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西瓜子叶再生体系的初步建立
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　　摘　要:以西瓜品种`华抗王' 无菌苗子叶作为外植体 ,以 MS为基本培养基 ,对西瓜植株再生

的条件进行了研究。结果表明:子叶芽诱导的最佳培养基为 MS+6-BA 3.0 mg/ L+NAA 0.1

mg/L;最佳伸长培养基为MS+IBA 0.5 mg/L+6-BA 1.0 mg/ L;最适宜的生根培养基为1/2MS

+IAA 0.4 mg/L。试验初步建立了适用于西瓜遗传转化的子叶再生体系。
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　　西瓜(Citrullus lanatus (Thunb.)Mansfeld var.

citroides)属葫芦科植物 ,在世界范围内分布广泛 ,种类

繁多 , 栽培面积大 , 经济价值高 , 在人类的日常饮食生

活中起到了十分重要的作用。但病虫害 、逆境等因素对

西瓜的产量及品质影响很大。由于其遗传基础十分狭

窄 , 野生种及近缘物种的相关收集整理工作较少[ 1] 。通

过常规育种方法对品种进行更新较为困难 ,开展西瓜转

基因研究 、创造新的种质资源特别是抗性种质资源 ,对

西瓜进行改良实属必然。

西瓜的再生能力与大多数植物相比 ,为较弱水平 ,

国内外虽然有一些成功的西瓜再生报道[ 2-4] ,但几乎都

缺乏可重复性。试验针对西瓜的高效再生体系的建立

进行研究 ,为提高西瓜育种水平奠定基础 ,也为西瓜转

基因工作提供科学依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

西瓜品种`华抗王'由东北农业大学西甜瓜遗传育

种研究室提供。

1.2　培养基与激素

以 MS 为基本培养基 ,植物激素包括 IAA 、NAA 、

6-BA等 ,配成50 mg/mL的母液 ,4℃保存。

1.3　试验方法

1.3.1　外植体的获得　取60粒饱满的`华抗王' 种子用

纱布包好 ,在 50 ～ 60℃的温水中温汤浸种 24 h ,然后将

种子取出 ,在超净工作台精心去壳 ,用0.1%HgCl2溶液

消毒8 ～ 10 min ,用无菌水冲洗 3次。再将种子浸泡在

70%的酒精中 1 min ,用无菌水冲洗 3次。将已消毒的

种子接种于 MS+1.5%蔗糖+0.7%琼脂的固体培养

基上 ,在于 28℃生长箱中暗培养 3 d后移到光周期为

16 h光照 、8 h黑暗 ,光照强度为 2 200 lx的培养室中继

续培养。温度为(28±1)℃,子叶长出后 ,在超净工作台

上取下4 ～ 6龄子叶待用。

1.3.2　子叶外植体再分化的芽诱导　将取下的子叶用

70%的酒精擦拭其表面再用清水冲洗 ,然后用滤纸将其

表面吸干 ,弃远轴端 ,近轴端子叶切去顶部和基部 ,再横

切为二 ,面积约为0.3 cm
2
,表面朝上接种于诱导培养基

上 ,每瓶接 3 ～ 4块。在 MS 培养基上设了 6种激素组

合 ,分别对外植体进行芽分化培养。其中6-BA含量为2.5 、
3.0 mg/L ,共 2个水平 ,NAA含量为 0.1 、0.3 、0.5 mg/L

共3个水平 ,共计 6个处理组合。每处理接 5瓶 ,16个

子叶块。6个处理共需要 96个子叶块。调节培养基的

pH5.8左右。光周期为 16 h 光照 、8 h黑暗 ,温度为

28℃,光照强度为 2 500 lx 。所有组合均在 30 d后统计

出芽率(出芽外植体占培养外植体的百分率)。

1.3.3　不定芽的伸长　4周后 ,将在诱导培养基上分化

出不定芽的外植体切成小块 ,转至不定芽伸长培养基

上 ,MS 为基本培养基;IBA 0.5 mg/ L 和 1.0 mg/L;

6-BA为 0.5 mg/L 和 1.0 mg/L ,并记录有效苗的获得

情况。

1.3.4　再生植株的获得　当芽伸长至1.5 ～ 2.5 cm时 ,

用解剖刀将无根苗切下 ,转至含不同激素成分的生根培

养基中 ,1/2MS+IAA(浓度分别为0.2 mg/ L和0.4 mg/ L),

3周后统计生根率。

2　结果与分析
2.1　芽的诱导

试验选用的培养基是以 MS 为基本培养基 ,附加不

同浓度的6-BA和 NAA配制而成。将子叶外植体接种
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后 ,开始几天发现培养基中子叶变大 ,7 d以后 ,在外植

体刀切部位长出膨大 、黄绿的愈伤组织 ,随着时间而扩

大。2周左右 ,部分培养基上的愈伤组织逐渐分化出芽

原基。28 d后对培养的子叶外植体出芽率进行统计 ,结

果见表1。

　　表1　不同植物生长调节剂配比组合对出芽率的影响
　　培养基/ mg·L-1 再生芽数/个 外植体数/个 出芽率/ %

MS+6-BA 2.5+NAA 0.1 2 16 12.5

MS+6-BA 2.5+NAA 0.3 3 16 18.7

MS+6-BA 2.5+NAA 0.5 1 16 6.3

MS+6-BA 3.0+NAA 0.1 4 16 25

MS+6-BA 3.0+NAA 0.3 3 16 18.7

MS+6-BA 3.0+NAA 0.5 2 16 12.5

　　由表1中可知 ,芽的诱导与6-BA和 NAA 2种激素

的配比密切相关。在 6种组合中均能产生不定芽 ,合适

浓度的6-BA与较低浓度的 NAA配比 ,芽分化率会相对

高一些。如NAA浓度为0.1 mg/L ,6-BA浓度为3.0 mg/ L

时 ,16个外植体上可再生4个不定芽 ,反过来 , IAA相对

浓度较高时 ,对芽的分化将产生抑制作用。当 IAA 为

0.5 mg/ L ,6-BA浓度在2.5 mg/L 时 ,叶外植体上很难

产生不定芽 ,只是长出愈伤组织 ,无芽原基产生 ,出芽率

为6.3%。结果表明 , MS +6-BA 3.0 mg/L +NAA

0.1 mg/L的组合 ,有较高的不定芽分化率 ,且产生的芽

相对健壮。

2.2　不定芽的伸长

切取培养的不定芽接到伸长培养基上 ,每瓶接 2

个 ,观察不定芽的伸长。培养基如下表所示 ,其中 ,培养

基3(MS+IBA 0.5 mg/ L+6-BA 1.0 mg/L)为最佳伸长

培养基。

　　表2　　　不同培养基配比组合
培养基编号 IBA /mg·L-1 6-BA/ mg·L-1

1 0.5 0.5

2 1.0 1.0

3 0.5 1.0

4 1.0 0.5

图 1　西瓜子叶再生体系的初步建立

2.3　再生植株的获得

试验选用的生根培养基是以 MS为基本培养基 ,附

加不同浓度的 IAA配制而成。西瓜苗生根比较困难 ,在

IAA含量不同的MS培养基中即可见有根长出 ,结果见

表3。其中以1/2MS+IAA 0.4 mg /L 组合为最好 ,将增

殖培养20 d的不定芽移入生根培养基 ,一般在 16 d左
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右可见根系的发生。根系粗壮 、生长旺盛 ,生根率近达

75%。

　　表3　　　不同植物生长调节剂配比

组合对生根率的影响
培养基/ mg·L-1 生根数/条 外植体数/个 生根率/ %

1/ 2MS+IAA 0.2 2 4 50

1/ 2MS+IAA 0.4 3 4 75

3　讨论
基因工程的快速发展 ,使人们有可能通过转基因途

径较快地获得优质 、高产 、抗病虫害以及抗逆的农作物

新品种。而利用基因工程手段来改良农作物 ,首先需要

建立一个高效的再生系统
[ 5]
。在植物组织培养中 ,激素

的配比对器官发生有重大影响[ 6] 。适宜浓度的激素配

比 ,促使西瓜有较高的不定芽分化率 ,且生长健壮 ,生根

率也较高 ,可以满足西瓜转基因工作的进一步需要。

西瓜的组织培养研究已有多年的历史 ,但迄今为止

文献报道的结果差异较大 ,重复性差。激素对于不定芽

的分化有重要作用 ,Szalai[ 7] 发现无激素培养基也会导致

外植体发生分化 ,只是时间相对较长 ,并指出再生能力

决定于基因型而非激素含量 ,但该试验发现长时间培养

于无激素培养基上的外植体并不会分化不定芽。一定

浓度的 6-BA 是诱导西瓜外植体分化的关键 ,附加低浓

度的 IAA 则有利于这种分化的发生。

4　结论
以西瓜品种`华抗王' 无菌苗子叶作为外植体 ,以

MS 为基本培养基 ,对西瓜植株再生的条件进行了研究。

结果表明:子叶芽诱导的最佳培养基为 MS +6-BA

3.0 mg/L+NAA 0.1 mg/L;最佳伸长培养基为 MS+

IBA 0.5 mg/L+6-BA 1.0 mg/ L;最适宜的生根培养基

为1/2MS+IAA 0.4 mg/L。该试验初步建立了适用于

西瓜遗传转化子叶再生体系。
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Establishment of High Effective Regeneration System in Watermelon

(Citrullus lanatus(Thunb.)Mansfeld var.citroides)

CHEN Ke-nong , ZHU Zi-cheng ,WANG Xin , LUAN Fei-shi ,WANG Xue-zheng

(Department of Horticulture, Northeast Ag ricultural University ,Harbin , Heilong jiang 150030)

Abstract:In this experiment , we chose cotyledon of anti-hua Wang(watermelon line)as explants , and researched MS

medium containing different concentration grow th hormone.The results showed that the callus induction medium was

MS+6-BA 3.0 mg/L+NAA 0.1 mg/ L.The shoot induction medium was MS+IBA 0.5 mg/L+6-BA 1.0 mg/L.The

root induction medium was 1/2MS+IAA 0.4 mg/ L and the differentiation rate reached 75%.

Key words:watermelon;cotyledon;regeneration system
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