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适用于新疆野核桃 ＳＳＲ－ＰＣＲ 的
快速提取ＤＮＡ的方法
王 肇 延，董 玉 芝，陈 　 虹，王 瑞 芬

（新疆农业大学 林学与园艺学院，新疆 乌鲁木齐８３００５２）

　　摘　要：以新疆野核桃幼叶为试材，采用活性碳改良的高盐低ｐＨ法和常用的改良ＣＴＡＢ法
进行ＤＮＡ提取，并检测提取的ＤＮＡ。结果表明：快速提取法提取ＤＮＡ的质量与ＣＴＡＢ法相比
无明显差异。除研磨样品的时间外，快速提取法完成一次提取所需时间为３５ｍｉｎ左右，约为
ＣＴＡＢ法的１／３；提取１００个样品所消耗的药品价值为７．８元，与ＣＴＡＢ法相比节省成本约６０％。
该研究为新疆野核桃遗传多样性的分析奠定了坚实的基础，也为其它大规模研究样品ＤＮＡ的提
取提供了技术支持。
关键词：活性炭；快速提取ＤＮＡ；野生核桃
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　　ＤＮＡ的提取是生物分子水平研究的基础，根据分
子标记的不同，所需ＤＮＡ的质量、用量均不相同，如
ＳＳＲ分子标记需要ＤＮＡ的质量为中高，ＰＣＲ反应体系
中ＤＮＡ模板的用量为１０～１２０ｎｇ；而ＲＦＬＰ需要高质
量的ＤＮＡ，用量为５～３０μｇ

［１－２］。新疆野核桃是栽培核
桃的直系祖先，拥有大量的优良基因及丰富的遗传多样
性，是我国重要的野生果树资源，其组织中含有大量的
多糖、多酚和色素等物质，在ＤＮＡ提取过程中极难完全
除去［３］。前人针对核桃的特点，在ＣＴＡＢ法的基础上进
行优化、改良［４］，均已获得较高质量的ＤＮＡ［５］，但这些方
法的提取步骤较复杂，会占用大量研究时间［６－７］，并且所
用到的试剂中氯仿、Ｔｒｉｓ－饱和酚等存在较大毒性，对实
验人员不利［８］。因此，这些方法并不适用于提取ＤＮＡ
份数较多的试验，但目前未见快速、无毒、适合大规模核
桃样品ＤＮＡ提取的相关研究。该研究针对上述情况，
建立了一种快速、低毒、适合样品数量繁多的ＤＮＡ提取
方法，并且已应用于大规模野核桃ＳＳＲ－ＰＣＲ的检测中。

１　材料与方法
１．１　试验材料
于２００９～２０１０年４月中旬至６月，在新疆巩留县

野核桃沟自然保护区采集试验所用野核桃材料。将采

集的野核桃幼嫩叶片用硅胶干燥法处理，并将处理好
的试验材料密封，保存于避光、干燥、通风的环境。
高盐低ｐＨ提取缓冲液：０．１ＭＮａＡｃ（ｐＨ　４．８）、

０．０５ＭＥＤＴＡ（ｐＨ　８．０）、０．５ＭＮａＣｌ、０．８％ＰＶＰ、１．４％
ＳＤＳ，分装后高压灭菌，室温保存。ＣＴＡＢ提取缓冲液：
２％ＣＴＡＢ、１．４Ｍ ＮａＣｌ、０．８％ ＰＶＰ、０．１Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
（ｐＨ　８．０）、０．０２ＭＥＤＴＡ（ｐＨ　８．０），高压灭菌，室温
保存。
１．２　试验方法
取０．０２ｇ硅胶干燥的野核桃幼叶置于研钵中，加入

适量液氮快速将其研磨成粉状装入１．５ｍＬ离心管中
待用。
１．２．１　快速提取法（改良高盐低ｐＨ法）　向装有材
料的离心管中加入适量灭菌的活性炭和６００μＬ预热
６５℃的高盐低ｐＨ提取缓冲液，置于６５℃水浴中颠倒
混匀１０ｍｉｎ；加入１／２体积的 ＫＡｃ混匀，室温静置
５ｍｉｎ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ、室温离心５ｍｉｎ，取上清液（若上
清液中仍有杂质，可重复１次）；加入０．７倍体积的４℃
异丙醇，混匀、－２０℃沉淀１０ｍｉｎ后，１０　０００ｒ／ｍｉｎ、室
温离心５ｍｉｎ，弃上清；用４℃７０％乙醇洗涤２～３次，
４℃无水乙醇洗涤１次，自然风干，加入５０μＬ的１×
ＴＥ，使ＤＮＡ完全溶解，－２０℃保存备用。
１．２．２　改良ＣＴＡＢ法　向装有材料的离心管中加入
预热６５℃的ＣＴＡＢ 提取液６００μＬ充分混匀，置于
６５℃水浴中３０ｍｉｎ，每５ｍｉｎ充分颠倒混匀１次；冰浴
５ｍｉｎ，向离心管中加入等体积的氯仿－异戊醇，颠倒混
匀至不分层（大约５ｍｉｎ），１０　０００ｒ／ｍｉｎ、室温离心
５ｍｉｎ；取上清液于新离心管中，加入等体积的苯酚－氯
仿－异戊 醇，颠 倒 混 匀 至 不 分 层 （大 约 ５ ｍｉｎ），
１２　０００ｒ／ｍｉｎ、２０℃离心５ｍｉｎ；取上清液，加入等体积
的氯仿－异戊醇，颠倒混匀（大约５ｍｉｎ），１０　０００ｒ／ｍｉｎ、
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室温离心５ｍｉｎ；取上清液，加入２倍体积４℃的无水
乙醇，混匀后至－２０℃沉淀３０ｍｉｎ，１２　０００ｒ／ｍｉｎ、２０℃
离心５ｍｉｎ；弃上清液，用４℃７０％乙醇洗涤２～３次，
４℃无水乙醇洗涤１次，自然风干，加入５０μＬ的１×
ＴＥ，使ＤＮＡ完全溶解，－２０℃中保存备用。
１．２．３　ＤＮＡ的鉴定　用紫外法和琼脂糖电泳对全部
野核桃叶片基因组ＤＮＡ进行质量检测，操作如下：用
１×ＴＥ做空白对照，并取１μＬ　ＤＮＡ用ｄｄ　Ｈ２Ｏ稀释
至２０μＬ，用岛津ＢｉｏＳｐｅｃ－ｍｉｎｉ蛋白质核酸分析仪测定
ＤＮＡ原液的ＯＤ２６０／２８０值和浓度，根据ＯＤ２６０／２８０值确定
提取ＤＮＡ的纯度。用１μＬ混有荧光染料的溴酚蓝与
５μＬ　ＤＮＡ样品混合，以λＤＮＡ　ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ为参
照，用０．８％～１％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ的大小
及降解情况，并用 ＵＶＰ凝胶成像系统进行观察和拍
照。采 用 鼎 国 生 物 合 成 的 ＺＭＺ５ 引 物［９］ （５′－
ＧＧＣＴＴＣＣＴＴＣＣＣＴＴＣＴＡＴ－３′、５′－ＧＣＴＧＣＴＴＣＴＧＣ
ＴＴＧＴＣＴＴ－３′）。利用刘晓丽等［１０］建立并优化的核桃
ＳＳＲ反应体系和ＰＣＲ扩增程序。根据引物合成提供
的温度及实际凝胶电泳的结果，最终将扩增程序的退
火温度确定为５６℃。将ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增产物用８％非
变性聚丙烯酰胺凝胶检测其扩增产物并观察拍照。

２　结果与分析
２．１　ＤＮＡ质量的比较
２．１．１　琼脂糖凝胶电泳检测　由图１可知，全部点样孔
及其附近无条带，表明所提取的ＤＮＡ中几乎无多酚、蛋白
等杂质残留；ＤＮＡ条带明亮、整齐、无拖尾现象，表明所提
取ＤＮＡ的质量很高；野核桃ＤＮＡ条带在２３　１３０ｂｐ附近，
表明２种方法提取的ＤＮＡ有较高的完整性。泳道４和４′
的ＤＮＡ条带明显比泳道２和２′的ＤＮＡ条带明亮，泳道３
和３′的ＤＮＡ条带也比泳道１和１′的ＤＮＡ条带明亮，说
明快速提取法提取的ＤＮＡ在浓度上要明显高于改良
ＣＴＡＢ法。分析原因，快速提取法的操作步骤明显少于改

图１　比较２种ＤＮＡ提取方法的电泳结果
注：泳道 Ｍ：λＨｉｎｄⅢＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；泳道１、２的提取方法为改良
ＣＴＡＢ法；泳道３、４号提取方法为改良高盐低ｐＨ法；泳道１、３
为相同样品；泳道２、４为相同样品；泳道路１′、２′、３′、４′为泳道
１、２、３、４的重复。

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ａｇａｒｏｓｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ
ｃｏｍｐａｒｉｎｇ　ｗｉｔｈ　２ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ＤＮＡ　ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｎｏｔｅ：Ｌａｎｅ　Ｍ：λＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ　Ｍａｒｅｒ．Ｌａｎｅ　１ａｎｄ　２ｏｆ　ｔｈｅ

ｅｘｔｒａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　ｉｓ　ｔｈｅ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ＣＴＡＢ　ｍｅｔｈｏｄ；ｌａｎｅｓ　３
ａｎｄ　４ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ　ｉｓ　ｈｉｇｈ－ｐＨ　ｉｍｐｒｏｖｅｄ　ｍｅｔｈｏｄ；

ｌａｎｅｓ　１，３ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｓａｍｐｌｅ；ｌａｎｅｓ　２，４ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ
ｓａｍｐｌｅ；ｌａｎｅ　１′，２′，３′，４′ａｒｅ　ｔｈｅ　ｒｅｐｅａｔ　ｏｆ　ｌａｎｅｓ　１，２，３，４．

良ＣＴＡＢ法，在操作过程中ＤＮＡ的损耗少；快速提取
法提取ＤＮＡ的时间短，ＤＮＡ降解量相应减少。
２．１．２　紫外法检测　从表１可看出，２种提取方法获
得ＤＮＡ的ＯＤ２６０／２８０均在１．８～２．０之间（结合图１），表
明ＤＮＡ的纯度都比较高；从ＤＮＡ浓度的整体上看，
快速提取法获得ＤＮＡ浓度的平均值０．９０４５μｇ／μＬ，
是改良ＣＴＡＢ法获得ＤＮＡ浓度均值１．５倍以上。
表１　２种提取方法所获ＤＮＡ浓度、纯度的比较

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｃｏｍｐａｒｅ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ＤＮＡ’ｓ　ｐｕｒｉｔｙ　ａｎｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　２ｓｏｒｔｓ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ

ＤＮＡ的编号

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ＤＮＡ
１　 ２　 １′ ２′ ３　 ４　 ３′ ４′

ＯＤ２６０／２８０　 １．９１４　１．９００　１．９２９　１．９５５　１．８３７　１．８１９　１．８４９　１．８９６
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／μｇ·μＬ－１
０．４４４　０．６５３　０．５６４　０．７１１　０．８０４　１．０２１　０．８５７　０．９３７

２．１．３　ＳＳＲ分子标记检测　采用快速提取法和改良
ＣＴＡＢ法提取的基因组ＤＮＡ经ＳＳＲ扩增检测（图２），
结果发现二者ＤＮＡ扩增条带带型完全一致，并且条带
极为清晰。说明２种方法提取基因组ＤＮＡ的质量均
满足ＳＳＲ分子标记技术的要求。图３是快速提取法提
取的２４份野生核桃基因组ＤＮＡ经ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的
结果，表明该法提取的ＤＮＡ除扩增的条带清晰，还具
有良好的重复性和稳定性。

图２　不同提取方法对野核桃基因组
　　ＤＮＡ　ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｎ
ＳＳＲ－ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｆｏｒｍ　２ｗｉｌｄ　ｗａｌｎｕｔｓ

ｕｓｉｎｇ　ｐｒｉｍｅｒ　ＺＭＺ５

２．２　比较２种提取ＤＮＡ方法提取时间和药剂的使用
２．２．１　２种方法提取ＤＮＡ所需时间的比较　由表２可
知，改良ＣＴＡＢ法处理样品的时间为１００ｍｉｎ，而快速提
取法处理样品所需时间仅为３５ｍｉｎ，约是改良ＣＴＡＢ法
处理时间的１／３。对比２种方法可知，改良高盐低ｐＨ
法处理样品的时间极短，能够明显提高提取效率。
２．２．２　提取所用药剂的比较　由表３、４可知，快速提
取法在提取１００株野核桃样品所使用的药品成本仅为
７．８元，而改良ＣＴＡＢ法所使用的药品成本是１９．３元。
使用改良ＣＴＡＢ法提取全部（４　４５７株）野核桃样品的
ＤＮＡ所需花费的药品成本约为８６０元，而快速提取法
的药品成本仅是前者的２／５，可节省５２２元。由表４可
知，研究中快速提取法使用的毒性挥发药剂仅有２种，
并且这２种毒剂使用极少，对人体几乎不造成伤害；而
改良ＣＴＡＢ法使用的毒性挥发药剂是前者的２倍，其
中氯仿、异戊醇对人体中枢神经系统有较强的伤害。
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图３　利用引物ＺＭＺ５对２４份野生核桃ＤＮＡ进行ＳＳＲ－ＰＣＲ扩增的结果
Ｆｉｇ．３　ＳＳＲ－ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　２４ｗｉｌｄ　ｗａｌｎｕｔｓ’ＤＮＡ　ｕｓｉｎｇ　ｐｒｉｍｅｒ　ＺＭＺ５

　　表２ 对比２种提取方法消耗的时间
　　Ｔａｂｌｅ　２ Ｃｏｍｐａｒｅ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｓｐｅｎｄｉｎｇ　ｔｉｍｅ　ｏｆ　２ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ　 ｍｉｎ
提取方法Ｅｘｔｒａｃｔ　ｍｅｔｈｏｄ 水浴时间 Ｗａｔｅｒ　ｂａｔｈ　ｔｉｍｅ 冰浴时间Ｉｃｅ－ｂａｔｈ　ｔｉｍｅ 抽提时间Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ 醇沉时间Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　ｔｉｅｍｅ 时间总和 Ｔｏｔａｌ　ｔｉｍｅ
快速提取法

Ｒａｐｉｄ　ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ
１０　 ０　 １５　 １０　 ３５

改良ＣＴＡＢ法
Ｉｍｐｒｏｖｅ　ＣＴＡＢ　ｍｅｔｈｏｄ

３０　 ５　 ３０　 ３５　 １００

　　表３ 对比２种方法提取ＤＮＡ使用药品的用量与成本
　　Ｔａｂｌｅ　３ Ｃｏｍｐａｒｅ　ｗｉｔｈ　ｄｏｓａｇｅ　ａｎｄ　ｃｏｓｔ　ｏｆ　２ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ

快速提取法

Ｒａｐｉｄ　ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ
改良ＣＴＡＢ法

Ｉｍｐｒｏｖｅ　ＣＴＡＢ　ｍｅｔｈｏｄ
药品名称

Ｎａｍｅ　ｏｆ　ｄｒｕｇ
用量

Ｄｏｓａｇｅ／１００份
成本

Ｃｏｓｔ／元
药品名称

Ｎａｍｅ　ｏｆ　ｄｒｕｇ
用量

Ｄｏｓａｇｅ／１００份
成本

Ｃｏｓｔ／元
活性炭 ２ｇ　 ０．１ 氯仿－异戊醇 ８０ｍＬ　 ６．０

ＫＡｃ（ｐＨ４．８） １００ｍＬ　 ４．０ 苯酚－氯仿－异戊醇 ４０ｍＬ　 ８．５
异丙醇 ２８ｍＬ　 １．７ 无水乙醇 ８０ｍＬ　 ２．４

高盐低ｐＨ提取液 ６０ｍＬ　 ２．０ ＣＴＡＢ提取液 ６０ｍＬ　 ２．４
　　注：以上药品均采购子北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。
　　Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ａｂｏｖｅ　ｄｒｕｇｓ　ｗｅｒｅ　ｐｕｒｃｈａｓｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｂｅｉｊｉｎｇ　Ｄｉｎｇｇｕｏ　Ｃｈａｎｇｓｈｅｎｇ　ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏｍｐａｎｙ　ｌｉｍｉｔｅｄ．

表４　对比２种提取方法使用的药品成本和挥发毒剂
　　Ｔａｂｌｅ　４ Ｃｏｍｐａｒｅ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｄｒｕｇ　ｃｏｓｔｓ　ａｎｄ　ｔｏｘｉｃｉｔｙ

ｖｏｌａｔｉｌｅ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｏｆ　２ｓｏｒｔｓ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ
提取方法

Ｅｘｔｒａｃｔ　ｍｅｔｈｏｄ
药品成本

Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　ｃｏｓｔ
毒性挥发药剂

Ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｖｏｌａｔｉｌｉｚｅ　ａｇｅｎｔｉａ
快速提取法

Ｒａｐｉｄ　ＤＮＡ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ
７．８元／１００份样品 异丙醇、冰乙酸

改良ＣＴＡＢ法
Ｉｍｐｒｏｖｅ　ＣＴＡＢ　ｍｅｔｈｏｄ

１９．３元／１００份样品 Ｔｒｉｓ－饱和酚、氯仿、
异戊醇、盐酸

　　综上所述，快速提取法具有高质、高产、高效、经济、
低毒等优点，是大规模提取新疆野核桃ＤＮＡ的最适
方法。

３　讨论与结论
随着分子标记技术的发展，研究人员的研究范围

越来越广，需要对大量的样品进行分析，这就要求对
ＤＮＡ提取过程进行简化，以提高效率，促进分子标记技
术的广泛应用。
针对不同的物种，研究人员提取ＤＮＡ的快速方法

也不尽相同。但大多数是以传统方法为基础进行部分
优化的改良方法，如李义良等［１１］提取湿地松和加勒比
松顶芽的基因组 ＤＮＡ、姚伟等［１２］提取甘蔗基因组
ＤＮＡ、李丽淑等［１３］提取野生稻总 ＤＮＡ均是在常规
ＣＴＡＢ法的基础上根据实际情况进行部分优化，使提取
速度大幅度提升的同时保证ＤＮＡ的质量不变或更优。
也有少部分研究者建立了新的方法，也能达到快速提取
的目的，如穆春华等［１４］以玉米幼叶为材料建立了一种
以ＥＤＴＡ、ＣＴＡＢ、ＫＣｌ为主要试剂，结合组织研磨棒液
氮研磨为主要步骤的基因组ＤＮＡ快速提取方法；应天
玉等［１５］建立了一种快速提取植物ＤＮＡ的方法，该法可
在４０ｍｉｎ内完成提取，且提取的ＤＮＡ是无ＲＮＡ污染
的纯净ＤＮＡ。
该研究使用的材料是富含多糖、多酚、色素及其它

次生代谢物质的新疆野核桃叶片；使用的提取方法是快
速提取法（改良的高盐低ｐＨ法）。该方法有效地提升
了提取ＤＮＡ的速度，同时还具有低毒、成本低等优点。
在提取过程中使用冰乙酸等低毒性试剂，且提取１００个
野核桃样品使用的药品成本仅为７．８元。每完成一轮
ＤＮＡ的提取仅需要１ｈ，且提取ＤＮＡ的质量与常规
ＣＴＡＢ法提取的质量无明显差异，还能应用于ＳＳＲ等
各类分子标记技术，是一种快速提取大规模研究材料
ＤＮＡ的理想方法［１６］。
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苹果体细胞悬浮培养及植株再生研究

李 玉 生，吴 永 杰，赵 艳 华，吴 雅 琴，程 和 禾，陈 　 龙
（河北省农林科学院 昌黎果树研究所，河北 昌黎０６６６００）

　　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。
关键词：苹果；愈伤组织；悬浮培养；植株再生
中图分类号：Ｓ　６６１．１　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１１）１９－０１０３－０４

　　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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