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番茄花药愈伤组织诱导中脯氨酸含量变化的研究

张 永华 , 辛建 华 , 苑 育文
(新疆石河子大学农学院园艺系, 832000)

　　摘　要:通过接种在两种不同激素浓度培养基上的花药进行培养得到的不同愈伤组织 ,进行

游离脯氨酸的测定 ,结果表明:愈伤组织的游离脯氨酸含量始终高于胚性愈伤组织的含量 ,说明

游离脯氨酸在愈伤组织形成过程中起重要作用。
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　　加工番茄是茄科(Solanoideae)番茄属(lycopersicon)

的栽培型亚种 ,适应范围广 、产量高 ,富含维生素类和糖

类 ,以及在消费领域中有较广的用途。但是近年来加工

番茄品种退化严重 ,抗病虫能力急剧下降 ,影响了番茄

的质量。进行番茄花药培养可以为转基因技术在番茄

育种上应用提供了良好的载体 ,适合对现有品种进行有

限的修饰和改良 ,特别是品质改良[ 1] 。花药培养技术在

白菜 、油菜 、芥菜 、黑麦、小麦的品质育种中都取得了一

定的成效 [ 2 ～ 4] 。该试验旨在分析同一基因型番茄花药

愈伤组织形成过程中的脯氨酸含量的变化关系 ,为花药

培养技术应用于加工番茄品质改良作一些有益的尝试 ,

以期在今后的研究中服务于加工番茄品质育种。

1　材料与方法
1.1　供试材料

新疆主栽品种加工番茄“里格尔 87-5”品种 ,2006

年4月开始取花粉粒处于单核靠边期的花药进行离体

诱导 ,获得愈伤组织 ,取不同培养时期的愈伤组织进脯

氨酸含量分析。

1.2　离体花药诱导愈伤组织

取加工番茄花粉粒处于单核靠边期的花药(镜检检

验发育时期)
[ 5 ,6]
在 4℃下预处理 48h后 ,接种于 MS培

养基 ,以附加 2 ,4-D 0.2mg/ L +KT1.5mg/L 为 1号培

养基 ,附加 2 , 4-D 0.4mg/ L+KT1.0mg/L 为 2号培养

基 ,均添加蔗糖35g/L ,琼脂6g/ L ,pH 值为5.8。接种密

度20～ 30枚/50mL三角瓶。每个处理设 3次重复 ,每

次重复至少接种10瓶约 200 ～ 300枚花药。培养温度为

34℃～ 35℃黑暗培养一周 ,然后转至 26℃±1℃培养箱

暗培养 ,长出愈伤组织后于光照培养箱中培养 ,光照

12h ,光强 12 000Lx 。

1.3　游离脯氨酸的测定

游离脯氨酸采用磺基水杨酸法[ 8]测定:脯氨酸的提

取:准确称取不同处理的待测植物叶片各 0.5g ,分别置

于大管中 ,然后向各管分别加入 5mL 3%的磺基水杨酸

溶液 ,在沸水浴中提取 10min ,(提取过程中要经常摇

动),冷却后过滤于干净的试管中 ,滤液即为脯氨酸的提

取液;吸取2mL提取液于另一干净的带玻塞试管中 ,加

入 2mL冰醋酸及 2mL 酸性茚三酮试剂 ,在沸水浴中加

热 30min ,溶液即呈红色;冷却后加入 4mL 甲苯 ,摇荡

30s ,静置片刻 ,取上层液至 10mL离心管中 ,在 3 000rpm

下离心 5min;用吸管轻轻吸取上层脯氨酸红色甲苯溶液

于比色杯中 ,以甲苯为空白对照 ,分光光度计上在

520nm 波长处比色 ,求得吸光度值。从标准曲线上计算

样品中脯氨酸含量的百分数。

2　结果与分析

2.1　愈伤组织形成情况

接种在两种不同激素浓度培养基上的花药进行培

养 ,并多次继代于同种培养基上 ,分别对培养 14 、21、28、

35 、42d的材料进行观察 ,结果如表1所示。

　　表 1　不同激素条件下番茄花药愈伤组织生长情况
培养天

数培养基
14d 21d 28d 35d 42d

1号

花药壁膨大 , 　

稍微变褐

花药基部变黄 ,

开始出现晶白

色愈伤组织

乳白带淡色绿

点 ,湿润的愈伤

组织

淡黄色带绿　

点 ,质地较软

黄绿色 ,抽出

小芽和白根

2号

花药壁膨大 , 　

稍微变褐

花药基部变黄 ,

出现白色愈伤组

织及瘤状突起

愈伤组织疏松 ,

瘤状突起变淡

绿

愈伤组织不　

同程度的褐化

瘤状突起出

现芽元基

　　从表1中可以看出 ,1号培养基形成一般愈伤组织 ,

并进一步分化出现小芽和白根 ,2号培养基可以形成胚
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性愈伤组织 ,并行成芽原基。由 1 、2号培养基可以看出

愈伤组织直接生成体胚与诱导愈伤组织脱分化形成器

官乃至完整植株是两种完全不同的植物形态建成途径 ,

所需要的培养环境迥然相异。

2.2　游离脯氨酸的测定

图1中可以看出 ,愈伤组织中的游离脯氨酸开始积

累的较早 ,而且含量随着愈伤组织的生长不断增加 ,当

愈伤组织长到 28d时达到最大值 ,以后随着愈伤组织的

继续分化 ,含量迅速下降 ,最后基本达到平衡。而胚性

愈伤组织脯氨酸含量总体呈下降趋势 ,在培养 28d时 ,

由于愈伤组织开始退化 ,游离脯氨酸含量下降加快 ,随

着瘤状突起的生长 ,培养 35d时 ,稍微有所增加 ,但以后

仍呈下降趋势。在花药培养过程中 ,愈伤组织的脯氨酸

含量始终高于胚性愈伤组织的含量。

图 1　愈伤组织和胚性愈伤组织中脯氨酸含量

3　讨论
愈伤组织直接生成体胚与诱导愈伤组织脱分化形

成器官乃至完整植株是两种完全不同的植物形态建成

途径 ,所需要的培养环境和内部生理机制也迥然相异。

在高等植物的发育过程中游离氨基酸不仅是细胞

渗透调节因子和蛋白质合成的前体物 ,而且也是控制自

身代谢程序和改变相关基因表达的信号分子[ 9 ～ 11] 。陈

克贵和朱庆麟报道了外加脯氨酸能刺激小麦愈伤组织

苯丙氨酸解氨酶(PAL)的活性 ,促进苯丙烷代谢 ,有利于

愈伤组织中形成导管系统 ,促进植株的分化 ,同时愈伤

组织中游离氨基酸总量增加了 72%[ 12 , 13] 试验研究也表

明 ,愈伤组织中游离脯氨酸含量与绿苗分化率之间存在

直接的联系。愈伤组织中游离氨基酸的成分对愈伤的

分化以及发育具有较大的影响[ 14] 具体的机理尚需进一

步研究。
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Study of Free Proline in Processing Tomato Anther Callus

ZHANG Yong-hua , XIN Jian-hua, YUAN Yu-wen

(Department of Horticulture, Co llege of Agriculture , Shihezi University , Xinjiang 832000)

Abstract:Different callus of the anther in processing tomato was induced into two mediums with indifferent phy tohor-

mones , and total content of free proline w as measured in the callus and embryoid-callus.The results indicated that , total

content of free proline in callus is higher than embryoid-callus' .It' s also made out that f ree proline played an important

role in the process of callus.
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