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　　摘　要:试验利用芦笋嫩尖进行组织培养 ,通过大量试验 , 研究出了最佳配方 ,克服了芦笋组织培养生根

难的问题 ,并形成了芦笋快繁的整套技术。这次试验的成功 ,对新选育的芦笋品系快速繁殖推广及生产中保

持优良种性具有重要意义。
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　　芦笋主要靠实生繁殖 ,易出现不同品系的杂交和后代性状

分离现象 ,而用组织培养的方法可在较短的时间内获得大量整

齐一致的优良植株 ,是进行芦笋扩繁的好方法。目前国内外研

究最多的是进行芦笋花药离体培养的研究 ,此方法只有在花期

才能进行 ,受时间限制 , 而利用芦笋嫩尖进行组织培养 ,不受时

间限制 ,且对新选育的芦笋品系扩繁制种意义重大。

1　材料与方法
1.1　试验材料

新萌发的芦笋嫩芽

1.2　试验设计

1.2.1　外植体处理　剪取新萌发的芦笋嫩茎 , 先用自来水冲

洗 2～ 3 遍 ,再取 1 cm ～ 1.5 cm(厘米)长的茎尖 , 在超净工作

台上用 75%的酒精浸 20 s(秒), 再于 0.1%的 HgCl2 溶液中

消毒 4 min(分钟)之后 ,用无菌水漂洗 4 ～ 5 次 ,最后用无菌滤

纸吸干水分[ 1] 。消毒后的芦笋外植体在接种前还须用无菌剪

刀剪去旧切口 ,创造一个新切口 , 以利于脱分化过程中养分的

吸收。

　　表 1 不同培养基的激素组合

试验号 NAA(mg/ L) 2 , 4-D(mg/ L) BA(mg/ L)

L1 0.5 0.0 0.2

L2 1.0 0.0 0.2

L3 1.5 0.0 0.2

L4 2.0 0.0 0.2

L5 0.0 0.5 0.2

L6 0.0 1.0 0.2

L7 0.0 1.5 0.2

L8 0.0 2.0 0.2

1.2.2　脱分化试验　培养条件:温度 27 ℃±2 ℃, 光照强度

1 800 Lx(勒克斯), 光照时间每天 12 h(小时), MS 培养基+

蔗糖(30 g/ L(克/升))+活性炭(0.5 g/ L(克/升))+激素 , 培

养基的灭菌:121 ℃, 0.1 ～ 0.14 Kpa下 17 min(分钟)高压灭

菌。试验设计:将处理好的芦笋外植体接种于不同激素组合

的培养基中 ,观察愈伤组织生长情况 , 以期选择对诱导芦笋嫩

茎愈伤组织最适合的激素组合。

1.2.3　体细胞胚的诱导及增殖　体细胞胚的诱导:由于在愈
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伤组织分化成丛生芽的过程中 ,丛生芽的形成不仅取决于激

素的浓度 , 还取决于两种激素的相对比例 , 芦笋愈伤组织体细

胞的诱导 , 以 MS 为基本培养基 , 蔗糖 30 g/ L(克/升), 活性炭

0.5 g/ L(克/升), 取细胞分裂素 BA 浓度为 0.5、1.0、1.5 、2.0

mg/ L(毫克/升),生长素 NAA 浓度为 0、0.4、0.8、1.2 mg/ L

(毫克/升),用 L16(2
4)安排试验 , 选取培养好的愈伤组织移植

于上述方案配置的培养基中 ,观察丛生芽分化情况。继代培

养:由愈伤组织分化的芦笋不定芽生长迅速 , 5 周左右平均高

可达 5.0 cm(厘米), 需要进行继代培养 , 继代培养时将芦笋

茎剪成 1 cm ～ 2 cm(厘米)长的茎段 , 水平放置到培养基的表

面 , 最初的继代培养以 MS+BA1.8 mg/ L+NAA0.2 mg/ L+

糖 30 g/ L+琼脂 5.8 g/ L+活性炭 0.5 g/ L(克/升), 既可实

现高增殖率 , 又能保证分化出的芽粗壮 , 生长较好。培养室温

度保持在 25 ℃～ 30 ℃, 空气相对湿度 60%,光照强度 1 800

Lx(勒克斯), 光照时间每天 12 h(小时), 40 d(天)左右便可以

继代一次 , 每次继代增殖倍数达 6.8 倍 ,这个繁殖速度大大超

过了芦笋的有性繁殖速度。

1.2.4　生根培养　根的诱导:将继代培养成的小苗 , 剪切成

2 cm ～ 3 cm(厘米)的带芽茎段 ,转入生根培养基中进行生根

诱导 , 生根培养基选用 1/ 2MS 为基本培养基 , 附加不同浓度

的激素 , 通过试验评选出较优的生根培养基。炼苗及移栽:经

过生根培养的芦笋 , 当根长达到 2 cm(厘米), 并有少许侧根

长出时便可进行移栽 ,在移栽前要先进行炼苗 , 打开培养瓶 ,

让芦笋苗暴露在空气中 , 并适当遮荫 , 炼苗 3 d～ 5 d(天)后 ,

将组培苗移植到配好的营养土中 ,并进行适当遮荫 、保湿。当

根茎部抽生出 1 ～ 2 条新茎时 ,便可进行大田定植。试管苗从

开瓶炼苗到大田定植这一过程 , 约需 30 d(天), 成活率可达

85%以上。

2　结果与分析
2.1　脱分化实验结果

将处理好的芦笋外植体接种于表 1 所列培养基中 ,观察

愈伤组织生长情况 , 接种 10 d(天)后 , 茎段均能轻度膨大 ,

15 d(天)后除 L1 外均能产生少量愈伤组织 , 25 d(天)后 , 除

L1外均能产生较多愈伤组织 ,但 L7 、L8 愈伤组织有轻度水渍

状 , 也略显松散 , L3、L4 形成的愈伤组织质量较好。这说明激

素组合在 NAA 浓度 1.5 mg/ L ～ 2.0 mg/ L(毫克/升)和 BA

浓度 0.2 mg/ L(毫克/升)时 , 对芦笋嫩茎愈伤组织的形成效
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果好。

　表 2　不同激素组合对诱导芦笋茎段愈伤组织的影响

处理
NAA

(mg/ L)

2 , 4-D

(mg/ L)

BA

(mg/ L)

愈伤

组织

愈伤组织

形态

L1 0.5 0.0 0.2 + 白色

L2 1.0 0.0 0.2 ++ 浅绿

L3 1.5 0.0 0.2 +++ 浅绿 、细密

L4 2.0 0.0 0.2 +++ 浅绿 、细密

L5 0.0 0.5 0.2 ++ 白色

L6 0.0 1.0 0.2 ++++ 白色

L7 0.0 1.5 0.2 ++++ 白色

L8 0.0 2.0 0.2 +++ 白色

2.2　体细胞胚的诱导及增殖实验结果

2.2.1　体细胞胚的诱导　愈伤组织接种 10 d(天)后 ,开始出

现浅绿色瘤状突起 , 20 d(天)后逐渐伸长产生丛生芽 , 但是不

同的激素浓度及配比的分化率和丛生芽数不同。从表 3 可以

看出 , 分化率和丛生芽数较高的试验分别为 L10 号和 L14

号 ,由于分化率还不够理想 , 我们又围绕 L10 号和 L14 号对

激素浓度进行了调整。详细试验见表 4。

　表 3　不同激素组合对芦笋体细胞胚的诱导试验

处理
BA

(mg/ L)

NAA

(m g/ L)

分化率

(%)

平均丛生芽

个数

L1 0.5 0.0 0.0 0.0

L2 0.5 0.4 0.0 0.0

L3 0.5 0.8 0.0 0.0

L4 0.5 1.2 0.0 0.0

L5 1.0 0.0 6.7 1.5

L6 1.0 0.4 16.7 2.6

L7 1.0 0.8 6.7 1.0

L8 1.0 1.2 0.0 0.0

L9 1.5 0.0 33.3 2.9

L10 1.5 0.4 80.0 5.0

L11 1.5 0.8 33.3 2.6

L12 1.5 1.2 3.3 2.0

L13 2.0 0.0 50.0 3.3

L14 2.0 0.4 73.0 5.5

L15 2.0 0.8 66.7 4.1

L16 2.0 1.2 16.7 1.6

　　结果表明:适宜芦笋愈伤组织分化成芽的激素浓度分别

为 BA:1.8 mg/ L(毫克/升), NAA:0.2 mg/ L(毫克/升), 因此

可以认定 MS+BA1.8 mg/ L+NAA0.2 mg/ L(毫克/升)+蔗

糖 30 g/ L+琼脂 5.8 g/ L+活性炭 0.5 g/ L(克/升),是芦笋

愈伤组织分化的最佳培养基。

2.2.2　继代培养　试验发现 , 芦笋经过长期的继代培养 , 容

易产生玻璃化的现象 , 一般通过降低培养温度 , 延长光照时

间 ,降低激素浓度等的方法 , 可使玻璃化程度缓解 , 特别是把

BA浓度降为 1.6 mg/ L(毫克/升), NAA 浓度降为 0.1 mg/ L

(毫克/升)时 ,既能缓解玻璃化程度 ,又能保证增殖倍数 , 曾尝

试通过变换激素的办法来消除玻璃化 , 如把 NAA 换成 IBA

及 2 , 4-D ,但未能成功 , IBA 与 2 , 4-D甚至有加重玻璃化的

趋势。根据我们的试验 , 在芦笋的长期继代培养过程中 , 最好

每隔一定时间如 2年 , 重新构建一次再生体系 , 以保证芦笋组

培苗的健康增殖。

　　表 4 芦笋体细胞胚的诱导优化试验

处理
BA

(mg/ L)

NAA

(mg/ L)

分化率

(%)

平均丛生芽

个数

L1 1.4 0.1 46.7 2.1

L2 1.4 0.2 56.7 2.4

L3 1.4 0.3 56.7 1.8

L4 1.4 0.5 30.0 1.7

L5 1.6 0.1 66.7 3.6

L6 1.6 0.2 73.3 4.0

L7 1.6 0.3 63.3 3.5

L8 1.6 0.5 53.3 3.1

L9 1.8 0.1 80.0 4.3

L10 1.8 0.2 90.0 6.8

L11 1.8 0.3 76.7 4.6

L12 1.8 0.5 66.7 3.3

L13 2.2 0.1 63.3 3.4

L14 2.2 0.2 73.3 3.6

L15 2.2 0.3 70.0 3.7

L16 2.2 0.5 73.3 3.7

2.3　生根培养

　　表 5　不同浓度激素培养基对生根的影响

处理
BA

(mg/ L)

NAA

(mg/ L)

生根

苗数

生根率

(%)
备注

S1 0.0 0.1 2 7.1

S2 0.0 0.2 3 10.7

S3 0.0 0.4 12 42.9

S4 0.02 0.1 20 71.4

S5 0.02 0.2 8 28.6 每处理接种 28棵苗

S6 0.02 0.4 10 35.7

S7 0.04 0.1 2 7.1

S8 0.04 0.2 7 25

S9 0.04 0.4 1 3.6

　　表 5 说明 , 经过继代培养的芦笋幼苗茎段在 1/2 MS +

BA 0.02+NAA0.1 的培养基中 , 培养 40 d(天), 生根率可达

71.4%。另外 , 我们在芦笋多倍体诱导试验中发现 ,添加秋水

仙碱的培养基中 , 芦笋试管苗生根率普遍高 , 当然这还有待于

进一步的实验证实。

3　讨论
目前国内外研究最多的是利用花药离体培养 、诱导愈伤

组织 、分化成试管苗。本次试验研究参考了他们的经验 , 重新

进行了试验设计 , 通过大量实验 ,研究出了利用芦笋嫩尖进行

组织培养的最佳配方 , 克服了芦笋组织培养生根难的问题 , 并

形成了芦笋快繁的整套技术。在芦笋嫩尖组织培养脱分化试
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验中 ,诱导愈伤组织选用 MS 培养基+蔗糖(30 g/ L(克/升))

+活性炭(0.5 g/ L(克/升))+激素 , 试验证明:激素配比

NAA1.5 mg/ L(毫克/升)～ 2.0 mg/ L(毫克/升)+BA0.2

mg/L(毫克/升)时 , 形成愈伤组织最好。这一结论与花药离

体培养中的激素配比略有不同:在花药离体培养中 , Yakuwa

(1972)认为添加激素 NAA1.0 mg/ L(毫克/升)+BA1.0 mg/

L(毫克/升)诱导愈伤组织 , To rrey(1983)认为添加激素

NAA5.0 mg/ L(毫克/升)+BA1.0 mg/ L(毫克/升)诱导频率

最高 , 张磊等试验结果为 NAA0.1 ～ 0.5 mg/ L(毫克/升)+

BA1.0～ 2.0 mg/ L(毫克/升)+2 , 4-D0.5～ 1.0 mg/ L(毫克

/升)是适宜的(张磊 , 1996)[ 2] 。在芦笋嫩尖组织培养愈伤组

织分化的诱导试验中 , 选用 MS 培养基+蔗糖(30 g/ L(克/

升))+活性炭(0.5 g/ L(克/升))+激素 ,结果表明:适宜芦笋

愈伤组织分化成芽的激素浓度分别为 BA:1.8 mg/ L(毫克/

升), NAA:0.2 mg/ L(毫克/升), 因此可以认定 MS +BA1.8

mg/ L+NAA0.2 mg/ L(毫克/升)+蔗糖 30 g/ L+琼脂5.8 g/

L+活性炭 0.5 g/ L(克/升), 是芦笋愈伤组织分化的最佳培

养基。张磊(1990)[ 3]则认为添加 BA1.0 mg/ L(毫克/升)可

促使愈伤组织分化发芽。在芦笋嫩尖组织培养根的诱导试验

中 ,芦笋试管苗生根比较困难 , 根的分化主导因子是植物激素

和植株本身基因型。我们经过反复实验 ,结果表明:经过继代

培养的芦笋幼苗茎段在 1/2 MS+BA0.02+NAA 0.1 的培养

基中 , 培养 40 d(天), 生根率可达 71.4%。另外 , 我们在芦笋

多倍体诱导试验中发现 , 添加秋水仙碱的培养基中 , 芦笋试管

苗生根率普遍高 , 当然这还有待于进一步的试验证实。

4　结论
由于芦笋嫩尖微体快繁在接近理想的条件下生长分化 ,

已不受季节限制 , 有人为提供的外源植物激素的促进 , 增殖的

速度很快 , 加之配套有效的育苗移栽技术 , 完全可以使芦笋的

年出苗率达到一个理想的水平 ,以满足生产所需。因此 , 这次

试验的成功 , 对新选育的芦笋品系快速繁殖推广及生产中保

持优良种性具有重要意义。
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哈密瓜花药胚的诱导

马 刘峰 ,辛 建 华 ,付振 清
(新疆石河子大学园艺系 ,石河子 832000)

1　植物名称

哈密瓜(Cucumis melo)品种“新蜜杂 9 号(黄醉仙)” 。

2　材料类别

哈密瓜单核靠边期的花药。

3　培养条件

花药愈伤组织诱导培养基:(1)MS+KT1.5 mg/ L(毫克/

升)(单位下同)+NAA0.5+6-BA0.5+4%蔗糖。 培养温度

30 ℃, 光照 14 h/d(小时/天), 光照强度 3 000 Lx(勒克斯)。

花药胚分化和形成培养基:(2)MS+2 , 4-D1.0+6.BA0.5+

3%蔗糖 ,(3)MS+2 , 4-D0.3+6.BA0.5+3%蔗糖 ,培养温

度 28 ℃,自然光照。以上培养基均含琼脂 0.6%, pH5.8。

4　生长和分化情况

4.1　愈伤组织的诱导与增殖　取纵径长 3.5 cm(厘米)左右

的单核靠边期的幼小花蕾 , 在 2 ℃～ 4 ℃下预处理 48 h(小

时)后 , 浸入 75%酒精消毒 0.5 min(分钟), 再用 0.1%HgCl

灭菌 8 min(分钟),并用无菌水冲洗 3 次。在无菌培养皿中取

出淡绿色幼嫩花药接种在(1)MS +KT1.5+NAA0.5+6-

BA0.5+4%蔗糖培养基上 , 并用镊子夹碎 , 将花粉挤出。每

50 ml(毫升)三角瓶接 10 枚。 10 d(天)后花药表面出现大量

白色颗粒 , 生长迅速 , 25 d(天)左右产生大量颗粒团状愈伤组

织 , 增殖 3 ～ 5 倍 , 晶白色并带有绿点。 30 d(天)后继代一次 ,

但是继代后增殖不明显 。继代 3次以上愈伤组织开始大量褐

化老化。将愈伤组织转移至花药胚诱导培养基中的最佳时间

一般是愈伤组织生长 20 d(天)以后。

4.2　花药胚的诱导　将生长 25 d(天)的健壮愈伤组织转入

(2)MS+2 , 4.D1.0+6-BA0.5+3%蔗糖的诱导培养基进行

诱导。 13 d(天)后愈伤组织表面开始出现少量直径 1 mm(毫

米)的淡黄色胚性颗粒 ,进行石蜡切片观察 , 显示为多细胞胚

和球形胚。一个月左右大量出现淡黄色胚颗粒。但是如果将

诱导培养基中的 2 , 4-D 浓度降低至到 0.3 mg/ L(毫克/升)

时 , 即接入(3)培养基时 ,则接入的愈伤组织没有观察到胚性

颗粒。另外 , 如果将这种淡黄色胚性颗粒在光照 1 2 h/d(小

时/天), 光照强度 2 000 Lx(勒克斯)的条件下培养 , 其颜色会

有少量绿色出现。但是胚性颗粒会继续分化 , 45 d(天)后经

切片观察出现子叶胚。

5　意义与进展

哈密瓜是病害最严重的瓜类作物之一 , 通过花药胚进行

遗传育种 , 不但能快速得到单倍体 ,从而加速选育进程 ,而且

较非胚性的诱导途径而言 , 进一步简化了花药培养过程 , 缩短

了培养时间 , 因此对单倍体育种有一定的参考价值。
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