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油桃组织培养及再生材料的原生体制备研究①
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摘要:以油桃茎段为试验材料进行组织培养,诱导不定芽的增殖和进行愈伤组织诱导,获得茎段、叶片、愈伤组织

等大量无菌材料,给原生质体制备及后续细胞融合工作提供了可重复性的试验材料．初始培养的最适培养基为:

MS＋１􀆰５mg/LBA＋０􀆰１mg/LIBA,诱导率达８２􀆰９％;诱导不定芽增殖的最适培养基配方为 MS＋１􀆰５mg/LBA＋
０􀆰２mg/LIBA;诱导愈伤组织的最佳培养基配方为 MS＋１􀆰５mg/L２􀆰４ＧD＋０􀆰５mg/LNAA＋０􀆰３mg/LBA．原生

质体制备以嫩叶为分离原生质体的最佳材料,而最佳的分离酶组合为纤维素酶１％＋果胶酶２％,在此条件下,原

生质体的产量和活性分别为９􀆰２×１０７ 个/g和８０􀆰４％．
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桃属于蔷薇科(Rosaceae)桃属(PrunusL􀆰)植物,已有４０００余年的栽培历史[１],其基因组特性对果树

和林木遗传研究具有重要作用[２]．由于其染色体数目少(２n＝２x＝１６),自交育性高,单基因控制的质量性

状多,幼年期相对较短,现有品种中基因间的加性效应小,是果树遗传学和分子生物学研究的理想材料,
也是鉴定和分离核果果树重要农艺性状基因和果树基因组研究的模式植物[３－６]．此外,在蔷薇科中存在染

色体基数为７,８,９和１７等多种亚科,而不同亚科之间有可能通过杂交产生出原始的苹果亚科的染色体基

数x＝１７的植物[７],且这种假设得到不少学者认可[８]．因此,桃在苹果亚科染色体基数起源演化研究中也

具有重要意义．
油桃是桃的一个变种,其营养既丰富又均衡,是人体保健比较理想的果品,具有广阔的市场前景[９]．

但我国的油桃生产起步较晚,早期的品种多引自欧美,味道较酸,在产业化生产中受到较大的影响,进

行油桃的新品种选育是一个亟待解决的问题．多倍体具有提高营养元素含量、改善品质、提高抗性等特

点,因此,倍性育种是果树品种改良的主要途径之一[１０]．目前,已有油桃自然多倍体突变体的选育研究

报道[１１],但植物多倍体自然筛选的频率较低,且如果获得的群体小也难以获得商品性状优良的单株;而

传统的不同倍性间杂交育种的方式需较长的年限;此外,化学诱导的方式则会产生较多的嵌合体,难以

进行纯化和稳定,且耗费较大的人力物力．利用细胞融合的方式可从本质上减少嵌合体等干扰,大大缩

短育种年限[１２];此外,细胞融合所获得的产物还是极佳的遗传学研究对象,这对于遗传理论研究和育种

实践均有重要的价值[１３－１５]．
油桃细胞融合培养研究在国内外尚未见报道,现仅有关于桃组织培养及原生质体培养的报道[１６－１８]．

因此,本试验为了给原生质体制备及后续细胞融合工作提供叶片、嫩芽、茎段及愈伤组织等大量的无菌

① 收稿日期:２０１４ ０８ ２１
基金项目:教育部博士学科点专项科研项目(２００５０６２５０１１)．
作者简介:韩沙沙(１９８９ ),女,河南开封人,硕士研究生,主要从事果树多倍体育性相关研究．
通信作者:郭启高,副研究员．



材料,对油桃茎段进行了组织培养的研究,并在此基础上进行原生质体提取以及活力测定的研究,为后

续细胞融合提供理论依据,并最终为油桃种质资源创新和苹果科染色体基数起源等遗传演化的进一步

研究奠定基础．

１　材料与方法

１􀆰１　材　料

组织培养研究以油桃带芽茎段为试材,取自西南大学校园内．原生质体制备试验以通过组织培养获得

的油桃无菌苗的叶片、茎段、愈伤组织为材料．
１􀆰２　方　法

１􀆰２􀆰１　初代培养基的筛选

选取生长健壮、无病虫害,当年或上一年生直径为０􀆰３~０􀆰５cm 的半木质化油桃带芽枝条为试材．将

野外采回的枝条,用０􀆰１％的洗涤剂浸泡１５min以清除表面污垢,经自来水反复漂洗干净,修剪成长１５~
２０cm 左右的枝段．在无菌条件下,将芽段用７５％乙醇表面消毒３０s后,用０􀆰１％的升汞消毒１０min,再用

无菌水冲洗４~６次,在无菌条件下修剪成１~２cm 带芽茎段,接种在初代培养基上．
初代培养以 MS为基本培养基,添加不同质量浓度组合的BA,IAA,IBA,培养基组合见表１．培养温度

为２５±２℃,光/暗周期是１６/８h,光照强度２０００~２５００Lx􀆰,每个处理接种１０个,重复３次．３０d时观

察统计诱导率、增殖数和有效芽的长度．
１􀆰２􀆰２　不定芽的增殖

将初代培养获得的１~２cm 的幼茎切成０􀆰５~１􀆰０cm 的带芽小段,分别接种在如表２的继代培养基

上,每个处理接种１０个,重复３次,在培养３０d后,观察并统计其增殖情况,筛选出最适的继代培养基．
１􀆰２􀆰３　愈伤组织的诱导与继代

将无菌苗的叶片、茎段、去皮茎段及嫩芽转到诱导愈伤的培养基上进行培养,叶片切成０􀆰５cm 大小,
茎段切取１cm 左右大小,将部分茎段在无菌条件下去皮．采用正交设计不同的培养基激素组合(表１),每

个处理接种１０个,重复３次．置于２６℃连续黑暗条件下培养．３０d后统计愈伤组织诱导率．
１􀆰２􀆰４　油桃原生质体的制备

１􀆰２􀆰４􀆰１　不同材料对原生质体分离的影响

分别取油桃组培苗完全展开的幼嫩叶片、茎段、愈伤组织各０􀆰２g,在超净台内用镊子将叶片切成

约１mm宽的细条,茎段切成小段,愈伤组织切成０􀆰５×０􀆰５cm 的小块,分别放置于盛有不同组成的混

合酶液的培养皿中．于恒温摇床(５０r/min,２６℃)上,遮光酶解８~１０h,之后用３００目不锈钢丝网过滤

酶液以除去组织碎片．滤液在８００r/min条件下离心５min,收集沉淀并用０􀆰７mol/L的甘露醇溶液洗

涤,在６００r/min下离心４min,重复２次．最后将原生质体重新悬浮于甘露醇溶液中,从制备的原生质

体悬浮液中取样,用血球计数板统计原生质体的数目,计算原生质体的产量与存活率．
１􀆰２􀆰４􀆰２　不同酶液组合对原生质体分离的影响

将纤维素酶、果胶酶以不同的浓度溶解于０􀆰５~１mol/L的甘露醇溶液中(表６),pH 值为５􀆰４~５􀆰８．
溶解后的酶液先在１００００r/min的转速下离心２０min,而后将上清液通过装有０􀆰４５μm 微孔滤膜的无菌过

滤器,得到无菌酶液贮存于４℃冰箱中备用．此后将１􀆰２􀆰４􀆰１中最佳的原生质体分离材料用上述不同酶液

组合进行处理,统计分析不同组合对分离的影响．
１􀆰２􀆰４􀆰３　原生质体存活率测定

取一滴原生质体悬浮液于载玻片上,滴加一滴０􀆰０２５％伊文思蓝染色液于悬液中,即盖上盖玻片,显

微镜下观察,被染成蓝色的即为受损原生质体,活原生质体不着色,每个样品观察３个视野,计算原生质

体活力．

原生质体存活率＝
未染成蓝色的原生质体数

观察的原生质体总数 ×１００％

１􀆰２􀆰４􀆰４　原生质体产量的测定
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将收集到的原生质体悬浮液取出１mL,稀释５倍后,滴加在血球计数板上,计算四角及中央大格(共５
个大格)内的原生质体数,然后按下式计算原生质体数,每个样品重复３次取平均值．

原生质体密度(个/mL)＝(５个大格内原生质体总数/５)×１０４ ×稀释倍数

原生质体产量(个/g)＝
存活的原生质体数密度(个/mL)×所得原生质体悬液的总体积 mL

制备原生质体所用材料的鲜质量/g
１􀆰３　试验结果观察及数据统计方法

外植体诱导率＝
萌发或茎段膨大的外植体数

成活的外植体数 ×１００％

增殖系数＝
分化产生的总芽数

分化出芽的外植体数

愈伤组织的诱导率＝
产生愈伤组织的外植体数

接种外植体数 ×１００％

采用SPSS统计分析软件对上述试验结果所得数据进行统计分析．

２　结果与分析

２􀆰１　初代培养基激素配比对外植体出芽的影响

将消毒后的油桃带芽茎段接种于不同处理的初代培养基上,接种一周后芽逐渐膨大,茎段基部转变为

灰白色,原有的腋芽在大约１５d逐渐展开幼叶(图１Ｇ１),并有部分茎段能从基部再生不定芽(图１Ｇ２)．由表

１可知,不同的激素组合对初代培养的出芽率和增殖系数有极大的影响,对其进行方差分析发现,有无外

源激素及外源激素的配比对诱导率和增殖系数的影响显著．不加任何激素时,油桃外植体虽然可以分化膨

大,但是其增殖系数很低．可见激素是诱导芽的关键物质,内源激素可以提供营养供外植体膨大分化,但其

进一步生长所需养分仍需添加外源激素．
表１　不同培养基对出芽的影响及显著性检验

培养基组合/(mg􀅰L－１) 出芽个数 诱导率平均值 显著性检验 增殖系数平均值 显著性检验

MS ８ ３４􀆰０ g ０􀆰９ k
MS＋BA１􀆰０＋IAA０􀆰０５ ０ ０􀆰０ k ０􀆰０ l
MS＋BA１􀆰０＋IAA０􀆰１ １０ ２９􀆰７ i １􀆰２ i
MS＋BA１􀆰０＋IBA０􀆰０５ ２２ ４９􀆰３ e ２􀆰１ f
MS＋BA１􀆰０＋IBA０􀆰１ ２５ ５４􀆰２ d １􀆰８ g
MS＋BA１􀆰５＋IAA０􀆰０５ ２８ ７３􀆰３ c ２􀆰６ d
MS＋BA１􀆰５＋IAA０􀆰１ ２０ ５５􀆰１ d ３􀆰４ c
MS＋BA１􀆰５＋IBA０􀆰０５ ３０ ７９􀆰０ b ３􀆰９ b
MS＋BA１􀆰５＋IBA０􀆰１ ３０ ８２􀆰９ a ４􀆰７ a
MS＋BA２􀆰０＋IAA０􀆰０５ ２ ２０􀆰１ j ０􀆰５ j
MS＋BA２􀆰０＋IAA０􀆰１ １８ ３７􀆰７ f １􀆰４ h
MS＋BA２􀆰０＋IBA０􀆰０５ １３ ３０􀆰４ h ２􀆰３ e
MS＋BA２􀆰０＋IBA０􀆰１ １８ ４８􀆰５ e ２􀆰５ d

　　注:不同小写英文字母表示差异达到显著水平(p＜０􀆰０５),下同．

此外,当BA质量浓度为１􀆰５mg/L时,外植体的长势最好,其他的浓度梯度虽也能分化生长,但存在芽生长

势差、出芽数少或增殖系数低等现象．以BA质量浓度为１􀆰５mg/L,来筛选其他激素的最适浓度,发现IBA对芽

诱导的效果好,且出芽数、诱导率、增殖系数值普遍比IAA的高．且BA质量浓度相同时,随着IBA质量浓度的

增加,观察数据均呈增长趋势．综合出芽数、诱导率和增殖系数,IBA质量浓度为０􀆰１mg/L时三者达到最大值,
且芽生长健壮．由此笔者认为油桃初代培养的最适培养基为:MS＋BA１􀆰５mg/L＋IBA０􀆰１mg/L．
２􀆰２　继代培养基的激素配比对不定芽增殖的影响

将诱导形成的芽,接种到含有不同激素组合的 MS培养基上,不定芽可在７~１０d开始萌动,且增殖系

数在１~５之间．
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表２　不同培养基对芽增殖的影响及显著性检验

培养基成分/

(mg􀅰L－１)
分化总芽数/

个

增殖系数

平均值

显著性

检验
丛芽生长情况

MS＋BA１􀆰０＋IBA０􀆰１ ２４ ２􀆰６ f 芽少

MS＋BA１􀆰０＋IBA０􀆰２ ２０ ３􀆰２ d 芽少但壮

MS＋BA１􀆰０＋IBA０􀆰４ ２３ １􀆰８ g 芽少、徒长

MS＋BA１􀆰５＋IBA０􀆰１ ２８ ３􀆰９ b 芽多、矮小

MS＋BA１􀆰５＋IBA０􀆰２ ２９ ４􀆰７ a 芽多且壮

MS＋BA１􀆰５＋IBA０􀆰４ ２８ ４􀆰８ a 芽多、徒长

MS＋BA２􀆰０＋IBA０􀆰１ ２９ ３􀆰５ c 芽矮小细弱

MS＋BA２􀆰０＋IBA０􀆰２ ２２ ２􀆰９ e 芽少但壮

MS＋BA２􀆰０＋IBA０􀆰４ ２７ ３􀆰７ b 芽多细弱

１􀆰 油桃茎段腋芽诱导;２􀆰 初代培养基上的再生不定芽;３􀆰 增殖培养;４􀆰 愈伤组织;５􀆰 分离获得的完整及破碎的原生质体(２０×);６􀆰 完

整的原生质体(４０×)．

图１　油桃组织培养和原生质体制备
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　　由表２可知,通过对增殖系数方差分析发现,不同激素组合培养基的增殖系数有显著差异．且当BA质

量浓度恒定时,IBA 对油桃分化数和增殖系数的影响没有明显的变化规律,但从芽的生长状况来看,当

IBA质量浓度为０􀆰１mg/L时芽矮小,而质量浓度为０􀆰４mg/L时则徒长纤细,当质量浓度为０􀆰２mg/L时

芽生长健壮,芽高介于二者之间．此外,当以１􀆰５mg/LBA＋０􀆰４mg/LIBA组合时,增殖系数达到最高值

为４􀆰８,增殖的芽多呈丛生状,但长出的苗徒长纤细．而１􀆰５mg/LBA＋０􀆰２mg/LIBA的组合,增殖系数

为４􀆰７,与IBA质量浓度为０􀆰４mg/L时的增殖系数差异不显著,且芽粗壮,生长好,叶片深绿,高度适中

(图１Ｇ３)．因此,我们认为诱导不定芽增殖的最适激素组合为１􀆰５mg/LBA＋０􀆰２mg/LIBA．
２􀆰３　愈伤组织的诱导

２􀆰３􀆰１　不同材料愈伤组织的诱导效果

本试验中,分别用茎段、幼芽、去皮茎段及叶片进行愈伤组织的诱导,其结果如表３所示．研究结果发

现,不同的材料诱导愈伤组织的差异显著,其中,幼芽为诱导愈伤组织的供试材料中的最佳材料,其诱导

率平均值为６５􀆰８％．去皮茎段和茎段的诱导率稍低为５９􀆰２％和５０􀆰０％,诱导率最低的是叶片,平均为

２７􀆰５％．试验也表明,以幼芽为材料在不同培养基配方中的愈伤诱导率都较高(表４),且幼芽中诱导率最高

的培养基配方为１􀆰５mg/L２,４ＧD＋１􀆰０mg/LNAA,达到８６􀆰７％．同时幼芽出愈时间短,愈伤组织增殖的

速度快,愈伤颜色较浅,呈浅黄绿色,质地较为疏松,具有极好的分化能力(图１Ｇ４)．而叶片与茎段的增殖

速度慢,形成的愈伤颜色较深,呈球状或颗粒状,质地较硬．

图２　不同激素对诱导率的影响

２􀆰３􀆰２　不同激素配比对愈伤组织诱导的影响

不同激素种类对愈伤组织的诱导效果差异

较大．如图２所示,２,４ＧD质量浓度为１􀆰５mg/L
时,油桃诱导愈伤的诱导率最高,为７１􀆰６％．当

２,４ＧD 质 量 浓 度 为 ０ 时,诱 导 率 最 低 仅 为

１９􀆰２％．各质量浓度间诱导率差异显著,且随着

其质量浓度的升高,诱导愈伤的诱导率也逐渐增

加．NAA各质量浓度对油桃愈伤组织的诱导率

的影响不大,当质量浓度为１􀆰５mg/L时诱导率

最高为５５􀆰９％,其他各质量浓度之间的差异不

大且呈逐渐升高的趋势．但试验中发现,随着

NAA浓度的升高,其愈伤组织的颜色较深,质地硬,质量较差．NAA浓度为０􀆰５mg/L时,愈伤组织的诱导率

和生长状况的综合情况都较好．而BA各质量浓度的诱导率差异也不大,最大的是当BA质量浓度为０􀆰８mg/L
时的诱导率,为５１􀆰７％,由此可见,在各激素种类中,２,４ＧD的质量浓度对愈伤组织诱导率的影响最大,而油

桃诱导愈伤组织的最佳培养基配方为 MS＋１􀆰５mg/L２,４ＧD＋０􀆰５mg/LNAA＋０􀆰８mg/LBA．
表３　不同材料的愈伤组织诱导

材料类型 诱导率均值 显著性检验 出愈平均时间/d 显著性检验 愈伤增殖速度 愈伤组织特性

茎段 ５０􀆰０ c １４􀆰５ c 慢 深绿、颗粒状、硬

幼芽 ６５􀆰８ a １４􀆰８ c 快 浅黄绿、较疏松

去皮茎段 ５９􀆰２ b ２１􀆰３ b 较快 绿色、疏松

叶片 ２７􀆰５ d ２６􀆰８ a 慢 深绿、球状

表４　不同处理对愈伤组织的诱导的影响

培养材料
培养基成分/

(mg􀅰L－１)
出愈总数/

个

出愈时间/

h
平均诱导率 显著性检验

茎段 MS＋２,４D０􀆰０＋NAA０􀆰５＋BA０􀆰３ ４ ２０ １３􀆰３ g
茎段 MS＋２,４D０􀆰５＋NAA０􀆰０＋BA０􀆰０ １５ １７ ４３􀆰３ e
茎段 MS＋２,４D１􀆰０＋NAA１􀆰０＋BA０􀆰６ ２０ ２５ ６６􀆰７ d
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　续表４

培养材料
培养基成分/

(mg􀅰L－１)
出愈总数/

个

出愈时间/

h
平均诱导率 显著性检验

茎段 MS＋２,４D１􀆰５＋NAA１􀆰５＋BA０􀆰８ ２３ ２２ ７６􀆰７ bc
幼芽 MS＋２,４D０􀆰０＋NAA０􀆰０＋BA０􀆰６ ９ １５ ３０􀆰０ f
幼芽 MS＋２,４D０􀆰５＋NAA０􀆰５＋BA０􀆰８ ２１ １９ ７０􀆰０ cd
幼芽 MS＋２,４D１􀆰０＋NAA１􀆰５＋BA０􀆰３ ２３ １０ ７６􀆰７ bc
幼芽 MS＋２,４D１􀆰５＋NAA１􀆰０＋BA０􀆰０ ２６ １６ ８６􀆰７ a

去皮茎段 MS＋２,４D０􀆰０＋NAA１􀆰０＋BA０􀆰８ ８ ２７ ２６􀆰７ f
去皮茎段 MS＋２,４D０􀆰５＋NAA１􀆰５＋BA０􀆰６ １９ １８ ６３􀆰３ d
去皮茎段 MS＋２,４D１􀆰０＋NAA０􀆰５＋BA０􀆰０ ２０ ２０ ６６􀆰７ d
去皮茎段 MS＋２,４D１􀆰５＋NAA０􀆰０＋BA０􀆰３ ２４ ２０ ８０􀆰０ ab

叶片 MS＋２,４D０􀆰０＋NAA１􀆰５＋BA０􀆰０ ２ ２８ ６􀆰７ g
叶片 MS＋２,４D０􀆰５＋NAA１􀆰０＋BA０􀆰３ ８ ２３ ２６􀆰７ f
叶片 MS＋２,４D１􀆰０＋NAA０􀆰０＋BA０􀆰８ １０ ２７ ３３􀆰３ f
叶片 MS＋２,４D１􀆰５＋NAA０􀆰５＋BA０􀆰６ １３ ２９ ４３􀆰３ e

２􀆰４　原生质体分离

２􀆰４􀆰１　不同材料对原生质体分离的影响

由于分离材料的不同,经酶解后游离原生质体的产量、活性及达到最高产量的时间差异显著(表５)．从

叶片游离原生质体的产量显著高于茎尖、愈伤组织来源的原生质体,为５􀆰７×１０７ 个/g,茎尖为材料的产量

最低,仅为９􀆰２×１０６ 个/g．活性也是以嫩叶分离所得的原生质体最高,为８２􀆰２％,其他两种材料的活性差

异不显著．从达最高产量时间来看,茎尖所需时间最长,嫩叶和愈伤组织所需时间差异不大．综合产量、活

性和达到最高产量的时间３个指标来衡量,嫩叶为分离原生质体的最佳材料．
表５　不同材料对原生质体分离的影响

分离材料 产量/(个􀅰g－１) 显著性检验 活性/％ 显著性检验 达到最高产量时间/h

嫩叶 ５􀆰７×１０７ a ８２􀆰２ a １０
茎尖 ９􀆰２×１０６ c ６９􀆰５ b １４

愈伤组织 ４􀆰２×１０７ b ７２􀆰１ b ９

２􀆰４􀆰２　不同酶液组合对原生质体分离的影响

以油桃的无菌嫩叶为材料,用不同酶液组合的混合酶液将其在遮光条件下酶解１０h．结果如表６所示,
不同酶液组合处理原生质体的产量和活性差异显著．最高产量为４号处理,为９􀆰８×１０７ 个/g,但其活性较

低仅为６９􀆰９％．而３号处理的产量和４号差异不显著为９􀆰２×１０７ 个/g,且活性值较高,为８０􀆰４％．因此,
用于油桃原生质体分离的最佳酶的组合为纤维素酶１％＋果胶酶２％(图１Ｇ５,６)．

表６　不同酶液组合对油桃原生质体分离的影响

酶液组合

(纤维素酶％＋果胶酶％)
产量/

(个􀅰g－１)
显著性检验

活性/

％
显著性检验

１􀆰０＋１􀆰０ ４􀆰９×１０７ c ８２􀆰２ a
１􀆰０＋１􀆰５ ５􀆰２×１０７ c ５２􀆰１ c
１􀆰０＋２􀆰０ ９􀆰２×１０７ a ８０􀆰４ a
２􀆰０＋１􀆰０ ９􀆰８×１０７ a ６９􀆰９ b
２􀆰０＋１􀆰５ ８􀆰５×１０７ b ５４􀆰７ c
２􀆰０＋２􀆰０ ３􀆰４×１０７ d ４２􀆰１ d

３　结　论

研究结果表明,油桃诱导芽的最适培养基为 MS＋１􀆰５mg/LBA＋０􀆰１mg/LIBA．其诱导率平均值

８２􀆰９％．诱导不定芽增殖的最适培养基配方为 MS＋１􀆰５mg/LBA＋０􀆰２mg/LIBA 的组合,且芽生长健

壮,叶片深绿．诱导愈伤组织的最佳材料为幼芽,其诱导率平均值为６５􀆰８％,同时幼芽出愈时间短,愈伤组
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织增殖的速度快,愈伤颜色较浅,呈浅黄绿色,质地较为疏松,具有分化能力．诱导愈伤组织的最佳培养基

配方为 MS＋１􀆰５mg/L２􀆰４ＧD＋０􀆰５mg/LNAA＋０􀆰８mg/LBA．
嫩叶为分离原生质体的最佳材料,而最佳的分离酶组合为纤维素酶１％＋果胶酶为２％,在此条件下,

产量、活性分别为９􀆰２×１０７ 个/g和８０􀆰４％．

４　讨　论

植物细胞融合不依赖有性杂交重组基因,扩展了遗传物质的重组范围,对创造新种质有重要作用[１９],
同时也是用于植物育种和基础遗传理论分析的简便途径[２０]．但是目前尚存在原生质体再生困难、杂种表现

不稳定[２１]、杂种染色体丢失[２２]及杂种不育等问题,且这些复杂的过程易受双亲的多种因素影响[２３],因此,
如何保持双亲的稳定性,进一步扩大原生质体培养材料的种类及基因型,加强对原生质体再生植株无性系

变异的细胞遗传学研究等,是促进细胞融合在植物育种中取得突破性进展的关键．本研究从进行油桃的组

织培养着手,能获得稳定一致的亲本材料,这对后续的细胞融合研究具有重要意义;此外,后续通过对油

桃与蔷薇科其他染色体基数的材料进行细胞融合的杂种进行研究,能为蔷薇亚科染色体基数x＝１７的起源

与演化提供新的理论依据．
不同材料的愈伤组织诱导率有极大差异,一些研究结果认为,幼茎作为外植体对愈伤组织的诱导较容

易而幼叶则较难[２４]．本次试验通过对茎段、幼芽、去皮茎段、叶片等４种材料进行诱导比较,也证实了在油

桃中,幼芽为诱导愈伤组织的最佳材料,其出愈时间短,愈伤组织增殖的速度快,愈伤颜色较浅,呈浅黄绿

色,质地较为疏松,具有分化能力．而去皮茎段和茎段的诱导率稍低,而诱导率最低的是叶片,其中叶片与

茎段的增殖速度慢,其原因可能是幼芽一直处于旺盛分裂状态的缘故．
原生质体游离的材料来源非常丰富．迄今为止已从大田植株、温室植株和试管植株的各种器官、组织

以及愈伤组织、悬浮细胞中分离出了原生质体[２５]．原生质体的制备技术可用于多方面的理论研究,但其最

为主要的意义在于可以实现体细胞杂交在植物育种方面的应用,并为后续细胞融合奠定基础以及利用其作

为理想的受体系统进行各种遗传操作的研究．
本试验采用试管苗为对象,在分离前不必灭菌处理,且试管苗可以在人为控制条件下生长,可提高试验

的重复性．从试验得出油桃叶片游离原生质体的产量显著高于茎尖、愈伤组织等来源的原生质体,且活性高,
达到最高产量的时间较短．同时从所获得的原生质体的一致性出发,一般认为由叶肉组织分离的原生质的遗

传性较为一致．而以愈伤组织和悬浮培养物作为原生质体的优点是它们易承受酶的作用,而且在分离处理后

增殖性强．但它们在遗传上常常是不稳定的,由于受到培养条件和继代培养时间的影响,细胞间常常会发生遗

传和生理差异[２６]．试管苗的茎尖具无菌、相对幼龄、保持大量的材料来源等特点,而且由于它们处于一种分化

状态保持了原来的基因型,但试验发现其原生质体产率低下,愈伤组织和茎尖都不是获得原生质体的理想材

料．因此,本研究对于油桃种质创新研究及品种选育有极为重要的理论意义及实践价值．
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StudyonTissueCultureandProtoplastPreparation
ofNectarine(Prunuspersicavar􀆰Nectarine)

HANShaＧsha,　ZHANGLingＧyuan,　HE　Qiao,　ZHOU MingＧjia,
JIJunＧhua,　WANG　Jia,　LIXiaoＧlin,　LIANGGuoＧlu,　GUOQiＧgao

SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China

Abstract:Nectarinestemswereusedasexplantsfortissueculture,andprotoplastsfromvirusＧfreeregenerated
plantletswereobtainedtobeusedinsubsequentcellfusion．StemexplantswereinducedonMSmediumadded
withdifferentgrowthregulatorstoproduceadventitiousbudsandcalli．Largenumbersofstems,leavesand
calliwereobtainedandthesecouldofferenoughreproduciblematerialsforprotoplastpreparationandcellfuＧ
sion．TheresultindicatedthatthebestmediumforbuddifferentiationwasMS＋１􀆰５mg/LBA＋０􀆰１mg/L
IBA．Atotalof３０budswereobtainedonthismedium,theaverageinductionratebeing８２􀆰９％;theoptimal
mediumforbudmultiplicationwasMS＋１􀆰５mg/LBA＋０􀆰２mg/LIBA;andtheoptimalmediumforcallus
inductionwasMSmediumsupplementedwith１􀆰５mg/L２,４ＧD＋０􀆰５mg/LNAA＋０􀆰３mg/LBA．Tender
leaveswerethemostsuitablematerialsforprotoplastpreparation,andthebestmixedenzymewas１％celluＧ
lose＋２％ pectinase．Underthiscondition,９􀆰２×１０７ protoplastspergram materialwereobtained,and
８０􀆰４％ protoplastswereviable．
Keywords:nectarine;tissueculture;protoplast
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