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梨（Pyrus L.）属于蔷薇科（Rosaceae）苹果亚科

（Maloideae）或梨亚科（Pomideae）［1］，是世界五大水

果之一，深受人们青睐。随着现代水果产业的发展，

消费市场对梨综合品质的要求不断升级。因此，利

用基因工程手段定向培育农艺性状优良的品种是现

代果树育种长期关注的重点。

遗传转化是植物基因工程的重要环节，高效、稳

定的转化受体系统是进行果树遗传转化研究的关

键。尽管梨树中山梨、砀山酥梨等品种已建立了遗

传转化再生植株体系［2，3］，但普遍存在转化效率低的

问题。愈伤组织是已分化的细胞回到脱分化的分生

细胞状态，更易于接受外源基因，在理论上作为受体
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摘要：以西洋梨‘Conference’为材料诱导愈伤组织，采用 L9（34）正交设计法，探讨各因子对‘Conference’
梨愈伤组织诱导效果的影响。结果表明，各因素对愈伤组织诱导率的影响表现为 TDZ浓度＞外植体类

型＞IBA浓度，TDZ、IBA浓度对试验结果的影响呈显著水平（P＜0.05），不同水平间也差异显著。最优

组合为 A1B3C3，即以茎段为外植体，培养基和植物生长调节剂组合为MS+2.0 mg/L TDZ + 0.5 mg/L IBA中

暗培养 35 d，诱导率可达 100%。
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Study on inducing callus of pear（Pyrus communis L.‘Conference’）
by orthogonal array-based method
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Abstract：Pyrus communis L.‘Conference’was used as material to induce callus，and L9（34）orthogonal design was used to explore
the effects of various factors on callus induction of‘Conference’pear.The results showed that the order of influence of each factor on
callus induction：TDZ concentration > explants type > IBA concentration，and the influence of TDZ and IBA on the experimental re⁃
sults was significant（P<0.05），in addition，there were significant differences among different levels. A1B3C3 proved to be the best com⁃
bination，stem segments were used as explants，MS+2.0 mg/L TDZ +0.5 mg/L IBA medium and dark culture for 35 days were adopt⁃
ed，and the induction rate was 100%.
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的转化效率更高。随着愈伤组织在果树遗传转化功

能分析中的成功应用［4-6］，有必要在‘Conference’梨
中建立一套高效且可持续扩大培养的愈伤组织无性

系。

正交设计是研究与处理多因素试验的一种科

学方法，可以实现最少的试验次数达到与大量全面

试验等效的结果［7］。因此，本研究以‘Conference’为
试材，通过正交设计研究不同外植体和生长调节剂

组合对愈伤组织形成的影响，以期筛选得到最佳试

验方案，建立一套成熟稳定的梨无性培养系，为后期

开展遗传转化的基因功能研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

试验材料为西洋梨品种‘Conference’无菌苗，为

华中农业大学洪霓教授赠予，后实验室继代保存。

在无菌条件下，选择长势良好的植株作为试验接种

的对象，分别剪取叶片（5 mm×5 mm）、叶柄（约

0.5 mm）及带芽的茎段（5~10 mm）为外植体。

1.2 正交试验设计

采用 3因素 3水平正交试验，3因素为外植体和

加入培养基中的 TDZ和 IBA，3水平因素与水平见表

1［7］。

表 1 L9（34）正交试验因素与水平

水平

1
2
3

因素

外植体（A）

茎段

叶柄

叶片

TDZ浓度（B）//mg/L
0
1
2

IBA浓度（C）//mg/L
0.1
0.3
0.5

1.3 培养条件

基本培养基为MS，含 6.5 g/L琼脂、30 g/L蔗糖，

pH 为 5.8~5.9，培养温度（25±0.2）℃，24 h 暗培养。

每个处理设置 4~5个培养瓶，每瓶各接种 10~15个

外植体。培养 35 d后统计各处理的外植体愈伤组织

诱导率。试验数据采用 SPSS 19软件分析。

2 结果与分析

2.1 愈伤组织诱导率统计

对愈伤诱导情况进行统计，因为部分处理组的

脱分化率不在 30%~70%，为提高显著性检验的准确

度，对诱导率进行反正弦平方根转换［8］（表 2）。

经过外植体、TDZ、IBA 3因素 3水平共 9个组合

的正交试验，不同组合对诱导愈伤组织再生影响各

不相同。组内因素水平极差值（R）反映了该因素对

试验结果的影响程度。由表 3可知，设计的 3个因素

对愈伤组织诱导作用主次关系为 B>A>C，即培养基

中 TDZ的浓度>外植体的类型>IBA浓度。根据各因

素平均值（Ki）的大小，可得出最优组合为 A1B3C3，即

以茎段为外植体，置于培养基 MS+2.0 mg/L TDZ+
0.5 mg/L IBA 的组合条件下培养，愈伤组织的诱导

率最高。

表 2 正交试验试验结果统计

处理

1
2
3
4
5
6
7
8
9

接种外植体//个
40
42
40
42
44
45
40
40
40

脱分化外植体//个
4
37
40
5
38
35
3
12
13

诱导率//%
10.00
88.10
100.00
11.90
86.36
77.78
7.50
30.00
32.50

Sin-1 X

18.43
69.82
90.00
20.18
68.33
61.88
15.90
33.21
34.76

表 3 愈伤组织正交试验结果的直观分析 （单位：%）

因素

A

B

C

K1
59.42
18.17
37.84

K2
50.13
57.12
41.59

K3
27.96
62.21
63.85

R

31.46
44.04
26.01

2.2 愈伤组织诱导结果的方差分析及多重比较

2.2.1 试验结果方差分析 试验结果 sin-1 X 的方

差分析见表 4。因素 B对试验结果的影响具有显著

性（P＜0.05），在本试验组合中，TDZ浓度的高低能

显著影响梨组织的愈伤组织形成，同时，外植体类型

（A）和生长调节剂 IBA（C）对愈伤组织是否形成的影

响不显著。

表 4 正交试验结果的方差分析

变异来源

A

B

C

误差

总变异

平方和（SS）

1 567.63
3 482.86
695.48
130.69
5 876.66

自由度（df）

2
2
2
2
8

均方（S）

783.82
1 741.43
347.74
65.34

F

11.99
26.65
5.32

P

0.077
0.036*
0.158

注：“∗”表示在 0.05水平呈显著差异。下表同

2.2.2 不同水平间的多重比较 不同水平之间多重

比较的结果见表 5，A1和 A3、A3和 A1、B1和 B2、B1和 B3、

B2和 B1、B3和 B1水平之间呈显著差异（P＜0.05）。但

平均诱导率 B3（62.21%）比 B2（57.12%）高 5.09个百

分点，C3（63.85%）比 C1（37.84%）高 26.01个百分点，

尽管 B3和 B2、C3和 C1之间无显著差异，但可以获得
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更多的愈伤组织，因此因素 B、C的最佳选项为 B3和

C3水平。

表 5 不同水平间的多重比较分析

因素 A（I）

A1

A2

A3

B1

B2

B3

C1

C2

C3

因素 A（J）

A2
A3

A1
A3

A1
A2

B2
B3

B1
B3

B1
B2

C2
C3

C1
C3

C1
C2

均值差值（I-J）

9.29
31.46

-9.29
22.17

-22.17
31.46

-38.95
-44.04

38.95
-5.09

44.04
5.09

-3.75
-26.01

3.75
-16.49

26.01
16.49

P

0.295
0.041*

0.295
0.078

0.041*
0.078

0.028*
0.022*

0.028*
0.521

0.022*
0.521

0.627
0.092

0.627
0.130

0.092
0.130

3 小结与讨论

植物的再生途径有多种方式，可通过根［9］、胚胎

和子叶［10］、原生质体［11，12］再生，或愈伤组织再分

化［13，14］等。王关林等［15］认为，用于基因转化的受体

系统，其再生率一般 80%~90%。其中，愈伤组织是

经历了脱分化的分生细胞，分裂周期短、扩大培养后

易获得大量受体细胞，因此，具有更明显的转化优

势。

在本试验中，TDZ和 IBA对试验结果有影响，诱

导率由大到小依次为 B3、B2、B1，C3、C2、C1，证明在适

宜浓度范围内，愈伤诱导率与培养基中 TDZ或 IBA
的浓度呈正比。尽管生长素在细胞脱分化过程中起

主要作用，但当配合一定浓度细胞分裂素时，诱导效

果更明显。例如，在 IBA（C）浓度为 0.1 mg/L时，B3C1

组合中愈伤组织诱导率最高，为 77.78%，当 IBA浓

度为 0.5 mg/L时，诱导效率达到 100%。本研究获得

了‘Conference’梨大量的愈伤组织，以用于植物瞬时

表达分析或优化构建植物再生转化体系，为后期深

入开展基因功能研究奠定了良好基础。
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