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番茄真叶愈伤组织诱导及植株再生研究
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　　摘　要:对番茄外植体诱导愈伤组织 、愈伤组织分化和根的诱导条件进行研究。结果表明:

适合外植体形成愈伤组织的培养基为MS+BA 1.0 mg/L+NAA 0.1 mg/L;适合愈伤分化的培

养基为MS+BA 3.0 mg/L+IAA 0.2 mg/L;适合生根的培养基为 1/2MS+IAA 0.1 mg/L。
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　　随着现代生物工程技术的发展 ,对植物再生体系建

立及外源基因在植物细胞中的表达研究的不断深入[ 1] 。

番茄已经成为基因工程研究的重要模式植物 ,其遗传转

化研究较多。转基因研究的重要前提是建立简便 、高效

的植株再生体系 ,过去曾有关于番茄子叶[ 2-3] 、茎[ 4] 、下胚

轴[ 5] 、茎尖分生组织[ 6] 、花药[ 7]等作为外植体进行组织培

养获得再生苗的研究报道。作为转基因研究的受体部

分 ,该试验成功地以真叶建立了稳定 、快速和高频的番

茄离体植株再生体系 ,为进一步研究打下了基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试番茄品种“正粉一号”, 购自河南省农业科学院。

1.2　试验方法

1.2.1　番茄无菌苗的培养　将种子于温水中浸泡 1 h ,

然后在无菌操作台上用 75%的酒精表面消毒 30 s ,再用

0.1%升汞消毒10 min ,无菌水冲洗 5 ～ 6次。然后播于

盛有湿润脱脂棉的三角瓶中 ,放入隔水式恒温培养箱中

25℃暗培养。

1.2.2　外植体诱导愈伤　在超净工作台上 ,取番茄的第

3 ～ 4片真叶为试材 ,切成约 0.5 cm×0.5 cm 大小的叶

片块(即叶盘),将叶背面平放于表 1培养基中。观察外

植体诱导愈伤的情况 ,筛选出适宜的外植体诱导愈伤的

培养基。

1.2.3　不同浓度的激素组合对愈伤组织分化的影响　

在超净工作台上 ,将诱导出来的愈伤组织切成块状体 ,

除去表面的褐色部分和疏松的愈伤组织 ,接种于表2培

养基中 ,筛选出适合愈伤分化的激素组合。

1.2.4　不定根诱导　将 3 ～ 4 cm的不定芽分成单个植

株 ,接种于表 3的培养基中 ,观察不定根生长情况。

1.3　培养条件

外植体诱导愈伤 、愈伤分化的基本培养基为 MS ,根

诱导的基本培养基为 1/2MS ,所有培养基均附加蔗糖

30 g/L 、琼脂 8 g/ L ,pH 5.8 ～ 5.9 ,120℃灭菌 30 min ,所

有的培养温度均为(24±2)℃,光照 2 500 ～ 3 000 lx ,光

照时间12 h/d。

2　结果与分析
2.1　外植体愈伤的诱导

不同浓度 BA和NAA组合对番茄外植体愈伤诱导

的影响见表 1。BA 1.0 mg/L+NAA 0.1 mg/ L组合外

植体的愈伤诱导率最高 ,为 85%,并且出愈量多 ,愈伤呈

青绿色 、紧实 ,但是无芽或很少有芽的分化(图1)。大部分

愈伤组织需转移至分化培养基进一步分化培养。从表1

还可以看出 ,NAA的浓度越高 ,越有利于愈伤的形成。

　　表1　不同激素配比对外植体愈伤组织形成的影响
BA/mg·L-1 NAA/mg·L-1 外植体数量 愈伤发生率/ % 出愈量

1.0 0.01 32 68 +
1.0 0.05 30 74 ++
1.0 0.1 32 85 +++
2.0 0.01 32 70 +
2.0 0.05 28 76 +
2.0 0.1 30 80 ++

　　注:+++表示出愈量最多。

2.2　番茄愈伤不定芽的诱导

愈伤组织置分化培养基上培养 ,最初为深绿色小

点 ,之后慢慢形成不定芽(图 2),20 d左右表现出不同程

度的分化。除 BA+KT 0.5 mg/L 外 ,其余激素组合完

全可以满足愈伤分化的需求 ,但各个激素组合间 ,每块

愈伤平均出芽率差别较大(见表 2)。总体来说 , IAA 和

NAA的愈伤出芽效果要好于 KT ,在所有的激素组合中

以BA 3.0 mg/L+IAA 0.2 mg/L的分化效率最高。表

2结果还表明 ,BA的浓度越高越有利于不定芽的分化 ,
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在培养基中添加 IAA也可以明显提高愈伤组织的分化。

　　表2　不同培养基对愈伤组织诱导不定芽的影响
培养基/mg·L-1 试验结果

BA IAA NAA KT
愈伤分

化芽数

愈伤平均

出芽率/块

愈伤分化芽

生长情况

1.0 - 0.1 - 46 1.92 愈伤分化芽较多,叶大而绿 ,茎无明显伸长

2.0 - - - 62 2.60 愈伤分化芽较多,叶小而绿,茎伸长2～ 3 cm

2.0 0.3 - - 29 1.20 愈伤分化芽少 ,叶大而绿,茎伸长3～ 4 cm

2.0 - - 0.5 0 0.00 愈伤无芽的分化

2.0 - 0.2 - 52 2.17 愈伤分化芽较多,叶小而黄绿,茎无伸长 ,

3.0 - 0.1 - 33 1.40 愈伤分化芽较少,叶大而黄绿,茎无伸长

3.0 0.2 - - 72 3.00 愈伤分化芽多 ,叶大而绿,茎伸长3～ 4 cm

　　注:表中数据为接种 24个愈伤组织培养 20d后的统计结果。

2.3　不定芽的生根培养

　　不定芽转入生根培养基中 ,经过 10 d左右的时间 ,

已有2 cm 左右的呈辐射状的不定根(图 3),从不定根在

生根培养基上的生根情况看(表3),3种培养基上形成的

不定根的数量及速度大致相同 ,但是在 IAA 的浓度为

0.1 mg/L 时生根情况最好 ,根粗白。但是在根茎交界

处形成愈伤组织对移栽成活会造成困难。

　　表3 IAA浓度对番茄生根的影响
IAA/ mg·L-1 生根数/棵 根生长状态

0 3～ 4 根较粗 ,呈辐射状 ,侧根较少

0.1 3～ 5 根粗 ,呈辐射状,侧根少

0.2 4～ 5 根细 ,呈辐射状,根上有很多浅红褐色绒毛

图 1　外植体诱导的愈伤组织 图 2　愈伤组织不定芽的诱导 图3　不定根的诱导

3　讨论
该试验曾尝试用较大真叶做外植体水平放在愈伤

诱导培养基中 ,几天后真叶膨大变形呈弓形 ,将真叶的

中间部分高高翘起 ,无法接触到培养基。因而外植体形

成愈伤少且长势缓慢。

该试验比较了 10余种培养基的效果 ,根据已有的

培养结果分析 ,细胞分裂素用量在 0.1 ～ 0.3之间都能利

于愈伤组织和不定芽的形成。但是用真叶作为外植体

时 ,大多只能形成愈伤组织 ,且愈伤组织的质量较差 ,即

使转移到分化培养基上分花苗的效率也不是很高。愈

伤组织容易变褐 ,使愈伤组织过早的死亡 ,这可能是酚

类物质氧化所引起的 ,这与孟祥栋的报道是一致。在培

养基中添加KT 时 ,诱导效果很差 ,但是 IAA的诱导效

果要优于NAA ,这与卫志明[ 4]在以番茄叶片作为外植体

的试验中观察到 IAA 的效果优于 NAA是一致的。该

试验建立的番茄组织培养体系 ,为下一步的植物遗传转

化研究奠定了基础。
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Callus Formation and Plantlet Regeneration from Leaf of Tomato

JIANG Su-hua1 , GU Ya-dong1 , CUI Bo1 ,2 ,MA Jie2 , YE Yong-zhong 1

(1.College of Life Sciences ,Henan Agricultural University , Zhengzhou , Henan 450002 , China;2.Zhengzhou Teacher Training College , Zheng-

zhou , Henan 450044 , China)

Abstract:In this paper the rapid propagation of tomato was studied.Because leaf w as very dif ficult to forming shoots , this

experiment consists of explants inducing callus , callus differentiation of shoots and forming roots.The results show ed

that the optimum medium for callus culture was MS+BA 1.0 mg/ L+NAA 0.1 mg/ L.The optimum medium for callus

dif ferentiation was MS+BA 3.0 mg/ L+IAA 0.2 mg/L.The rooting medium was MS+IAA 0.1 mg/L+AC 2 g/L.
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