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黄瓜矮化突变体再生体系的建立
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　　摘　要：以黄瓜矮化突变体Ｄ０４６２子叶为外植体，以 ＭＳ为基本培养基，建立黄瓜矮化突变
体再生体系。结果表明：不定芽诱导最适培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ；芽伸长最适培养基为
ＭＳ＋０．１ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ；再生植株生根培养基为１／２ＭＳ。为了控制芽伸长阶段出现的开花现象，选
用６－ＢＡ浓度０．１ｍｇ／Ｌ，光照时间８ｈ／ｄ，尽可能抑制开花。
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　　黄瓜（Ｃｕｃｕｍｉｓ　ｓａｔｉｖｕｓ　Ｌ．）为葫芦科黄瓜属植物，
也称胡瓜，是世界性主要蔬菜作物。黄瓜清爽可口，营
养丰富，食用方便，为提高人民生活水平发挥了巨大作
用［１］。我国黄瓜的种植面积大，产量高，由于黄瓜是蔓
生植物，种植时需要搭架，这就降低了它的种植密度，
影响了黄瓜的生产效益。而植物的矮生性状是高等作
物理想株型性状的一个重要方面，矮化（杆）品种抗倒
伏能力强，群体光能利用率高，适宜高度密植［２］。因此
选育与人工培育黄瓜等瓜类蔬菜矮生品种具有重要的

生产应用价值。近年来，矮化突变体的获得为分子生
物学极其相关学科的发展提供了良好的遗传材料。在
瓜类作物中，仅发现了西瓜和南瓜［３］等的矮化突变体，
关于黄瓜矮化突变体的研究报道鲜见。该试验所采用
的材料为黄瓜矮化突变体Ｄ０４６２，其表现型为植株矮
小，节间缩短。建立黄瓜矮化突变体的再生体系是实
现基因转化的先决条件，对于分析基因的功能也是十
分必要的。该研究进行了丛生芽诱导、不定芽伸长及
再生植株生根等试验，基本建立了黄瓜矮化突变体
Ｄ０４６２的再生体系，为今后的遗传转化奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
选用Ｄ０４６２黄瓜品种作为试验材料。

１．２　试验方法
１．２．１　无菌苗的获得　首先将黄瓜种子经水漂洗后，
浸泡２０ｍｉｎ，剥去种壳。在无菌条件下，用７０％的酒精
消毒３０ｓ，无菌水冲洗３次，再用１０％的次氯酸钠消毒
１０ｍｉｎ，无菌水冲洗３次，接种在发苗培养基上（０．８％

琼脂，ｐＨ　５．８）。培养温度为（２６±１）℃，黑暗条件下培
养４８ｈ后转至光下培养，光照１６ｈ／ｄ。
１．２．２　外植体的选择　根据无菌苗的发育阶段来选
取最佳的外植体。无菌苗的发育分为３个阶段：阶段
Ⅰ，子叶仍重叠在一起，颜色为浅绿；阶段Ⅱ，子叶呈直立
状态但未展平，颜色为绿色；阶段Ⅲ，子叶展开呈水平
状态。选取处于Ⅱ阶段的无菌苗为最佳的外植体苗
龄［５］（图１）。
１．２．３　不定芽的诱导　在无菌条件下，从阶段Ⅱ无菌
苗上切取子叶节作为外植体。首先切取带０．３ｃｍ左
右子叶柄的子叶，再将２片子叶从中间分开，小心刮去
生长点，然后切去每片子叶的上半部分，大约２／３部
分。最后插入芽诱导培养基。由于细胞分裂素６－ＢＡ
单独存在时即能诱导丛生芽的发生，当６－ＢＡ的浓度为
１ｍｇ／Ｌ 时，诱导效率较高；当６－ＢＡ 的浓度大于
１ｍｇ／Ｌ时，不仅会使芽的分化率降低，同时也会使外
植体上的出芽数明显减少［５］。因此该试验芽诱导培养
基采用ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．８％琼
脂，ｐＨ　５．８。培养温度为（２６±１）℃，光照１６ｈ／ｄ。２
周后观察并统计不定芽的发生情况。
１．２．４　不定芽的伸长　待不定芽长至２ｃｍ左右时，
将不定芽转移到不定芽伸长培养基（表１）。培养基中
激素的浓度直接影响着芽的生长。诱导培养基采用
ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．８％琼脂，ｐＨ　５．８。培养温度为
（２６±１）℃，光照１６ｈ／ｄ。培养温度为（２６±１）℃，光照
１６ｈ／ｄ。
　　表１ 不定芽伸长培养基编号

　　Ｔａｂｌｅ　１　Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｓｈｏｏｔ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ
培养基序号

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｍｅｄｉｕｍ
６－ＢＡ浓度

６－ＢＡ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｍｇ·Ｌ－１

１　 ０
２　 ０．０１
３　 ０．１
４　 ０．５
５　 １
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图１　无菌苗发育的３个阶段
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｒｅｅ　ｐｈａｓｅｓ　ｏｆ　ａｓｅｐｔｉｃ　ｓｅｅｄｌｉｎｇ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

１．２．５　再生植株的生根　待不定芽长到４～５ｃｍ时，
从基部剪下接种到生根培养基上。生根培养基为不添
加任何生长调节物质的１／２ＭＳ培养基＋３０ｇ／Ｌ蔗
糖＋０．８％琼脂，ｐＨ　５．８。培养温度为（２６±１）℃，光照
１６ｈ／ｄ。
１．２．６　再生植株的训化、移栽　待再生植株的根系比
较发达后，便可进行驯化和移栽。首先在培养室中将
瓶口打开，练苗４～７ｄ，然后将苗小心取出，避免根苗
受损。之后将根部的培养基轻轻用清水冲去，防止烂
根。移栽至装有草炭土∶蛭石＝２∶１的营养钵中。
培养条件为室温，１６ｈ／ｄ光照，湿度为７５％～９０％。

２　结果与分析
２．１　不定芽的诱导
植物生长调节剂的种类和浓度对于不定芽的诱导

至关重要［４］。该试验的丛生芽诱导培养基中激素添加
为１．０ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ，并成功地得到了大量的丛生芽，诱
导效率９５％以上（图２）。

图２子叶节丛生芽诱导情况　　　图３丛生芽培养１５ｄ情况
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｉｎｄｕｃｉｎｇ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　　　Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　　
　ｏｆ　ｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙ　ｎｏｄｅ　ｂｕｄｓ　　　ｂｕｄｓ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｆｏｒ　１５ｄａｙｓ

２．２　不定芽的伸长
当子叶节在芽诱导培养基上分化出丛生芽后，若

继续用芽诱导培养基进行继代，则芽生长缓慢；如果继
代到６－ＢＡ浓度减半的 ＭＳ培养基上，则芽生长较
快［５］。该试验最初采用的芽伸长培养基是６－ＢＡ浓度
减半的 ＭＳ培养基，虽然芽能伸长，但在芽长到３ｃｍ
左右时，植株会长出许多雌花（图４）。这可能是由于该
试验所选取的黄瓜品种为矮化品种，它的内源激素含
量与正常的黄瓜品种有所不同：其ＧＡ与ＩＡＡ的激素
水平较低，ＡＢＡ含量较高。各种激素调节植物生命过
程不是单一的，而是形成相互交织的网［６］。因此附加

不同浓度的６－ＢＡ对植株伸长和开花有较大影响。分
别将丛生芽接种到６－ＢＡ浓度不同的芽伸长培养基上，
在细胞分裂素６－ＢＡ 浓度为０．０１～０．１ｍｇ／Ｌ时
（表２），植株开花明显减少（图５）。

图４　在芽伸长培养基上　　　图５　在６－ＢＡ浓度为
　　 培养１２ｄ情况　　　　０．１ｍｇ／Ｌ的芽伸长

　　　　　　　　　　　　　　培养基上的培养情况
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　Ｆｉｇ．５Ｔｈｅ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｆｏｒ　１２ｄａｙｓ　ｏｎｓｈｏｏｔ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｓｈｏｏｔ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ
　ｍｅｄｉｕｍ　　　　　 　　　　　ｃｏｎｔａｉｎｉｇ　６－ＢＡ（０．１ｍｇ／Ｌ）

　　由表２可知，２号（６－ＢＡ浓度为０．０１ｍｇ／Ｌ）和３
号（６－ＢＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ）培养基的激素浓度比较理
想，降低了开花率。因此可以选用２号或３号作为不
定芽伸长的培养基。由于黄瓜属短日照植物，而且该
试验选用的品种为矮化品种，其内源激素和其它特性
与正常品种有所不同，因此对光照的需求也会不同。
为了尽可能地抑制花芽的产生，该试验缩短植株的光
照时间，由原来的１６ｈ／ｄ光照缩短为８ｈ／ｄ光照，光强
也适当减小。在改变了光照时间的条件下，利用伸长
培养基培养黄瓜植株，则黄瓜植株的时间由１０ｄ开花
延迟到２５ｄ，且开花的个数也明显减少。说明光照可
能影响植株内源激素的含量变化而起到了一定的抑制

花芽发生的作用。
　　表２　６－ＢＡ浓度对不定芽伸长的影响
　　Ｔａｂｌｅ　２ Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　６－ＢＡ　ｏｎ　ｓｈｏｏｔ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ

培养基序号

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆｍｅｄｉｕｍ

外植体个数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ
ｅｘｐｌａｎｔ／个

雌花个数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆｆｅｍａｌｅ
ｆｌｏｗｅｒ／个

开花率

Ｒａｔｅ　ｏｆｆｌｏｗｅｒ／％

１　 ３０　 １５　 ５０
２　 ３０　 ７　 ２３
３　 ４０　 ５　 １２．５
４　 ２５　 １８　 ７２
５　 ３０　 ２１　 ７０
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２．３　再生植株的生根和移栽
再生植株的生根是获得完整植株的关键步骤。根

据经验，低盐培养基更适合用来诱导生根。该试验选
用不添加任何生长调节物质的１／２ＭＳ培养基进行生
根，１０ｄ后观察到有细小的白色根系，１５ｄ后根系变长
变粗（图６）。根系粗壮后便可以进行驯化、移栽。小心
将根部培养基洗净，移栽至事先灭过菌的栽培土中
（图７）。移栽后要遮阴和保湿，确保组培苗的成
活率［７］。

图６　再生植株生根　　　　　　图７　移栽　　
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅ　ｒｏｏｔ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　　Ｆｉｇ．７　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

３　讨论
３．１　外植体的选择
在黄瓜再生体系研究过程中，子叶、下胚轴及子叶

节都曾被当作为外植体进行培养。且子叶节在芽诱导
培养基上能形成大量的丛生芽。无菌苗的发育分为３
个阶段，当子叶处于Ⅱ阶段时，即垂直生长时，其再生能
力较高；而当子叶处于Ⅲ阶段时，即２片子叶张开时，
其分化能力降低。无菌苗的苗龄对丛生芽的诱导率有
很大影响，随着苗龄的增加，愈伤的诱导较慢，芽再生
率逐渐下降［７］。该试验选取处于Ⅱ阶段的子叶节在芽
诱导培养基上进行培养，能诱导大量的丛生芽，诱导率
达９５％。
３．２　不定芽的诱导
植物器官的分化主要受到植物生长调节剂的调

控，取决于生长素和细胞分裂素的浓度配比。当细胞
分裂素浓度较高时促进芽的形成；而当生长素浓度较
高时则促进根的形成。目前用于黄瓜不定芽诱导的植
物生长调节剂主要有６－ＢＡ、ＩＡＡ、ＮＡＡ、２－ｉｐ、ＫＴ等。
Ｇａｎａｐａｔｈｉ　Ａ等［８］采用１．０ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ可以诱导较多
的丛 生 芽。苏 绍 坤［５］通 过 试 验 证 明 单 独 使 用
１．０ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ，能得到最好的效果。该研究选择附加
１．０ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ的ＭＳ培养基作为丛生芽诱导培养基，

同样获得了大量丛生芽，且分化率较高。细胞分裂素
的主要作用是引起细胞分裂，诱导芽的形成和促进芽
的生长。因此丛生芽的分化主要取决于细胞分裂素。
３．３　不定芽的伸长
由于该试验所选用的材料为矮化品种，它内源激

素的含量与正常品种有所差别，这可能是导致它在不
定芽伸长过程时提早开花的原因，且雌花较多。这就
影响了再生植株的正常发育，不利于后期试验的进行。
细胞分裂素能够影响植物开花，如ＢＡ促进山桔枝节
和风信子成花［１０－１１］，该研究摸索出较佳的６－ＢＡ浓度，
并配合缩短光照长度来达到抑制开花的效果。生长素
是影响成花的重要激素，但其作用规律和机理仍不明
确［１２］。激素对植物开花有重要影响，值得进一步探讨
研究。

参考文献
［１］　黄金．黄瓜Ｄ０４６２品种与１２９品种形态解剖比较研究［Ｄ］．哈尔
滨：东北农业大学，２００９．
［２］　孟婧，李凤兰，胡宝忠，等．矮化黄瓜幼苗对外源ＧＡ处理的生理反
应［Ｊ］．东北农业大学学报，２００９，４０（１１）：６０－６４．
［３］　周祥麟，李海真．中国南瓜无蔓形状的遗传性及其生产利用的研
究［Ｊ］．山西农业科学，１９９１（１）：１－６．．
［４］　佟新萍．黄瓜子叶下胚轴愈伤组织诱导及植株再生试验［Ｊ］．石河
子科技，１９９６（４）：１１－１２．
［５］　苏绍坤．农杆菌介导ｉａａＭ 基因创造单性结实黄瓜种质资源［Ｄ］．
哈尔滨：东北农业大学，２００５．
［６］　孟婧．黄瓜矮化突变体矮化的生理生化机制研究［Ｄ］．哈尔滨：东
北农业大学，２００９．
［７］　薛丹丹，张凤生，王保菊，等．黄瓜再生体系的建立［Ｊ］．北方园艺，

２０１０（７）：１１９－１２１．
［８］　Ｇａｎａｐａｔｈｉ　Ａ，Ｐｅｒｌ－ｔｒｅｖｅｓ　Ｒ．Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｉｎ　Ｃｕｃｕｍｉｓ　ｓａｔｉｖｕｓ　ｖｉａ　ｄｉｒｅｃｔ　ｏｒｇａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ａｃｔａ　Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅ，２０００，
５１０：４０５～４０７．
［９］　Ｃａｄｅ　Ｒ　Ｍ，Ｗｅｈｎｅｒ　Ｔ　Ｃ，Ｂｌａｚｉｃｈ　Ｆ　Ａ．Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｘｐｌａｎｔ　ａｇｅ　ａｎｄ
ｇｒｏｗｔｈ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ａｄｖｅｎｔｉｏｕｓ　ｓｈｏｏｔ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ
ｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙ　ｔｉｓｓｕｅ　ｏｆ　ｃｕｃｕｍｂｅｒ［Ｊ］．Ｊ．Ａｍｅｒ．Ｓｏｃ．Ｈｏｒｔ．Ｓｃｉ，１９９０，１１５：６９１－
６９６．
［１０］　Ｊｕｍｉｎ　Ｈ　Ｂ，Ｎｉｔｏ　Ｎ．Ｉｎ　ｖｉｔｒｏｆｌｏｗｅｒｉｎｇ　ｏｆ　Ｆｏｒｔｎｕｅｌｌａ　ｈｉｎｄｅｉｉ（Ｃｍｐ．）
Ｓｗｉｎｇｌｅ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｔ，１９９６，１５：４８４－８８．
［１１］　夏小娣，陆文梁．外源激素对诱导风信子（Ｈｙａｃｉｎｔｈｕｓ　ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ
Ｌ．）同一花被外植体不同部位细胞分化花芽的影响［Ｊ］植物生理学报，

１９９５，２１（１）：８－１４．
［１２］　王利琳．黄瓜离体子叶节花分化的生理和分子基础研究［Ｄ］．杭
州：浙江大学，２００３．

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｄｗａｒｆ　Ｃｕｃｕｍｂｅｒ　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ

ＨＵＡＮＧ　Ｓｈａ－ｓｈａ，ＷＡＮＧ　Ｄｕｏ－ｊｉａ，ＬＩ　Ｆｅｎｇ－ｌａｎ，ＨＵ　Ｂａｏ－ｚｈｏｎｇ
（Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｒｂｉｎ，Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ　１５００３０）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔａｋｉｎｇ　ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ｏｆ　ｄｗａｒｆ　ｃｕｃｕｍｂｅｒ‘Ｄ０４６２’ａｓ　ｅｘｐｌａｎｔｓ，ｕｓｉｎｇ　ＭＳ　ｍｅｄｉｕｍ　ａｓ　ｔｈｅ　ｂａｓｉｃ　ｍｅｄｉｕｍ，
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ　ｏｆ　ｄｗａｒｆ　ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｍｕｔａｎｔ　ｗｅｒｅ　ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ｂｅｓｔ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ
ｉｎｄｕｃｔｅｄ　ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄ　ｗａｓ　ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ；ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ　ｓｈｏｏｔｓ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ　ｗｅｒｅ　ＭＳ＋
０．１ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ；ｒｏｏｔｓ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗａｓ　１／２ＭＳ；Ｉｎ　ｏｒｄｅｒ　ｔｏ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｔｈｅ　ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ　ｄｕｒｉｎｇ　ｂｕｄ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ，ｂｙ
ａｌｔｅｒ　６－ＢＡ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　０．１ｍｇ／Ｌ　ａｎｄ　ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　８ｈ／ｄ，ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｅｘｐｌｏｄｅ　ａｓ　ｍｕｃｈ　ａｓ　ｐｏｓｓｉｂｌｅ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｃｕｃｕｍｂｅｒ；ｄｗａｒｆｅｄ　ｍｕｔａｎｔ；ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ；ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｓｈｏｏｔ；ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ

２１１


