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　　摘　要:以白菜型油菜(Brassica rapa)的亚种菜心(Brassica parachinensis)的子叶和下胚轴

为外植体 ,研究不同浓度的NAA和 6-BA配比对菜心组织培养的影响。结果表明:菜心子叶和下

胚轴组织培养的再生最佳培养基分别是MS+6-BA 1.5 mg/ L+NAA 0.2 mg/L+AgNO3 5 mg/L

和 MS+6-BA 2.0 mg/ L+NAA 0.2 mg/L+AgNO3 5 mg/L;不定芽生根最佳培养基是 MS+

NAA 0.2mg/ L。同时还研究了AgNO3 浓度对菜心组织培养的影响 ,在培养基中附加AgNO3 能

提高菜心芽的诱导频率。
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　　芸薹属作物包括许多重要的蔬菜和油料作物 ,其中

有油菜 、白菜 、甘蓝 、芜菁等 ,它们在人类的生活和农业

生产上有着极其重要的作用[ 1] 。菜心(Brassica para-

chinensis)属白菜型油菜(Brassica rapa)的一个亚种 ,又

称菜薹 ,是我国南方特产蔬菜 ,栽培历史悠久 ,也是出口

港澳和东南亚国家及欧洲的主要蔬菜。菜心风味独特 ,

质嫩味佳 ,食用方便 ,品种繁多 ,适应性广 ,生长迅速 ,并

能周年栽培 ,在蔬菜周年供应上 ,尤其是淡季供应上占

有重要的地位。目前对芸薹属的遗传转化是一个研究

热点 ,利用生物技术进行抗虫或抗病基因导入为病虫害

的防治提供了可能 ,而获得再生率相对高的组织培养体

系是进行遗传转化的前提之一。芸薹属中许多种如白

菜 、芥菜、油菜 、甘蓝、芜菁等均已成功获得离体培养再

生植株 ,但白菜型油菜离体培养再生植株的报道较

少
[ 2-3]

。该试验通过研究培养基中生长调节物质最适配

比以及AgNO3浓度对菜心组织培养的影响 ,确立了各

因素的最佳水平 ,建立了较高频率的植株再生体系 ,以

期为白菜型油菜的遗传转化研究奠定一定的基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

供试材料为菜心。

1.2　试验方法

1.2.1　种子消毒与无菌苗培养　将菜心种子用 10%次

氯酸钠消毒 15 min ,然后用无菌水冲洗数次 ,播种于 1/2

MS培养基上培养。

1.2.2　子叶 、下胚轴接种及培养　将 5 ～ 7 d苗龄的无

菌苗的子叶和下胚轴切成适当大小和长度分别接种于

分化培养基:MS +6-BA(1.0 、1.5、2.0、3.0 mg/L)+

NAA(0.2、0.5 mg/ L)+AgNO3 5 mg/ L ,琼脂 0.7%,蔗

糖3%,pH 5.8 ～ 6 ,2 ～ 3次重复 ,每重复 30个外植体 ,于

(25±1)℃、16 h光照/8 h黑暗培养。30 d后 ,统计芽再

生频率(芽再生频率=产生再生芽的外植体数/接种的

外植体总数×100%),研究不同培养基配比对子叶 、下胚

轴形成不定芽的影响 ,并在此基础上进一步研究不同浓

度的AgNO3(0 ～ 10 mg/L)对子叶 、下胚轴形成不定芽的

影响。

1.2.3　不定根的诱导　分化的不定芽生长至 2 ～ 3 cm

时 ,将芽基部切下插入 MS+NAA 0.2 mg/ L 培养基中

诱导生根。

2　结果与分析

2.1　植物生长调节物质对芽诱导的影响

子叶 、下胚轴接种于分化培养基上 5 ～ 7 d后 ,在切

口处出现白色或黄色致密愈伤组织 ,3 ～ 4周后愈伤组织

中出现绿色突起 ,逐渐出现绿色芽点 ,然后形成不定芽

(图 1)。6-BA和NAA是常用的植物生长调节剂 ,在MS

培养基上 ,添加不同浓度的 2种激素与 AgNO35 mg/L

组合 ,对菜心子叶及下胚轴不定芽分化的影响见表 1。

表1可知 ,培养基添加6-BA 1.5 mg/ L+NAA 0.2 mg/L
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时 ,子叶的最高诱导频率是80.3%,添加6-BA 2.0 mg/L+

NAA 0.2 mg/L时 ,下胚轴的最高诱导率是50.6%。

　　表1　　植物生长调节物质对菜心子叶和

　　下胚轴芽再生频率的影响
处理

编号

6-BA

/mg·L-1

NAA

/mg·L-1

芽再生频率/ %

子叶 下胚轴

1 1.0 0.2 67.6 18.3

2 1.0 0.5 62.3 11.3

3 1.5 0.2 80.3 39.9

4 1.5 0.5 64.7 32.4

5 2.0 0.2 73.8 50.6

6 2.0 0.5 66.9 44.3

7 3.0 0.2 56.6 22.7

8 3.0 0.5 41.1 18.8

2.2　AgNO3 对芽诱导的影响

在子叶分化培养基 MS+6-BA 1.5 mg/ L+NAA

0.2 mg/ L及下胚轴分化培养基 MS+6-BA 2.0 mg/L+

NAA 0.2 mg/ L 的基础上 ,添加不同浓度的 AgNO3

(0、2 、5 、10 mg/L)观察不定芽的形成 ,发现在不添加Ag-

NO3的基础上 ,未见不定芽的形成 ,由不同浓度AgNO3

试验可知5 mg/ L AgNO3 对子叶及下胚轴分化最有利。

　　表2　　　AgNO3 对菜心芽再生能力的影响

处理编号
AgNO3

/ mg·L-1

芽再生频率/ %

子叶 下胚轴

1 0 6.3 4.1

2 2 48.5 40.3

3 5 80.3 50.6

4 10 55.1 37.2

2.3　芽的生根培养

将带顶芽的不定芽从基本切下 ,转入 MS+NAA

0.2 mg/ L生根培养基中 ,经过10 d左右 ,可产生大量的

不定根(图 1)。

图 1　菜心的离体培养再生

　　注:A:菜心下胚轴诱导出愈伤组织;B:菜心子叶诱导出愈伤组织;

C:菜心子叶诱导出芽;D:菜心再生芽诱导生根。

3　结论与讨论

该研究结果表明 ,激素组成和 AgNO3 的浓度是建

立菜心高频再生体系的重要因素。在不同的生长调节

物质下芽的诱导分化能力不同 ,适宜浓度的 6-BA 和

NAA配比下菜心子叶和下胚轴诱导不定芽效果显著。

这与已往在芸薹属中能分化出再生植株的培养基大多

都是采用6-BA和NAA组合的结果相似[ 4-5] 。以菜心子

叶为外植体 ,芽诱导率可高达 80%,而以下胚轴为外植

体芽诱导率为 50%,说明同种植物的不同部位外植体诱

导产生芽的能力是不同的。

该试验发现在不添加 AgNO3 的培养基上 ,不定芽

的再生率低 ,不同浓度的AgNO3试验表明 5 mg/L 对子

叶和下胚轴分化最有利。大多数研究认为 ,AgNO3之所

以促进植物培养的再生 ,主要是因为其具有乙烯活性抑

制剂的作用[ 6] 。植物组培过程中产生大量乙烯 ,影响外

植体的分化。Ag+可以竞争乙烯作用部位而促进器官

发生和体细胞胚发生 ,使在整个培养过程中生根率很

小 ,即 Ag
+
有抑制生根促进芽的分化作用 ,其浓度应控

制在1 ～ 10 mg/ L ,过高则对芽分化产生抑制作用 ,形成

畸形芽
[ 5]
。该研究发现最适 Ag

+
浓度为 5 mg/L ,这与

以前报道的芸薹属大白菜子叶离体培养中的最适 Ag-

NO 3浓度一致[ 7] 。

该试验建立了菜心子叶 、下胚轴的高频再生系统 ,

从接种到再生植株的获得需60 d左右 ,为芸薹属白菜型

油菜的遗传转化研究奠定了基础。
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Establishment of Effective Regeneration System of Brassica rapa in vitro
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Abstract:Cotyledons and hypocotyls of Brassica parachinensis subspecies of Brassica rapa were used as explants to

study the effect of different concentration ratio of NAA and 6-BA on Brassica parachinensis tissue culture.The results

showed that the best regeneration medium for coty ledons and hypocotyls of Brassica parachinensis were MS+6-BA 1.5

mg/L+NAA 0.2 mg/ L+AgNO3 5 mg/L and MS+6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.2 mg/L+AgNO3 5 mg/L respectively.

The best root medium of adventitious buds was MS +NAA 0.2 mg/L.It was also discussed the influence of the

concentration of AgNO3 on Brassica parachinensis tissue culture.The high inducement f requency of shoot regeneration

was gained by addition of AgNO3 in the medium.

Key words:Brassica rapa;plant regeneration;tissue culture
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　　摘　要:试验测定了杂交兰亲本及其杂交F1 代的POD 、SOD、CAT 的酶活性 ,并分析了 EST

和蛋白质的电泳图谱。结果表明:亲本及杂交 F1 代 POD、SOD、CAT 同工酶活性 ,母本的酶活性

低于父本;F1 代株系中 POD、CAT 的差异比较明显 ,SOD的差异较小。由 EST 电泳酶谱可知母

本有3条明显的酶带 ,父本有 2条酶带 ,F1 代出现了丰富的变异 ,具有亲本酶带特征的 F1 代株系

约占33.3%。通过亲本及杂交 F1 代蛋白质 SDS-PAGE电泳表明 ,父本比母本多 6条较弱的酶

带 ,F1 代中比母本多 2条较弱谱带的占15.8%;其余的与母本相同。
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　　现兰花育种技术已日益成熟 ,通过杂交育种 、诱变

育种 、体细胞杂交 、基因工程育种 、转基因等方法获得了

许多品种。英国权威的“散氏兰花杂种登记目录”(San-

der' s List of Ocrhids Hybrids)正式登记的人工杂交选育

新种已达50 000个以上 ,且每年都以 1 000种以上的数

目在增加
[ 1]
。但是国内外很少有关于兰科植物杂交后

代生理生化特征研究的报道。在植物形态建成过程中

其生理生化特征出现明显变化 ,如蛋白质的组分 、酶的

活性及成分等 ,同时这些指标与植物的遗传性密切相

联 ,通过杂交育种 ,其亲本与杂交后代之间存在明显的

差异 ,而且这些指标与植物的抗逆性有着紧密的联系 ,

通过对这些指标的研究 ,可从其后代中选出具有育种目

标所要求的具有较强抗逆性的株系 ,从而为新品种的选

育奠定基础。

在植物生理生化的这些指标中 ,同工酶是基因表达

产物 ,其功能相同但结构及组成存在差异 ,间接地反映
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