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油桃子叶再生植株影响因子研究
Ξ

孙跃峰,韩明玉,范崇辉,张满让,王淑莉
(西北农林科技大学 园艺学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以早熟油桃华光和曙光为材料,研究了培养基 (M S, G,W PM )、细胞分裂素 (BA , TD Z, ZT , KT )、生

长素 (NAA )、子叶发育的不同时期 (花后 30, 40, 50, 60 d 和采收期)等因子对早熟油桃子叶再生植株的影响。结果

表明,华光花后 60 d为最佳取材时期,其子叶在M S+ TD Z 2 m göL + NAA 0. 04 m göL 培养基上的再生率为 75% ;

而曙光的最佳取样时间为采收期,其子叶在M S+ BA 8 m göL + NAA 0. 04 m göL 培养基上的再生率为 66. 7%。子

叶暗培养 28 d后转入光下进行光暗交替培养,华光、曙光子叶再生率均达到最高。
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　　桃 (P runus p ersica)以其丰富的营养、鲜美的味

道而倍受人们喜欢,长期以来,人们一直采用常规育

种如引种、杂交选种和芽变等手段来改良品种,但常

规育种周期长、工作量大,且不易取得令人满意的结

果。随着现代生物技术的发展和基因工程的开展,使

桃品种通过基因工程加以改良成为可能,而建立高

效稳定的再生体系一直是桃基因工程发展所需要攻

克的难题之一[1 ]。国外对合子胚再生已有较多研

究[2～ 5 ], 以合子胚的各部分 (包括胚轴和子叶)为外

植体诱导器官生成[3 ]和体细胞发生[2, 4, 5 ] ,但再生率

低;国内对栽培品种再生植株的研究较少,且现有研

究主要集中在中晚熟品种上[6～ 8 ] , 对早熟品种还未

见相关报道,并且还存在着再生率不稳定、再生效果

不理想和未界定子叶再生的最佳取样时期等一系列

问题。为此,本试验进行了早熟油桃华光、曙光不同

时期子叶再生植株的影响因子研究,以期建立一个

稳定的桃再生体系,为以后通过基因工程改良桃的

性状奠定基础。

1　材料与方法
1. 1　材　料

　　果实取自陕西杨凌夏家沟村,品种为华光、曙光

油桃,分别于花后 30, 40, 50, 60 d 和成熟期 (68 d)

采样。

1. 2　方　法

1. 2. 1　培养方法　取各发育阶段 (盛花后 30, 40,

50, 60 d 和成熟期)果实各 100个,在饱和漂白粉水

溶液中浸泡 20～ 30 m in,用灭过菌的剪子剪破果肉

及果核,用无菌镊子小心夹出种胚,放入已灭菌的三

角瓶中,在超净工作台上先用体积分数 75%的酒精

灭菌 30 s,倒去酒精,用体积分数 0. 1%的升汞灭菌

6 m in,倒去升汞,再用无菌水冲洗 5次,然后剥去内

种皮,取两片子叶作为外植体进行接种,接种前先把

子叶划伤,每瓶接种 4片子叶,每处理 3瓶。

除培养基筛选外,其余基本培养基均为M S; 细

胞分裂素选BA , TD Z, ZT , KT; 生长素为NAA ; 蔗

糖 30 göL ;琼脂 5. 7 göL ; pH 值 5. 8。

接种后先进行暗培养,除暗培养试验外,其余均

为暗培养 28 d 后转入光下进行光、暗交替培养,光、

暗培养的温度均为 (25±2) ℃,光周期为 14 h。

1. 2. 2　培养基筛选　选用M S, G,W PM 为基本培

养基, 细胞分裂素BA 5. 0 m göL , 生长素为NAA

0. 04 m göL ,其余培养条件同 1. 2. 1,确定子叶再生

的最佳培养基。

1. 2. 3　细胞分裂素筛选　选用不同浓度的细胞分

裂素BA , TD Z, ZT , KT ,调查不同细胞分裂素及其

质量浓度对子叶再生的影响。

1. 2. 4　采样时期筛选　从盛花后 30 d 开始,每隔

10 d 采果 1次,直至成熟期采取成熟果结束,调查最

终结果,以确定子叶再生的最佳时期。

1. 2. 5　暗培养时间筛选　暗培养天数分 14, 21,

28, 35 d 4个处理,基本培养基为M S,附加BA 5. 0

m göL , NAA 0. 04 m göL ,每处理接种 15 瓶,每瓶 4
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个子叶,均在光下培养 40 d 后统计其不定芽再生数

量,以确定最佳暗培养时间。

1. 2. 6　不定芽增殖　子叶再生不定芽分别转至

W PM + BA 2. 0 m göL + IBA 0. 5 m göL ,M S+ BA

2. 0 m göL + IBA 0. 5 m göL 和 G+ BA 2. 0 m göL +

IBA 0. 5 m göL 上, 30 d 后统计结果, 调查增殖系

数。

2　结果与分析

2. 1　不同培养基对子叶再生的影响

　　将花后 60 d 的子叶分别接种至W PM ,M S, G 3

种培养基, 30 d 后统计其子叶再生情况,结果如表 1

所示。

表 1　不同培养基对子叶再生的影响

T able 1　Effects of differen t cu ltu re m edium on co tyledon regenerat ion

培养基
Cultu re
m edium

华光 (花后 60 d)
H uaguang (60 days after flow ering)

曙光 (花后 60 d)
Shuguang (60 days after flow ering)

接种子叶数
N um ber of
inocu lated
co tyledons

再生子叶数
N um ber of
co tyledonsπ
regeneration

再生率ö%
Rate of

p lan t rege2
neration

接种子叶数
N um ber of
inocu lated
co tyledons

再生子叶数
N um ber of
co tyledonsπ
regeneration

再生率ö%
Rate of

p lan t rege2
neration

W PM 60 5 8. 33 60 7 16. 67

M S 60 24 40. 00 60 19 31. 67

G 60 17 28. 33 60 12 20. 00

　　由表 1可知,在W PM ,M S, G 3种培养基上,华

光、曙光的子叶再生率不尽相同, 但其基本规律相

似,即在M S上最高,分别为 40. 00%和 31. 67% ; 其

次为 G,分别为 28. 33%和 20. 00% ; 在W PM 上子

叶再生率最低,仅为 8. 33%和 11. 67%。此结果与孙

清荣等[6～ 8 ]和闫国华等[1 ]所做子叶培养均以M S 为

基本培养基相吻合,即在桃子叶再生植株的培养中,

M S 为最适基本培养基。并且,由于 G 培养基除了

KNO 3 的含量较大外,其余的大量元素和微量元素

与M S培养基基本一致,可能正是基于这一原因, G

培养基上的子叶再生率仅次于M S,而高于W PM。

另外,可能是由于 G 培养基 KNO 3 含量高, 其上的

不定芽生长快, 苗高, 叶色浓绿; M S 居中; 而在

W PM 培养基上,苗小且叶色较黄,并有顶端枯死现

象,其具体原因还有待进一步的研究。

2. 2　不同细胞分裂素对子叶再生的影响

花后 30, 40, 50 d,华光、曙光子叶在各种细胞分

裂素上均无子叶再生,花后 60和 68 d (成熟期)子叶

的再生统计结果如表 2所示。

表 2　不同细胞分裂素对子叶再生的影响

T able 2　Effects of differen t ho rmones on co tyledon regenerat ion

细胞分裂素
Ho rmone

质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration

华光 H uagang 曙光 Shuguang

花后 60 d
60 days after flow ering

花后 68 d
68 days after flow ering

花后 60 d
60 days after flow ering

花后 68 d
68 days after flow ering

再生率ö%
Rate of

regeneration

平均
不定芽数
A verage

shoo ts

再生率ö%
Rate of

regeneration

平均
不定芽数
A verage

shoo ts

再生率ö%
Rate of

regeneration

平均
不定芽数
A verage

shoo ts

再生率ö%
Rate of

regeneration

平均
不定芽数
A verage

shoo ts

BA 2 8. 33 2. 00 42. 86 2. 33 33. 33 2. 00 33. 33 1. 00

BA 4 25. 00 4. 00 41. 67 1. 00 25. 00 1. 00 40. 00 2. 33

BA 6 50. 00 5. 33 30. 00 3. 00 25. 00 2. 22 50. 00 3. 33

BA 8 8. 33 1. 00 20. 00 4. 00 50. 00 4. 00 66. 67 4. 00

TD Z 2 75. 00 2. 22 55. 56 2. 83 33. 33 2. 75 25. 00 2. 00

TD Z 4 58. 33 2. 29 50. 00 2. 75 16. 67 1. 00 16. 67 1. 00

TD Z 6 50. 00 2. 33 50. 00 1. 80 25. 00 2. 33 8. 33 1. 00

TD Z 8 41. 67 1. 20 40. 00 2. 00 33. 33 2. 00 8. 33 1. 00

ZT 2 0 0 16. 67 1. 00 0 0 16. 67 1. 00

ZT 5 0 0 25. 00 1. 00 0 0 16. 67 1. 00

ZT 8 16. 67 1. 00 33. 33 1. 00 16. 67 1. 22 41. 67 1. 80

KT 2 0 0 16. 67 1. 00 0 0 0 0

KT 5 16. 67 1. 00 25. 00 1. 00 0 0 16. 67 1. 00

KT 8 33. 33 1. 00 50. 00 1. 0 16. 67 1. 00 16. 67 1. 00

　　注: NAA 均为 0. 04 m göL。N o te: NAA is 0. 04 m göL.

　　由表 2可以看出: (1)细胞分裂素 TD Z对华光 子叶再生的作用效果明显高于BA , ZT 和 KT , 当
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TD Z质量浓度为 2 m göL 时,华光花后 60 d 子叶的

再生率可高达 75. 00% ,且最高子叶再生不定芽可

高达 15 个。明显高于同一取样时期质量浓度为 6

m göL BA 时的子叶再生率 (50. 00% )、质量浓度为

5 m göL ZT 时的子叶再生率 (16. 67% )和浓度为 8

m göL KT 时的子叶再生率 (33. 33% )。但是,随着

TD Z质量浓度的增加,子叶再生率却逐渐降低。
(2)BA 对曙光的子叶再生作用效果显著高于

TD Z, ZT 和 KT ,花后 68 d 曙光子叶在BA 质量浓

度为 8 m göL 时的子叶再生率为 66. 67% ,最高子叶

再生不定芽可达 17个,且不定芽生长快,叶色鲜绿,

明显高于同一取样时期质量浓度为 2 m göL TD Z时

的子叶再生率 25. 00%、质量浓度为 8 m göL ZT 时

的子叶再生率 41. 67%和质量浓度为 8m göL KT 时

的子叶再生率 16. 67% , 且子叶再生率随BA 质量

浓度增加而升高。
(3)细胞分裂素为 TD Z 的处理中,每个处理中

都有子叶再生植株,且再生率差别不大,但是,随着

TD Z 质量浓度的增加,玻璃化苗增多, 且在子叶划

伤处有深绿色类似叶片的组织大量出现,但这些组

织最终不能发育成苗。
(4)在细胞分裂素为BA 的处理中,不定芽生长

快,暗培养 28 d 后,放入光下培养 20 d 即有大量不

定芽产生,高度达 2 cm 左右; 而细胞分裂素为 TD Z

的处理中,不定芽生长慢,暗培养 28 d 后,放入光下

培养 40 d 高度才达 1 cm 左右。
(5)细胞分裂素 ZT , KT 的效果明显不如BA

和 TD Z,在细胞分裂素为 ZT , KT 的处理中,子叶再

生率低,不定芽发生少,每片子叶仅有不定芽 1～ 2

个,而在细胞分裂素为BA 和 TD Z 的处理中,许多

子叶上再生的不定芽数可高达 8个以上 (图版 1)。
(6)华光在 2 m göL TD Z培养基上的再生率最

高,但其平均不定芽再生数 (2. 22)却远低于 6 m göL
BA 处理的平均再生不定芽数 (5. 33) ; 而曙光在

8 m göL BA 培养基上的再生率和平均不定芽数均

为最高。

图版 1　子叶培养再生的不定芽 (细胞分裂素为 TD Z)

P late 1　T he shoo ts regenerated from co tyledon cu ltu re (Ho rmone is TD Z)

2. 3　不同取样时期对子叶再生的影响

由表 2 可知,不同取样时期对子叶再生有很大

的影响, 可能是由于花后 30, 40, 50 d 果实种胚太

小,华光、曙光两个品种的子叶再生率均为 0; 花后

60 d,华光在 2 m göL TD Z培养基上的子叶再生率

最高可达 75. 00% ,而曙光在 8 m göL BA 培养基上

的子叶再生率最高可达 50. 00% ; 花后 68 d,华光在

2 m göL TD Z 培养基上的子叶再生率最高可达

55. 56% ,而曙光在 8 m göL BA 培养基上的子叶再

生率最高可达 66. 67%。由此可以看出,华光的最佳

取样时期是在花后 60 d,此期子叶再生率最高,成熟

期子叶再生率反而降低; 曙光的最佳取样时期是花

后 68 d,即成熟果,此时子叶再生率最高,花后 60 d

的子叶再生率最高,低于成熟期子叶的再生率。

2. 4　不同品种子叶再生的比较

由表 2 可以看出,品种不同,其子叶再生率、适

宜的激素和最佳的取样时期均不相同,华光、曙光两

个早熟油桃品种的花期、成熟期极为接近,但由于其

基因型不同,最终其子叶再生所需的激素种类和最

佳取样时期均不相同。
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2. 5　不同暗培养时间对子叶再生的影响

花后 60 d,不同暗培养时间对华光、曙光子叶再

生的影响结果如表 3所示。

表 3　不同暗培养时间对子叶再生的影响

T able 3　Effects of differen t days of co tyledons cu ltu red in the dark on co tyledon regenerat ion

暗培养时间öd
D ays
in the
dark

华光 H uaguang 曙光 Shuguang

接种子叶数
N um ber of
inocu lated
co tyledon

再生子叶数
N um ber of
co tyledonsπ
regeneration

再生率ö%
Rate of

p lan t
regeneration

接种子叶数
N um ber of
inocu lated
co tyledon

再生子叶数
N um ber of
co tyledonsπ
regeneration

再生率ö%
Rate of
p lan t

regeneration

14 60 0 0 60 0 0
21 56 4 7. 14 60 3 5. 00
28 58 22 37. 93 60 13 21. 67
35 60 18 30. 00 60 10 16. 67

　　由表 3可知,暗培养 28 d 再生效果最佳,华光、

曙光的子叶再生率分别为 37. 93%和 21. 67%。暗培

养 14 d 的子叶仅仅变黄、膨大,子叶基部与划伤处

未出现芽状突起,放入光下光暗交替培养 10 d 后,

子叶转绿,但最终无不定芽产生;暗培养时间过长也

不利于不定芽的产生,暗培养 35 d,华光的子叶再生

率为 30. 00% ,曙光的子叶再生率为 16. 67% ,分别

低于各自暗培养 28 d 的子叶再生率。因此,暗培养

时间是影响桃子叶再生的一个重要因素,培养时间

过长或过短均不利于子叶再生。

2. 6　子叶再生不定芽的观察结果

接种后先进行暗培养,暗培养 10 d 左右, 子叶

开始膨大变黄,至 18 d 时,部分子叶基部和划伤处

开始出现乳白色芽状突起,随着暗培养时间的延长,

芽状突起不断增多,至 28 d 时,基本每个处理上都

有芽状突起。转入光下培养 7 d 后,子叶转绿,芽状

突起开始萌发,产生不定芽,此后 20 d 之内是不定

芽再生的高峰时期,每片子叶上不定芽再生植株最

高可达 17个, 40 d 后各处理均不再产生不定芽。

2. 7　不定芽的增殖

把子叶再生的不定芽转至增殖培养基W PM +

BA 2. 0 m göL + IBA 0. 5 m göL , M S + BA

2. 0 m göL + IBA 0. 5 m göL 和 G+ BA 2. 0 m göL +

IBA 0. 5 m göL , 30 d 以后统计其增殖效果。结果表

明,不定芽在 G+ BA 2. 0 m göL + IBA 0. 5 m göL 培
养基上的增殖效果最好,平均每个不定芽可增殖 4

～ 5个,且叶色鲜绿,部分苗高可达 3 cm 左右 (图版

2) ,达到生根要求,并可转入生根培养基进行生根试

验。

图版 2　子叶再生的不定芽在 G 培养基上的增殖

P late 2　T he p ro lifera t ion of shoo ts regenerated from co tyledon cu ltu re in G m edium
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3　讨　论

1)影响桃子叶再生不定植株的因素很多,本试

验仅从基本培养基、细胞分裂素、取样时期和暗培养

时间等几个方面作了一些探讨, 由于孙清荣等[6～ 8 ]

和阎国华等[1 ]均未对生长素种类、质量浓度作出详

细的讨论与研究,故生长素种类、质量浓度对桃子叶

再生的影响可能不是很大,因此本试验也仅使用了

生长素NAA。

2)花后 30, 40, 50 d,华光、曙光子叶均无植株再

生,可能是由于此时种胚太小,不足以提供子叶再生

所必需的营养,如果调整培养基的成分或加入天然

提取物如水解乳蛋白酵母提取液等等,可能会取得

令人满意的结果。

3) TD Z是一种较强的细胞分裂素,有研究[9 ]指

出, TD Z的作用效果是BA 的 10倍。但本研究结果

表明, TD Z 的作用效果是BA 的 2～ 4 倍, 当然, 子

叶再生中细胞分裂素的作用受多方面因素影响,并

不是简单的倍数关系,子叶再生不定芽的过程是子

叶基因型、培养基、激素配比、暗培养时间等等一系

列因子相互作用的复杂过程,其中还有许多问题值

得深入探讨。

4)在细胞分裂素为 TD Z的处理中,子叶表面产

生扭曲肥大的类似叶片的组织,与阎国华等[1 ]在子

叶再生中报道的“肥厚、发育畸形的类叶片形态”应

该是同一种物质,这些组织可能是在高质量浓度细

胞分裂素的强烈刺激下产生的,如果及时地将其转

入另外一种合适的培养基,能否产生不定芽,还需要

进一步试验探讨。

5)综合本试验结果可以认为,对油桃子叶的再

生而言,细胞分裂素BA 是一种较好的生长调节物

质,在其上子叶再生的不定植株生长快、叶色绿、苗

壮; 细胞分裂素 TD Z 也是一种很好的生长调节物

质, 其刺激作用远大于BA , 深入研究其作用机理,

将会使其在组织培养上得到更加广泛的应用。
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Influen t ia l facto rs fo r necta rine co ty ledon regenera t ion

SUN Y ue-feng, HAN M ing-yu, FAN Chong-hui, ZHANGM an -rang,W ANG Shu- l i
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Co tyledon s in peaches (cv“H uaguang”and“Shuguang”) of d ifferen t developm en t stages
(30, 40, 50, 60 days after f low ering and m atu re co tyledon s respect ively) have been cu ltu red on M S m edium

w ith BA , TD Z, ZT , KT and NAA to study p lan t regenera t ion. R esu lts show ed that the best harvest t im e
fo r“H uaguang”w as 60 days after f low ering and p lan t regenera t ion percen tage from its co tyledon s w as
75% w hen they w ere cu ltu red on M S+ TD Z 2 m göL + NAA 0. 04 m göL , m atu re co tyledon s w ere the best

fo r“Shuguang”and p lan t regenera t ion percen tage w as 66. 7% w hen the co tyledon s w ere cu ltu red on M S+

BA 8 m göL + NAA 0. 04 m göL. Bo th of the regenera t ion percen tage of co tyledon s of H uaguang peach and
Shuguang peach cu ltu red in dark fo r 28 days are h igher than any o ther.

Key words: nectarines; co tyledon s; p lan t regenera t ion; influen t ia l facto rs
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