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　　摘　要:以津研 4号为试材 ,利用组织培养技术探讨黄瓜子叶离体培养技术 ,建立高频的黄

瓜再生体系;以MS为基本培养基 ,附加不同浓度和不同种类的激素 ,探讨影响黄瓜离体组织培养

的诸多因素。结果表明:以黄瓜5 ～ 6 d苗龄无菌苗子叶作外植体 ,愈伤组织生长旺盛 ,芽诱导率

高;7 ～ 8 d的外植体则生长势弱 ,不利再生芽的分化。6-BA 4.0 mg/ L+IAA 0.3 mg/L ,芽分化频

率较高 ,芽的分化率可达 83%;待再生芽长至 2 ～ 3 cm 时移入生根培养基(1/2MS+0.3 mg/ L

NAA),生根率可达 88%,30 ～ 50 d可得到完整再生植株。
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　　当前利用组织和细胞培养进行黄瓜植株再生研究
已在我国取得了很大进展 ,但多处于试验阶段 ,未真正

应用于黄瓜育种中 ,建立稳定的子叶及下胚轴离体培养
体系 ,对于开展黄瓜转基因研究 ,创造新的黄瓜种质资
源特别是抗性种质资源 ,提高黄瓜育种水平具有重要意

义。目前国外已有一些关于黄瓜子叶离体培养及植株
再生特别是通过胚壮体再生植株的成功报导 ,但黄瓜属

于难再生植株 ,不同品种及外植体之间植株之间再生能
力差异很大 ,因此 ,进一步研究不同品种 、不同外植体的
子叶离体培养和植株再生条件仍是必要的。该试验旨

在建立高效的黄瓜再生体系 ,为黄瓜基因转化奠定
基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

津研 4号由哈尔滨市农业科学院提供。
1.2　试验方法

外植体的获得:挑选黄瓜饱满种子在自来水中浸泡
30 min左右剥掉种皮 ,用 70%的酒精和次氯酸钠(10%)

浸泡5～ 10 min ,再用0.1%氯化汞消毒1 min左右 ,后用
无菌水冲洗 3～ 5次。

在无菌的条件下 ,把黄瓜种子接种到 MS 培养基

上。暗箱培养 1 ～ 2 d后 ,温度是 25℃左右 ,光照 2 500

lx ,光照时间为16 h/d。待长2 ～ 3 d ,子叶完全展开 ,在
无菌操作台切取0.5 cm 左右带子叶柄的子叶。将 2片

子叶从中间分开 ,小心去除子叶基部已经长出的顶芽。
切去每片子叶的上半部分接入培养基中。有微有下翘
的;上翘趋势;一侧上翘 ,另一侧平展;还有平展的等。3

周后观察并统计其形成外植体的不定芽发生情况。根
据不同的苗龄 ,不同切割方式 ,进行再生培养的比较。

1.2.1　子叶外植体再分化培养　在分化过程中 ,为寻求
分化的最适合的培养基。在MS培养基上设计了3组不

同激素不同浓度之间的配比 ,分别为:1组:6-BA 含量为
1.0、2.0 、3.0 、4.0、5.0 mg/ L ,共 5个水平 , IAA 含量为

0.1 ,0.3 、0.5 mg/ L共3个水平 ,计15个组合;2组:6-BA
含量为 1.0 、2.0 、 3.0 mg/L ,共 3个水平 ,NAA 含量为

0.1、 0.2 、0.3 mg/ L ,共 3个水平 ,计 9个组合;3 组:
2 ,4-D含量为 1.0 、2.0 mg/L ,共 2个水平 ,NAA 含量为

0.2、0.3 、0.5 mg/L ,共3个水平 ,计6个组合。30 d后 ,

将在诱导培养基分化出不定芽的外植体切成小块 ,转至
不定芽生长培养基上 ,2周左右继代 1次 ,1个月记录有

效的获得情况。
1.2.2　生根诱导 　生根培养基:(1)1/2MS +NAA

0.2 mg/L;(2)1/2MS+NAA 0.3 mg/L;(3)1/2MS+
NAA 0.5 mg/L;(4)1/2MS+NAA 1.0 mg/L。扩繁芽

长至 2～ 3 cm时 ,将其分支切下接种于生根培养基上诱
导生根 ,培养条件与芽诱导条件相同。

2　结果与分析
2.1　芽的诱导

选用 MS为培养基 ,附加不同激素的种类与含量对
愈伤组织有较大影响。2 ,4-D加入后愈伤组织黄化和玻

璃化严重 ,加入 IAA组的愈伤组织生长较好 ,NAA组的

愈伤组织生长也有少部分发生玻璃化 ,不及 IAA组。从
愈伤组织的生长情况看出 ,MS+6-BA 4.0 mg/L+IAA

0.3 mg/L培养基中芽的诱导较好 ,褐变的情况较少.子
叶接入培养基中1 ～ 2 d开始增大。4 ～ 5 d左右 ,外植体

形成鲜嫩愈伤组织 ,外植体与培养基接触处长出愈伤组
织且渐分化出芽原基。20 d芽原基上长出小芽。30 d

后对出芽率进行统计 ,结果表明 ,芽的诱导与BA和 IAA
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的浓度有密切关系。较低浓度的 IAA与合适的 BA配

比 ,有较高的出芽率。反过来 IAA相对浓度较高时 ,对

芽的分化将产生抑制作用。但BA 浓度也不能太高 ,过

高同样会对芽的诱导产生抑制作用。如 BA 浓度为

5.0 mg/L , IAA浓度为 0.3 ～ 0.5 mg/L ,无不定芽产生
分化 ,只在外植体周围出现大量愈伤组织 ,组织颜色较

暗 ,较疏松。由试验可知 ,MS+6-BA 4.0 g/ L+IAA 0.3
mg/ L的组合 ,有较高的不定芽分化率 ,长出的芽健壮。

芽再生率最高 ,不定芽分化率为 83%,这种培养基
下生长的不定芽健壮 ,培养过程中未观察到任何形态的

胚状体。有丛芽 ,茎生长粗壮 ,叶为深绿色。6-BA与
IAA组的其它浓度的培养基中芽的再生率稍微低一些 ,

浅黄绿色 ,茎纤细。而 NAA 组和 2 ,4-D组尽管激素浓
度改变 ,不定芽的再生率仍比较低 ,不宜做黄瓜子叶的

再生培养。由表3可见2 ,4-D与NAA组合芽再生率最

低 ,且玻璃化现象严重。

　　表 1　　6-BA与 IAA组合对芽诱导的影响
培养基/ mg·L-1 外植体数/个 再生芽数/个 芽再生率/ %

MS+BA 1.0+IAA 0.1 40 15 38

MS+BA 1.0+IAA 0.3 40 17 43

MS+BA 1.0+IAA 0.5 40 21 53

MS+BA 2.0+IAA 0.1 39 13 33

MS+BA 2.0+IAA 0.3 40 15 38

MS+BA 2.0+IAA 0.5 40 16 40

MS+BA 3.0+IAA 0.1 38 25 66

MS+BA 3.0+IAA 0.3 39 19 49

MS+BA 3.0+IAA 0.5 40 21 53

MS+BA 4.0+IAA 0.1 40 23 58

MS+BA 4.0+IAA 0.3 40 33 83

MS+BA 4.0+IAA 0.5 40 26 65

MS+BA 5.0+IAA 0.1 40 11 28

MS+BA 5.0+IAA 0.3 40 0 0

MS+BA 5.0+IAA 0.5 40 0 0

　　表 2　　6-BA与 NAA组合对芽诱导的影响
培养基/ mg·L-1 外植体数/个 再生芽数/个 芽再生率/ %

MS+6-BA 1.0+NAA 0.1 30 6 20

MS+6-BA 1.0+NAA 0.2 30 5 17

MS+6-BA 1.0+NAA 0.3 30 5 17

MS+6-BA 2.0+NAA 0.1 30 6 20

MS+6-BA 2.0+NAA 0.2 30 4 13

MS+6-BA 2.0+NAA 0.3 29 3 10

MS+6-BA 3.0+NAA 0.1 29 1 3

MS+6-BA 3.0+NAA 0.2 28 0 0

MS+6-BA 3.0+NAA 0.3 27 0 0

　　表 3　　2 ,4-D与 NAA组合对芽诱导的影响
　　培养基/mg·L-1 外植体数/个 再生芽数/个 芽再生率/ %

MS+2 ,4-D 1.0+NAA 0.2 28 3 11

MS+2 ,4-D 1.0+NAA 0.3 28 2 7

MS+2 ,4-D 1.0+NAA 0.5 30 0 0

MS+2 ,4-D 2.0+NAA 0.2 29 1 3

MS+2 ,4-D 2.0+NAA 0.3 30 1 3

MS+2 ,4-D 2.0+NAA 0.5 28 2 7

2.2　外植体的切割方式对芽的影响

对于黄瓜子叶外植体芽的诱导而言 ,除了不同浓度

生长调节物质的影响外 ,子叶的切割方式对芽的诱导也
有影响。为了进一步研究此方面的内容 ,试验对子叶横

切为 2的同时 ,又将部分子叶纵切为 2 ,接种到相同的培
养基中 ,将二者进行不同的比较发现有很多差异。由表
4可以看出 ,首先是愈伤生长速度不同;其次是愈伤组织

生长位置不同;再次是芽原基的生长速度不同;第四是
芽原基分布不同;第五是最适培养基中子叶外植体的出
芽率不同。

　　表 4　　外植体不同切割处理对出芽率影响

切割处理
接种外植

体数/个

有芽外植

体数/个
出芽数/个

每个外植体

出芽数/个

完整单片子叶数 30 30 85 2.83

单片子叶切除 1/3 20 19 33 1.65

单片子叶切除 2/3 20 20 50 2.5

完整2片子叶 20 20 47 2.35

2片子叶切除1/3 20 20 63 3.15

2片子叶切除2/3 20 20 51 2.55

2.3　苗龄对黄瓜愈伤组织芽再生率的影响
子叶的苗龄是植株再生能否成功的关键因素之一。

3 ～ 4 d苗龄的子叶愈伤组织生长情况较差 ,此时子叶刚
刚长大但还被外面的薄膜包着 ,呈黄绿色;正常发育的

无菌苗 5 d左右子叶刚由黄变绿 ,此时的愈伤组织诱导
效果最好 ,愈伤组织质地致密 ,芽再生率较高 ,达到
83%,且随着苗龄的不断增加 ,愈伤的诱导较慢 ,芽再生

率逐渐下降7 ～ 8 d苗龄的芽再生率很低 ,只有 30%,结
果见表 5。
　　表 5　　外植体苗龄对黄瓜离体再生的影响
苗龄/d 愈伤组织状态 芽再生率%

3 外植体本身不健壮,愈伤组织弱 ,生长快 52

5 形成较早,健壮 ,生长旺盛,色深绿 83

7 形成较晚 ,边缘发黄,长势弱 ,色浅,生长缓慢 30

　　从生长速度看 , 5 ～ 6 d苗龄接种的子叶 ,在光照培
养箱中 ,第3天可见明显膨大 ,1周后 ,可见伤口处开始

形成愈伤组织 ,2周后见愈伤表面有瘤状突起形成 ,且芽
再生也较早 ,再生频率高。
2.4　激素对不定芽生根诱导的影响

为了获得完整植株 ,必须进行根的诱导 ,将长有2 ～
3片子叶的小苗 ,自基部切下 ,在无菌的条件下接种到不
同激素的生根培养基中 ,20 d左右观察黄瓜生根情况。

　　表 6　NAA不同浓度对不定芽生根诱导的影响
培养基 NAA 颗数/瓶 根数/瓶 生根率/ %

1/2MS 0.2 8 6 75

1/2MS 0.3 8 7 88

1/2MS 0.5 8 4 50

1/2MS 1 8 5 63

　　根据经验 ,诱导生根培养基一般用低盐培养基 ,该

试验选用 1/2MS培养基 ,附加 NAA(0.2 ,0.3 ,0.5 ,1.0)
mg/L ,4个水平 ,把不定芽接入掊养基中 ,其它生长条件
与基本培养条件对不定芽促根的影响保持一致。结果

表明:在1/2MS+NAA 0.3 mg/L 的培养基中 ,不定芽
生根率最高 ,根系壮 ,生长旺盛 ,生根达到 88%。因此 ,
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该试验选用 1/2MS+NAA 0.3 mg/L为生根培养基。

3　组培苗的移植
3.1　出瓶后的管理

移栽前把生根苗练苗 5 ～ 7 d ,再从瓶中取出 ,取苗
时动作要轻 ,避免根苗受伤 ,取出后用清水除去根部的

培养基。在高为 4 cm的育苗盘中装入草炭∶蛭石=
2∶1 ,栽培温度 25℃左右 ,湿度在 80%～ 90%。栽培后

要遮荫和保温 ,为确保组培苗的成活率 ,定植后 1周是

关键时期 ,此时幼苗非常细弱 ,从培养基到土壤中 ,环境
条件变化大 ,光照 、温度和湿度都与此前不同 ,植株形成

自养 ,根系不发达 ,稍不留心就可能造成死苗。这段时
期的管理工作主要是防风蔽荫 ,防曝晒 ,保持膜内湿度 ,
并注意防霉 ,4 ～ 5 d后打开薄膜。适量的施一些营养

液。1个月左右 ,见苗长的绿、粗壮 、挺拔后 ,即可移栽到
花盆或露地。
3.2　露地的栽培方法

要选取土层较厚 ,排水良好 ,疏松肥沃 ,阳光充足的
壤土 ,沙壤土或腐殖土为宜。选好土后 ,要及耕翻 30 cm

以上 ,把组培苗移栽在选好的露地上。

4　讨论与结论
4.1　黄瓜不定芽分化频率及再生途径

由试验可知 MS+BA 4.0 mg/L+IAA 0.3 mg/ L
的组合 ,有较高的不定芽分化率 ,产生的芽健壮。1/2MS+
NAA0.3 mg/L的生根的培养基有利于根的生长 ,根系

壮 ,生长旺盛 ,生根率达到 88%。对黄瓜离体培养的主
要影响因素是基因型 ,苗龄 ,外植体大小和部位 ,培养基
成分 ,碳源 ,激素 ,其它添加物 ,培养方法等等。该实验

主要对激素 、外植体大小和放置方法进行了探讨。由于
切割方式的不同对芽的出芽率有一定的影响 ,首先是愈

伤生长速度不同;其次是愈伤组织生长位置不同;再次
是芽原基的生长速度不同;第四是芽原基分布不同;第
五是最适培养基中子叶外植体的出芽率不同。

4.2　苗龄对不定芽诱导的影响

子叶的苗龄是植株再生能否成功的关键因素之一。
正常发育的无菌苗5 d左右子叶刚由黄变绿 ,此时的分

化效果最好。在黄瓜中也发现 ,5 ～ 6 d苗龄的芽再生率

较高 ,达到83%,且随着苗龄的不断增加 ,愈伤的诱导较
慢 ,芽再生率逐渐下降 ,7～ 8 d苗龄的芽再生率很低 ,甚

至不能再生。这表明 ,处于幼态的外植体分化能力较
强 ,再生植株的频率也较高。因此 ,在材料的选择上要

尽量选用苗龄较小和分化能力较强的外植体。
4.3　激素对黄瓜不定芽诱导的影响

在做黄瓜试验时 ,生长素一直采用 IAA ,细胞分裂

素用 6-BA ,并设定了多个浓度 ,发现 6-BA对芽的再生
影响较大 ,在高于 1.0 mg/L 的较大浓度范围内都有较
高的芽分化率。单独使用生长素 2 ,4-D愈伤的诱导率

和分化率较低。这有可能是 6-BA和 IAA处理下黄瓜

愈伤组织的内源激素原有的平衡遭到破坏 ,一定浓度的
细胞分裂素促进了细胞的分化 ,同时 6-BA 还可提高培

养物的转化酶 ,超氧化物歧化酶 ,过氧化物酶 ,过氧化氢
酶的活性 ,增强呼吸速率 ,促进了生长。
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The Regeneration System of Cucumber

XUE Dan-dan ,ZHANG Feng-sheng ,WANG Bao-ju , LI Jian-sheng , ZHAO Na ,WU Bin

(Harbin Academy of Ag ricaltural Science, Harbin ,Heilongjiang 150070)

Abstract:In this study , Heilongjiang Cucumber Varieties Yan jing Four Number for test material , investigate cucumber

cotyledons in vitro culture technique with tissue culture , and const ruct cucumber high-f requency regeneration system.
The basic medium was MS , affixated different concentrations and different types of PGRs , and to explore the impact of

cucumber many factors in vitro tissue culture.The results showed that 5 ～ 6 days in sterile cucumber cotyledons as ex-

plants , callus growth exuberant and the rate of bud inducted was high;7 ～ 8 days in sterile cucumber coty ledons as ex-
plants , growth potential was weak and go against the differentiation of adventitious buds.When MS affix 0.4 mg/ L 6-
BA and 0.3 mg/L IAA , the frequency of adventitious bud differentiation was high and bud differentiation rate up to

83%;To be adventitious buds grow s to 2 ～ 3 cm into the rooting medium , which w as 1/2MS affix 0.3 mg/L NAA.
Rooting rate was 88%and 30～ 50 days can be a complete plant.

Keywords:cucumber;regeneration system;ctyledons;adventitious buds
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