
文章编号 : 1003- 8701(2008)02- 0048- 05

生物技术在果树上应用研究现状及发展方向
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摘 要 : 果树是世界上重要的经济作物之一 , 种类繁多 , 分布地域广。近一个世纪以来 , 果树生理研究成果

颇丰 , 进展很快。许多国家都很重视果树生产 , 并对果树科研大力扶持 , 制定相关优惠政策 , 使全球果树业在最

近几十年取得了长足的发展。但不可否认的是 , 由于果树树体大、多年生、深根性、及树体储藏营养丰富且对其

生长发育影响较大 , 果树多为无性嫁接繁殖等自身特性 , 使得果树研究中遇到了很多问题 , 很多疑问有待解

答。现代科学技术 , 尤其是生物技术的出现 , 对果树的生产和科研产生了巨大的影响 , 使果树生产的产量 , 质量

和效益都取得了全方位的提高。本文从各个角度综述我国生物技术在果树上的应用成果。
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1 生物技术的分类及应用

生物技术在果树学上的研究主要体现在细胞

工程、基因工程和分子标记 3 大类。

1.1 细胞工程在果树上的应用

所谓细胞工程也就是一般说的组织培养 , 是

指在细胞水平上对生物进行遗传操作 , 达到改良

生物的遗传性 , 以达到满足人类新的需要的目的。

而在离体繁殖或微繁殖技术上 , 国内外都取得了

较大的成功。离体繁殖技术 , 即以植物的器官、组

织、细胞或原生质体为外植体 , 在离体培养条件下

进行植株再生的技术 [1]。

1976年 Jones在离体苹果培养上取得了非常大

的成功,促进了果树微繁殖的兴起[2]。李云等人通过

对枣树的离体培养解决了植原体脱毒难题[3]。离体繁

殖技术还可用于克服高度杂合物种因有性繁殖而引

起的后代严重分离, 也可用于名优树种或濒危树种

的快速繁殖,如番木瓜[4]、凤梨[5]和草莓[6]等。

快速离体繁殖的生物技术的建立 , 使离体无

性繁殖技术可以在 1 年内百万倍的再生无性系植

株 , 这样可以克服育成 1 个果树新品种的时间很

长 , 更换 1 个品种的周期也相当长的问题 , 让现有

的优良品种早日在生产上充分发挥作用。此外 , 离
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体技术由于处理严格 , 可以用于脱除果树的一些

病毒 , 排除了病毒的危害及培养无效果的情况。

1.1.1 花药、花粉培养单倍体育种

单倍体育种最主要的优点是节省时间 , 用花

药和花粉培养能在 1 年之内产生纯合的植株和等

位基因系 , 而常规育种法可能要花 4～6 年。我国

花药、花粉培养单倍体育种的研究起始于 70 年

代 , 首次报道培养出柑橘、葡萄、枸杞、甘蔗、草莓、

楸子(小苹果)、苹果、荔枝、龙眼等果树的单倍体 ,

率先成功地将单倍体或双倍体应用于育种。另外 ,

我国在对东方草莓 (四倍体 )的单核期花粉进行培

养中 , 成功地诱导出单倍体植株 [7]。1980 年 , 费开

韦、薛光荣在元帅苹果花药培养上获得植株 , 是国

内首次获得大苹果单倍体植株[8]。1981年,吴绛云在

小苹果黄太平品种上获得单倍体植株 [9]。1981 年

和 1986 年 , 邹昌杰与曹孜义也分别报道了用花粉

培养获得再生植株 [10, 11]。

1.1.2 胚培养

胚培养是果树组织培养中开展最早、应用最

广泛的一项技术。最早将胚胎技术应用于育种研

究的是 Black, 随后国内外学者相继开展了各个树

种和品种胚培技术研究 , 已在杏、桃、樱桃、葡萄、

苹果、柿等树种上获得成功 [12- 14]。澳大利亚国际农

业技术研究中心对番木瓜和其野生种的杂交胚进

行了研究 , 得到了杂交后代 , 野生种的抗性、高含

糖量等优良性状得到了遗传 [15]。姚强等 [16]对桃、油

桃和蟠桃花后 60 d 的未成熟胚进行了培养 , 获得
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了再生植株。

1.1.3 原生质体培养和体细胞杂交

20 世纪 60 年代开始, 国外学者已经用酶法成

功分离出原生质体 , 之后发展迅速 , 1986 年 3 个苹

果基因型的叶肉原生质体经过培养获得了新植株 ,

如今,已经有 12种苹果基因型再生植株。而葡萄,桃

等果树品种也相继通过原生质体培养出了愈伤组织

或胚状体[17- 21],原生质体技术不仅是细胞工程的重要

组成部分,也是基因工程研究的重要基础。

我国开展原生质体培养也取得了较大成功 ,

肖尊安等 [22]对猕猴桃愈伤组织的生理差异与原生

质体生长和分化的关系进行了研究。邓秀新等 [23]

分离得到了柑橘的原生质体 , 并且获得了再生植

株。丁爱萍等利用新红星等苹果胚珠诱导愈伤组

织 , 并建立悬浮细胞系进行原生质体培养 , 获得了

原生质再生植株 [24]。

通过原生质体的融合 , 可以克服远缘杂交障

碍 , 实现体细胞杂交 , 从而产生杂交后代。在原生

质体培养过程中 , 往往产生大量的变异 , 可从中选

择优良突变体。原生质体可以摄取外源细胞器、病

毒、DNA 等各种大分子遗传物质 , 是进行遗传转

化的理想工具。

1982 年以来 , 我国利用原生质体进行体细胞

杂交也取得了长足的进步。根据许智宏和陈正华

的统计 , 我国研究者取得的体细胞杂种有 : 中华猕

猴桃 + 美味猕猴桃 ; 中华猕猴桃 +A.kolomokta; 以

及柑橘属几个组合的种间体细胞杂种。

组织培养在果树工厂化育苗和脱毒苗培育方

面已是一项成熟的技术。既为果树性状的遗传学

特性研究提供良好的试材 , 也为进一步培育新品

种准备了很好的原始材料。

1.2 基因工程在果树上的应用

基因工程 (genetic engineering)是在分子水平

上对基因进行操作的复杂技术 , 是将外源基因通

过体外重组后导入受体细胞内 , 使这个基因能在

受体细胞内复制、转录、翻译表达的操作。它是用

人为的方法将所需要的某一供体生物的遗传物

质———DNA 大分子提取出来 , 在离体条件下用适

当的工具酶进行切割后 , 把它与作为载体的 DNA

分子连接起来 , 然后与载体一起导入某一更易生

长、繁殖的受体细胞中 , 以让外源物质在其中“安

家落户”, 进行正常的复制和表达 , 从而获得新物

种的一种崭新技术。通过转基因技术 , 打破了物种

之间的杂交障碍 , 实现了果树遗传性状的定向改

良 , 扩展了育种范围 , 为果树育种开辟了一条新途

径。

基因工程可以定向的改变目标作物 , 使育种

周期缩短 , 提高育种效率 , 对以无性繁殖为主的果

树作物具有重大意义。Martin 发现番茄对水分利

用的有效性 , 能够通过 3 个 RFLP 位点来预测 ;

Paterson 等将 6 个与果实品质有关的 PTL 进行定

位 [25]。苏云金杆菌的 Bt 蛋白基因成为果树抗虫转

基因的目的基因。已获得的转 Bt 基因果树种类有

苹果、梨、甜橙、柑梅、葡萄、越橘悬钩子、番木瓜、

花楸果等。此外 , 也有应用番木瓜环斑病毒(PRV)

外壳蛋白基因提高杏对 PPV的抗性的报道 [26]。既

可促进树体矮化和分枝 , 还可促进生根的 rolA、

rolB或 rolC基因已经导入果树 , 这种策略已经在

苹果、枳、梨和猕猴桃上获得成功 [27]。

利用转基因工程还可以提高果实品质 , 改变

果实风味等。澳大利亚研究者分别把酸性转化酶

基因和黄烷酮醇还原酶基因转入葡萄中 , 前者果

实风味得到改善利于鲜食 , 后者褐色素积累减少 ,

提高葡萄酒的品质 [28]。尽管果树上还暂时没有获

得有价值的转基因植株 , 但有效的转化系统已经

建立 , 标记基因已转移到果树体内并实现表达。

就基因育种工程而言 , 由于目前利用的大多数

有价值的基因多来自细菌、病毒 , 这就极大地限制

了植物基因工程的应用前景 , 今后首先应加强从丰

富的植物基因库中发掘定位和分离有价值的基因 ;

其次 , 应进一步完善基因转化体系 , 寻找更高效的

载体系统 , 果树基因转化技术虽已具备一定的基

础 , 但存在转化频率低、转化基因植株再生率低等

问题;最后应更有效地控制外源基因在器官中组织

的特定发育阶段表达 , 只有导入基因在寄主植物内

准确有效地表达 ,才有更高的利用价值。

1.3 分子标记在果树上的应用

上世纪 80 年代和 90 年代发展起来的 RFLP、

RAPD、SSR 等分子标记方法大大方便了基因水平

的操作和分析。不仅可用于基因分离、克隆和核酸

序列分析 , 还可用于突变体和重组体的构建以及

基因表达调控的研究、基因变态性分析、杂种优势

鉴定、种子纯度鉴定、突变体鉴定、遗传分析和基

因图谱制订等方面。

1.3.1 品种鉴定

Marilyn 等调查了美国不同地区桃品种的遗传

差异 , 对 136 个品种用 94 个 RAPD 标记估计遗传

距离 , 结果表明 , 在树状图的 12 个聚群中 , 90 个
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美国品种、自交系和欧洲、拉美的品种、自交系形

成了 3 个聚群 , 来自印、巴、俄、中的 13 个品种属于

其余聚群。从而判断出美国品种的种质变异十分有

限,而亚洲桃的种质资源十分丰富[29]。Dirlewanger[30]、

Lu[31]、Rajapakse等[32] 采用 RAPD技术对桃的亲缘关

系进行了探讨,提出了桃种间的遗传顺序。吴少华[33]

在柰、李、桃亲缘关系 , 张俊卫等 [34]对梅、桃、李、杏、

樱桃的亲缘关系都进行了类似的研究。

1.3.2 构建图谱,果树分类和种质遗传基础的研究

应用分子标记进行系谱分析 , 能够提高果树

育种中亲本选配的准确度以及果树种质资源的有

效利用率。在果树上 , 这类的研究首先与 1991 年

由 Nybom[35]在树莓和黑莓上应用。沈向等对 43 个

杏品种进行了 RAPD扩增 , 发现品种间表现出较

强 的 地 理 分 布 集 中 性 ;Takehiko Shimada 利 用

RAPD分析樱桃的遗传多样性。

Weedn 等[36]用 RAPD、RFLP 及同工酶分析方法

构建了苹果遗传连锁图谱 , 苹果品种 White Arngle

的图谱由 253个标记组成, 分属 24 个连锁群;Rome

Beauty的图谱有 156 个标记 , 分属 21 个连锁群。

King[37]构建的欧洲苹果遗传图谱包括控制生长、控

制果实性状、抗病性、抗寒性等基因的标记。Gardiner

等[38]也对新西兰的苹果进行了遗传图谱的构建。

1.3.3 基因定位

应用分子标记还可确定一些重要的数量性状

位点(QTL)。Foolad 和 Chen 在 8 个遗传区域内确定

了 13 个 RAPD标记 , 这些标记与西红柿在萌发期

间的抗盐性有关。王跃进、王西平等运用 RAPD技

术对葡萄抗黑痘病基因连锁进行分子标记的研

究 , 获得了与抗病基因相连锁的 RAPD 标记 [39]。

Tartarini[40]在多花海棠 821 中找到了与苹果抗黑星

病基因 (Vf)连锁 5 个 RAPD 标记 , 其中有 2 个与

Vf基因连锁极为紧密。王跃进等 [41- 43]采用 BSA方

法研究分析了 B72- 216、B54- 187 及 61 个杂交后

代 , 结果表明普通的无核性状是由多基因控制的。

1.3.4 核心种质构建

丰富的植物遗传资源为作物育种和遗传研究

提供广阔的遗传基础 , 然而资源庞大的数量也给

植物遗传资源的收集、保存、研究和利用带来了困

难。Frankel 首先提出并与 Brown 等人完善了核心

种质 (corecollection)的概念 , 即通过一定的方法从

整个种质资源中选择一部分样本 , 以最小的资源

数量和遗传重复 , 尽可能最大限度的代表整个资

源的多样性。核心种质的提出 , 为遗传资源的研究

和利用提供了崭新的解决途径。随着对种质资源

重要性的认识 , 种质资源保护的加强 , 种质资源基

因库的规模变得越来越大 , 根据 FAO(1996)的统

计资料 , 世界范围内作物种质资源收集已达 450

万份。种质资源数量及资源库容量的不断增大给

保存、评价、研究和利用带来了众多困难。Harlan

提出可先对整个收集的某个子集进行重点研究以

促进资源库的利用 , 这个子集最初被称为活动子

集 (Active working collection), Frankel 将其称为核

心库(Core Collection ), 是代表一个作物种的遗传

多样性具有最小样品重复的物种子集 , 此后核心

种质的概念得到进一步发展。Frankel 和 Brown 认

为核心库由来自一个已存在的种质库 (Germplasm

collection)中的部分样品所构成 , 用于代表整个资

源群体的遗传多样性。在构建核心种质库时应该

使子集保存的遗传多样性最大化 , 但在实践中为

强调核心种质的利用往往将一些特异的材料直接

选入核心库 , 从而使核心库的变异降低 , 因此 van

Hintum (1999)将核心库的概念定义为 : 能最优地

代表特定遗传多样性的资源子集。构建核心种质

的理论依据主要有 3 方面内容。首先 , 在统计取样

方面 , 核心种质中包含了整个种质资源中等位基

因的绝大多数 , 而仅有较少数的变异丢失 , 所以对

整个遗传资源具有较高的代表性。其次 , 从种质资

源的遗传结构上考虑 , 核心种质可以代表整个遗

传资源。因为育种者在需要时 , 可以通过杂交选择

或基因工程来恢复所需要的等位基因 , 所以 , 从理

论上讲人们只需保存等位基因的一个拷贝就可以

了。最后 , 大量的遗传资源给种质资源的保存、研

究和利用带来了很大困难 , 核心种质的构建有助

于对种质资源的有效管理与应用。

自 Frankel 提出核心种质概念以来 , 在短短的

20 多年时间中 , 世界各国对种质资源的保护、研

究和利用日益受到重视 , 核心种质作为种质资源

管理利用的有效途径和方法已成为遗传多样性保

护的研究热点 , 它所涉及的多样性度量和评价、群

体的遗传结构与进化、核心材料的抽样方法和策

略、核心种质库的变异评价及应用研究日益增多。

目前果树已在枣树、果梅、苹果、梨等树种开展了

核心种质构建研究。

分子标记在果树学研究中还有其他方面的广

泛应用 , 其潜力是无限的 , 随着该技术的不断完善

和发展 , 分子标记辅助选择使果树育种通过分子

标记早期选择、预测成为可能 , 同时某些不易区分

的性状也可通过遗传标记的间接选择来实现。可

加速果树育种的进程 , 提高育种的效率 , 以克服过
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去制约果树育种周期长的问题。但从目前来看 , 果

树分子标记的研究仍较落后 , 离实际应用尚有较

大距离 , 所以应同常规技术研究应用相结合 , 以加

快分子标记技术在果树上的应用进程。

2 存在问题及发展方向

尽管生物技术已经在大田作物以及蔬菜领域

取得了重大成功 , 但在果树上的研究还属落后 , 转

基因的优良果树品种还有待研究。而我们主要工作

的重点应该放在果树的育种方面 , 完善果树的快繁

体系 ,使优良品种得以快速稳定的推广。将花药培

养研究与常规育种结合起来 , 使花粉植株在育种实

践中得以广泛利用 , 以缩短常规育种年限 , 提高常

规育种的选择效率。细胞融合与外源基因的引入可

以实现新的基因的引入和有利基因的重新组合。低

温冷冻保存则为种质保存提出了诱人的前景。另

外 , 应进一步利用分子标记技术 , 如 DNA指纹技术

和杂种优势的早期鉴定技术等 , 加快育种步伐 , 保

证育种质量 ,提高果树各个方面的适应能力。

因此 , 我们应该运用先进有效的分子生物学

手段 , 利用我国丰富的特有的遗传资源 , 分离、克

隆有自主知识产权、寻找重要经济价值的新基因 ,

以增加果树资源的优良特性。而生物技术育种在

果树方面的应用已具有相当广泛性和雄厚的基

础 , 其发展前景是十分乐观的。
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(上接第 31 页)导度都略高于其他处理。无论正常供

水还是干旱胁迫下对照的净光合速率都低于施氮

处理 , 这说明氮素对烟株的光合作用具有明显的

影响。

2.3 干旱胁迫下氮素对烟株脯氨酸 (Pro)含量的

影响

Pro 是一种偶极含氮化合物 , 逆境下 Pro 的积

累可以增强植物自身的渗透调节 , 抗御外界渗透

胁迫 , 并能提高原生质胶体的稳定性 , 是稳定物质

代谢的决定因素 [9]。图 5 表明 , 烤烟在正常供水的

情况下 , Pro 的含量较低 , 并且保持平稳趋势 , 但

在干旱胁迫下烟叶中 Pro 大量积累 , 随着干旱天

数的增加 , Pro 含量逐渐增加 , 表明 Pro 含量对干

旱胁迫反应十分敏感 , 并且各氮素水平已经有了

明显差异 , 施氮处理的 Pro 含量显著高于对照。这

说明高的氮素用量能够抵御干旱。

3 结 论

在农艺性状上 , 干旱胁迫下处理 E 的各项指

标都优于其他处理 , 正常供水条件下 , 处理 D 表

现最佳 , 当氮用量增至 0.6 g/kg 土壤时会抑制烟

株的生长。

5 个氮素水平处理在正常供水的情况下叶绿

素含量、气孔导度、蒸腾速率和净光合速率比干旱

处理高且比较平稳 , 但在干旱胁迫下 , D1、E1 处理

的叶绿素含量、气孔导度、蒸腾速率和净光合速率

随着干旱的加剧而逐渐下降 , 但 D1、E1 处理的叶

绿素含量、气孔导度、蒸腾速率和净光合速率仍然

高于其他处理 , 这说明干旱胁迫对低氮烟株的影

响更为严重 , 较高的氮素营养有利于烤烟通过生

理过程的调节来抵御干旱的侵袭 , 减小干旱损失。

5 个氮素水平处理在正常供水时的 Pro 含量

比干旱胁迫时低 , 且变化趋势平稳 , 随着干旱胁迫

的加剧 , 烟叶的 Pro 含量逐渐上升 , 施氮处理的

Pro 含量显著高于对照 , 这说明高的氮素营养能够

增强烟叶自身的调节能力 , 降低受害程度。
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