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以无菌苗外植体高效诱导球茎甘蓝不定芽再生研究

马 　光1 ,2 , 郭继平1, 3

(1.衡水学院生命科学系,河北 衡水 053000;2.东北林业大学生命科学学院,

黑龙江哈尔滨 150040;3.哈尔滨工业大学食品科学与工程学院,黑龙江哈尔滨 150090)

　　摘　要:以球茎甘蓝(Brassica oleracea L.var.caulorapa DC.)5 d苗龄的无菌苗带柄子叶和

胚轴为外植体 ,研究了不同激素组合对其不定芽再生的影响。结果表明:TDZ 同 NAA配合诱导

再生的效果好于 6-BA同 NAA的组合;带柄子叶再生效果好于胚轴。最佳再生培养基为添加

3.5 mg/L TDZ+0.5 mg/ L NAA的含 5.0 mg/L AgNO3的 MS培养基。
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　　球茎甘蓝(Brassica oleracea L.var.caulorapa DC.)

别名苤蓝 、擘蓝 、玉蔓菁等 ,为十字花科芸薹属甘蓝种中

能形成肉质茎的变种 ,2 a 生草本植物。虽然甘蓝类植

物的离体再生研究很多 ,但是国内对球茎甘蓝离体再生

的研究极少 ,仅有的研究是以球茎甘蓝的子房的花托和

花柄为外植体 , 以 6-BA 和 2 , 4-D 诱导愈伤组织

后再采用6-BA和NAA诱导芽分化 ,获得了再生植株 。
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但是此种方法受取材时期限制 ,且程序较为复杂[ 1-2] 。

　　在甘蓝类作物的研究中 ,常采用 6-BA 同其他激素

配合来诱导不定芽的再生[ 3 , 5] 。在采用花托和花柄作为

外植体诱导球茎甘蓝再生的研究中 ,6-BA也取得了较

好的效果[ 1-2] 。但是在其他一些芸薹属植物研究中 ,6-

BA效果并不总是非常好 ,而 TDZ(N-苯基-N' -1 ,2 ,3-噻

二唑)常作为一种新型的细胞分裂素来代替 6-BA ,且效

果较好。类似的结果在其他芸薹属植物的研究中已有

报道
[ 6-7]
。同时 ,作为乙烯的抑制剂 ,AgNO3 在许多芸薹

属作物的离体再生研究中得以应用[ 8-9] 。

在芸薹属作物的遗传转化 ,以及基因功能研究中 ,

甘蓝类蔬菜是最常采用的试材。该研究获得的简便高

效的球茎甘蓝的离体再生系统 ,可为发现芸薹属作物中
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Effects of Cu on Seeds Germination and Seedling Early Growth of Cucumber and Corn

ZHENG Ai-zhen , SONG Wei-yi

(Department of Life Sciences , Shangqiu Normal University , Shangqiu ,Henan 476000 , China)

Abstract:This research used the methods called solution cultivating , cucumber and corn as the material , studied the

effects of Cu on the seeds germination , seedling growth and the chlorophyll contents and so on.The result indicated:

When the concentration of Cu solutions less 50 mg/L , it had certain promotion on the corn and the cucumber seeds

germination , but it was bad for the seedling grow th , and along with the increase of concentrartion , the inhibition

enhanced , when the concentrartion of the Cu solutions achieved 150 mg/ L the corn and cucumber' s root no longer

growed.Furthermore , the excessive Cu can cause the corn and cucumber chlorophyll a and the chlorophyll b content

droped.Compared with the cucumber , the corn of the tolerance of Cu w as weaker.
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与茎部膨大作为营养贮藏器官的相关基因并研究其功

能提供前期技术平台。

1　材料和方法
1.1　材料

球茎甘蓝的种子为衡水学院生命科学系实验室保

存 ,品种为当地品种河间苤蓝 ,自交三代后常温贮存于

纸袋中。

1.2　方法

1.2.1　种子消毒与播种　选取饱满均一的种子放到添

加2 ～ 3滴 Tween-20的 20%的白猫漂水中浸泡 20 min ,

期间不停轻轻摇晃。在超净工作台中采用灭过菌的蒸

馏水清洗 3次。然后将种子播种于基本培养基中。基

本培养基采用 MS 培养基配方 ,每 50 mL添加 20 g蔗

糖 ,调 pH为 5.8后加入 0.7%的琼脂粉 ,在 121℃灭菌

15 min后冷却备用。播种后放置于26℃培养箱中 ,暗处

48 h ,然后在 45μmol·m-2 · s-1光下 48 h。此时无菌

苗子叶已经充分展开 ,子叶节清晰可见。

1.2.2　外植体的切取与培养　经过上述培养的无菌苗

用来切取带柄子叶和胚轴外植体。带柄子叶从接近无

菌苗的子叶节处的上方切取 ,注意去除生长点。胚轴从

子叶节下部到根部之间切取后截为长度为0.3 ～ 0.5 cm

的小段。带柄子叶垂直放置于不定芽诱导培养基中 ,切

口稍微插入培养基中。胚轴水平放置于芽诱导培养基

中。芽诱导培养基为基本培养基添加不同的激素组合

(见图1 ～ 4),每种培养基均于 121℃灭菌15 min ,冷却至

约 50℃时添加的过滤除菌的 AgNO3 溶液。外植体的在

26℃下每天 16 h 45μmol·m
-2
· s

-1
光照。

1.2.3　数据统计　培养2周后 ,记录产生不定芽的外植

体所占的比率和每个外植体的诱导的不定芽数 ,3次重

复。不定芽分化率(%)=分化出芽的外植体数/处理外

植体数×100%,数据用 DPS 数据统计分析软件进行方

差分析 ,多重比较用 Duncan法。

　图 1　TDZ和 NAA组合对带柄子叶不定芽再生率的诱导效果 图 2　6-BA 和 NAA组合对带柄子叶不定芽再生率的诱导效果

　　Fig.1　Frequency of shoot regeneration from cotyledonary petiole Fig.2　Frequency of shoot regenerat ion f rom cotyledonary petiole

explants with TDZ and NAA explants with BA and NAA.

　　　　图3　TDZ和 NAA对胚轴不定芽再生率的诱导效果 　　　图 4　6-BA和 NAA 对胚轴不定芽再生率的诱导效果

　　　Fig.3　F requency of shoot regene ration from hypoco ty l explants with TDZ and NAA.　　Fig.4　Frequency of shoo t regeneration from hypocotyl explants with BA and NAA.

2　结果与分析
2.1　不同激素组合对球茎甘蓝不定芽再生率的影响

无论是采用带柄子叶还是胚轴作为外植体 ,TDZ同

NAA配合的效果均好于 6-BA同 NAA配合。当采用带
柄子叶作为外植体时 , TDZ(3.5 mg/L)和 NAA (0.5

mg/ L)的激素组合效果最好 ,可以诱导的不定芽分化率

为93.89%(图 1);而效果最好的 6-BA(4.0 mg/L)同

NAA(0.5 mg/L)的激素组合可以诱导的不定芽分化率

为 58.44%(图 2)。当采用胚轴外植体时 ,最高的不定

芽分化率 55.63%(图 3)、40.07%(图 4)也分别产生于

TDZ 3.5 mg/L+NAA 0.5 mg/ L以及 BA 4.0 mg/L+

NAA 0.5 mg/L。由此可知 ,外植体的类型不同对不同

激素组合的效果有显著的影响。但是激素组合与外植

体的互作并不明显 ,在同等浓度下无论采用何种激素组
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合 ,带柄子叶的不定芽诱导效果均好于胚轴。与不定芽

分化率不同 ,在不同的激素组合的培养基中 ,不同外植

体的单个外植体的平均不定芽诱导数差异不显著(具体

数据为给出),基本维持在 10个左右。可见不同的外源

植物生长调节剂均是通过调节内源激素的比例影响外

植体的器官发生 ,一旦器官发生方向确定 ,外源激素的

作用就降到了次要地位。

　　表 1 在激素组合1中不同浓度 AgNO3 对球茎甘蓝不定芽再生的影响

　　Table 1 Ef fect of AgNO3 on shoot regeneration of kohlrabi with hormone combination No.1

AgNO3

/mg·L-1

　　　　　　　　　带柄子叶 Cotyledonar petiole　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　胚轴 Hypocotyl　　　　　　　　　　　　

外植体数

Number of explants

分化出芽的外植体数

Numbe r of shoo ted explants

分化率Frequency of

shoot regeneration/ %

外植体数

Number of explants

分化出芽的外植体数

Number of shooted explants

分化率Frequency of

shoot regeneration/ %

0 100 14 14.00d 98 7 7.14c

2.5 98 30 30.61c 98 19 19.39

5 96 90 93.75a 99 58 58.56a

7.5 100 92 92.00a 91 49 53.85a

10 100 89 89.00a 100 51 51.00a

12.5 97 44 45.36b 99 30 30.30b

15 96 32 33.33bc 95 10 10.53c

　　从 NAA的作用来看 ,无论是同 TDZ配合还是同6-

BA配合 ,在诱导球茎甘蓝带柄子叶或者胚轴不定芽再

生方面 ,在0.2～ 1.0 mg/L的范围内均表现出先上升后

下降的趋势 ,而且均是在 NAA为0.5 mg/ L时诱导不定

芽再生效果最好。这表明在诱导球茎甘蓝不定芽再生

时 ,NAA同 TDZ 配合或者同 6-BA配合时与外植体类

型之间互作不明显。

2.2　不同浓度 AgNO3 对球茎甘蓝不定芽分化率影响

在前期的试验中 ,发现 AgNO3 与外植体类型 ,激素

组合之间互作效应不显著。表 1显示了胚轴和带柄子

叶在分化效果最好的 TDZ 和 NAA 组合(组合 1:TDZ

3.5 mg/L+NAA 0.5 mg/L)以及分化效果最好的6-BA

和 NAA 组合(组合 2:6-BA 4.0 mg/L +NAA 0.5

mg/L)中的不定芽分化情况(表 1 、2)。从表 1可看出 ,

不添加 AgNO3 时球茎甘蓝的不定芽分化率极低。在

AgNO3浓度从 0 ～ 5 mg/L 的范围 ,不定芽分化率急剧

上升 ,虽然基本 5 mg/L 分化率最高 ,但是 5 ～ 10 mg/ L

之间不定芽分化率差异不显著。当AgNO3浓度超过 10

mg/L 时 ,不定芽分化率又有显著下降。在该研究中发

现当 AgNO3 浓度超过 5 mg/ L时 ,畸形芽的数量增加 ,

不利于不定芽的分离生根 ,所以综合分化效果和芽的正

常程度选择AgNO3浓度以 5 mg/L为好。

　　表 2 在激素组合2中不同浓度 AgNO3 对球茎甘蓝不定芽再生的影响

　　Table 2 Ef fect of AgNO3 on shoot regeneration of kohlrabi with hormone combination No.2

AgNO3

/mg·L-1

　　　　　　　　　带柄子叶 Cotyledonar petiole　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　胚轴 Hypocotyl　　　　　　　　　　　　　

外植体数

Number of explants

分化出芽的外植体数

Numbe r of shoo ted explants

分化率Frequency of

shoot regeneration/ %

外植体数

Number of explants

分化出芽的外植体数

Number of shooted explants

分化率Frequency of

shoot regeneration/ %

0 100 8 8.00e 100 3 3.00d

2.5 100 21 21.00d 100 10 10.00b

5 95 53 55.95a 93 38 40.86a

7.5 99 54 54.55ab 94 39 41.49a

10 94 47 50.00b 95 38 40.00a

12.5 100 32 32.00c 98 13 13.27b

15 96 18 18.75d 100 6 6.00c

3　问题与讨论
许多已有的研究

[ 10 , 12]
结果表明 ,在诱导离体再生时

TDZ表现出比6-BA更好的效果 ,不过其具体原因还有

待研究。TDZ 作为一种人工合成的苯基脲衍生物在许

多物种的组织培养中表现出了高效的诱导愈伤组织形

成、体细胞胚胎发生等效应。在诱导不定芽再生时 ,浓

度非常低的 TDZ的诱导效果就可以同其他高浓度的细

胞分裂素的相当[ 12] 。TDZ 可以诱导木本植物的离体再

生 ,而 6-BA需要非常高的浓度才可以
[ 10-11]

,甚至根本无

法诱导[ 13] 。有研究表明[ 14] ,在诱导植物离体再生时 ,

TDZ和 6-BA的受体是相同的;有的研究指出在和受体

结合时 ,TDZ和受体形成的复合物比 6-BA与受体形成

的复合物更加稳定
[ 15]
。

在许多芸薹属植物的离体再生研究中 ,添加AgNO3

可以有效提高不定芽的再生率 ,有时甚至不添加 AgNO3

就无法完成离体再生[ 16] 。该研究在诱导芽分化的培养

基中添加 AgNO3对球茎甘蓝无菌苗外植体的离体再生

是非常必要的。一些研究表明 Ag
+
可以作为一种乙烯

的抑制剂而减少了有活性的乙烯的含量 ,但是其并不抑

制乙烯的合成[ 17] 。另一方面 ,Ag+的存在可以使乙烯无

法干扰多胺的合成 ,而多胺的存在有利于体细胞胚胎发

生和芽的再生
[ 18]
。但是也有一些研究指出 Ag

+
是通过
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竞争性与细胞膜上的乙烯受体蛋白结合从而阻止或降

低乙烯的作用[ 19] 。因此 ,关于 AgNO3 促进植物离体再

生的真正原因还有待进一步的研究。
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Efficient Shoot Regeneration of Brassica caulorapa Using

Seed Explants Cultured in Vitro

MA Guang1 ,2 , GOU Ji-ping1 ,3

(1.Department of Life Sciences , Hengshui College ,Hengshui ,Hebei 053000 , China;2.College of Life Sciences , Northeast Forestry Universi-

ty , Harbin , Heilongjiang 150040 , China;3.College of Food Science and Engineering , Harbin Institute of Technology , Harbin , Heilongjiang

150090 , China)

Abstract:The shoot regeneration of kohlrabi(Brassica oleracea L.var.caulorapa DC.)in vitro from cotyledonary petiole

and hypocotyl explants was studied.The effects of the combination and concentration of plant grow th regulators were in-

vestigated on shoot regeneration of kohlrabi.The results showed that combination of thidiazuron(TDZ)and NAA was

better than combination of 6-BA and NAA and cotyledonary petiole was bet ter than hypocotyl for regeneration.The

most suitable recipe for getting high shoot regeneration was MS medium containing 3.5mg/ L TDZ , 0.5 mg/ L NAA and

5.0 mg/L AgNO3 .

Keywords:Brassica oleracea;Regeneration;TDZ;Cotyledonary petiole;Hypocotyl
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