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山杏下胚轴再生植株的研究
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　　[摘　要 ]　研究了影响山杏下胚轴再生的有关因素, 首次获得了山杏下胚轴再生植株。结果表明, 经 15 d 的暗

培养, 山杏下胚轴切段在附加 TD Z 2 m göL + NAA 0. 5 m göL 的改良M S 培养基 (1ö2 N H 4NO 3) 上, 愈伤组织诱导

率 (100% ) 和再生频率 (37. 5% ) 均最高, 细胞分裂素用 TD Z 效果优于 62BA , 再生获得的不定芽在改良M S+ IBA

0. 2 m göL 培养基上生根率为 75. 8%。
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　 　 山 杏〔A rm en iaca vu lg a ris L am. var. ansu

(M ax im )〕是杏属重要的果树资源之一, 不仅用作栽

培杏的砧木, 而且还是生产杏仁的重要经济树种。自

V alerie 等[1 ]首次报道杏离体叶片经胚状体培养获

得再生植株以来,M iaja 等[2 ]、马锋旺等[3 ]、孙清荣

等[4 ]也分别利用杏离体叶片、原生质体和幼胚子叶

先后培养得到了再生植株。下胚轴再生植株已见于

李[5 ]、核桃[6 ]、柿[7 ]、枣[8 ]等果树树种, 但目前尚未见

杏下胚轴获得再生植株的报道。本试验对山杏离体

下胚轴再生的有关因素进行了研究, 以期为进一步

开展山杏的遗传转化提供再生体系。

1　材料与方法

1. 1　下胚轴的获得

　　供试材料为山杏当年成熟种子。砸开核壳, 取出

种仁, 用自来水冲洗 30 m in 后, 用体积分数 75% 乙

醇浸泡 30 s, 1 göL 升汞表面消毒 7 m in, 然后用无

菌水冲洗 4～ 5 次, 装入盛有无菌水的三角瓶中浸泡

24 h, 在无菌条件下剥去种皮, 将种子接种在改良

M S 培养基 (1ö2 N H 4NO 3) 上, 放入 3～ 4 ℃的冷藏

柜中 30 d, 然后转至 25 ℃、1 500 lx、光暗周期 16 hö
8 h 条件下培养 15 d, 得到生长健壮的下胚轴。

1. 2　基本再生方法

本试验中基本培养基为改良M S 培养基 (1ö2

N H 4NO 3 ) , 根据需要加入不同浓度的激素, 并附加

蔗糖 30 göL、琼脂 6 göL , 灭菌前将 pH 值调至 5. 8,

121 ℃ (1. 2 kgöcm 2)湿热灭菌 20 m in。无菌条件下

将下胚轴切成约 0. 5 cm 的小段, 水平接种于再生培

养基上, 每处理最少接种 5 瓶, 每瓶接种 5～ 7 段, 接

种后置于 22 ℃左右黑暗条件下培养 15 d, 然后转至

(23±2) ℃、1 500 lx、光暗周期 16 hö8 h 条件下培

养, 并连续观察愈伤组织诱导率和再生频率。试验中

对尚未产生再生不定芽的外植体进行多次继代培

养, 观察继代次数对愈伤组织诱导和再生的影响。

1. 3　激素种类及其浓度对再生的影响

再生培养基附加的细胞分裂素为 TD Z (0. 5,

1. 0, 2. 0, 3. 0 m göL )和 62BA (1. 0, 2. 0, 5. 0 m göL ) ,

生长素为NAA (0. 25, 0. 50, 1. 00 m göL ) 和 2, 42D
(0. 5, 1. 0 m göL ) , 激素组合及其浓度详见表 1。在研

究不同激素组合及浓度对愈伤组织诱导率和再生频

率的影响时, 各处理均经 15 d 暗培养后转至 23 ℃、

2 000 lx、光暗周期 16 hö8 h 条件下培养, 每 20 d 继

代 1 次至相同培养基。接种后连续观测愈伤组织生

长状况及愈伤组织诱导率和再生频率。愈伤组织诱

导率ö% = (形成愈伤组织的轴段ö总接种轴段数)×

100% , 再生频率ö% = (分化出不定芽的轴段数ö总
接种轴段数)×100%。

1. 4　暗培养时间对再生的影响

在激素组合为 TD Z 2 m göL + NAA 0. 5 m göL
的再生培养基上, 设 5, 10, 15 和 20 d 暗培养时间处

理, 然后转入 ( 23 ± 2) ℃、1 500 lx、光暗周期

16 hö8 h条件下培养, 观察愈伤组织诱导率和再生
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频率。

1. 5　生长与生根

得到的再生不定芽在改良 M S 培养基 ( 1ö2

N H 4NO 3 ) 上伸长生长后, 取大于 2 cm 长的健壮芽

分别在附加 0. 1, 0. 2, 0. 4 m göL IBA 的改良M S 培

养基上进行生根培养。培养条件为 25 ℃、1 500 lx、

光暗周期 16 hö8 h。

2　结果与分析

2. 1　激素种类与浓度对愈伤组织诱导和再生的影

响

观察发现, 下胚轴在再生培养基上培养 3～ 5 d

后轻度变褐, 略有增粗和伸长。培养 7 d 后各处理开

始产生乳白色及淡黄色愈伤组织, 在第 20～ 40 天时

陆续获得再生不定芽。表 1 结果表明, 山杏下胚轴在

含 TD Z 2. 0 m göL + NAA 0. 5 m göL 的培养基上愈

伤组织诱导率和再生频率均最高, 分别达到 100%

和 37. 5%。在含 62BA 1. 0 m göL + NAA 0. 5 m göL
的培养基上也获得了相对较高的愈伤组织诱导率

( 96. 4% ) 和再生频率 (28. 6% )。TD Z 适宜浓度为

2. 0 m göL , 低浓度 (0. 5 m göL ) TD Z 易于诱导愈伤

组织但再生频率较低。0. 5 m göL NAA 对提高愈伤

组 织 诱 导 率 及 再 生 频 率 效 果 最 佳, 高 浓 度

(1. 0 m göL ) 时愈伤组织诱导率及再生频率均下降,

低浓度 (0. 25 m göL ) 时诱导愈伤组织效果良好, 但

再生频率明显下降。高浓度 (1. 0 m göL ) 2, 42D 不利

于愈伤组织诱导, 且没有不定芽再生。

表 1　植物生长调节剂对山杏下胚轴再生植株的影响

T able 1　Effects of p lan t grow th regu lato rs on regenerat ion of hypoco tyls of A rm eniaca vu lg aris var. ansu

植物生长调节剂ö(m g·L - 1)
P lan t grow th regu lato rs

TD Z NAA 62BA 2, 42D

外植体数
N o. of

exp lan ts

愈伤组织诱导率ö%
Percen tage of
calli inducing

hypoco tyl

再生频率ö%
Percen tage of
regenerating

hypoco tyl

1. 0 0. 5 0. 0 0. 0 27 96. 3 3. 7
2. 0 0. 25 0. 0 0. 0 33 97. 0 12. 2
2. 0 0. 5 0. 0 0. 0 32 100. 0 37. 5
2. 0 1. 0 0. 0 0. 0 27 72. 2 18. 5
3. 0 0. 5 0. 0 0. 0 31 90. 3 13. 0
0. 0 0. 0 5. 0 0. 5 35 94. 3 11. 4
0. 0 0. 0 5. 0 1. 0 26 76. 9 0. 0
0. 0 0. 0 2. 0 1. 0 34 88. 2 0. 0
0. 0 0. 0 2. 0 0. 5 34 97. 1 14. 7
0. 0 0. 5 1. 0 0. 0 28 96. 4 28. 6
0. 0 0. 5 2. 0 0. 0 35 94. 3 20. 0
0. 5 0. 5 0. 0 0. 0 25 100. 0 16. 0
0. 5 0. 25 0. 0 0. 0 27 88. 9 14. 8
0. 0 0. 0 1. 0 0. 5 26 96. 2 0. 0

2. 2　暗培养对愈伤组织诱导和再生的影响

图 1 表明, 在改良M S+ TD Z 2 m göL + NAA

0. 5 m göL 培养基上, 未进行暗培养时其愈伤组织诱

导率和再生频率均为 0; 不同暗培养时间处理对愈

伤组织的诱导率均超过 90% , 各处理间无明显差

异; 但不同暗培养时间处理的山杏下胚轴不定芽再

生频率差异显著, 其中以暗培养 15 d 效果最好。

2. 3　继代次数对愈伤组织诱导和再生的影响

试验结果表明, 山杏下胚轴愈伤组织诱导率及

再生频率在接种后 40 d 内即可达到最高, 多次继代

并不能使之提高。

2. 4　不定芽的生长和生根

山杏下胚轴抽生的不定芽转接到改良M S 培养

基上生长良好, 生长至 4～ 5 片叶大于 2 cm 长时, 在

附加不同浓度 IBA 的改良M S 培养基上进行生根

培养, 结果发现在改良M S+ IBA 0. 2 m göL 培养基

上, 15 d 即可诱导出不定根, 进一步培养可形成完

整植株, 平均生根率达到 75. 8%。

图 1　暗培养时间对愈伤组织诱导率及再生频率的影响
- ○- . 愈伤组织诱导率; - □- . 再生频率

F ig. 1　T he effect of differen t days cu ltu red

in dark on calli inducing and bud regenerat ion
- ○- . Percen tage of inducing hypoco tyl;

- □- . Percen tage of regenerating hypoco tyl
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3　讨　论

本研究获得了山杏成熟胚下胚轴较高的不定芽

再生率, 且所需时间短, 为山杏遗传转化提供了有效

方法, 并为杏的子叶、叶片高频再生提供了参考。

通常获得再生芽都需要切口造伤[9, 10 ] , 并且不

定芽往往产生于愈伤组织暴露于空气中的部分[11 ] ,

这与本试验研究结果一致, 不定芽的产生部位均在

下胚轴切段的切口处, 其起源有待进一步研究。

离体器官不定芽的形成在一定程度上受到光敏

色素的控制, 暗培养更有利于不定芽的形成。许多研

究结果[12～ 16 ]表明, 暗培养时间依树种、品种的不同

而异, 一般在 1～ 4 周, 山杏下胚轴再生所需暗培养

时间与O laya Pérez2To rnero 等[17 ]获得的Can ino 杏

叶片高频再生所需时间相同。

激素种类和浓度对山杏下胚轴不定芽再生有重

要作用, 对于同浓度的细胞分裂素, TD Z 的效果优

于 62BA , 这与对许多木本植物再生的研究结果相

同[13～ 15, 18, 19 ]。生长素则以NAA 效果优于 2, 42D , 这

可能与NAA 抑制了酚类物质的分泌作用[13 ]相关。

在 TD Z 与NAA 激素组合中, NAA 浓度主要影响

愈伤组织诱导, TD Z 浓度主要影响不定芽再生; 在

BA 与 2, 42D 激素组合中,BA 浓度过低或 2, 42D 浓

度过高都不利于不定芽的发生。为提高山杏下胚轴

不定芽再生频率, 不同的激素组合、浓度及其他相关

因素需进一步研究。

[参考文献 ]
[ 1 ]　V alerie E, F ranco ise D. In v itro adven tit ious shoo t regeneration from leaves of P runus spp. [J ]. P lan t Science, 1993, 90 (2) : 201- 209.

[ 2 ]　M iaja M L , V allaw ia R ,M e G. Regeneration th rough o rganogenesis and som atic em bryogenesis in som e fru it species[J ]. Italus Ho rtus,

1997, 4 (6) : 8- 11.

[ 3 ]　马锋旺, 李嘉瑞. 山杏原生质体培养再生植株[J ]. 园艺学报, 1998, 25 (3) : 224- 229.

[ 4 ]　孙清荣, 孙洪雁. 早熟杏幼胚子叶再生不定梢[J ]. 植物生理学通讯, 2001, 37 (1) : 38- 39.

[ 5 ]　孙清荣, 孙洪雁. 李胚轴和子叶再生不定梢观察[J ]. 落叶果树, 1999, (3) : 7- 8.

[ 6 ]　汤浩茹, 王永清. 德国核桃‘N o. 120’幼胚胚轴与子叶体细胞胚胎发生及其植株再生[J ]. 园艺学报, 2000, 27 (1) : 59- 61.

[ 7 ]　孙清荣, 孙洪雁. 甜柿下胚轴再生不定植株的研究[J ]. 落叶果树, 2000, (5) : 4- 5.

[ 8 ]　马　均. 枣胚轴组织培养的初步研究[J ]. 林业科技, 2001, 26 (1) : 55- 57.

[ 9 ]　M L aim er da Cam ara M achado, A da Cam ara M cchado, V H anzer. Regeneration of shoo ts from leaf discs and stem m icrocu ttings of fru it

trees as a too l fo r transfo rm ation[J ]. A cta Ho rt, 1998, 235: 85- 92.

[ 10 ]　Yepes L M , A ldw inck le H S. Facto rs that affect leaf regeneration efficiency in app le, and effect of an tib io tics in mo rphogenesis[J ]. P lan t

Cell T issue O rg Cult, 1994, 37: 257- 269.

[ 11 ]　M A n tonelli, P D ruart. T he use of a brief 2, 42D treatm en t to induce leaf regeneration on P runus canescens Bo is[J ]. A cta Ho rt, 1990,

280: 45- 50.

[ 12 ]　M iguel C M , D ruart P, O liveira M M. Shoo t regeneration from adven tit ious buds induced on juven ile and adu lt almond (P runus d u lcis

M ill. ) exp lan ts[J ]. In V itro Cell D ev B io l P lan t, 1996, 32: 148- 153.

[ 13 ]　O laya Perea2To rnero, Jo se Egea, A licia V anoo stende. A ssessm en t of facto rs affecting adven tit ious shoo t regeneration from in v itro cu l2

tu red leaves of ap rico t[J ]. P lan t Science, 2000, 158: 61- 70.

[ 14 ]　L eblay C, Chevreau E, Rabo in L M. A dven tit ious shoo t regeneration from in v itro leaves of several pear cu lt ivars (Py rus comm un is

L. ) [J ]. P lan t Cell T issue O rg Cult, 1990, 25: 99- 105.

[ 15 ]　Ko rban S S, O πConno r P A , E lobeidy A. Effects of th id iazuron, naph thaleneacetic acid, dark incubation and geno type on shoo t o rganogen2

esis from M alus leaves[J ]. J Ho rt Sci, 1992, 67: 341- 349.

[ 16 ]　Faso lo F, Zimm erm an R H , Fo rdham I. A dven tit ious shoo t fo rm ation on excised leaves of in v itro grow n shoo ts of app le cu lt ivars[J ].

P lan t Cell T issue O rg Cult, 1989, 16: 75- 87.

[ 17 ]　O laya Pérez2To rnero, Jo séEgea, A licia V anoo stende, et al. A ssessm en t of facto rs affecting adven tit ious shoo t regeneration from in v itro

cu ltu red leaves of ap rico t[J ]. P lan t Science, 2000, 158: 61- 70.

[ 18 ]　E scalettes V , Do sba F. In v itro adven tit ious shoo t regeneration from leaves of P runus spp [J ]. P lan t Sci, 1993, 90: 201- 209.

[ 19 ]　D e Bondt A , Eggermont K, Penn inckx I. A grobacerium 2m ediated transfo rm ation of app le (M alus×D om estica Bo rkh) : an assessm en t of

facto rs affecting regeneration of transgen ic p lan ts[J ]. P lan t Cell Rep , 1996, 15: 549- 554.

(下转第 134 页)

921第 5 期 王　鸿等: 山杏下胚轴再生植株的研究



such as crit ica l w ater sa tu ra t ion deficiency (CW SD ) , free p ro line con ten t, elect rica l conduct ivity of leaves

and shoo t grow th length w ere invest iga ted and analysed after draugh t st ress t rea tm en t. T he resu lt ind ica t2
ed that grow th ra te of f ive ground cover p lan ts tended to decrease w h ile the p ro line con ten t and electrica l

conduct ivity w ou ld increase in stead after the trea tm en t. It seem ed that the w eaker draugh t resistance the

p lan ts had the greater increasing ex ten t the electrica l conduct ivity show ed. W hen trea ted p lan ts w ere w a2
tered as u sual as CK they w ou ld resum e to grow differen t ly w ith differen t species. CW SD shou ld be com 2
b ined w ith the t im e du ring w h ich the leaves tested becam e perm anen t w ilt ing to rep resen t the desiccat ion

avo id ing ab ility of the p lan ts in p lace of CW SD app lica t ion alone. O therw ise the value of CW SD w ou ld no t

co rrespond to the actual p lan t situa t ion abou t draugh t resistance from tim e to t im e. A cco rd ing to m u lt ip le

analysis, draugh t resistance o rder of f ive species are Buddhanail> Co ttage p ink> Betony> T hym e> L oo ses2
t rife.

Key words: g round cover p lan ts; draugh t resistance; crit ica l w ater sa tu ra t ion deficiency; free p ro line;

electrica l conduct ivity
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Abstract: A dven t it iou s p lan ts regenera ted from m atu re hypoco tyls of A rm en iaca vu lg a ris var. ansu

have been ob ta ined,w ith the ra te of shoo ts regenera ted being 37. 8% w hen cu ltu red on the half N H 4NO 3 of

M S m edium supp lem en ted w ith TD Z 2. 0 m göL + NAA 0. 5 m göL fo r 15 d in dark and then expo sed to

ligh t. TD Z w as bet ter than 62BA in p lan t regenera t ion. T he roo t ing ra te w as 75. 8% w hen the buds cu l2
tu red on half N H +

4 of M S+ IBA 0. 2 m göL.

Key words: A rm en iaca vu lg a ris var. ansu; hypoco tyl; regenera t ion p lan t; t issue cu ltu re
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