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　　摘　要:以番茄 06P28为试材 ,对其子叶分化培养基及该材料对潮霉素和羧苄青霉素的天然

耐性进行了研究。结果表明:适宜的分化培养基为 MS+6-BA 2.0mg/ L+IAA 0.2 mg/ L ,潮霉素

的筛选浓度和羧苄青霉素的抑菌浓度分别以10mg/L 、350mg/L 为宜。
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　　番茄(Lycopersicon esculentum Mill)原产于南美洲

的秘鲁 、厄瓜多尔 、玻利维亚等地 ,是茄科番茄属的 1 a

生或多年生草本植物。由于番茄栽培广泛 ,需求量大 ,

对其遗传理论的研究又较为深入 ,因此成为最早进行基

因转化研究的高等植物之一。目前 ,番茄的转基因主要

采用农杆菌介导叶盘转化的方法 ,并且已经获得了各种

各样的转基因植株
[ 1 , 2]

。

建立高效的再生系统是进行基因转化的前提基础 ,

筛选合适的分化培养基和抗生素浓度是提高基因转化

效率的关键
[ 3]
。因此 ,以番茄06P28为试验材料 ,对其分

化培养基以及该材料对潮霉素(Hyg)和羧苄青霉素

(Carb)的天然耐性进行了研究 ,以其为下一步农杆菌介

导的遗传转化奠定良好的基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试番茄材料为 06P28 ,由河南省郑州市蔬菜研究

所培育并提供。潮霉素(Hyg)和羧苄青霉素(Carb)分别

为Solarbio公司和 Amresco 公司产品 ,其它试剂均为国

产分析纯。

1.2　试验方法

1.2.1　番茄无菌苗的获得　将番茄种子用 70%的乙醇

浸泡约 30 s ,再用 10%的次氯酸钠(市售安福替民)浸泡

10 ～ 15 min ,无菌水冲洗 5 次后将其均匀地点播于

1/2 MS固体培养基上。将种子26℃暗培养 3 d后 ,置于

26℃、光照强度2 000 lx及光照时间 16 h/d的条件下进

行培养。

1.2.2　外植体的制备　取6 ～ 8 d苗龄的番茄无菌苗子

叶 ,去除叶柄1 ～ 2mm和叶尖 1 ～ 2 mm 后 ,取其中间部

分即为试验所用外植体。

1.2.3　分化培养基的筛选　基本培养基为 MS ,附加蔗

糖 30 g/L ,琼脂0.8%。将上述子叶外植体近轴面向上
放入添加有不同质量浓度植物激素 6-BA 和 IAA 的分

化培养基上 ,置于 24℃、光照强度 2 000 lx 及光照时间

16 h/d的条件下进行培养 ,培养过程中每隔 2～ 3周继代

1次。

1.2.4　潮霉素筛选压力的确定　以上述筛选出的分化

培养基 MS+6-BA 2.0 mg/L+IAA 0.2 mg/L 为基本培

养基 ,分别添加 0 、5 、10 、15 、20、25 mg/ L的潮霉素(Hyg)

后即为潮霉素(Hyg)浓度筛选所用培养基。将子叶外植

体放在添加有不同浓度潮霉素(Hyg)的培养基上 ,置于
24℃、光照强度2 000 lx及光照时间 16 h/d的条件下进

行培养 ,2周后继代一次。以培养 4周后的愈伤组织分

化率和芽分化率为指标 ,检测子叶外植体对潮霉素

(Hyg)的耐受性。

1.2.5　羧苄青霉素对番茄子叶分化影响　以上述筛选

出的分化培养基 MS+6-BA 2.0 mg/ L+IAA 0.2mg/ L

为基本培养基 ,添加 350 mg/ L 的羧苄青霉素(Carb)后

即为羧苄青霉素抑菌浓度所用培养基。将子叶外植体

放在添加有羧苄青霉素(Carb)的培养基上 ,置于 24℃、
光照强度 2 000 lx 及光照时间 16 h/d的条件下进行培

养 ,2周后继代 1次。以培养 4周后的愈伤组织分化率

和芽分化率为指标 ,检测子叶外植体对羧苄青霉素

(Carb)的敏感性。

2　结果与分析
2.1　分化培养基的筛选
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由表 1可以看出 ,无论那种激素组合 ,愈伤组织的

出愈率均无明显差异 ,都接近或达到 100%,然而 ,当

IAA或 6-BA浓度一定情况下 ,随着 IAA或 6-BA浓度

的增加 ,出芽率均呈现先增加再减少的趋势 ,其中以

MS+6-BA 2.0 mg/L +IAA 0.2 mg/L 的出芽率最高。

因此 ,适宜的分化培养基应为 MS +6-BA 2.0 mg/L+

IAA 0.2 mg/L ,并且在确定潮霉素和羧苄青霉素浓度

时 ,也均选用此培养基作为基本培养基。

　　表 1　不同浓度 6-BA与 IAA组合对外植体愈伤

组织及不定芽形成的影响
激素组合

/mg·L-1
外植体

形成愈伤

组织个数

出愈率

/ %
出芽数

出芽率

/ %

BA1.0+IAA0.1

BA2.0+IAA0.1

BA3.0+IAA0.1

BA1.0+IAA0.2

BA2.0+IAA0.2

BA3.0+IAA0.2

BA1.0+IAA0.5

BA2.0+IAA0.5

BA3.0+IAA0.5

120

120

120

120

120

120

120

120

120

110

112

108

116

118

120

116

114

120

91.6

93.3

90.0

96.7

98.3

100.0

96.7

95.5

100.0

50

76

46

60

98

56

36

30

20

45.4

67.8

42.6

51.7

81.6

46.7

31.0

26.3

16.7

2.2　不同的潮霉素浓度对番茄子叶分化的影响

转化细胞的筛选是获得转基因植株的关键。如果

选择压力过高 ,则已转化的细胞也会死亡 ,但是如果选

择压力太小 ,又会出现大量逃逸芽(escaped bud),给筛选

带来很多麻烦 ,所以 ,检测试验材料对选择试剂的敏感

性是十分重要的。

由表 2可见 ,番茄子叶对潮霉素(Hyg)极为敏感 ,当

潮霉素(Hyg)的质量浓度为5mg/L 时 ,就能够完全抑制

愈伤组织的分化 ,使不定芽的形成率为 0;当潮霉素

(Hyg)的质量浓度为10 mg/ L时 ,愈伤组织的形成率就

降为8.3%。试验也发现 ,当潮霉素(Hyg)的质量浓度达

到15 mg/ L时 ,子叶外植体就不再形成愈伤组织 ,随着培

养时间的延长 ,逐渐褐化死亡。由于高质量浓度的抗生

素能够迅速杀死细胞 ,而死细胞对周围细胞的生长有强

烈的抑制作用 ,不利于转化细胞的生长 ,因此 ,试验结果
显示潮霉素(Hyg)的筛选浓度以亚致死浓度10mg/L较

为适宜。

　　表 2　不同的潮霉素浓度对番茄子叶分化的影响
Hyg浓度

/ mg·L-1

培养子叶

个数

形成愈伤

组织个数

出愈率

/ %

分化外

植体个数

分化率

/ %

0

10

15

20

25

120

120

120

120

120

28

10

0

0

0

23.3

8.3

0.0

0.0

0.0

0

0

0

0

0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

2.3　羧苄青霉素抑菌浓度的确定

基因转化中常使用一种抗生素来抑制农杆菌生长 ,

防止因农杆菌的过度生长而导致培养基和外植体的污

染 ,甚至对外植体产生毒害 ,因此 ,应在培养基中加入对

植物细胞无毒害作用或毒性较小的抑菌性抗生素。适

当的抑菌性抗生素既能有效地抑制农杆菌的生长 ,又不

影响植物细胞的正常生长。目前 ,应用最多的是头孢霉

素(Cef)和羧苄青霉素(Carb)。前人研究发现 ,在番茄的

遗传转化中 ,羧苄青霉素(Carb)与头孢霉素(Cef)相比 ,

利于子叶外植体形成不定芽 ,因此 ,试验参考前人的研

究结果[ 4] ,结合经济方面的考虑 ,选用 350mg/L 的羧苄

青霉素(Carb)来抑制农杆菌的生长。结果显示 ,

350mg/L的羧苄青霉素(Carb)对番茄子叶外植体愈伤

组织的形成率和芽分化率与对照相比均无明显差异 ,子

叶外植体愈伤组织的形成率为 97.3%,愈伤组织的分化

率达到 80.6%。

3　讨论
目前 ,番茄上已有利用根 、下胚轴 、子叶、花药 、种胚

等进行离体培养获得再生植株的报道 ,但是在番茄的遗

传转化方面利用较多的则是子叶和下胚轴 ,并且前人对

子叶和下胚轴离体培养适宜的培养基也进行了大量的

探讨 ,建立了成熟的离体培养再生系统。叶志彪等
[ 5}
对

不同激素组合进行比较试验表明 ,番茄子叶诱芽培养基

以 MS+ZT 1.0mg/L+IAA 1.0 mg/L 效果最好 ,MS+

ZT 1.0mg/ L+IAA 0.5mg/ L次之。申琳等
[ 6]
在研究番

茄子叶转化系统时发现 MS +ZT 1.0 mg/L +IAA

0.5mg/L的生芽率最高。陈火英等
[ 7]
认为 , MS +IAA

0.2mg/L+BA 2.0 mg/ L的培养基对番茄子叶和下胚

轴愈伤组织芽的诱导有较好的效果。试验研究结果也

表明 ,对番茄材料 06P28 ,以子叶作为外植体时 ,适宜的

分化培养基应为MS+6-BA 2.0mg/L+IAA 0.2 mg/L。

在番茄子叶外植体的培养过程中 ,常见到一些仅长

出 1片粗壮的叶片而没有顶芽或有的虽有顶芽但叶片

及顶芽均很肥厚 、矮壮 ,且叶片呈畸形卷曲的现象 ,这就

是所说的畸形芽和盲芽。畸形芽和盲芽发生的原因 ,一

般认为是因为番茄子叶产生愈伤组织的分裂方式很不

规则 ,并且也与激素种类及浓度 、继代培养代数 、温度和

光照等有很大的关系
[ 3]
。在试验过程中 ,也出现了畸形

芽和盲芽 ,其影响了再生频率 ,计划以后加强这方面的

研究。

在番茄的组织培养过程中 ,外植体的褐变也是比较

常见的。褐变的发生与外植体组织中所含的酚类物质

的多少及多酚氧化酶活性有直接关系
[ 8]
。番茄含有较

多的酚类物质 ,这些酚类物质在完整的植物组织和细胞

中与多酚氧化酶并不同时存在 ,因此不会发生氧化作

用。但是 ,在组织培养过程中 ,不可避免的会形成伤口 ,

使得酚类物质溢出 ,并与多酚氧化酶相接触 ,迅速氧化

成褐色的醌类物质。醌类物质易与组织中的蛋白质发

生聚合反应 ,使酶系统失活 ,进而导致组织中代谢的紊

乱 ,最终使组织衰老死亡。
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影响褐变的因素很多 ,其中外植体的基因型 、受伤

害程度 ,培养基中无机盐 、激素等成分 ,材料的苗龄 、所

处部位和大小等生理状态 ,以及材料转移时间等都会直

接影响外植体的褐变。因此 ,在试验的过程中 ,切割外

植体时应尽可能使伤口平滑 ,并且缩短切口暴露在空气

中的时间 ,或在切割外植体时在培养皿中加入少量无菌

水;在培养基中加入抗氧化剂或活性炭 ,以及选择适宜

的外植体 、缩短继代周期等措施都可以有效地防止外植

体的褐变。
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Research of Tomato 06P28 Cotyledon on the Establishment of Acceptor System
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Abstract:Took tomato 06P28 as experimental material , studied its cotyledon differentiation medium and its natural pa-

tience to Hygromycin and Carbentcillin.The results showed:the suitable differentiation medium was MS +6-BA

2.0 mg/L+IAA 0.2mg/L , and the perfect concentration of Hygromycin and Carbentcillin w as 10 mg/L , 350mg/L re-

spectively.

Keywords:Tomato ;Cotyledon;Tissue culture;Gene transformation;Acceptor system
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