碳源: 再生培养基中糖的种类

和质量浓度对再生有很大影响[20, 21 ]。30 m göL 的蔗

糖再生效率最好, 使用白砂糖、葡萄糖、苏梨糖效果

都不好, 再生频率均降低。(2)固化物: 在苹果离体叶

片再生试验中, 再生培养基常用 5～ 7 göL 琼脂 (A 2
gar) 来固化。W elander 等[18 ]证明, 用脱乙酰吉兰糖

胶 (Gelrite) 固化能显著促进离体叶片再生不定芽,

但是用 Gelrite 很容易出现玻璃化现象。 (3) 叶片切

割: 在苹果离体叶片再生研究中, 叶片切割对再生也

有很大影响, 因为不定芽多从切割部位再生[6, 8, 13 ]。

常采用将叶片切割成叶块状或在叶中脉横切数刀进

行研究。

2　高效遗传转化系统的影响因素

目前, 影响苹果品种及其砧木遗传转化因素的
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报道已有很多。下面主要从内外因两个方面介绍近

年来这方面的研究情况。

2. 1　内　因

2. 1. 1　基因型　苹果遗传转化成功与否, 在很大程

度上取决于试验材料的基因型。据国内外报道, 农杆

菌介导获得苹果转基因植株的基因型品种主要有绿

袖[1, 31～ 33 ]、元帅[34～ 36 ]、皇家嘎拉[36～ 38 ]、嘎拉[38～ 40 ]、金

冠[39～ 41 ]、澳洲青苹[42 ] 以及砧木M 26[43～ 46 ]、M 7[47 ]

等。苹果基因转化频率与再生效率之间有极大的联

系, 通常是再生效率越高, 转化频率也越高, 这是转

化效率依赖于试材基因型的主要原因。

2. 1. 2　外植体生理状态　在苹果遗传转化研究中,

一般取 30 d 日龄试管苗的顶部 2～ 3 片平展、幼嫩、

正在扩展的叶片进行接种转化。D andekar 等[31 ]取

靠近顶端部位的 2～ 3 片平展、幼嫩、正在扩展的叶

片为试材, 转化效率最高。Bondt 等[48 ]研究认为, 必

须用继代培养 20～ 40 d 日龄的试管苗幼嫩叶片进

行转化, 才能获得最高的再生和转化效率。

2. 1. 3　菌株类型　农杆菌的浸染能力与转化效率

有直接联系, 也是影响遗传转化成功与否的主要因

素之一。不同植物体对农杆菌浸染的敏感性不同, 而

不同农杆菌对植物体的浸染能力也不同, 农杆菌与

植物体之间是否有高浸染力的配合, 直接影响到转

化效率的高低[2 ]。目前, 在苹果上应用的农杆菌菌株

类型主要有章鱼碱型的LBA 4404 [1, 37, 49～ 52 ] , 琥珀碱

型A 281 [31, 43 ] , EHA 101 [33, 40 ]和 EHA 105 [5, 37, 38, 53～ 56 ] ,

胭脂碱型 C58[31, 37, 42, 46, 49 ]和 pGV 类[34, 35, 42, 57, 58 ]。早

期检测 g us 基因瞬时表达, 以 GU S+ 抗性愈伤组织

诱导率为评价指标, 发现 EHA 101 菌株的转化效率

约是LBA 4404 或 C58 的 10 倍多[37 ] , EHA 105 约是

LBA 4404 的 8 倍[4 ]。所以, 选用浸染能力强的农杆

菌菌株类型有利于进行苹果遗传转化研究。

2. 2　外　因

2. 2. 1　菌液浓度及外植体在菌液中的浸泡时间　

掌握合适的菌液接种浓度及外植体在菌液中浸泡的

时间, 有助于提高转化效率并兼顾到以后的除菌。菌

液浓度太低或浸泡时间太短, 接种到伤口面的农杆

菌数量太少, 在共培养时转化效率低; 菌液浓度过高

或浸泡时间过长, 常导致农杆菌繁殖过度, 对植物材

料造成毒害作用, 降低转化效率。苹果对农杆菌较为

敏感, 在转化过程中常用菌液浓度OD 600为0. 04～

0. 60[31～ 55 ] , 浸泡时间多在 4～ 6 m in [1, 32～ 39, 51～ 54 ]。

2. 2. 2　V ir 区活化物质的使用　V ir 区基因的活化

直接调控着 T 2DNA 的转移, 是农杆菌基因转化的

开关。苹果遗传转化研究中常用的V ir 区基因活化

诱 导物质是酚类化合物乙酰丁香酮 ( aceto sy2
ringone,A S)。Jam es 等[32 ]发现, 在农杆菌介导转化

绿袖苹果时, 与A S 同时加入诱导稳定剂甜菜碱或

脯氨酸, 对V ir 区基因活化有协同作用。

2. 2. 3　共培养时间、叶片放置方向及切割方式　外

植体与农杆菌接种后的共培养, 在整个转化过程中

是一个非常重要的环节, 农杆菌的附着及 T 2DNA

的切割、转移和整合都在共培养期间内完成。所以,

共培养技术条件的掌握是成功转化的关键因素之

一[2 ]。

共培养时间对转化效率有很大影响, 不同转化

材料或不同菌株类型所需的最佳共培养时间不同。

共培养时间过短, 农杆菌尚未附着, T 2DNA 还没有

充分切割、转移和整合; 时间过长, 植物细胞易受毒

害, 后继培养时难以除菌, 农杆菌容易过度生长。利

用早期检测 g us 基因瞬时表达, 在苹果上确定最佳

共培养时间在 2～ 4 d, 具体长短依品种基因型和菌

液浓度等而定[2 ]。

关于共培养时叶片放置方向, 文献报道不一。一

般认为, 叶背面 (远轴面) 接触培养基有利于基因转

化, 但也有人得出相反的结论。张志宏等[55 ]认为, 共

培养时叶背面接触培养基效果较好, 目测 GU S+ 叶

片频率两者相差 1. 5 倍, GU S+ 抗性愈伤组织诱导

率相差 2. 5 倍。

关于叶片切割方式, Jam es 等[1 ]首次用叶盘转

化获得转基因植株, 后来也有用叶块[37, 47 ]、整叶划

痕[48 ]及压点痕[38 ]获得较高转化效率的报道。

2. 2. 4　预培养、脱菌培养和选择培养　 (1)预培养:

指外植体在接种转化前离体培养一段时间。预培养

有利于提高外源基因的瞬时表达和转化频率, 但也

有相反的结果。苹果叶片转化前预培养 6 d, GU S+

瞬时表达率最高, 但却没有获得 GU S+ 抗性愈伤组

织, 瞬时表达频率与稳定遗传转化频率之间并不呈

平行关系[48 ]。(2)脱菌培养: 结束共培养的外植体表

面及浅层组织中, 存在大量农杆菌, 为了后继培养研

究必须进行脱菌培养, 通常在培养基中加入某些抗

生素来除菌。苹果上常用的抗生素有Cef 和Carb,

这两种抗生素对农杆菌都有杀伤和抑菌作用, 同时

对植物细胞也有一定的生物效应。苹果再生试验已

证明[9, 20, 40 ] , 在一定浓度范围内Cef 促进不定芽的分

化, Carb 促进愈伤组织的形成, 抑制不定芽的分化。

所以, 转化时可用Cef 来抑制农杆菌的生长, 浓度一

般在 500 m göL 左右。也有和Carb 混用达到较好抑
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菌效果的报道[5 ]。 (3)选择培养: 转化植物细胞和非

转化细胞之间存在着生长竞争, 转化细胞由于数目

少, 在竞争中常处于劣势, 必须进行选择。在苹果遗

传转化中, 常用的选择标记基因是 np tÊ , 它编码合

成的新霉素磷酸转移酶, 对卡那霉素、新霉素、G418

等氨基糖苷类抗生素均具有抗性[32～ 54 ]。由于苹果对

卡那霉素极为敏感, 故选择压一般在 5～ 25 m göL。
试验表明[46, 48 ] , 使用新霉素或潮霉素要比卡那霉素

或 G418 更有利于选择转化植物细胞。关于苹果的

选择培养方式, 常采用立即选择或延迟选择两种。前

者是指共培养结束后就转入加有选择压的培养基上

进行选择培养; 后者是指共培养结束后, 先转到只含

有脱菌抗生素的培养基上培养一段时间, 再转入加

有选择压的培养基上进行选择培养。由于苹果对卡

那霉素极为敏感, 研究中多采用后者进行选择培养。

Yao 等[51, 52 ]在皇家嘎拉苹果上研究发现, 延迟选择

2 d, 转化频率达到 4. 6% , 获得极好的转化效果。

2. 2. 5　培养基成分　获得高再生率的培养基不一

定适用于获得高的基因转化频率。在转化时, 应对培

养基的某些组分作出一些相应的调整。

(1)碳源: 碳源不仅影响组织再生, 而且影响基

因转化, 在转化时常用 30 göL 的蔗糖作为碳源。

Bondt 等[37 ]用 20 göL 的果糖、半乳糖、蔗糖、葡萄

糖、山梨醇作为碳源研究, 发现果糖和半乳糖对转化

效率具有明显的抑制作用, 蔗糖和葡萄糖能获得较

高的转化频率, 而山梨醇的效果则不及后两者好。

(2)固化物: 许多试验使用 5～ 7 göL 的琼脂固

化培养基即可获得极好的再生效率。但在遗传转化

中, 用琼脂固化培养基, 叶片有时容易腐烂褐化。用

2. 5 göL Gelrite 代替 7 göL A gar 获得了较好的效

果[51 ]。Bo lar 等[54 ]用 5. 2 göL A gar+ 0. 1 göL Gel2
rite 或3. 5 göL A gar+ 1. 2 göL Gelrite 做固化物,

获得了较高的转化频率。M ahesw aran 等[43 ]在转化

M 26 砧木时用 Gelrite 做固化物, 转化频率高达

1%～ 4%。但 Sriskandara jah 等[35 ]转化金冠时用琼

脂做固化物, 也获得 1%～ 2% 的转化频率。

(3)激素配比: 共培养时, 再生培养基用高浓度

细胞分裂素要比用高浓度生长素转化效果好, 测定

GU S+ 转化位点数增加 3 倍多, 这可能是由于高浓

度细胞分裂素刺激细胞分裂, 而有丝分裂的细胞对

农杆菌更敏感[55 ]。人工合成的细胞分裂素 TD Z 在

诱导愈伤组织和不定芽分化时, 要比用其他细胞分

裂素如 ZT , BA , Zip 等更有效, 但并不能提高苹果

的转化频率[48 ]。

( 4) pH 的影响: 用 EHA 101 转化嘎拉苹果时,

接种的叶片在 pH 3. 0 和高浓度的Cef 培养基上放

置短暂时间, 有利于抑制农杆菌的过度生长, 从而提

高转化频率[40 ]。

3　存在问题、应用前景及展望

在过去的十几年中, 农杆菌介导的苹果遗传转

化技术已取得了相当大的进展, 转化过程中的各个

重要环节已形成了相当成熟的技术流程, 但也存在

不少亟待解决的问题。

离体再生是一个与遗传转化效率密切相关, 但

至今还没有彻底解决的问题, 许多苹果的基因型品

种再生效率还很低, 再生能力严重依赖于试材基因

型。尽管国内外已有很多有关外源基因导入苹果主

栽品种及砧木的报道, 但遗传转化频率极低, 而且缺

乏系统的跟踪研究报道。另外, 外源基因在转基因植

株体内的沉默和丢失仍是一个普遍存在的现象, 高

效表达和稳定遗传尚不尽如人意。这些都将是今后

需要重点研究解决的问题。

相信随着植物分子生物学和植物基因工程技术

的迅速发展, 这些问题的解决将指日可待。利用植物

基因工程技术进行苹果品种的遗传改良, 将具有广

阔的发展前景。
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A dvance of research on genet ic t ran sfo rm at ion m edia ted
by A g robacterium tum ef aciens in app le
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Abstract: T he paper summ arizes and analyses m ain influencing facto rs of h igh ly eff icien t regenera t ion s

in v itro including app le geno type, exp lan ts p ropert ies, p lan t ho rmone ra t io and level, A gNO 3, dark incuba2
t ion, an t ib io t ics, et a l, and influencing facto rs of t ran sfo rm at ion s m edia ted by A g robacterium tum ef aciens in2
cluding app le geno types, exp lan ts p ropert ies A g robacterium st ra in,A g robacterium concen tra t ion, funct ion of

act iva ted m atters co2cu lt iva t ion, p ret rea tm en t, select ion cu ltu re, m edium types, et a l. T he p resen t situa t ion

of its studies, ex ist ing p rob lem s and its p ro spects are b rief ly m en t ioned.

Key words: app le; A g robacterium tum ef aciens; genet ic t ran sfo rm at ion; influencing facto rs
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