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　　摘　要:本试验以“苏州青”种子的无菌苗子叶 、下胚轴为外植体 , 在 MS 培养基中添加不同浓度 、不同配

比的 6-BA 、NAA , 获得了有分化能力的愈伤组织和正常的再生植株。探讨了激素种类与配比对不定芽分

化的影响;不同叶龄的子叶 、下胚轴培养与不定芽分化的关系;抗生素种类对茎尖生长及分化的影响。结果

表明:对子叶诱导培养时 , 以 MS+BA4.0 mg/ L+NAA0.1 mg/ L(毫克/升)效果最好 , 对胚轴诱导培养时以

MS+BA 2.0 mg/ L(毫克/升)效果最好;叶龄为 5 d ～ 9 d(天)的子叶 、胚轴最易分化;3 种抗生素对茎尖生长

及分化的影响有较大差异 , 抑制作用由强到弱为Kan>Cab>Cef , Kan 的选择压为 10 mg/ L～ 20 mg/ L(毫克/

升)。而 Cab 、Cef即使浓度达 800 mg/ L(毫克/升)还能生长和分化。
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1　目的材料与方法
不结球白菜(Brassica Campestris ssp.Chinensis M lakion)

是十字花科(Cruciferace)芸苔属(Brassica)白菜类蔬菜 , 是南

方地区主要的叶类蔬菜。 近年来 , 东南亚 、欧洲及日本 、美国

等国广泛引种 ,已逐渐成为世界性蔬菜 , 但其最大的问题是虫

害相当严重 ,由于不结球白菜类蔬菜抗虫种质资源缺乏 ,用常

规育种方法开展不结球白菜抗虫育种工作难以奏效 , 生产上

常采用药剂防治的方法来控制害虫 ,不但增加生产成本 ,而且

造成环境污染 ,破坏生态平衡和危及人体健康 , 因此培育不结

球白菜抗虫品种是育种工作中急需解决的问题。随着现代分

子生物学和生物技术的发展 ,从 1997 年起对不结球白菜转基

因工作开始了探索 ,不结球白菜离体再生体系的建立是利用

农杆菌介导转化外源基因的前提 , 再生体系的稳定性及再生

频率的高低直接影响转化的结果。本试验探讨了激素种类与

配比对不定芽分化的影响;不同叶龄的子叶 、下胚轴培养与不

定芽分化的关系 ,抗生素种类对茎尖分化及生长的影响 ,为应

用农杆菌介导进行转基因育种奠定基础。

1.1　“苏州青”无菌苗的获得

苏州青种子经表面清洗后用 0.1%的氯化汞消毒 15 min

(分钟),最后用无菌水冲洗 7 ～ 8 次 , 把经过预处理的种子倒

在无菌滤纸上 ,吸去表面积存水分 , 然后挑选饱满的种子播种

于培养基上。

1.2　外植体的切取与接种

播种后从子叶长出开始 , 在试验规定叶龄期挑选健壮的

幼苗 ,切去根部 , 然后用切去少量基部的子叶做叶片培养的外

植体 ,取 1 cm ～ 1.5 cm(厘米)长的下胚轴进行培养。
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1.3　分化培养和继代培养

外植体在 25 ℃、12 D/ 12 L及光照强度约 3 000 Lx(勒克

斯)的条件下培养满 25 d(天)后调查出愈率 、子叶大小 、胚轴

大小 、子叶色泽 、胚轴色泽 、发根率及不定芽分化率。培养 25

d(天)以后进行继代培养 ,即把基部的愈伤组织切下 ,或切割

丛生芽或单芽到继代培养基上进行培养。

1.4　培养基及试验分区

1.4.1　播种培养基为 1/ 2MS 培养基

1.4.2　分化培养基设为 5 种:(1)6-BA2.0 mg/ L(毫克/

升);(2)6-BA4.0 mg/ L(毫克/升);(3)6-BA4.0 mg/ L(毫

克/升)、NAA0.01;(4)6-BA4.0 mg/ L(毫克/升)NAA0.05

mg/ L(毫克/升);(5)6 -BA4.0 mg/ L(毫克/升)、NAA0.1

mg/ L(毫克/升)。

1.4.3　继代培养基分添加细胞分裂素 4.0 mg/ L(毫克/升)

及混合添加细胞分裂素和生长素 NAA 两种处理 , 所有培养

基均含 3%蔗糖和 0.85%的琼脂粉 , 调节 pH 值至 5.6 , 在

120 ℃～ 125 ℃下灭菌 15 min(分钟)冷却后接种外植体。

1.5　主要试剂

6-苄基嘌呤(6-BA)、a-奈乙酸(NAA)、琼脂粉 、蔗糖 、

卡那霉素(Can)、头孢霉素(Cef)、羧苄青霉素(Cab)。

2　结果与分析
2.1　不同叶龄的子叶 、下胚轴对愈伤组织形成及不定芽诱导

的影响

以 1/2MS 培养基为播种培养基 , 种子播种 2 d(天)后突

破种皮 , 伸出胚轴及子叶 , 以 MS+BA4.0 mg/ L(毫克/升)+

NAA0.05 mg/ L(毫克/升)为子叶分化培养基 , 子叶长出后 ,

分别进行 5 d、7 d 、9 d 、11 d、13 d、15 d(天)不同叶龄的子叶接

种对比试验 , 培养 25 d(天)后调查发现 5 d 、7 d、9 d(天)的叶

片均能分化出愈伤组织 、不定芽 、不定根 ,见表 1。

　　叶龄为 5 d(天)的出愈率最小 ,为 78%, 而发根率及不定

芽分化率都大于其它处理区 ,而且从表 l结果看:不定芽分化

率 、发根率随叶龄的增加而递减 , 说明老叶不易诱导分化。以

MS+BA2.0 mg/ L(毫克/升)为胚轴的分化培养基 , 分别进行
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5 d、7 d 、9 d 、11 d 、13 d、15 d(天)不同叶龄的下胚轴诱导分化

试验 ,结果见表 2。

　　表 1 不同叶龄子叶分化情况调查

叶龄

(d)
外植体数

出愈率

(%)
子叶大小

子叶色泽绿色率

(%)

发根率

(%)

不定芽分化率

(%)

5 24 78 + 100 61.1 2 0.83

7 24 100 + 100 55.6 16.7

9 24 100 ++ 100 22.2 12.5

11 24 100 ++ 100 16.7 0

13 24 100 ++ 91.67 0 0

15 24 100 ++ 83.33 0 0

　　表 2 不同叶龄下胚轴分化情况调查

叶龄 外植体数
出愈率

(%)
胚轴大小

胚轴色泽绿色率

(%)

发根率

(%)

不定芽分化率

(%)

5 24 41.6 + 100 0 37.5

7 24 75.0 ++ 100 0 37.5

9 24 62.5 ++ 100 0 25.0

11 24 58.3 + 100 0 12.5

13 24 79.2 + 100 0 0

15 24 79.2 + 100 0 0

　　从表 2 可见:叶龄越小出愈率越低 , 而不定芽分化率则

高 ,这与不同叶龄的子叶分化情况相同 , 培养基中不加 NAA

时 ,则不能诱导生根 , 7 d、9 d(天)叶龄的胚轴切段在分化培养

基中长得比其它处理区大 ,分化率也高。

2.2　不同激素配比对子叶 、下胚轴分化的影响。

播种培养基为 l/ 2MS 培养基 , 叶龄为 9 d(天)时切取子

叶做叶片培养;切取长约 l cm(厘米)的胚轴(中上部)进行培

养 ,培养 20 d(天)进行调查 ,见表 3 、表 4。

　　表 3 不同激素配比对子叶分化的影响

区号
附加激素

BA　　NAA
外植体数 出愈率 子叶大小

发根率

(%)

不定芽分化率

(%)

1 2.0 0 24 70.8 ++ 0 0

2 4.0 0 24 87.5 ++++ 0 0

3 4.0 0.01 24 66.7 ++++ 8.3 0

4 4.0 0.05 24 100 ++++ 16.7 0

5 4.0 0.1 24 100 ++ 37.5 12.5

　　从表 3 可见:对子叶诱导培养时 , 以上各处理区均能诱导

出愈伤组织 , 3 区和 4 区子叶长得较大 , l区和 2 区只有 BA 存

在时 , 子叶不能诱导不定根 、不定芽。3 区 、4 区 、5 区 BA 和

NAA 共同存在时能诱导不定芽或不定根。

　　表 4 不同激素配比对下胚轴分化的影响

区号
附加激素

BA　　NAA
外植体数

出愈率

(%)
胚轴大小

发根率

(%)

不定芽分化率

(%)

1 2.0 0 24 62.5 ++ 0 27.1

2 4.0 0 24 20.8 ++ 0 25.0

3 4.0 0.01 24 87.5 ++ 8.3 20.8

4 4.0 0.05 24 100 +++ 33.3 0

5 4.0 0.10 24 100 +++ 62.5 0

　　从表 4 结果来看:1 区最能诱导不定芽 , 5 区最能诱导不

定根 , 4 区 、5区出愈率高于其它区 , 而且胚轴长得大 , 发根率

高 , 且对胚轴培养来说只有 BA 存在时不定芽分化率最高 , 这

与子叶分化情况不同。

2.3　抗生素种类对不结球白菜茎尖分化的影响

以 l/ 2MS 为播种培养基 , 叶龄为 7 d(天)后切取茎尖接

种于含不同种类不同浓度抗生素的培养基上 , 以 MS +BA

2 ml/ L(毫升/升)为基本培养基。接种 30 d(天)后调查 , 结果

如表 5。

　　表 5 Kan Cef和 Cab 对茎尖分化的影响

处理 接种数 成活数 成活率 分化数 分化率 生长情况

对照 24 24 100 16 66.7 绿色苗

Kan(mg/L)

10 24 24 100 0 0 部分白化

15 24 2 8.33 0 0 大部分白化

20 24 0 0 0 0 白化

30 24 0 0 0 0 白化

40 24 0 0 0 0 白化

Cef(mg/ L)

100 24 24 100 13 54.2 绿色苗

200 24 24 100 11 45.8 绿色苗

400 24 24 100 12 50.0 绿色苗

600 24 24 100 10 41.7 黄绿苗

800 24 22 91.7 8 33.3 黄绿苗

Cab(mg/ L)

200 24 24 100 12 50.0 绿色苗

400 24 24 100 12 50.0 绿色苗

500 24 24 100 11 45.8 绿色苗

600 24 24 100 9 37.5 绿色苗

800 24 24 100 9 37.5 黄绿苗

　　从表 5可知 , 三种抗生素对茎尖生长的影响有较大差异。

10 mg/ L(毫克/升)的 Kan 已对茎尖生长有抑制作用。 当

Kan浓度在 20 mg/ L(毫克/升)时 , 幼苗全部白化了。从而确

定了筛选培养基的卡那霉素浓度为 15 mg/ L(毫克/升)。

Cef 、Cab 对茎尖生长的影响较小 , 在低浓度时对茎尖生长影

响较小 , 而浓度高达 800 mg/ L(毫克/升)时 , 茎尖开始黄化 ,

生长受抑制。因此选择含 Kan(15 mg/ L(毫克/升))的培养基

为筛选培养基是比较合适的。
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