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花椰菜下胚轴培养和高频率芽再生技术的研究
Ξ
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　　[摘　要 ]　以“春秋”花椰菜为试验材料,研究了影响下胚轴再生的若干因子。结果表明, 6 d 苗龄的下胚轴在

附加 2～ 3 m göL 62BA 和 1. 0 m göL NAA 的M S 培养基上培养,芽分化率最高,达 93. 33% ,平均每个外植体产芽

5. 71个; A gNO 3对下胚轴的细胞生长有明显的促进作用;下胚轴的下端比上端产芽早,并且较易产生不定芽。
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　　花椰菜 (B rassica oleracea var. botry tis)属十字

花科芸薹属植物,世界各地均有种植。但花椰菜生长

期间病虫害严重,存在不耐贮、品质差等问题,困扰

着广大菜农与菜商。因此,对花椰菜品种进行改良势

在必行,而利用常规育种方法已不能满足现代农业

对花椰菜品种改良的要求。现代生物技术的发展,为

人们选育和转化重要园艺性状基因的突破性品种提

供了可能[1～ 3 ]。然而国内外关于花椰菜遗传转化的

技术还很不成熟,遗传转化率极低[4 ] ,难以适应花椰

菜分子育种的要求。华学军等[5 ]将融合GU S 基因的

B. t 杀虫剂基因转入花椰菜,但只得到表达GU S 活

性的愈伤组织而未得到转基因的完整植株; 陈晓邦

等[1 ]将 In tron2GU S 嵌合基因转入花椰菜,获得的再

生转基因植株频率仅为 1%。其原因是适宜农杆菌

介导的花椰菜高频率植株再生技术尚未真正解决。

本研究以“春秋”菜花品种为材料,对影响花椰菜下

胚轴再生因素进行探讨,旨在为花椰菜高效遗传转

化体系的建立奠定基础。

1　材料和方法
1. 1　供试材料与培养条件

　　供试花椰菜品种“春秋”菜花种子由天津蔬菜研

究所科技开发中心提供。花椰菜种子经体积分数

85%酒精浸泡 3 s后,用体积分数 2% N aC lO (滴加

1滴吐温 80)表面消毒 25 m in,无菌水冲洗 3次,每

次 3～ 5 m in,然后播种于不含任何激素的 1ö2 M S

培养基上培养。培养温度 ( 24± 2) ℃, 光强为

1 600～ 2 000 lx,光照 16 höd。取萌发 5, 6, 7, 8, 9 d

的无菌苗下胚轴作为外植体。

1. 2　试验处理与芽的诱导

切取苗龄 7 d 的无菌苗下胚轴 (横切成 0. 5～

0. 7 cm的切段) ,做以下因素试验。

(1)不同激素组合对芽分化的影响:分别置于不

同激素配比的M S培养基 (M S 无机盐及维生素,激

素配比见表 1,所有培养基中附加蔗糖 30 gökg,琼

脂粉 6 gökg) ; (2)分化培养基中分别附加A gNO 3
[12 ]

0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 m göL ; (3)下胚轴上部 (近芽端)

和下部 (近根端)切段的芽再生能力的比较: 培养基

pH 在高压灭菌前调节为 5. 8, 100 mL 三角瓶中分

装培养基 25 mL ,每瓶接种 6个外植体,瓶在架上随

机区组排列。以上所有处理其外植体数目不少于 20

个。培养条件同 1. 1。25 d 后统计外植体再生芽数,

并按下列公式计算不定芽分化率和平均每个外植体

产生的芽数: 不定芽分化率ö% = 分化外植体数ö接
种外植体数×100,平均每个外植体产芽数= 分化总

芽数ö接种外植体数。
1. 3　诱导生根

从切段产生的芽接种在 1ö2 M S+ 0. 1 m göL
NAA 培养基中诱导生根。

2　结果与分析

2. 1　不同激素组合对下胚轴不定芽分化的影响

　　由表 1可以看出, 7 日龄的下胚轴接种在 2～ 3
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m göL 62BA 与 1. 0 m göL NAA 的培养基中, 不定

芽分化率和平均每个外植体产芽数较高, 分别为

75. 68% , 76. 92%和 2. 76, 2. 38。由表 1 还可看出,

NAA 在适宜质量浓度下对花椰菜下胚轴不定芽的

分化有促进作用,比单独使用 62BA 效果好。

表 1　不同激素配比对花椰菜下胚轴芽分化的影响

T able 1　Effects of differen t ho rmone compo sit ions on bud differen tia t ion of hypoco tyl in B rassica oleracea var. botry tis

培养基ö
(m g·L - 1)

Base m edium

接种外植体数
N o. of

hypoco tyls
cu ltu red

分化外植体数
N o. of

hypoco tyls
w ith shoo ts

不定芽分化率ö%
A dven tit ious bud

differen tiation
frequency

平均每个
外植体产芽数

N o. of bud per exp lan t
w ith shoo ts

62BA 2. 0 36 26 72. 22 1. 78

62BA 2. 0+ NAA 0. 5 50 36 72. 00 2. 20

62BA 2. 0+ NAA 1. 0 37 28 75. 68 2. 76

62BA 2. 0+ NAA 1. 5 42 30 71. 43 0. 86

62BA 3. 0 60 45 75. 00 1. 83

62BA 3. 0+ NAA 0. 5 46 33 71. 74 2. 11

62BA 3. 0+ NAA 1. 0 39 30 76. 92 2. 38

62BA 3. 0+ NAA 1. 5 46 33 71. 74 1. 33

　　注:基本培养基为M S。

N o te: T he base m edium is M S.

2. 2　A gNO 3 质量浓度对下胚轴不定芽分化的影响

试验发现,以下胚轴为外植体,在培养基中添加

不同质量浓度的A gNO 3,各处理不定芽分化率均较

对照提高 15%以上。当A gNO 3 为 6 m göL 时,下胚

轴不定芽分化率和平均每个外植体产芽数最高 (表

2)。而过高的A gNO 3 质量浓度,虽对不定芽分化率

影响不大,但产生的不定芽数却大大降低 (图版É )。

表 2　A gNO 3浓度对花椰菜子叶不定芽分化的影响

T able 2　Effects of differen t concen tra t ion of A gNO 3 on adven tit ious bud differen tia t ion

frequencies of co tyledon in B rassica oleracea var. botry tis

A gNO 3质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration
of A gNO 3

接种外植体数
N o. of

hypoco tyls
cu ltu red

分化外植体数
N o. of

hypoco tyls
w ith shoo ts

不定芽分化率ö%
A dven tit ious bud

differen tiation
frequency

平均每个
外植体产芽数

N o. of bud per exp lan t
w ith shoo ts

0 42 31 73. 81 3. 83
247 45 95. 74 4. 13

4 35 34 97. 14 4. 51
6 45 44 97. 78 4. 82
8 43 42 97. 67 4. 14

10 45 42 93. 33 3. 98
12 44 40 90. 91 2. 75

　　注:培养基中含NAA 1. 0 m göL + 62BA 2. 0 m göL。

N o te: T he m edium con tained NAA 1. 0 m göL , 62BA 2. 0 m göL.

图版　É . A gNO 3浓度对花椰菜下胚轴不定芽分化的影响 (由左至右A gNO 3质量浓度分别为 0, 6, 12 m göL ) ; Ê . 下胚轴不同

切段部位对芽分化的影响 (左为上部切段,右为下部切段) ; Ë . 生根培养基上的小苗

P late　É . Effect of A gNO 3 on adven tit ious bud differen tia t ion of hypoco tyls (from leat to righ t, the concen tra t ion of A g2
NO 3 is 0, 6, 12 m göL respectively) ; Ê . Effect of differen t po sit ions on bud differen tia t ion of hypoco tyls (T he leaft is upper

segm ent, the righ t is low er segm ent) ; Ë . P lan t on roo ting m edium
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2. 3　不同日龄幼苗的下胚轴对不定芽分化的影响

试验结果 (表 3)表明,不同日龄的幼苗对下胚

轴切段芽的分化均有影响。无菌苗以 6日龄的下胚

轴切段可得到较高的芽分化率和每个外植体产芽

数,分别为 93. 33%和 5. 71。

　

表 3　不同时期花椰菜下胚轴的芽分化频率

T able 3　Bud differen tia t ion frequencies of hypoco tyl a t differen t stages in B rassica oleracea V ar. botry tis

苗龄öd
T im e fo r
seedling

接种外植体数
N o. of

hypoco tyls
cu ltu red

分化外植体数
N o. of

hypoco tyls
w ith shoo ts

不定芽分化率ö%
A dven tit ious bud

differen tiation
frequency

平均每个
外植体产芽数

N o. of per exp lan t
w ith shoo ts

5 47 31 65. 96 3. 34

6 45 42 93. 33 5. 71

7 31 25 80. 64 3. 90

8 45 35 77. 78 3. 04

9 42 28 66. 67 2. 05

　　注:培养基含NAA 0. 5 m göL , 62BA 2. 0 m göL。

N o te: T he m edium con tained NAA 0. 5 m göL , 62BA 2. 0 m göL.
　

2. 4　下胚轴上部和下部切段芽再生能力的比较

将下胚轴的上半部和下半部分别切成 0. 5～

0. 7 cm的切段平放在分化培养基上。在培养期间,

发现下部切段比上部切段芽分化早。25 d 后下部切

段和上部切段芽分化率分别为 100%和 86. 36% (表

4) ; 而且下部切段比上部切段的芽长得健壮 (图版

Ê )。这一结果表明,下胚轴的下部细胞再生能力比

上部强。这与前人有关下胚轴上部细胞再生能力较

强的研究结果相悖[6～ 8 ]。这一结果是否与不同作者

所采用的材料不同有关,尚待进一步研究。
　

表 4　花椰菜下胚轴上部和下部切段芽再生能力的比较

T able 4　T he shoo t regenerat ion capacity of upper and low er segm ents of hypoco tyls in cau liflow er

部位
Po sit ions

接种段数
N o. of segm ents

cu ltu red

产芽切段
Segm ents w ith shoo ts

数量N o. 不定芽分化率ö%

芽ö切段
N o. of bud per segm ents

上部U pper 22 19 86. 36 4. 36

下部 L ow er 23 23 100 7. 00

　　注:培养基含 0. 5 m göL NAA , 2. 0 m göL 62BA。

N o te: T he m edium con tained NAA 0. 5 m göL , 62BA 2. 0 m göL.
　

2. 5　诱导生根

将下胚轴上诱导出的 2 cm 以上的不定芽自基

部切下,接种在生根培养基中,经 10～ 15 d 培养,每

个不定芽基部均可诱导出大量侧根。移栽试验表明,

花椰菜下胚轴再生植株的移栽成活率达 95%～

100% (图版Ë )。

3　讨　论

建立高效稳定的植物组织和细胞培养的植株再

生系统是利用农杆菌介导转化法进行植物转基因的

重要前提。植物材料的不同取材时间,培养基中激素

组成及其质量浓度,不同取材部位均能影响外植体

的芽分化频率。本研究通过对这些因素的探讨,获得

了花椰菜下胚轴离体培养芽的高效再生,其芽分化

率达 93. 33% , 比夏小娣等[9 ]报道的芽分化率

(75. 80% )有明显的提高。一般认为,细胞分裂素有

利于芽的分化,生长素有利于根的分化和愈伤组织

的形成,细胞分裂素与生长素的比值高有利于芽的

分化[9 ]。至于同一器官 (下胚轴)不同部位 (近根端、

近芽端)芽诱导率差异的机理尚待进一步研究。

植物细胞在离体培养过程中会产生大量乙烯,

尤其是在密闭的培养容器中,乙烯的大量累积会直

接影响外植体生长和芽分化。A gNO 3 对许多植物的

形态发生有促进作用[10, 11 ]。一般认为,A g+ 作为一种

乙烯抑制剂并非抑制乙烯的合成,而是通过促进多

胺的合成来提高体细胞胚胎和芽的发生频率[12 ]。据

报道,在用外植体诱导不定芽的培养基中添加适量

A gNO 3,可显著提高芸薹属植物离体培养条件下芽

的再生频率[13～ 15 ]。本研究结果表明,添加 6. 0 m göL
的A gNO 3 可显著提高花椰菜下胚轴不定芽分化率

和平均每个外植体产芽数。
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H igh frequency of shoo t regenera t ion from hypoco ty ls exp lan ts

in B rassica oleracea var. botry tis

YAN Hui- l ing, GONG Zhen -hui, J IA Qing- l i
(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)

Abstract: T he hypoco tyls exp lan ts from“Chunqiu”cau lif low er w ere cu ltu red and som e facto rs affect2
ing shoo t regenera t ion w ere also studied. T he resu lts show ed the h ighest frequency of shoo t regenera t ion of

hypoco tyls exp lan ts from 62d2o ld in v itro grow n seedling w as 93. 33% and N o. of bud per exp lan t w ith

shoo ts w as 5. 71, u sing the M S m edia con ta in ing the ho rmone com b inat ion s of 62BA 2- 3 m göL and NAA

0. 5 m göL. It w as also found A gNO 3 (6 m göL ) w as advan tageou s to the shoo t fo rm at ion; the low er seg2
m en ts of hypoco tyls p roduced shoo t earlier and easier than the upper segm en ts.

Key words: cau lif low er; hypoco tyls; in v itro; p lan t regenera t ion
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