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　　摘　要:以`砀山酥' 梨(Pyrus bretschneidericv.Dangshansu)叶片为材料 ,研究基本培养基种

类、植物生长调节物质浓度 、抗氧化剂 、碳源对再生的影响 ,以及不同浓度生长激素对再生芽生根

的影响。结果表明:NN69培养基是叶片再生不定芽的最佳培养基 ,诱导不定芽的分化以培养基

NN69 +6-BA 3.0 mg/L+IBA 0.2 mg/L+琼脂 6 g/L 为佳;AgNO3比活性炭和PVP 更利于叶片

的诱导;与蔗糖相比山梨醇更适宜作为叶片再生的碳源 ,最佳浓度是10 mg/ L ,叶片再生频率最高

为74.03%,平均再生芽数 1.01。生根培养基以ASH+IBA 10 mg/ L+间苯三酚 80 mg/ L+蔗糖

15 g/L+琼脂 6 g/L 为佳 ,生根率高且根粗壮。
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　　梨(Pyrus spp.)是世界性的重要果树 ,目前世界上
栽培梨树的国家现有 76个 ,我国梨栽培面积和产量均
居世界首位。梨属植物种类较多 ,主栽种有白梨 、砂
梨 、秋子 梨 、新疆 梨 和西 洋 梨等 , 白 梨(Pyrus
bretschneideri)是我国栽培最广 、品质最优的一个种 ,同
时也是梨黑星病危害最为严重的梨树树种之一。`砀
山酥' 梨在分类上属于白梨 ,是我国栽培历史较早的一

个优良品种 ,但其最大的缺点是易感染梨黑星病[ 1] 。
在梨优良品种快速繁殖 、突变体保存利用及转基因等
生物技术领域的研究中 ,梨的组织培养发挥了重要作
用 ,建立高效的组织培养体系是进行相关研究的基础。
目前仅在西洋梨[ 2-7] 、沙梨[ 8-9] 、白梨[ 10-13] 和某些砧

木[ 14-15] 上初步建立离体器官再生体系 , `砀山酥' 梨再
生体系的报道较少。现以`砀山酥' 梨叶片为试材 ,研
究了不同种类基本培养基 、不同浓度的植物生长调节
物质 、不同抗氧化剂及碳源对`砀山酥' 梨叶片再生的
影响 ,以及不同浓度 IBA对再生芽生根的影响。

1　材料与方法
1.1　试验材料

`砀山酥' 梨的带芽枝条于 2010年 4月采自西北

农林科技大学南校区。
1.2　试验方法
1.2.1　初代培养　从田间取树势强壮的成年树1 a生枝

[ 5] 　张培栋.西部地区草地生态补偿机制的构建[ J] .中国林业 , 2007

(5):57.

[ 6] 　黄世华.玛曲草地生态补偿机制和补偿资金初探[ J] .草原与草坪 ,

2008(5):73-76.
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Abstract:In this paper ,we selected Maqu as a study area , and explored how to achieve the compensation.The results
showed that dow nstream of the Yellow River must pay the herders of Maqu 2.2×10

8
RMB per year in order to

promote their enthusiasm of pro tection , thus , each herd w ould be compensated about 5 500 RMB per year in order to
improve his welfare.
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条 ,剪成 2 ～ 3 cm 长的单芽茎段 ,洗衣粉水洗涤 2 ～ 3

次 ,自来水冲洗2 h ,在超净工作台上用 0.1%的升汞消

毒7 min ,无菌水冲洗 3 ～ 5 次 ,接种在 MS +6-BA

1.0 mg/L+IBA 0.2 mg/L+PVP 1 g/L+蔗糖30 g/L+

琼脂 6 g/ L ,灭菌前将培养基 pH 调至 5.8。每瓶接种

1个单芽茎段。待萌发芽长 1 ～ 2 cm将其剪下接种到

MS+6-BA 1.0 mg/L+IBA 0.2 mg/ L+蔗糖30 g/L+

琼脂 6 g/ L。

1.2.2　不定芽的诱导　切取继代培养 25 ～ 30 d的试管

苗中上部展开的幼嫩叶片 ,去掉叶柄 ,垂直叶片中脉横

切伤 2刀 ,远轴面向下 ,接种在叶片不定芽再生培养基

上。基本培养基对叶片再生的影响:分别接种叶片在

MS 、1/2MS 、NN693种不同培养基上 ,每种培养基都附加

6-BA 3.0 mg/L +IBA 0.2 mg/L+蔗糖 20 g/ L+琼脂

6 g/L ,pH为 5.8。不同激素浓度对叶片再生的影响:接

种叶片于培养基NN69 +蔗糖 20 g/L+琼脂6 g/L ,并附

加不同浓度的 6-BA 、IBA的培养基上再生不定芽。不同

碳源对叶片再生的影响:接种叶片于培养基 NN 69 +

6-BA 3.0 mg/L+IBA 0.2 mg/L+琼脂 6 g/L ,pH 5.8 ,

培养基中分别加入蔗糖和山梨醇作为叶片再生的碳源 ,

每种碳源均设置3个浓度梯度 ,10、20和30 g/ L。

1.2.3　不同浓度 IBA 对生根的影响　将诱导出的不

定芽切下 ,转移到 MS +6-BA 1.0 mg/ L +IBA 0.2

mg/L+蔗糖 30 g/L+琼脂 6 g/L 培养基上培养 ,不定

芽发育成的不定梢生长正常。取继代培养 2次的`砀

山酥' 叶片再生苗茎段 ,高度 1 ～ 2 cm 左右的不定梢 ,

接种于 ASH+间苯三酚 80 mg/L +蔗糖 15 g/L+琼

脂 6 g/L ,pH 为 5.8的培养基上 ,暗培养 7 d后取出转

接到不含 IBA的 ASH 培养基上进行光培养 ,获得了

生根植株。培养条件:培养温度(25±2)℃,光周期 14

h ,光源为日光灯 ,光照强度 2 000 lx 。

1.3　数据分析

试验数据采用 SAS软件进行分析 ,用新复极差法

进行多重比较。

2　结果与分析

2.1　叶片再生不定芽

叶片接种 10 d后 ,开始隆起肿胀 ,在叶片切伤处

产生少量淡黄色愈伤组织。经过 20 d暗培养 ,愈伤组

织明显增大并形成块状 ,主要在叶背中脉处形成(图 1

B),光培养 5 d后 ,愈伤组织变为黄绿色 ,出现黄绿色

芽点 ,形成不定芽。不定芽有的呈单个分布(图 1C),

部分芽呈簇状。

图 1 　̀ 砀山酥' 梨叶片再生过程

注:A叶片外植体;B叶片暗培养 20 d后;C叶片再生的不定芽;D再生不定芽转入新鲜的培养基;E不定芽生根。

2.2　不同基本培养基对`砀山酥' 梨叶片再生不定芽

的影响

在3种培养基上叶片都能再生不定芽(表 1),

NN 69培养基不定芽再生效果较好 , 再生率达到

64.37%,再生芽数为 0.81。而 1/2MS 和 MS 培养基

上 ,再生效率较低 ,不到 NN69培养基的 1/3 ,再生芽数

仅为 NN 69培养基的 1/4 ,试验结果表明 , NN 69培养基

作为`砀山酥'梨叶片再生不定芽的基本培养基是最适

宜的。

2.3　不同激素浓度对不定芽再生的影响

由表 2可知 ,所有激素组合中都能诱导不定芽的

再生 ,不同浓度 6-BA 和 IBA对`砀山酥' 梨叶片再生

效率影响不同。组合 6-BA 3.0 mg/L+IBA 0.2 mg/L

的再生频率最高 64.37%,再生芽数最多 0.81 ,其次为

6-BA 2.5 mg/L +IBA 0.3 mg/L 组合 ,再生率为 48.

69%,再生芽数 0.62。这 2个激素组合叶片再生率显

著高于其它激素组合 ,说明高浓度的 6-BA和低浓度的

IBA有利于`砀山酥' 梨叶片再生不定芽。

　　表 1 不同基本培养基对`砀山酥'

梨叶片再生不定芽影响

培养基类型 再生率/ % 平均不定芽诱导数/个

1/2MS 19.36 b 0.2

MS 17.90 b 0.21

NN69 64.37 a 0.81

　　注:相同字母表示经最小显著极差法检测无显著差异(P=0.05)。下同。
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　　表 2 不同浓度激素对`砀山酥'梨叶

片再生不定芽影响
不同激素浓度 再生率 平均不定芽诱导数

6-BA /mg· L-1 IBA /mg·L-1 / % /个

2.5 0.1 32.21 cd 0.47

2.5 0.2 35.85 cd 0.42

2.5 0.3 48.69 b 0.62

2.5 0.4 33.02 cd 0.36

3.0 0.1 31.74 cd 0.40

3.0 0.2 64.37 a 0.81

3.0 0.3 42.39 bc 0.52

3.0 0.4 23.20 d 0.38

2.4　不同抗氧化剂对叶片再生不定芽的影响

由表 3可知 ,不同抗氧化剂对`砀山酥' 梨叶片再

生影响效果不同。使用 PVP与活性炭时再生频率低 ,

再生芽数最少 ,外植体褐化严重。当使用 AgNO3时叶

片再生频率显著高于其它 2个处理 ,再生芽数也最多。

不同抗氧化剂的使用影响`砀山酥' 梨叶片再生不定

芽 ,使用 AgNO3有利于叶片再生不定芽。

　　表 3 不同抗氧化剂对`砀山酥'梨叶

片再生不定芽影响

不同抗氧化剂 再生率/ % 平均不定芽诱导数/个

PVP /1 g·L-1 11.94 b 0.12

活性炭/1 g·L-1 1.30 c 0.01

AgNO3/0.5 mg· L-1 54.05 a 0.69

2.5　2种碳源对不定芽再生的影响

由表 4可知 ,山梨醇对梨叶片再生不定芽有明显

影响。与含蔗糖培养基相比 ,梨叶片在含山梨醇的培

养基上再生率明显提高 ,为 74.03%,且再生芽数最多 ,

为1.01。说明在`砀山酥'梨叶片再生不定芽过程中山

梨醇作为碳源有着极强的优势。不同浓度的山梨醇对

`砀山酥' 梨叶片再生也有显著影响 ,在山梨醇浓度为

10 g/ L时再生率最高 ,显著高于浓度为 20 、30 g/L ,低

浓度的山梨醇更适合做为叶片再生不定芽的碳源 ,最

佳浓度为 10 g/L 。

表 4　山梨醇对`砀山酥'梨叶片再生不定芽影响
碳源类型 浓度/g·L-1 再生率/ % 平均不定芽诱导数/个

蔗糖 10 48.21 b 0.64

蔗糖 20 55.30 b 0.62

蔗糖 30 28.07 c 0.28

山梨醇 10 74.03 a 1.01

山梨醇 20 22.11 c 0.21

山梨醇 30 16.18 c 0.15

2.6　不同浓度 IBA 对不定芽生根的影响

该研究采用二次生根法 ,所有再生苗在不同高浓

度 IBA暗培养 7 d后 ,基部出现不同程度的膨大 ,转入

不加任何激素的 ASH 培养正常光照培养 3 ～ 4周后 ,

再生苗基部诱导长出根。不同浓度 IBA 对`砀山酥'梨

叶片再生苗生根影响不同 , IBA浓度为10 mg/L 时 ,生

根率最高 36.67%,显著高于其它 3个浓度 ,同时在

IBA浓度为 10 mg/L 时平均生根数也是最多的 ,为

0.63(图 1D),但是 IBA 浓度为 15 mg/L 时平均根最

长 ,为 4.00 cm 。综合考虑以上结果 , IBA 浓度为 10

mg/L时`砀山酥'梨叶片再生苗生根的最适浓度 。

　　表 5 不同浓度 IBA对`砀山酥'

梨叶片再生不定芽影响

IBA浓度 /mg·L-1 生根率/ % 平均生根数/个 平均根长/cm

5 3.33 d 0.03 1.70

10 36.67 a 0.63 3.46

15 30.00 b 0.50 4.00

20 23.33 c 0.33 1.52

3　讨论与结论

影响外植体离体再生的因素很多 ,可以分为外植

体自身因子(基因型 、外植体类型 、叶片极性和外植体

生理生化状态等)和外界因子(如培养基 、激素种类和

配比 、培养条件等)二方面。外植体自身因素决定其再

生能力 ,外界因素影响外植体的再生效果。对于特定

梨品种 ,只有通过其它因素的影响获得再生和提高再

生效率。

基本培养基是影响`砀山酥'梨叶片再生不定芽的

重要因素 ,对于梨的再生 ,品种不同适合再生的培养基

也不同。大量有关梨叶片不定芽再生的研究结果表

明[ 16-17] ,组织培养中广泛使用的 MS 培养基普遍不适

于梨叶片不定芽的诱导 ,而用 NN 69则效果显著。赵竑

博等[ 18] 在`砀山酥' 梨的再生中使用 MS 、1/2MS 、

NN69 、WPM 4种基本培养基 , NN69最好 ,这与该研究

结果是一致的 ,NN69适于`砀山酥'梨叶片再生 ,且再生

效果显著。基本培养基对外植体再生的影响在于其组

成成分和浓度是否适宜外植体再生。NN69同 MS 等培

养基的区别主要是NN 69的无机盐成分较低 ,无机盐含

量约为 MS 的一半 ,又增添了生物素和叶酸成分 。也

许是这些因素影响了`砀山酥' 梨叶片的再生 。

植物激素和植物生长调节剂的种类及其配比不仅

是影响果树叶片培养成功与否 、再生率高低的关键因

素 ,而且还决定着愈伤组织的分化方向[ 19] 。植物再生

率的高低与所用植物激素的种类 、浓度及组合有密切

关系 ,关于 6-BA 、IBA 使用效果的比较 ,报道不尽一

致 ,只有适当的细胞分裂素和生长素及其适宜的浓度

配比才能获得满意的不定芽再生效果。该研究中

6-BA 3.0 mg/L +IBA 0.2 mg/L 组合叶片再生率最

高 ,为 64.37%,再生芽数 0.81。

梨离体再生过程中会出现外植体被氧化而褐化 ,

产生乙烯影响梨叶片的再生。该研究结果表明 , 3种

抗氧化剂中 ,硝酸银的效果最好。培养基中的生长素

会促进乙烯的产生 ,密闭的培养容器会使乙烯逐渐累
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积 ,累积的乙烯可使培养物的生长分化受到影响[ 20] 。
据报道[ 21] ,硝酸银可抑制乙烯的合成 ,从而促进愈伤
组织再生芽的能力。在培养基中加入硝酸银 ,可以明
显提高梨叶片的再生频率[ 22] 。

碳源用于满足培养物所需的碳骨架 、能源及渗透
压调节。不同碳源与碳源使用量对梨叶片再生影响明
显。碳源用量过高 、过低都不利于叶再生。在对梨砧
木OHF333的叶片培养中 ,Zhu等[ 15] 证实了山梨醇的
效果更佳。该试验比较了山梨醇和蔗糖 ,发现山梨醇
浓度为 10 mg/ L不定芽诱导效果极佳。

IBA 、IAA 或NAA是诱导不定芽生根的较好的激
素[ 23] ,但近年来发现 , IBA比 IAA生根作用更强 ,原因
是 IBA比 IAA稳定

[ 24]
。不同浓度生长素对梨生根的

试验中得出 ,4个浓度 IBA 对`砀山酥' 梨再生苗生根
有很大的影响 ,综合考虑生根率 、平均生根数和平均根
长 IBA浓度为 10 mg/L 对`砀山酥'梨生根最好。
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Primary Establishment of Plant Regeneration System of
Pear Scion Cultivar `Dangshansu'

FU Zhen-fang ,MENG Hao-guang , ZHANG Chao-hong ,WANG Yue-jin
(College o f Ho rticulture , Northwest Ag ricultural and Fo restry University , Key Laborato ry of Ho rticultural Plant Germplasm Resources

U tilization in No rthwest China ,Ministry of Agriculture of China , Shaanxi Key Labo rato ry fo r Molecular Biology of Ag riculture , Yangling ,
Shaanxi 712100)

Abstract:Pear scion cultivar `Dangshansu' was chosed as material.The factors which include medium ,plant g row th
regulators , antioxidant , and concentration of so rbitol that inf luence adventitious buds regeneration from leaf w ere

examined sy stematically.The results show ed that the optimal combination for leaf regeneration of pear cultivar

`Dangshansu' was NN69 +6-BA 3.0 mg/L+IBA 0.2 mg/ L+agar 6 g/ L at the beginning of culture.AgNO3 was

more excellent than activated carbon and PVP.Compared with sugar as carbon sources of regeneration , sorbitol w as
more appropriate , optimal concentration was more suitable for 10 mg/ L.The highest regeneration frequency of pear
cultivar `Dangshansu' was 74.03%, and the mean bud number per leaf w as 1.01.The regenerated shoots w ere rooted
on ASH +IBA 10 mg/L+phloroglucinol 80 mg/L+agar 6 g/ L+sucrose 6 g/ L.
Key words:pear;leaf culture;sorbitol
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