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樱桃番茄再生系统的研究
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　　[摘　要 ]　研究了“美味樱桃番茄”的再生系统,以子叶盘和下胚轴切段为外植体,分析了不同激素及其质量

浓度对外植体诱芽和诱根的影响,以及外植体对抗生素卡那霉素的敏感性。结果表明,适宜的诱芽培养基为M S+

ZT 2. 0 m göL + IAA 0. 05 m göL ,生根培养基均为M S+ IAA 0. 1 m göL ;卡那霉素筛选质量浓度为 50 m göL。

[关键词 ]　樱桃番茄;再生系统;子叶;下胚轴

[中图分类号 ]　S641. 204+ . 7　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]100022782 (2002) 0120057204

　　番茄的遗传资源非常丰富,在蔬菜作物的遗传、

育种以及生理等学科的研究中,番茄是研究最广泛、

最深入的材料之一。近来发现番茄中的番茄红素和

胡萝卜素具有抗氧化功能及预防衰老和癌症等功

能,因而其食用价值和经济价值更受关注,形式多样

的转基因番茄陆续问世,例如,耐储运的番茄品种或

植 株[1～ 3 ], 抗 TM V [4 ]、番 茄 黄 曲 叶 病 毒

(TVL CV ) [5 ]、CM V [6 ]、苜蓿花叶病毒 (ALM V ) [7 ]等

病毒病的番茄植株,抗虫的番茄植株[8, 9 ]以及抗草甘

膦 (g lypho sate) [10 ]等除草剂的番茄植株。但是不同

番茄品种再生系统是有差异的,特别是近年来,转基

因植物疫苗研究的兴起和发展,目标植物初步局限

在可生食的植物。樱桃番茄作为近年新兴的、广受欢

迎的鲜食番茄品种,对其再生系统的研究还很少,它

的建立将为以后转基因疫苗的应用打下基础。

1　材料与方法

本试验在北京市蔬菜研究中心营养品质实验室

进行。供试番茄品种为美味樱桃番茄,购自中国农科

院蔬菜花卉研究所。基本培养基为M S,蔗糖含量 30

göL , 琼脂用量 9 göL ; 1ö2 M S 培养基除琼脂用量

外,其余成分均为M S培养基用量的一半。普通化学

药品购自北京市化学药剂公司,琼脂购自鼎国生物

公司。

1. 1　番茄无菌苗的获得

将番茄种子浸于 1 göL 的次氯酸钠溶液中 30

m in, 用无菌水漂洗种子 4～ 6 次, 用无菌吸水纸吸

干种子上的水分,均匀播放于已灭菌的 1ö2 M S 培

养基上, 28 ℃暗培养 3 d,移至光下继续培养,每天

光照 16 h,光照强度 1 600～ 1 800 lx, 培养温度为

(25±1) ℃,培养 5～ 7 d 后获得无菌苗。

1. 2　外植体的切取

取无菌苗的子叶、下胚轴作为外植体,采用叶盘

法培养。子叶切去叶尖和叶柄,剩余部分切成约 0. 5

cm×0. 5 cm 大小的子叶块 (即叶盘) ,下胚轴切去胚

根与上部,其余部分切为长度约 0. 5 cm 的切段。

2　结果与分析

2. 1　诱芽培养基的筛选

　　芽的诱导主要决定于培养基中细胞分裂素与生

长素的比例,本研究所用的细胞分裂素是BA、ZT ,

生长素为 IAA ,在参考前人研究[11～ 14 ]的基础上,共

设计 20多种不同激素及其质量浓度组合,观察记录

子叶盘和下胚轴切段在不同培养基上分化愈伤组织

及芽的情况。结果 (表 1)表明,在激素组合不太合适

的培养基上,外植体生长较差,生长速度较慢,甚至

不生长,BA 质量浓度达到 25 m göL 时,培养基诱芽

的能力很差, 外植体生长很少, 绝大多数发黄或发

白,结构很松散; 在激素组合合适的培养基中,外植

体逐渐膨大,叶盘成倍增大,切口边缘膨大卷起, 1～

2周后,边缘卷起处可见绿色或浅黄色小突起,即为

潜在的芽点,约 3～ 4 周后部分芽点开始分化芽; 下

胚轴切段培养初期膨大也较快,两端切口处膨大尤

为突出,使下胚轴切段呈哑铃状,突起处也着生很多
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绿色或淡黄色小芽突,随着培养时间的推移,部分芽

突逐渐分化芽,待芽长到一定大小时可切下移入生

根培养基。ZT 2. 0 m göL + IAA 0. 05 m göL 激素组
合的诱芽率最高。

表 1　不同激素组合对“美味樱桃番茄”品种外植体分化芽的影响

F ig. 1　T he effect of differen t constitu t ion of ho rmone on shoo t differen tia t ion from

exp lan ts of cherry tom ato (cv. D elicious Cherry)

激素质量浓度ö(m g·L - 1)
Ho rmone concen tration

子叶
Co tyledons

下胚轴
H ypoco tyls

BA ZT IAA
叶盘数

N o. of leaf
disc

生芽外植体数
N o. of exp lan ts
inducing shoo t

生芽率ö%
Shoo t

percen tage

下胚轴切段数
N o. of hypoco tyl

segm ents

生芽外植体数
N o. of exp lan ts
inducing shoo t

生芽率ö%
Shoo t

percen tage

0. 2 0 120 13 10. 8 120 43 35. 8

0. 2 120 27 22. 5 120 55 45. 8

1. 0 0 120 60 50. 0 120 69 57. 5

0. 2 120 69 57. 5 120 82 68. 3

1. 0 120 53 44. 2 120 58 48. 3

5. 0 0 120 48 40. 0 120 53 44. 2

0. 2 120 41 34. 2 120 50 41. 7

1. 0 120 43 35. 8 120 47 39. 2

5. 0 120 38 31. 7 120 45 37. 5

25 0 120 0 0 120 0 0

0. 2 120 40 33. 3 120 42 35. 0

1. 0 120 38 31. 7 120 45 37. 5

5. 0 120 30 25. 0 120 37 30. 8

25 120 0 0 120 3 2. 5

2. 0 0. 2 120 62 51. 7 120 71 59. 2

2. 0 0. 05 120 96 80. 0 120 99 82. 5

0. 2 120 68 56. 7 120 78 65. 0

1. 0 0. 5 120 58 48. 3 120 66 55. 0

2. 2　诱根培养基的筛选

子叶盘与下胚轴切段在诱芽培养基中诱导出芽

体,待到幼芽 1～ 2 cm 长时,切下小幼芽,尽量将愈

伤组织去除干净,否则有可能影响幼芽的生根及幼

苗的生长,将切取的幼芽移入生根培养基培养。本试

验设计了 4种生根培养基,比较其诱根效果。幼芽经

2 周培养后生出新叶,转入新鲜的相同培养基中继

续生长 3周,统计幼苗的生根情况。

在幼芽转入生根培养基后,逐渐生出新叶成为

小幼苗,在此期间个别小幼苗从基部边缘首先长出

若干主根,转入新鲜培养基继续培养一段时间后,在

主根上进一步长出长短不一的小侧根,在主根或侧

根上还可能长有白色纤细小毛根。从表 2可知,是否

添加 IAA 对根的诱导影响较大, 添加 IAA 的培养

基诱根作用明显大于未添加 IAA 的培养基; 1ö2

M S 与M S 的诱根效果均相差不大; 从诱根的速度

看,添加 IAA ,幼苗生长较未添加 IAA 的快且生根

早,大约在转入生根培养基 2 周左右就有小短根出

现,培养于添加 0. 1 m göL IAA 培养基的幼苗生根

最快,生根后更加促进了幼苗的生长。

当小苗在生根培养基中根系较发达后,可以移

栽至温室。首先揭去三角瓶封口膜,使幼苗在室温下

适应 24 h, 然后洗净根系上的培养基, 将幼苗栽于

蛭石中,用烧杯或其他器皿罩住幼苗以防过度失水,

大约 1周左右可去掉覆盖物,移栽至温室。

表 2　不同培养基的诱根效果

F ig. 2　T he effect of differen t m edium on roo t induction

培养基
M edium

培养幼苗数
N o. of

seedlings
cu ltu red

生根幼苗数
N o. of

seedlings
inducing roo t

生根率ö%
Percen tage of
roo t induction

培养基
M edium

培养幼苗数
N o. of

seedlings
cu ltu red

生根幼苗数
N o. of

seedlings
roo t inducing

生根率ö%
Percen tage of
roo t induction

1ö2 M S 30 21 70. 0 M S+ IAA 0. 05 30 25 83. 3

M S 30 21 70. 0 M S+ IAA 0. 1 30 27 90. 0

2. 3　番茄外植体对卡那霉素浓度敏感性的筛选

在分子生物学中筛选标记基因很重要,利用标

记基因可以自然淘汰非转基因植株,很方便地初步

鉴定出非转基因植株,省事、省时、省力。由于多数试
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验构建的植物表达载体均包含N PT II基因,该基因

可使转化植株对卡那霉素产生抗性,非转基因植株

因不抗卡那霉素,培养过程中会逐渐黄化死亡,由此

初步筛选出转基因植株。因此,为了以后研究的顺利

进行,有必要研究樱桃番茄对卡那霉素的天然耐性,

以便获得较准确的质量浓度。本试验以不同外植体,

在含 10, 30, 50, 70, 90 m göL 卡那霉素的培养基中
培养 5周后形成愈伤的数目来研究其对卡那霉素的

天然耐性。

由表 3 可知, 在卡那霉素的质量浓度达到 50

m göL 以后,外植体没有愈伤形成,随着培养时间的

增长,这些外植体逐渐由绿变黄,最终黄化死亡,即

使有个别分化愈伤也是淡黄色,继续生芽的几率很

小。因此,在以后的转化试验中,樱桃番茄卡那霉素

的适宜筛选质量浓度为 50 m göL。

表 3　卡那霉素的质量浓度对番茄外植体分化愈伤的影响

F ig. 3　T he effect of kanam ycin concen tra t ion on calli differen tia t ion from differen t exp lan ts of tom ato

卡那霉素质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration of
kanam ycin

子叶 Co tyledon 下胚轴 H ypoco tyl

外植体数
N o. of exp lan ts

愈伤数
N o. of calli

外植体数
N o. of exp lan ts

愈伤数
N o. of calli

10 40 29 40 29

30 40 23 40 25

50 40 12 40 15

70 40 0 40 0

90 40 0 40 0

3　讨论与结论

作为植物转基因工作的基础,再生系统的建立

至关重要,与一般的组织培养是有区别的。首先,芽

的诱导是关键的第一步,芽的诱导是外源基因转化

的前提和基础,迄今为止外源基因的转化频率一直

比较低,因此,必须保证培养的外植体能诱导出足够

的芽,才有可能得到转基因幼苗; 其次,因为组织培

养的变异比较常见, 因此, 最好是从外植体直接诱

芽,以减少变异几率。另外,筛选抗生素质量浓度的

工作也很重要, 可以减少很多工作量, 节省很多时

间,特别要注意的是,抗生素一般是不耐热的,不能

随培养基高压灭菌,一定要等到培养基温度降下来

后,才能将无菌的抗生素加入。

“美味樱桃番茄”种子用 100 göL 的次氯酸钠消
毒 30 m in,无菌水冲洗 4～ 6 次,播种于 1ö2 M S 培

养基上, 5～ 7 d 可得无菌苗。以子叶和下胚轴为外

植体进行培养,在本试验设置的组合内较适宜的诱

芽培养基为M S+ ZT 2. 0 m göL + IAA 0. 05 m göL ,

较适宜的诱根培养基为M S+ IAA 0. 1 m göL ,较适

宜的卡那霉素质量浓度为 50 m göL。
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Con struct ion of regenera t ion system of cherry tom ato
(L . escu len tum var. cerasif orm e A lef. )

L I X iao-dong1,L IU L ing2, CHEN Hang2, CHENG Zh i-hui1

(1 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 B eij ing V eg etable R esearch Cen ter, B eij ing 100089, Ch ina)

Abstract: T he regenera t ion system of cherry tom ato (cv. D eliciou s Cherry) , co tyledon s and hypoco tyls

u sed fo r exp lan ts, w ere exam ined. T he resu lt show ed that the p lan t regu la to r p layed an impo rtan t ro le in

t issue cu ltu re. M S m edium w ith ZT 2. 0 m göL + IAA 0. 05 m göL had great effects on the fo rm at ion of

shoo t ing. T he m edium induct ing roo t w as M S+ IAA 0. 1 m göL , and the concen tra t ion of kanam ycin fo r se2
lect ing tran sgen ic t issue w as 50 m göL.

Key words: cherry tom ato; regenera t ion system ; co tyledon s; hypoco tyls

·简　讯·

“黄土区水分- 养分- 小麦生长及水分有效性研究”获 2000年陕西省科技进步一等奖

由西北农林科技大学、中国科学院、水利部水土保持研究所邵明安研究员等完成的“黄土区水分- 养分- 小麦生长及水

分有效性研究”获 2000年陕西省科技进步一等奖。

该研究取得的成果有: (1)系统地研究了黄土区土壤水分的多种农业和生态属性,揭示了一系列新规律。①厚层壤质土壤

形成高持水能力。研究发现 2 m 深层主要作物用水层可储存 400～ 600 mm 水分,其中有效水分占 60%～ 70% ;②明确了土壤

储水稳定性。夏秋休闲期储水可以保持到来年春旱期使用,关中西部水分保持率可达到 75% (60 cm 以上土层)和 90% (1 m 以

下土层) ;③降水入渗深度和储水可恢复性。指出黄土高原从北到南年降水最大入渗深度为 1. 4～ 2 m ,南部丰水年达到 3～ 5

m ;④明确了作物对土壤储水具有很大的利用能力。由此,系统阐明了黄土区土壤对水分的入渗、保存和利用的基本规律,提出

“土壤水库效应”理论,这种水库效应具有缓和气候干旱的功能。 (2)明确了土壤深层储水对作物产量形成的供水作用,一般年

份对旱地小麦供水量达到 100～ 200 mm ,占耗水量的 30%～ 50% ,与生育期降水共同组成了小麦需水来源。对 0～ 250 cm 土

层有效储水利用率达到 78%～ 100% ,具有稳定作物产量的作用。并进一步发现轮作增强土壤肥力和施肥是调用土壤深层储

水的有效手段。由此提出“以肥调水”的生产应用性概念,被我国旱地农业广泛应用。 (3)首先在渭北台塬发现土壤下伏干层,

并证实普遍存在于黄土高原。下伏干层是指在降水入渗层以下,直到 5～ 10 m ,甚至更深土层,存在一个低于田间最大持水量

的干燥化土层,这是因植物蒸散形成的土壤水循环负平衡所造成的。在研究下伏干层分类和产生机制的基础上,提出了生物

成因说。随着生长年限延长,下伏干层逐渐形成并日益严重,而且有可能中断地表径流向地下径流的转化。据此认为,在黄土

区水分条件不太具备的地区,大面积植被建设和旱作高产田增多,可对农业持续发展产生不良影响。 (4)从作物根系吸水过程

出发,在大量观测和深入分析的基础上建立了黄土区土壤水分有效性的动力学模型,揭示了该区土壤水分对作物有效性的动

态特性,认为水分含量接近田间持水量时土壤水分有效性下降较快,而在 40%～ 80%田间持水量范围内其有效性下降非常缓

慢,这一研究结果填补了该领域的空白,在旱地农业和节水灌溉方面有较大的指导意义。 (5)提高作物自身的水分利用能力是

节水农业的突破口。随着小麦染色体倍数由 2n→4n→6n 的递增,叶片水分利用效率在抽穗2开花期呈递增趋势。随着由野生种
到栽培种的进化,叶片水分利用效率有递增的趋势。在黄土旱塬不同气候条件下,明确了小麦生产环境条件2措施2生长2产量2
水分利用效率之间的定量转化关系,提出了小麦对有限水的高效利用和高经济效益的优化技术。

该课题组的科研人员针对该项研究成果在国内外核心刊物上共发表论文 41篇,其中被 SC I收录 5篇。成果得到学术界的

普遍认可,先后被引用 105次,其中 SC I刊物引用 7次,中国科学引文数据库刊物引用 63次,学术专著引用 35次。

(窦春蕊　供稿)
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