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苹果体细胞悬浮培养及植株再生研究
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　　摘　要：以苹果试管苗叶片的再生不定芽嫩叶为试材，对苹果体细胞悬浮系的建立及植株再
生的影响因素进行了研究。结果表明：在ＭＳ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ培养基上可诱导
获得高活力的愈伤组织。将该愈伤组织转入 ＭＳ＋２，４－Ｄ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ液体培养基
中培养，采用无菌筛网分离获得含单个细胞和少于８～１０个细胞的小细胞团进行继代培养，建立
体悬浮细胞培养系。将悬浮细胞转到ＭＳ＋２，４－Ｄ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ的固体增殖培养基
上暗培养２５ｄ后，可形成微型愈伤组织，将该愈伤组织转到ＭＳ＋ＢＡ　５．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ
的植株再生培养基上暗培养３０ｄ后转入光下，光照培养３０ｄ后５３％的愈伤组织可再生植株。该
研究建立的苹果体细胞悬浮培养技术，不仅可用于细胞融合及遗传转化过程中杂种细胞和转化
细胞的分离及植株再生研究，而且对于利用组织培养技术筛选变异株系也具有重要意义。
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　　苹果的常规杂交育种年限长，难度较大，其主要原
因在于苹果是高度杂合的木本植物，杂交后代广泛分
离，且童期较长。细胞融合技术及基因工程则为快速
定向改良苹果新种质开辟了一条崭新的途径。以细胞
融合为目的的苹果原生质体和细胞培养技术研究始于

２０世纪８０年代，迄今已在一些基因型上获得再生植
株［１］，但由于基因型间的差异以及单细胞再生技术的
不成熟，目前尚无苹果融合细胞再生植株的报道。
１９８９年Ｊａｍｅｓ等［２］首次获得苹果的转化植株，现
在一些功能基因如ｒｏｌＢ基因等已经转入到苹果中［３］。
然而由于受到转化效率低的制约，苹果基因工程育种
也进展缓慢。在研究中发现由于抗性筛选对苹果转化
植株再生的抑制，导致获得转化的愈伤组织容易，获得
转化植株困难，从而极大地限制了苹果转化效率的提
高［４］。若降低筛选压，则会出现大量逃逸植株和嵌合
体［５］。因此如何从嵌合体中分离转化细胞并再生植株
成为提高苹果转化效率的关键因素
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　　植物细胞悬浮培养系统具有效率高、同步性和重
复性好的特点，不仅可用于细胞突变体的诱发和筛选，
而且可为遗传工程提供细胞水平的理想试材。然而在
苹果上，由于相关的研究报道很少，迄今尚未建立成熟
的体细胞悬浮培养和再生植株技术体系。该研究拟通
过调控材料生理状态，诱导获得高活力的愈伤组织，并
利用筛网分离来源均一的小细胞团，建立苹果体细胞
悬浮培养及植株再生技术。该技术体系不仅对于推动
苹果细胞工程育种和诱变育种的发展具有重要意义，
而且可用于苹果转基因嵌合体中转化细胞的分离和植

株的再生，从而极大提高苹果的转化效率。

１　材料与方法
１．１　试验材料
取苹果栽培品种“嘎啦”（Ｍａｌｕｓ　ｄｏｍｅｓｔｉｃａ　Ｂｏｒｋｈ．

ｃｖ．Ｇａｌａ）继代培养２０ｄ的试管苗顶部３片刚展开嫩叶
以及中部成熟叶片，横切三刀以远轴面贴近培养基方
式接种在 ＭＳ＋ＴＤＺ　３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＢＡ
３．０ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂７．２ｇ／Ｌ上，黑暗条件
下培养２０ｄ，诱导叶片再生不定芽，将不定芽转入和上
述相同的新鲜培养基上，置光下培养７～１５ｄ，取不定
芽上长出的嫩叶备用。
１．２　试验方法
１．２．１　愈伤组织的诱导　取继代培养２０ｄ的试管苗
中部成熟叶片、顶部３片刚展开嫩叶或再生不定芽嫩
叶，采用上述方式切伤并接种在愈伤组织诱导培养基
ＭＳ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋
琼脂７．２ｇ／Ｌ上。在（２５±２）℃下暗培养诱导愈伤组
织，观察记录愈伤组织的诱导时间、频率以及其生理
状态。

１．２．２　悬浮细胞系的建立　选取生长旺盛的愈伤组
织，转移到液体悬浮培养基 ＭＳ＋２，４－Ｄ　２．０ｍｇ／Ｌ＋
ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ中，置于摇床上进行悬浮
培养，转速为１２０ｒ／ｍｉｎ。培养１５ｄ后，培养液中即有
悬浮单细胞或小细胞团（含有８～１０个单细胞）出现。
为获得生长状态均一的悬浮细胞系，将悬浮培养物先
用２００目的无菌网筛过滤，滤液以３　０００ｒ／ｍｉｎ速度离
心，去上清，将沉淀转到新鲜的液体培养基进行悬浮培
养，建立悬浮细胞培养系。悬浮培养的细胞每隔１５ｄ
继代１次，继代时首先将悬浮培养物用２００目的无菌
网筛过滤，除去大的细胞团，滤液以３　０００ｒ／ｍｉｎ速度
离心，去上清，沉淀转到新鲜的液体培养基进行悬浮培
养。细胞继代培养和增殖培养的不同时期，吸取细胞
悬液，滴加到血球计数板上，在显微镜下统计细胞的个
数。将细胞用新鲜配置的ＦＤＡ（二乙酸荧光素）溶液
染色５ｍｉｎ，然后用滤纸吸去染色液，滴加蒸馏水，在
Ｏｌｙｍｐｕｓ（ＢＨ－２）倒置荧光显微镜上，在紫外光（４９０

ｎｍ）下观察细胞活力。

１．２．３　悬浮细胞的固定化增殖培养　将继代培养
１２ｄ的悬浮细胞培养物用２００目的无菌网筛过滤，滤
液以３　０００ｒ／ｍｉｎ速度离心，去上清液，沉淀用适量新
鲜液体培养基稀释成浓缩细胞悬浮液（１．７×１０５个／

ｍＬ），将细胞悬浮液按不同铺板密度滴加到固体增殖
培养基上，然后用无菌涂棒均匀铺平。固体增殖培养
基除添加琼脂外，其它含量与液体悬浮培养基相同，培
养温度为（２５±２）℃，暗培养。

１．２．４　愈伤组织植株再生　将固体增殖培养基上获得
的微型愈伤组织接种到植株再生培养基上诱导植株再

生。为了研究生长调节类物质对植株再生的影响，设计
了以下处理：①ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ；②ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ；③ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ；④ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ；⑤ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．５
ｍｇ／Ｌ；⑥ＢＡ　５．０ ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．５ ｍｇ／Ｌ；⑦ＢＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ；⑧ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５
ｍｇ／Ｌ；⑨ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ；⑩ＢＡ　５．０
ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ。基本培养基为ＭＳ＋蔗糖３０ｇ／

Ｌ＋琼脂７．２ｇ／Ｌ。培养温度为（２５±２）℃，愈伤组织暗
培养３０ｄ后转入光下诱导植株再生。在光下培养６０ｄ
后观察统计植株再生情况。

２　结果与分析
２．１　外植体来源对愈伤组织诱导及植株再生的影响
由表１可知，外植体来源或叶片生理状态，对愈伤

组织的诱导及其植株再生能力影响显著。成熟的试管
苗叶片在暗培养２５ｄ后才有愈伤组织生成，愈伤组织
诱导率只有２６％，且诱导获得的愈伤组织呈白色，质地
比较坚硬，生长不旺盛。而采用试管苗顶端嫩叶或再
生不定芽嫩叶，均可１００％诱导愈伤组织。不同外植体
来源诱导的愈伤组织其植株再生能力的差异则更为显

著。采用成熟叶片诱导获得的愈伤组织，其植株再生
率较低只有７％；而采用再生不定芽嫩叶诱导获得的
愈伤组织则可１００％再生植株，且植株再生所需时间也
最短。从愈伤组织的生理状态上看，采用不定芽嫩叶
诱导获得的愈伤组织多为结构疏松、易于分散的淡黄
色愈伤组织，该愈伤组织不仅生长速度快，再生能力
强，且非常适用于悬浮细胞培养系的建立。
表１　外植体来源对愈伤组织诱导及植株再生的影响
Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔ　ｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｎ　ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｌａｎｔ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

外植体Ｅｘｐｌａｎｔ
愈伤组织诱导率

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ
ｏｆ　ｃａｌｌｕｓ／％

诱导时间

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ／ｄ

愈伤组织状态

Ｃａｌｌｕｓ　ｓｔａｔｕｓ

不定芽再生率

Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ／％

再生不定芽嫩叶

顶部嫩叶

成熟叶片

１００
１００
２６

６
１５
２５

淡黄、疏松
黄色、疏松
白色、致密

１００
１００
７

２．２　悬浮培养的细胞增殖特性
悬浮培养的细胞增殖速率及活力与培养时间存在
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着相关性（图１）。继代培养后第０～６天为延迟期，细
胞生长缓慢，第６天在显微镜下观察只发现极少数悬
浮细胞，细胞密度为０．８×１０３个／ｍＬ；继代培养后７～
１２ｄ为悬浮细胞的对数生长期，此时期细胞增殖迅速，
活力旺盛，第１２天观察细胞密度达到了８．２×
１０３个／ｍＬ；在继代培养第１５天后观察，细胞活力开始
降低，细胞开始呈现老化特征，且悬浮液中细胞碎片增
多，说明有部分细胞开始破裂。所以在以后的试验中
均选用继代培养７～１２ｄ的悬浮细胞为试材。

图１　悬浮细胞培养过程中的增殖特性
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ　ｃｅｌｌｓ

２．３　悬浮细胞继代培养次数对细胞再生能力的影响
对每次继代培养的悬浮细胞用ＦＤＡ进行活力检

测并固定化培养，观察其再生能力。结果表明，悬浮细

胞的继代次数与细胞的活力及再生愈伤组织能力直接

相关（图２）。悬浮继代培养３次以上的悬浮细胞，其再
生愈伤组织的能力明显下降，在培养６０ｄ后只能形成
少量微型愈伤组织。而继代培养１～２次的悬浮细胞，
在培养约３０ｄ后即可再生出微型愈伤组织（图３－ｄ），
再生率分别为８０％和６９％。

图２　悬浮细胞继代培养次数对愈伤组织再生的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌ　ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ　ｔｉｍｅｓ

ｏｎ　ｃａｌｌｕｓ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

２．４　悬浮细胞的铺板密度对愈伤组织增殖的影响
在固体增殖培养基上，愈伤组织的增殖能力与悬

浮细胞的铺板密度相关。研究结果表明，当悬浮细胞
的密度小于５个／ｍｍ２时，培养４０ｄ后未观察到愈伤组
织形成；而当悬浮细胞的密度过高时，则常常形成聚集
的愈伤组织，不利于分离获得单独增殖的愈伤组织。
若将悬浮细胞的铺板密度控制在５～８个／ｍｍ２时，在
培养３０ｄ后即可再生大量肉眼可辨的独立的微型愈
伤组织（图３－ｄ）。

图３　悬浮细胞的铺板密度对愈伤组织增殖的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｃａｌｌｕｓ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

　　注：ａ．较高密度的悬浮细胞培养；ｂ．低密度的悬浮细胞培养；ｃ．较佳密度的悬浮细胞培养；ｄ．固体增殖培养３０ｄ
后再生的微型愈伤组织；ｅ．固体增殖培养４０ｄ后再生的愈伤组织；ｆ．再生植株。

Ｎｏｔｅ：ａ．Ｈｉｇｈ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ　ｃｕｌｔｕｒｅ；ｂ．Ｌｏｗ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ　ｃｕｌｔｕｒｅ；ｃ．Ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ　ｄｅｎｓｉｔｙ
ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ　ｃｕｌｔｕｒｅ；ｄ．Ｔｈｅ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｍｉｎｉ－ｃａｌｌｉ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｏｌｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ　３０ｄａｙｓ；ｅ．Ｔｈｅ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ
ｃａｌｌｉ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｏｌｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ　４０ｄａｙｓ；ｆ．Ｐｌａｎｔｓ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．

２．５　生长调节类物质对愈伤组织器官发生的影响
由表２可知，单独采用ＢＡ或采用ＢＡ与ＮＡＡ结合，

均未能诱导愈伤组织器官发生。而采用ＢＡ和ＩＢＡ结合，
在暗培养条件下可诱导愈伤组织形成根，且较低浓度的
ＢＡ有利于根的发生（发生率４５％），当ＢＡ浓度达到５．０

ｍｇ／Ｌ时，根的发生被抑制。若将培养基中的ＩＢＡ换成
ＩＡＡ，则有利于芽的诱导。虽然较高浓度的ＢＡ有利于芽
的形成，但当ＢＡ浓度达到５．０ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织上发生
的芽开始出现玻璃化现象。将诱导获得的芽转到光下培
养２０ｄ后即可形成再生植株（图３－ｆ）。
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　　表２ 生长调节剂种类及浓度

对愈伤组织植株再生能力的影响

　　Ｔａｂｌｅ　２ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｙｐｅ　ａｎｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ
ｐｌａｎｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｌａｎｔ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｌｌｕｓ

培养基剂种类

Ｍｅｄｉｕｍ　ｔｙｐｅ

根诱导率

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ
ｏｆ　ｒｏｏｔ／％

芽诱导率

Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ
ｏｆ　ｂｕｄ／％

①ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 ０　 ０

②ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 ０　 ０

③ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 ４５　 ０

④ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 １１　 ０

⑤ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 １０　 ０

⑥ＢＡ　５．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 ０　 ０

⑦ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 ０　 １７

⑧ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 ０　 ２６

⑨ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 ０　 ３５

⑩ＢＡ　５．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ　 ０　 ５３

３　讨论
细胞的悬浮培养一般都采用胚性细胞。胚性细胞

是指在一定条件下具有体胚发生能力的细胞［６－７］。例
如，近年来禾谷类作物悬浮细胞培养取得重大进展，主
要是因为采用了从幼胚诱导出愈伤组织来建立悬浮细

胞培养系。然而在木本植物如苹果上，由于胚性组织
的愈伤组织诱导率非常低（５．０％），且植株再生能力也
很差［８］，因而造成苹果细胞培养的研究进展缓慢。若
能从苹果叶片诱导生长旺盛的愈伤组织建立悬浮培养

细胞系，则不仅材料容易得到，而且重复性好。在以往
的研究基础上提出以叶片再生不定芽的嫩叶作为外植

体，可诱导获得具有高增殖活力的愈伤组织。采用其
建立的悬浮细胞系，可在较短的时间内较高频率地诱
导获得再生植株，克服了前人研究中悬浮细胞植株再
生能力差的问题。分析其原因可能是再生不定芽的叶
片比较幼嫩，其生理生化代谢较旺盛，可塑性大，因而
易于分化诱导出生长旺盛、再生能力强的愈伤组织。
该研究发现悬浮细胞的继代培养次数影响细胞的

活力和植株再生能力，采用继代培养１～２次的悬浮细
胞，有利于获得较好的植株再生频率。悬浮细胞在固
体培养基上的增殖与铺板密度也有一定的相关性。悬
浮细胞只有达到一定的密度时，才能增殖获得愈伤组
织团。这可能与植物细胞分泌到细胞外的内源生长物
质有关。此外该试验通过采用不锈钢筛网过滤的方式
去除了悬浮培养液中大的细胞团，经固体培养基培养
后，可以获得大量来源均一的类似单细胞克隆的愈伤
组织。若辅以荧光标记分析，则可有效地分离细胞融
合或苹果转化过程中产生的嵌合体杂种细胞或转化细

胞，从而改进苹果育种方法，提高苹果的育种效率。
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