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Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄离体再生条件的选择
王 　 月，郭 　 凤，林 　 英
（沈阳农业大学 生物科学技术学院，辽宁 沈阳１１０８６６）

　　摘　要：以Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄子叶和下胚轴为外植体进行离体组织培养，研究了不同激素及浓
度对愈伤组织诱导、不定芽分化及生根的影响。结果表明：培养基组成为 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ　ＺＲ＋
０．５ｍｇ／Ｌ　ＩＡＡ＋３％蔗糖最有利于愈伤组织和不定芽的形成；诱导不定芽生根的理想培养基为
１／２ＭＳ＋１．５％蔗糖＋０．２ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ。
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　　番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ　ｅｓｃｕｌｉｎｔｕｍ Ｍｉｌｌ．）为茄科番茄亚
属１ａ生草本植物。番茄的果实为１ａ生蔬菜，据联合国
粮农组织２００７年的统计资料，世界番茄的总产量超过了
１亿ｔ，价值大概２４０亿美元，番茄已经成为蔬菜类中产
量最高的蔬菜品种，中国的番茄产量占世界总产量的
３０％以上，番茄具有很高的营养价值和经济价值。番茄
是典型的双子叶植物，具有自花授粉、易杂交性、繁殖系
数高、丰富的遗传资源、大量的ＥＳＴ序列、商业化的番茄
芯片的开发等特性，使番茄已经成为当之无愧的作物研
究中的模式植物。Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ 番茄是一种番茄突变体，
它保留了普通番茄作为模式植物的基本特征，但植株矮
小、生命周期更短，具有节省研究空间、缩短研究时间的
巨大优势。因此，Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ 番茄比普通番茄更适合应
用于功能基因组学研究［１］。高效的 Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ 番茄离
体再生条件是进行番茄离体培养和转基因操作的重要

技术基础。因此，该研究结果可为番茄基因功能等相关
研究奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料

Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ 番茄种子购自南京市丰泰园艺种业有
限公司。

１．２　培养基
以ＭＳ为基本培养基，添加不同种类和浓度的激素

配成诱导培养基。诱导培养基均含３％蔗糖，调节ｐＨ

值至５．８，添加０．５％琼脂粉固化。培养基分装后，在
０．１ＭＰａ高压条件下灭菌２０ｍｉｎ。ＺＲ、ＩＢＡ和ＩＡＡ等不
耐高温的激素需经微孔滤器灭菌，待培养基高压灭菌降
温后再添加到基本培养基里。

１．３　种子的处理
选取籽粒饱满、大小一致、无病虫害种子放于小烧

杯中，在自来水下重复冲洗３次，转移至超净工作台上。
先用无菌水冲洗２次，然后种子用７５％酒精浸泡３０ｓ，
倒掉酒精再次用无菌水冲洗２次；接下来将种子放入盛
有１０％（Ｗ／Ｖ）的ＮａＣｌＯ溶液的无菌小烧杯里，封好口
后，放到摇床１００ｒ／ｍｉｎ振荡灭菌２０ｍｉｎ后，倒掉消毒液
用无菌水冲洗２次，再用无菌水浸泡５ｍｉｎ，继续用无菌
水冲洗２次。

１．４　无菌苗的培养
将灭过菌的种子，接种到 ＭＳ培养基中，在（２４±

１）℃条件下暗培养５～６ｄ，然后转至光照强度为２　０００～
３　０００ｌｘ光照１６ｈ／ｄ培养，备用。

１．５　外植体的准备
取培养约１０ｄ的幼苗，用镊子取下子叶，用刀片将

子叶两端切掉并垂直于叶脉将其平均分成两半。下胚
轴的选取将幼苗根切掉后，继续切下约５ｍｍ的切段即
可。将切好的外植体接种在不含有浓度ＺＲ的ＭＳ培养
基，于２４℃，１６ｈ／ｄ光周期条件下培养。每处理３０个外
植体，３次重复，分别于１０、２０、３０、４０ｄ后统计不定芽和
愈伤组织的再生频率。最佳ＺＲ浓度筛选好后，在 ＭＳ
基本培养基中添加最佳浓度的ＺＲ后，加入不同浓度的
ＩＡＡ，在相同条件下培养。每处理３０个外植体，３次重
复，分别于１０、２０、３０、４０ｄ后统计不定芽和愈伤组织的
再生频率。

１．６　生根培养
选取顶芽正常、生长健壮的再生幼芽（１２ｃｍ），将基

部愈伤组织及培养基完全切除，转接到生根培养基上培
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养，使其形成完整植株［２］。生根采用１／２ＭＳ培养基，每
瓶接种１～２个幼芽。待幼苗生出侧根后，选取健壮苗
移栽至育苗有机土中。育苗有机土采用２种处理，一种
经高压灭菌３０ｍｉｎ后使用，一种不做无菌处理。移栽前
洗净根部培养基以防生菌污染。幼苗第１周套袋弱光
培养，之后室温自然光照培养。

１．７　数据处理
愈伤组织形成率＝产生愈伤组织的外植体块数／接

种总外植体块数×１００％；不定芽的诱导率＝分化出不
定芽的愈伤组织数／接种总外植体数×１００％；分化不定
芽率＝分化的不定芽数／接种的总外植体数×１００％；正
常出芽率＝正常的芽个数／出芽的愈伤组织数×１００％；
生根率＝生根数／不定芽数×１００％。

２　结果与分析
２．１　不同浓度的玉米素对Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄愈伤组织和
不定芽诱导的影响

在不同浓度ＺＲ诱导愈伤组织的研究中，不添加ＺＲ
的对照组在培养４０ｄ后观察到叶片有的变成了黄白色，
还有的为绿色，并且没有观察到愈伤组织和不定芽长
出。由表１可知，其余各组总的趋势是随着ＺＲ添加浓
度的升高，生长的愈伤组织和不定芽数量也随之递增。
其中在添加ＺＲ浓度为１．５、２．０和２．５ｍｇ／Ｌ的诱导培
养基中愈伤组织的长势都很好，３个浓度之间愈伤组织
生长情况差异不是非常明显。在添加ＺＲ浓度为
２．０ｍｇ／Ｌ的诱导培养基中子叶的不定芽数量最多且芽
的生长状况最佳，高于此浓度愈伤组织容易发生褐变且
不定芽诱导率开始下降，这与缪耀梅关于褐变的研究结
果一致［３］。

　　表１　ＺＲ浓度对Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄愈伤组织

　　和不定芽诱导
ＺＲ浓度

／ｍｇ·Ｌ－１
愈伤组织

形成率／％

不定芽

诱导率／％

分化不定

芽率／％

０ ０ ０ ０

０．５　 ５９．５　 ２１．６　 ５．４

１．０　 ８２．８　 ４５．８　 １２．７

１．５　 １００　 ７６．４　 ３８．７

２．０　 １００　 ９１．２　 ７９．８

２．５　 １００　 ８０．３　 ６８．４

２．２　诱导培养基中ＩＡＡ浓度对Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄愈伤组
织和不定芽诱导的影响

以添加浓度为２．０ｍｇ／Ｌ玉米素的ＭＳ为后续研究
的基础培养基，分别加入不同浓度ＩＡＡ，研究２种激素
的不同配比对愈伤组织和不定芽诱导的影响。由表２
可见，随着ＩＡＡ浓度的增加 Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ 子叶愈伤组织
形成率都为１００％，愈伤组织呈浅黄绿色，愈伤质量好。
随着ＩＡＡ浓度的增加 Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ不定芽诱导率和分化
不定芽率却是下降的趋势。当ＩＡＡ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ
时，Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ的不定芽诱导率和分化不定芽率都较理

想。因此，选用激素为２．０ｍｇ／Ｌ玉米素和０．５ｍｇ／Ｌ
ＩＡＡ进行Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄愈伤组织和不定芽诱导最为
合适。

　　表２　ＩＡＡ浓度对Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄愈伤组织

　　和不定芽诱导
ＩＡＡ浓度

／ｍｇ·Ｌ－１
愈伤组织形成率

／％

不定芽诱导率

／％

分化不定芽率

／％

０ ０ ０ ０

０．５　 １００　 １００　 ９０．１

１．０　 １００　 ８７．４　 ７８．５

１．５　 １００　 ５６．７　 １４．３

２．３　不同外植体对Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄愈伤组织和不定芽
诱导的影响

应用前面的研究结果，选取不同外植体进行愈伤组
织诱导１０ｄ后，子叶和外植体均形成愈伤组织。培养
２０ｄ后，子叶长出大量的不定芽，而只有部分下胚轴形
成不定芽。培养３０ｄ后，子叶作为外植体诱导 Ｍｉｃｒｏ－
Ｔｏｍ不定芽的生成数量远大于下胚轴，下胚轴不定芽数
量较少，但是下胚轴的再生芽叶片呈深绿色。因此，为
提高Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄再生成功率选用子叶作为外植体
进行组织培养最为合适。

　　表３　不同外植体对Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄愈伤组织
和不定芽的诱导

外植体
愈伤组织形成率

／％

不定芽再生率

／％

分化不定芽率

／％
子叶 １００　 ９７．８　 ９５．７

下胚轴 １００　 ６０．４　 ２９．４

２．４　不同ＩＢＡ浓度对不定芽生根的诱导
待培养的幼芽长到１．５ｃｍ且具２～３个叶片时，选

取其中较为健壮的芽体，将不定芽下的愈伤组织切除干
净，插入不同浓度的ＩＢＡ生根培养基中诱导生根，生根
培养基中的蔗糖浓度为１．５％。表４的研究结果表明，
不同ＩＢＡ浓度生根情况完全不同，其中以０．２ｍｇ／Ｌ的
ＩＢＡ诱导生根效果最好。待根长到２ｃｍ左右时，将试管
苗转到有机土中培养。经过高压灭菌的有机土中栽培
的幼苗成活率为１００％，而未经无菌处理的有机土中栽
培的幼苗成活率不到２０％。因此，生根培养基激素水平
应选取０．２ｍｇ／Ｌ的ＩＢＡ，并待根长好后转移到经高压
灭菌后的有机土中生长。

　　表４　　　不同浓度ＩＢＡ对不定芽生根的诱导
ＩＢＡ／ｍｇ·Ｌ－１　 ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ

０．１　 ０　 ４４．２　 ４４．５　 ４５．６

０．２　 ４０．５　 ８８．４　 １００　 １００

０．３　 ０　 ３４．５　 ５６．４　 ８４．５

０．４　 ０　 ４２．７　 ６７．８　 ８７．４

３　讨论
番茄已经成为基因工程研究的重要模式植物之一，

其离体再生和遗传转化研究报道也相对较多。但是，不
同基因型番茄的再生条件有很大的差异［４－９］。并且转基
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因研究需要的是简便、高效、稳定的植株再生体系。建
立一个好的高频再生系统，它不仅可为快速无性繁殖试
管苗提供可靠途径，还是实现基因转化的先决条件之
一，直接关系到基因转化的成败。因此，该文对 Ｍｉｃｒｏ－
Ｔｏｍ番茄这一基因工程研究主要品种的离体再生条件
进行了研究。
激素诱导愈伤和不定芽分化有一定的基因型依赖

性。近年来，ＺＲ在番茄的再生体系和遗传转化中得到
广泛的应用［９－１１］。有研究表明，ＺＲ和ＩＡＡ组合诱导番
茄不定芽分化优于ＩＡＡ和ＢＡ的组合。因此，该研究进
行了玉米素对 Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ 番茄愈伤组织和不定芽的诱
导研究，并在此基础上添加不同浓度的ＩＡＡ提高对愈伤
组织和不定芽的诱导。该研究表明，ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ
ＺＲ＋０．５ｍｇ／Ｌ　ＩＡＡ＋３％蔗糖最有利于愈伤组织和不
定芽的形成。不同的外植体类型在进行离体培养研究
时发现它们的再生频率也不同。已有研究表明，番茄的
植株再生能力一般为叶片＞子叶＞下胚轴［６］。王慧中
等用番茄下胚轴和子叶进行遗传转化时发现，子叶的转
化率比下胚轴高［７］。但欧阳波等报道番茄下胚轴是良
好的转化受体［９］。该研究表明 Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ 番茄子叶的
再生率要明显高于下胚轴，因此选用Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄子
叶进行组织培养。由于较高的无机盐含量不利于不定
芽生根，该研究以１／２ＭＳ为基础培养基用不同浓度ＩＢＡ
对不定芽生根情况进行了研究，获得了理想的生根培养
基为１／２ＭＳ＋１．５％蔗糖＋０．２ｍｇ／Ｌ　ＩＢＡ。该研究获得

的Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｍ番茄再生体系具有简便、快捷、再生率高
等优点，可为进一步的基因功能学研究提高技术保障。
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