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红肉苹果组织培养及转基因体系的建立与优化
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　　摘　要：于早春取红肉苹果植株上当年生茎段，建立其组织培养体系，并对其组织培养体系
进行优化。结果表明：在添加０．２ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ　ＴＤＺ的ＭＳ培养基上红肉苹果叶盘不定
芽诱导率最高，再生率为１００％，平均每个叶盘再生９．５７个不定芽；１ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋１ｍｇ／Ｌ　ＢＡＰ组
合有利于植株扩繁，其扩繁率为８．２７；添加０．６ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ的培养基上的生根率最高，为９３．３％。
转基因测试结果表明，农杆菌菌株ＥＨＡ１０５适于红肉苹果的基因转化；农杆菌浸染后进行３ｄ的
共培养有利于转化效率的提高。
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　　红肉苹果（Ｍａｌｕｓ　Ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ　ｖａｒ．ｎｉｅｄｚｗｅｔｚｋｙａｎａ
（Ｄｉｅｃｋ）Ｌａｎｇｅｎｆ．）原产中国新疆，果皮和果肉全部为
红色，是优良的栽培果树和观赏树［１－２］。红肉苹果果肉
中富含多种具有保健功能的类黄酮，其中对抗癌起重
要作用的槲皮素含量要比苹果（Ｍａｌｕｓ　ｄｏｍｅｓｔｉｃａ）主栽
品种‘红富士’和‘嘎拉’高８０～２７０倍［３－５］。通过对普
通人群与摄取了大量含槲皮素和其它类黄酮食物的人
群比较发现，后者的乳腺癌、肺癌、胰腺癌和胃癌发病
率远远低于前者［６－７］。红肉苹果果肉中槲皮素的含量
比‘红富士’和‘嘎拉’高，理论上其果品的抗癌保健功
能要更强，对其进行深入研究对于中国野生基因资源
保护及开发利用具有重要理论和战略意义。
虽然红肉苹果富含保健功能的类黄酮，但其果实

相对较小、口感一般，且栽培过程中多种病虫害会影响
其产量。红肉苹果从种子播种到开花结果需要３～４ａ
的时间，通过传统的杂交育种改良其性状育种周期很
长，而通过转基因技术将优良性状基因有目的的转化
到红肉苹果中可以缩短其育种周期。该研究建立了一
个高效的红肉苹果叶盘不定芽再生组织培养体系和农
杆菌介导的基因转化体系，为通过基因工程提高其果
实品质、果实大小以及植株抗病虫害能力等提供良好
的理论和技术基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
该试验选择生长健壮的红肉苹果枝条为外植体，

农杆菌菌株ＥＨＡ１０５和ＬＢＡ４４０４作为工程农杆菌（其
基因组ＤＮＡ均含有１个利福霉素抗性基因）。
１．２　外植体处理与消毒
在芽萌动前１周左右（３月上旬）采集侧芽饱满的

茎段，先用自来水进行表面冲洗１ｈ，再用７０％酒精预
消毒１ｍｉｎ，然后用１０％次氯酸钠溶液消毒１５ｍｉｎ，处
理过程中用磁力搅拌器搅动以帮助清洗样品，在次氯
化钠溶液中加入几滴吐温（Ｔｗｅｅｎ）溶液进行表面消
毒，用灭菌去离子水在超净工作台上清洗消毒后的茎
段３次，然后将其切成包含１个饱满芽（芽距离上下端
各约１～２ｃｍ）的茎段，将该茎段接种在扩繁培养基
（ＭＳ＋０．１ｇ／Ｌ肌醇＋０．１ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋１ｍｇ／Ｌ　ＢＡＰ＋
０．８％琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，ｐＨ　５．８）上，芽朝上以“ｙ”形
斜插入培养基进行培养，每个试管内放置１个茎段。
培养环境条件为４　０００～６　０００ｌｘ的光照、１６ｈ／ｄ的光
周期和２５℃的室温，培养４周后进行鉴定。
１．３　组织培养体系优化
１．３．１　再生体系　以 ＭＳ＋０．１ｇ／Ｌ肌醇为基础培养
基，分别以０．１、０．２、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ与０．３、０．６、
１．０、２．０ｍｇ／Ｌ　ＴＤＺ进行正交组合，组合为１６种培养
基，对植物激素浓度配比进行优化。从通过茎段再生
获得的植株上选取完全展开的４片最幼嫩的叶子，切
成０．５～１ｃｍ２大小的叶盘，生理正面朝下放在培养基
上，每个培养皿放置１０个叶盘，先暗培养２周，然后放
在光下培养，每２周更换１次培养基，６周后统计不定
芽发生数量，计算其诱导率。
１．３．２　扩繁体系　以 ＭＳ＋０．１ｇ／Ｌ肌醇为基础培养
基，分别以０．０５、０．１、０．２、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ的ＩＢＡ与
１．０ｍｇ／Ｌ　ＢＡＰ进行植物激素组合，组合为５种培养
基，对红肉苹果植株扩繁培养基激素浓度配比进行优
化。取高度在２ｃｍ以上的芽，接种到装有上述培养基
的培养瓶中。４周以后统计高度在２ｃｍ以上的芽的数
量，计算扩繁系数。

５７１



·生物技术· 北方园艺２０１１（１５）：１７５～１７９

１．３．３　生根体系　以 ＭＳ＋０．１ｇ／Ｌ肌醇为基础培养
基，分别加入０、０．３、０．６、１．０和２．０ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ。选择
生长健壮、高度在３ｃｍ以上的无根组织培养苗接种到
上述培养基上。分别在普通组织培养光照条件下
（４　０００～６　０００ｌｘ）和弱光照条件下（１　０００～１　５００ｌｘ）进
行培养，４周以后统计生根植株的数量，计算生根率。
１．４　抗生素敏感试验
１．４．１　抑菌抗生素敏感性测试　将红肉苹果叶盘接
种在添加０、２５、５０、１００、２００和４００ｍｇ／Ｌ替卡西林
（Ｔｉｃａ　ｒｃｉｌｌｉｎ）的经过优化的Ｒ７（表１）再生培养基上诱
导不定芽分化。暗培养２周后转移到光下培养，每２
周更换１次培养基，６周后统计愈伤组织鲜重及植株
的再生率，确定合适的抗生素筛选浓度。
１．４．２　筛选抗生素的敏感性测试　将红肉苹果叶盘
分别接种在添加０、１２．５、２５、５０、１００和２００ｍｇ／Ｌ卡那
霉素（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ）的Ｒ７（表１）再生培养基中上诱导不
定芽分化。暗培养２周后转移到光下培养，每２周更
换１次培养基，６周后统计愈伤组织鲜重及植株的再
生率，以植物叶盘不能再生植株的最低卡纳霉素浓度
为抗生素筛选的最佳浓度。
１．５　农杆菌介导的ＧＵＳ基因转化体系
用牙签从农杆菌（菌株ＥＨＡ１０５和ＬＢＡ４４０４）培

养皿里面取出一个菌群，接种到１５ｍＬ含有相应抗生
素的ＹＥＢ培养液中，在２８℃和１６０ｒ／ｍｉｎ条件下过夜
培养。将农杆菌培养液在４　０００ｒ／ｍｉｎ的转速下离心
１０ｍｉｎ后，用 ＭＳ培养液将菌株沉淀稀释到 ＯＤ６００为
０．８。取完全展开的４片最幼嫩的红肉苹果叶子，切成
０．５～１ｃｍ２大小的叶盘，用稀释过的农杆菌浸染叶盘
１５ｍｉｎ后用滤纸吸去液体残留；把浸染过的叶盘生理
正面朝下放在新Ｒ７培养基中暗培养。分别共培养０、
１、２、３和４ｄ，先用无菌水清洗叶盘２次，每次１５ｍｉｎ，
然后用３００ｍｇ／Ｌ的替卡西林溶液震荡清洗１５ｍｉｎ。
将叶盘用滤纸吸干后放在筛选培养基（Ｒ７＋５０ｍｇ／Ｌ
卡纳霉素＋１００ｍｇ／Ｌ替卡西林）上继续暗培养，２周后
更换培养基，放在光照条件下继续培养。６周后取再

生植株按照Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ的方法［８］进行组织化学的
ＧＵＳ测试：把再生植株放在ＧＵＳ测试溶液中，用真
空使溶液渗透到植物材料中，在３７℃条件下过夜孵
育，然后放在７０％的乙醇中去除叶绿素、保持叶片的
兰色；观察植物材料颜色变化，有 ＧＵＳ基因表达的
材料被染成蓝色；统计ＧＵＳ基因转化率［ＧＵＳ基因
转化率＝（显蓝色的植株数／被检测的外植体数）×
１００％］；选择转化率最高的处理为该试验体系的最佳
处理。

２　结果与分析
２．１　外植体处理与消毒
将红肉苹果枝条消毒后切取５０个茎段，在苹果

扩繁培养基上培养６周后，其中２１个样本没有被感
染，１４个样本侧芽萌发出新梢。将萌发的新梢切下
后接种到新的苹果扩繁培养基上进行培养，让其形成
大的植株，以后每４周继代培养１次，扩繁的材料用
于下一步的组织培养体系优化试验。
２．２　组织培养体系的优化
２．２．１　再生体系优化　以１６种组合对不定芽再生诱
导的激素浓度配比进行了优化，测试了不同组合对不定
芽再生率及每叶盘不定芽数量的影响。结果显示，
０．２ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋０．６ｍｇ／Ｌ　ＴＤＺ和０．２ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋
１．０ｍｇ／Ｌ　ＴＤＺ的激素组合都具有很高的不定芽诱导率
（表１）在添加０．２ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ　ＴＤＺ的培养基
上再生不定芽数量更多，而在添加０．２ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋
０．６ｍｇ／Ｌ　ＴＤＺ的培养基上再生不定芽总体上更大一
些。因此，在转基因体系研究中选择再生不定芽较多的
０．２ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ　ＴＤＺ的植物激素组合。
２．２．２　扩繁体系优化　为了能够快速获得大量植株，对
其扩繁体系进行了优化。以 ＭＳ＋０．１ｇ／Ｌ肌醇为基础
培养基，以０．０５、０．１、０．２、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ 与１．０
ｍｇ／Ｌ　ＢＡＰ组合为５种培养基，对红肉苹果植株扩繁培
养基植物激素浓度配比进行优化。结果表明，添加了
１．０ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ　ＢＡＰ的培养基上扩繁系数最
高，达到８．２７（表２、图１）。

　　表１ 不同植物激素组合对红肉苹果叶盘不定芽再生的影响

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｓｈｏｏｔｓ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍａｌｕｓ　ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ　ｖａｒ．ｎｉｅｄｚｗｅｔｚｋｙａｎａｆｒｏｍ　ｌｅａｆ　ｅｘｐｌａｎｔｓ　ｏｎ　ＭＳ　ｍｅｄｉｕｍ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

编号Ｃｏｄｅ
植物激素

Ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ／ｍｇ·Ｌ－１
叶盘数量

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔｓ
植株再生叶盘数量Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ　ｓｈｏｏｔｓＲｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｅｘｐｌａｎｔｓ

再生率
Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ／％

再生植株数量
Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｓｈｏｏｔｓ

每个叶盘植株数量
Ｓｈｏｏｔｓ　ｐｅｒ　ｅｘｐｌａｎｔｓ

Ｒ１　 ０．１ＩＢＡ＋０．３ＴＤＺ　 ３０　 ２３　 ７６．７　 １２７　 ４．２３
Ｒ２　 ０．１ＩＢＡ＋０．６ＴＤＺ　 ３０　 ２５　 ８３．３　 １５４　 ５．１３
Ｒ３　 ０．１ＩＢＡ＋１．０ＴＤＺ　 ３０　 ２１　 ７０．０　 １５３　 ５．１０
Ｒ４　 ０．１ＩＢＡ＋２．０ＴＤＺ　 ３０　 ２１　 ７０．０　 ９７　 ３．２３
Ｒ５　 ０．２ＩＢＡ＋０．３ＴＤＺ　 ３０　 ２３　 ７６．７　 １５１　 ５．０３
Ｒ６　 ０．２ＩＢＡ＋０．６ＴＤＺ　 ３０　 ３０　 １００　 ２７２　 ９．０７
Ｒ７　 ０．２ＩＢＡ＋１．０ＴＤＺ　 ３０　 ３０　 １００　 ２８７　 ９．５７
Ｒ８　 ０．２ＩＢＡ＋２．０ＴＤＺ　 ３０　 ２６　 ８６．７　 ２０７　 ６．９０
Ｒ９　 ０．５ＩＢＡ＋０．３ＴＤＺ　 ３０　 ２４　 ８０．０　 １１１　 ３．７０
Ｒ１０　 ０．５ＩＢＡ＋０．６ＴＤＺ　 ３０　 ３０　 １００　 １７４　 ５．８０
Ｒ１１　 ０．５ＩＢＡ＋１．０ＴＤＺ　 ３０　 ２８　 ９３．３　 ２０５　 ６．８３
Ｒ１２　 ０．５ＩＢＡ＋２．０ＴＤＺ　 ３０　 ２８　 ８３．３　 １７２　 ５．７３
Ｒ１３　 １．０ＩＢＡ＋０．３ＴＤＺ　 ３０　 ５　 １６．７　 １１　 ０．３７
Ｒ１４　 １．０ＩＢＡ＋０．６ＴＤＺ　 ３０　 １６　 ５３．３　 ５４　 １．８０
Ｒ１５　 １．０ＩＢＡ＋１．０ＴＤＺ　 ３０　 ２２　 ７３．３　 １０８　 ３．６０
Ｒ１６　 １．０ＩＢＡ＋２．０ＴＤＺ　 ３０　 ２５　 ８３．３　 １３４　 ４．４７
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　　表２ 红肉苹果在附加不同浓度植物
激素培养基上的扩繁

Ｔａｂｌｅ　２　Ｓｈｏｏｔｓ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍａｌｕｓ　ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ　ｖａｒ．ｎｉｅｄｚｗｅｔｚｋｙａｎａ
ｏｎ　ＭＳ　ｍｅｄｉｕｍ　ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

植物激素
Ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ
／ｍｇ·Ｌ－１

接种植株数量
Ｎｏ．ｏｆ　ｔｅｓｔｅｄ
ｓｈｏｏｔｓ

扩繁植株数量
Ｎｏ．ｏｆ　ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ

ｓｈｏｏｔｓ

扩繁系数
Ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

０．１ＩＢＡ＋１．０ＢＡＰ　 ３０　 ２３　 ０．７７

０．２ＩＢＡ＋１．０ＢＡＰ　 ３０　 ５５　 １．８３

０．５ＩＢＡ＋１．０ＢＡＰ　 ３０　 １２６　 ４．２０

１．０ＩＢＡ＋１．０ＢＡＰ　 ３０　 ２４７　 ８．２７

２．０ＩＢＡ＋１．０ＢＡＰ　 ３０　 １２４　 ４．１３

２．２．３　生根体系优化　为了确定诱导红肉苹果根萌生
的最佳条件，以ＭＳ＋０．１ｇ／Ｌ肌醇为基础培养基，用０、
０．３、０．６、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ和正常光照、弱光条件相

组合进行了测试。培养４周后结果表明，在弱光条件培
养下植株生根率比在正常光照条件下培养的要高１倍。
在ＩＢＡ浓度为０．６ｍｇ／Ｌ的培养基上诱导生根率最高，
达到９３．３％（表３）。
２．３　红肉苹果的抗生素敏感性测试
２．３．１　抑菌抗生素敏感性测试　替卡西林（Ｔｉｃ
ａｒｃｉｌｌｉｎ）是苹果农杆菌介导的叶盘转化法中常用的一种
抑制农杆菌生长的抗生素，但过高浓度的替卡西林会抑
制不定芽再生。为了在不影响植物细胞再生的基础上
有效抑制农杆菌的过度生长，对其使用浓度进行了优
化。结果表明，当替卡西林浓度从０增至１００ｍｇ／Ｌ
时，不定芽再生率从１００％降到７８．３％；当替卡西林浓
度增加至２００ｍｇ／Ｌ时，不定芽诱导率下降至１３．３％，
同时抑制不定芽的伸长和生长；而当浓度增加到
４００ｍｇ／Ｌ时，不定芽诱导率降到０（表４）。综合上述结
果，１００ｍｇ／Ｌ替卡西林浓度为合适的抑菌浓度。

　　表３ 不同光照条件和不同ＩＢＡ浓度培养基上红肉苹果的生根情况
　　Ｔａｂｌｅ　３ Ｒｏｏｔ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍａｌｕｓ　ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ　ｖａｒ．ｎｉｅｄｚｗｅｔｚｋｙａｎａｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ　ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ　ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＩＢＡ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｉｇｈｔ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

浓度 接种植株数量 正常光照 Ｎｏｒｍａｌ　ｌｉｇｈｔ 弱光 Ｗｅａｋ　ｌｉｇｈｔ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／ｍｇ·Ｌ－１

Ｎｏ．ｏｆ　ｔｅｓｔｅｄ　ｓｈｏｏｔｓ
生根植株数量

Ｎｏ．ｏｆ　ｒｏｏｔ　ｆｏｒｍｉｎｇ　ｓｈｏｏｔｓ
生根率

Ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ／％
生根植株数量

Ｎｏ．ｏｆ　ｒｏｏｔ　ｆｏｒｍｉｎｇ　ｓｈｏｏｔｓ
生根率

Ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ／％

０　 ３０　 ０　 ０　 ０　 ０

０．３ＩＢＡ　 ３０　 ５　 １６．７　 ２２　 ７３．３

０．６ＩＢＡ　 ３０　 １３　 ４３．３　 ２８　 ９３．３

１．０ＩＢＡ　 ３０　 ９　 ３０　 １４　 ４６．７

１．５ＩＢＡ　 ３０　 ２　 ６．７　 ５　 １６．７

２．０ＩＢＡ　 ３０　 ０　 ０　 ２　 ６．７

２．３．２　筛选抗生素敏感性测试　农杆菌菌株
ＥＨＡ１０５和ＬＢＡ４４０４被用于转基因体系优化，ｐＢＩ１２１
双元载体被转化到这２种菌株里，ｐＢＩ１２１拥有１个编
码抗卡那霉素蛋白的选择性标记基因ＮＰＴＩＩ（新霉素
磷酸转移酶二）。卡那霉素具有能够杀死非转基因细
胞的毒性，同时死亡的细胞会对周围的转化细胞产生
不利的影响。因此，选择使用抗生素的最佳浓度非常
重要。一方面，选择压力不应该太低，以防止非转基因
细胞的再生。另一方面，它不应该太高，以防止转基因
细胞被杀死。红肉苹果叶盘鲜重及不定芽再生率情况
见表５。随着卡那霉素浓度从０增到５０ｍｇ／Ｌ，植株再
生率从１００％下降至０。在卡那霉素浓度为２５ｍｇ／Ｌ
的培养基上，６０个叶盘中只有２个再生出不定芽；在卡
那霉素浓度为５０ｍｇ／Ｌ的培养基上叶盘有愈伤组织形
成，但随着培养时间的延长，没有观察到不定芽分化；
当培养基中卡那霉素浓度大于１００ｍｇ／Ｌ时已完全抑
制愈伤组织形成，叶片发黄并褐化死亡。上述结果表
明，５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素浓度为转基因试验最佳筛选
浓度。

　　表４ 替卡西林对红肉苹果愈伤

组织鲜重及不定芽再生的影响
Ｔａｂｌｅ　４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｉｃａｒｃｉｌｌｉｎ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｃｏｎｔｒｏｌ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｇｒｏｗｔｈ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｒｅｓｈ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｃａｌｌｕｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ
ｏｆ　ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｓｈｏｏｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｍａｌｕｓ　ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ　ｖａｒ．ｎｉｅｄｚｗｅｔｚｋｙａｎａ
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｍｇ·Ｌ－１
鲜重

Ｆｒｅｓｈ　ｗｅｉｇｈｔ／ｍｇ

再生率

Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ／％
０　 １４１±３．４　 １００
２５　 １２８±４．８　 ９３．３±１．５
５０　 ９７±３．７　 ８６．７±１．５
１００　 ６１±３．１　 ７８．３±２．１
２００　 ３５±１．３　 １３．３±０．６
４００　 １５±０．７　 ０

　　注：每个试验变化重复３次，每个重复培养２０个叶盘。再生率＝（产生不定

芽叶盘数／接种叶盘数）×１００％。下同。

Ｎｏｔｅ：Ｅａｃｈ　ｎｕｍｅｒｉｃａｌ　ｖａｌｕｅ　ｉｓ　ａｎ　ａｖｅｒａｇｅ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ　ｉｎ　ａ　ｓｅｔ　ｏｆ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｔｗｅｎｔｙ　ｌｅａｆ　ｅｘｐｌａｎｔｓ　ｗｅｒｅ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ；Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ＝（ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｓｈｏｏｔｓ／ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔｓ）×１００％．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ

ｂｅｌｏｗ．

２．４　农杆菌介导的转基因体系优化
为了得到优化的红肉苹果转基因体系，选择了农

杆菌菌株ＬＢＡ４４０４、ＥＨＡ１０５和０～４ｄ的共培养时间
进行了组合测试。ＧＵＳ测试结果表明，农杆菌菌株
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ＥＨＡ１０５比ＬＢＡ４４０４更适于农杆菌介导的红肉苹果
遗传转化，在５０个共培养３ｄ的叶盘中有６个再生出
ＧＵＳ阳性植株，所以，其最优的共培养时间为３ｄ（表
６、图２）。
　　表５ 卡纳霉素对红肉苹果愈

伤组织鲜重及不定芽再生的影响
Ｔａｂｌｅ　５　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｋａｎａｍｙｃｉｎ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｓｅｌｅｃｔ　ＮＰＴ　ＩＩ－ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ
ｃｅｌｌｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｆｒｅｓｈ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｃａｌｌｕｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ
ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｓｈｏｏｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｍａｌｕｓ　ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ　ｖａｒ．ｎｉｅｄｚｗｅｔｚｋｙａｎａ
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｍｇ·Ｌ－１
鲜重

Ｆｒｅｓｈ　ｗｅｉｇｈｔ／ｍｇ

再生率

Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ／％

０　 １４１±３．４　 １００

１２．５　 １０２±２．９　 ８８．３±１．２

２５　 ５５±２．２　 ３．３±０．６

５０　 ２１±１．３　 ０

１００　 １２±０．５　 ０

２００　 ９±０．１　 ０

表６　农杆菌介导的红肉苹果基因转化条件优化
Ｔａｂｌｅ　６　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｅｄｉａｔｅｄ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｓｉｔｕａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｍａｌｕｓ　ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ　ｖａｒ．ｎｉｅｄｚｗｅｔｚｋｙａｎａ

农杆菌菌株
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｔｒａｉｎ

共培养时间
Ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ　ｔｉｍｅ／ｄ

ＧＵＳ测试阳性再生植株比例
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ＧＵＳ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｓｈｏｏｔｓ／％

ＥＨＡ　１０５　 ０　 ０　（０／５０）

１　 ０　（０／５０）

２　 ６　（３／５０）

３　 １２　（６／５０）

４　 ２　（１／５０）

ＬＢＡ　４４０４　 ０　 ０　（０／５０）

１　 ０　（０／５０）

２　 ２　（１／５０）

３　 ４　（２／５０）

４　 ０　（０／５０）

３　结论与讨论
试验选择了早春为材料采集时间，因为这个季节

冬天刚结束，温度比较低，病菌少；且此时期芽即将萌
动，储存了大量营养物质，有利于芽的萌发。把消毒后
的茎段放在试管里面培养，每个试管放１个茎段，每个
茎段包含１个芽，可以有效的避免交叉感染。
与其它苹果属植物相比，红肉苹果最优的扩繁和

生根培养基中ＩＢＡ浓度都相对较高，这可能是因为红
肉苹果植株体内积聚了大量的类黄酮的原因。许多文
章报导了特定种类的类黄酮能够抑制生长素在植物体
内的运输。当把西葫芦栽培在含有奎宁酸的基质上
后，导致其体内类黄酮的积聚，抑制了其顶端产生的生
长素向下胚轴的运输；其原因被证明是类黄酮具有与
一种 生 长 素 运 输 抑 制 剂 Ｎａｐｈｔｈｙｌｐｈｔｈａｌａｍｉｃ　ａｃｉｄ
（ＮＰＡ）相结合，进而阻碍生长素在植物体内运输的功
能［９－１０］。通过ＲＮＡ干扰抑制了豆科模式植物蒺藜苜
蓿中类黄酮合成后，降低了其对生长素运输的抑制作
用［１１］。许多活体试验数据表明内源类黄酮浓度的变
化会导致生长素的运输情况变化，验证了类黄酮是植
物体生长素运输的内源调控因子的假说［１２］。在试验

图１　红肉苹果组织培养不同时期形态
Ｆｉｇ．１　Ｆｏｒｍ　ｏｆ　Ｍａｌｕｓ　ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ　ｖａｒ．ｎｉｅｄｚｗｅｔｚｋｙａｎａ

ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｓｓｕｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｐｈａｓｅ
注：Ａ：愈伤组织形成；Ｂ：不定芽再生；Ｃ：植株扩繁；Ｄ：诱导生根。

Ｎｏｔｅ：Ａ：ｃａｌｌｕｓ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ；Ｂ：ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｓｈｏｏｔｓ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；

Ｃ：ｓｈｏｏｔｓ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ；Ｄ：ｒｏｏｔｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．

图２　ＧＵＳ基因在转基因红肉苹果中的表达
Ｆｉｇ．２　ＧＵＳ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｓｈｏｏｔｓ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

Ｍａｌｕｓ　ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ　ｖａｒ．ｎｉｅｄｚｗｅｔｚｋｙａｎａ
注：Ａ：对照植株；Ｂ：转基因植株。

Ｎｏｔｅ：Ａ：ｗｉｌｄ　ｔｙｐｅ　ｓｈｏｏｔｓ；Ｂ：ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｓｈｏｏｔｓ．

中可能是因为类黄酮大量积聚，导致植株顶端产生的
生长素向下运输被抑制，需要从培养基中吸收更多的
生长素以促进其扩繁或生根。这在生根体系优化试验
中也可以得到验证，在弱光培养下的植株生根效率要
比正常光照条件下的生根率高１倍以上（表３）；通过观
察发现，在弱光培养条件培养的植株颜色开始变绿，红
色色素（花青素，类黄酮的一种）积聚明显少于直接放
置于正常光照下的处理植株（图１）。该试验结果可以
为红叶碧桃、红叶樱、红叶李、红叶小檗、红枫等红色叶
植物的组织培养体系构建提供一定的理论参考，在这
类植物组织培养体系构建与优化过程中可以考虑适当

提高生长素的浓度。
影响农杆菌介导的苹果属植物基因转化效率因素

主要为农杆菌菌系选择和共培养时间［１３－１４］。为了获得
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实验室中可操作的红肉苹果转基因技术体系，对
ＬＢＡ４４０４和ＥＨＡ１０５农杆菌菌株与５个时间梯度进
行了正交实验。再生植株的ＧＵＳ测试试验结果表明，
农杆菌菌株ＥＨＡ１０５比ＬＢＡ４４０４更适于农杆菌介导
的红肉苹果遗传转化。３ｄ的共培养时间显示了最高
的转基因效率，而无共培养和１ｄ共培养时间的叶盘
完全没有再生出ＧＵＳ阳性新植株，这除了共培养时间
短，浸染效率低的原因以外，可能还有２个原因：过早
的筛选，非转基因细胞被杀死后营养运输受阻；抗生素
抗性基因表达需要足够时间来进行孵育。而在４ｄ的
共培养后农杆菌大量繁殖，叶盘褐化严重，直接影响叶
盘愈伤组织再生，降低了转基因效率。
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