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　　[摘　要 ]　为了通过不定芽发生途径建立甜瓜‘黄蛋子’体细胞再生完整植株的技术体系,并了解掌握该品种

的再生能力和再生特点,以‘黄蛋子’的幼龄子叶作为外植体,进行了组织培养条件下的再生试验。试验结果表明,

在M S+ 62BA 2. 0 m göL 不定芽诱导培养基上外植体发出的再生芽 (丛)为不定芽来源。58块外植体的不定芽分化

频率平均为 44. 8% ,并产生质地、数量不等的愈伤组织。在M S+ 62BA 0. 05 m göL 不定芽伸长培养基上,分化的不

定芽 (丛)能够伸长长大,但存在程度不同的玻璃化现象。在 1ö2 M S+ IAA 0. 5 m göL 生根培养基上无根苗发根,生

根率可达 99%。与相关文献中报道过的其他甜瓜厚皮品种相比较,‘黄旦子’属再生能力弱的品种,但品种内个体之

间存在再生能力上的明显差异,通过选择自交技术有可能获得再生能力得到提高的纯化株系。
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　　‘黄蛋子’(Cucum is m elo L. convar.‘H uang2
danzi’)是 20 世纪 30 年代我国从前苏联引进的一

个著名甜瓜厚皮品种,原名直译是‘公社女庄员’。该

品种适应性强,果实美观、品质好,在我国甜瓜生产

中发挥过重要作用。同时,‘黄蛋子’也是甜瓜育种的

重要材料, 如甘肃的‘铁蛋子’和内蒙古的‘河套蜜

瓜’都是对‘黄蛋子’后代进行长期实生选种形成的

优良地方品种[1 ]。

应用组织培养技术创造作物新种质,如获得四

倍体或其他类型突变体等[2, 3 ] ,已成为作物育种的有

效新方法。农杆菌介导和基因枪转基因方法也是建

立在寄主植物的组织或细胞能够再生完整植株的基

础上[4, 5 ]。因此,组织培养是甜瓜育种新方法研究的

重要内容之一。1989年D irk s等[6 ]成功诱导了 5个

甜瓜杂交种的子叶再生植株; 同年,N iedz等[7 ]诱导

了另外 4个甜瓜品种,包括著名的‘H ales Best Jum 2
bo’的子叶再生完整植株; 1991 年 Chee [8 ]以甜瓜

‘Topm ark’的子叶块为外植体诱导出再生植株,再

生频率最高达到 80%。以后,国外 Gon salves等[9 ]、

Ezu ra 等[10 ]、Jeffrey 等[11 ]、Galperin 等[12 ]的研究涉

及更多的甜瓜基因型,有的基因型的不定芽诱导频

率最高达到 100%。在国内, 马国斌等 [3, 13 ]、尹俊

等[14 ]对我国主栽的一些甜瓜重要品种进行了植株

再生方面的研究,但未见对‘黄蛋子’品种再生研究

的报道。本研究通过不定芽发生途径建立了甜瓜‘黄

蛋子’子叶外植体再生完整植株的技术体系,同时对

该品种的再生能力、再生特点及涉及的组织培养技

术进行了分析,为创造‘黄蛋子’类型甜瓜新种质以

及发展甜瓜育种新方法奠定了基础。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

　　试验材料为甜瓜‘黄蛋子’品种的成熟种子。

植物生长调节剂 62BA (62苄基氨基嘌呤)和

IAA (32吲哚乙酸)购自 S IGM A 公司, 琼脂为日本

SERVA 公司生产, 其他试剂均为广州化学试剂厂

生产。

1. 2　方　法

1. 2. 1　无菌外植体的获得[3 ]　将脱壳的‘黄蛋子’

甜瓜种子,用体积分数 70%乙醇浸泡 60 s, 0. 1%升

汞浸泡 30 m in, 无菌水漂洗 4 次后, 置于无菌滤纸

上吸去多余水分,接种于发芽培养基上。培养条件

为: 温度 (28±1) ℃,光照强度 3 000 lx, 16 h 光照ö8

h 黑暗。

当无菌苗长至第 5 天时, 从距离胚轴约 2 mm

处剪下 2片子叶,再横切为 2片,取近轴端的半片作

Ξ [收稿日期 ]　2004211229
[基金项目 ]　国家自然科学基金项目 (30160055) ;甘肃省自然科学基金项目 (ZS0012A 2220282N )
[作者简介 ]　陆　璐 (1963- ) ,女,江苏镇江人,副教授,博士,主要从事园艺作物基因工程技术育种研究。



为外植体,接种于不定芽诱导培养基上。被剪去 2片

子叶的无菌苗留在原培养容器中继续生长,以观察

其胚芽及子叶基部的侧芽是否完好。

1. 2. 2　培养基配方[3, 6～ 14 ]　发芽培养基 (GM )为大

量元素减半的 1ö2 M S 培养基; 不定芽诱导培养基

(BM )为M S+ 62BA 2. 0 m göL ; 不定芽伸长培养基

(EM )为M S+ 62BA 0. 05 m göL ; 生根培养基 (RM )

为大量元素减半的 1ö2 M S固体培养基附加 32吲哚
乙酸 0. 5 m göL (1ö2M S+ IAA 0. 5 m göL )。每L 培

养基中均添加蔗糖 30 g,琼脂 6. 5 g。

1. 2. 3　诱导不定芽　诱导不定芽的培养容器是 5 9

cm 培养皿,每皿中倒入BM 培养基 33 mL。将准备

好的子叶外植体正面向上接种在已固化的BM 平板

上,每平皿接种 5～ 6块外植体,设置 10次重复。培

养条件为: (27±1) ℃;光照强度 3 000 lx; 16 h 光照

ö8 h 黑暗。以后的培养条件均与此相同。

21 d 后统计发生不定芽的外植体数和愈伤组

织的发生情况。用解剖刀将不定芽 (丛)连带其基部

的母体外植体组织切下,接种到 EM 培养基上进行

不定芽伸长培养。剩下的外植体被适当分割后重新

接种于新鲜的BM 培养基上继续培养,诱导出芽。42

d 时进行第 2 次统计, 并再次切割发生的不定芽

(丛)转接到 EM 培养基上。

1. 2. 4　不定芽伸长培养和无根苗发根形成完整植

株　不定芽伸长和诱导无根苗发根均以 100 mL 玻

璃三角瓶为培养容器。将从子叶外植体上切割下来

的丛生或单生不定芽,接种到 EM 培养基上进行继

代伸长培养。待不定芽长成约 2 cm 高的无根苗时,

自其茎基部切下,扦插到RM 培养基上。无根苗在

生根培养基上发根,再生成完整植株。

2　结果与分析

2. 1　外植体准备

　　图 1是被剪去 2片子叶的无菌苗在原培养容器

中继续生长 1周时的照片。由图 1可以看出,幼苗的

胚芽和 2片子叶的子叶柄保留完好,这说明在剪取

外植体时,只剪取子叶的叶身部分,未涉及其基部的

潜伏侧芽和中间的胚芽。因此,子叶外植体上经诱导

后再生出的芽 (丛)可以被确认是不定芽。

图 1　外植体准备——剪去 2片子叶后留下
完好子叶柄和胚芽 (箭头所示)

F ig. 1　Exp lan ts p reparing- stem apex and petio le of

co tyledon left comp letely after abscised

co tyledon exp lan ts ( indicated as arrow s)

图 2　‘黄旦子’子叶外植体在不定芽诱导培养基上
发生不定芽和愈伤组织 (箭头示发生的不定芽)

F ig. 2　Co tyledon exp lan ts from‘H uangdanzi’
regenerated advan tit ious buds and calli on

BM m edium (arrow show adven tit ious buds)

2. 2　不定芽和愈伤组织诱导

外植体接种到不定芽诱导培养基上一昼夜后,

就可观察到有明显的增大反应。3～ 5 d 后近轴端切

口明显肿大, 10～ 13 d 时一部分外植体的近轴端切

口长出肉眼可分辨的不定芽 (丛) ,而远轴端很少有

不定芽生成。随着培养天数的增加,发生的芽 (丛)数

增加,但大多数外植体切口处都长出数量不等的愈

伤组织。愈伤组织大多表现为白色疏松状或霜花样,

有的呈水浸状 (玻璃化) (图 2)。继续培养后,发现玻

璃化的愈伤组织先发生褐化。

表 1 是 58 个‘黄蛋子’近轴端子叶外植体在

BM 培养基上的分化情况,平均不定芽分化频率为

44. 8%。从表 1还可以看出,不同重复之间不定芽分

化率和愈伤组织的生长情况差别很大,第 4 号平皿
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(重复 4)的 6块外植体中, 5 块上都有不定芽发生,

不定芽分化频率为 83. 3% ;而重复 7和 9,每平皿中

都只有 1块外植体上有不定芽分化,不定芽分化频

率仅有 16. 7%。另外,即使是同一培养容器中的几

块外植体,分化生长情况也有明显差异:一块外植体

自身增大至原来大小的十几倍,不出芽也很少发生

愈伤组织;而另一块发生致密的芽丛。

表 1　58个‘黄蛋子’近轴端子叶外植体在BM 培养基上的分化情况统计

T able 1　D ifferen tia t ion of 58 exp lan ts from a m elon cu lt ivar‘H uangdanzi’on BM m edium

重复编号
(平皿编号)

Repeti2
t ion

接种
外植体数

N o. of to tal
exp lan ts

出芽
外植体数

N o. of exp lan ts
w ith buds

外植体、不定芽和愈伤组织形态
D escrip tion of buds and calli

不定芽分化
频率ö%

Rate of inducing
adven tit ious buds

1 5 1 外植体黄绿色,子叶背面贴培养基处有疏松愈伤组织 Green and yellow
exp lan ts, loo sen callus fo rm ed at the undersu rface of co tyledons

20

2 5 1
只有 1个不定芽,外植体黄绿色,子叶背面贴培养基处有疏松愈伤组织
O nly one bud fo rm ed, green and yellow exp lan ts, loo sen callus fo rm ed at
the undersu rface of co tyledons

20

3 6 4 不定芽数目少, 外植体切口处有大量白色疏松愈伤组织 Few buds
fo rm ed, a lo t of w h ite loo sen calli arise from cu ts of the exp lan ts

66. 7

4 6 5

仅 1个外植体上分化较多数目的不定芽,外植体近轴端切口处有大量白
色疏松愈伤组织
O nly one exp lan t had mo re buds, ano ther exp lan ts had few er, a lo t of
w h ite loo sen calli arise from the adax ial cu ts of the exp lan ts

83. 3

5 6 3

不定芽数目少, 1个外植体的近轴端和远轴端切口都有一小丛芽,近轴
端切口产生大量疏松愈伤组织 T he to tal quan tity of adven tit ious buds
are few , bo th adax ial and distaledges had 1 cluster sm all buds, respec2
t ively, a lo t of loo sen calli ariseat the adax ial cu ts of the exp lan ts

50

6 6 3

1块外植体的近轴端和远轴端切口都有 1个芽丛,但不定芽数目少,有 1
个绿色瘤状肿物,愈伤组织轻度玻璃化Bo th adax ial and distal edges had
a cluster adven tit ious buds, bu t the quan tity of buds w ere few. T here had
a green tumo r. T he calli w ere vitrification sligh tly

50

7 6 1

只有 1个不定芽, 2块外植体除了略有增大外,无分化反应,有 5团水浸
状愈伤组织O nly 1 adven tit ious bud; 2 exp lan ts excep t fo r had en larged
them selves lit t le, hadnπt any reaction to inducing at all. 5 p ieces of callus
p resen ted vitrification

16. 7

8 6 3

不定芽数目少, 1块外植体除自身略有增大外,无分化反应,愈伤组织污
白色,轻度玻璃化或褐化 Few adven tit ious buds, one exp lan t excep t fo r
had en larged itself lit t le, hadn’t any reaction to inducing. Calli w ere p re2
sen ted dirty w h ite, and vitrification o r b row n sligh tly

50

9 6 1
外植体表现黄化, 6块外植体都产生疏松水浸样愈伤组织,轻度褐化
Exp lan ts occurred yellow ish. A ll of 6 p ieces of co tyledon generated puff
callus, and the callus p resen ted brow n and w ater2soaked subsequen tly

16. 7

10 6 4
不定芽数目少,一芽丛表现水浸样,愈伤组织量中等,疏松
Few adven tit ious buds, a cluster buds p resen ted w ater2soaked. T he
quan tity of calli w as in m iddle level, and p resen ted loo sen

66. 7

总和 To tal 58 26
平均

A verage
44. 8%

　　注:不定芽分化频率ö% = (有不定芽发生的外植体数ö接种的外植体数)×100。

N o te: Rate of inducing adven tit ious budsö% = (N o. of exp lan ts w ith adven tit ious budsöN o. of to tal exp lan ts)×100.

　　试验中还观察到,最早一批不定芽主要以直接

出芽方式发生,没有明显的愈伤化过程。继续培养

后,从外植体切口和与培养基贴近的一面长出愈伤

组织,但愈伤组织多呈疏松霜花状,白色或淡绿色,

少数疏松愈伤组织中长出绿色小瘤状物,小瘤状物

以后可分化出不定芽。有不定芽分化的外植体之间,

在不定芽形成数目上也有较大差异。分化较多数目

不定芽的外植体往往自身增大不多,愈伤组织的发

生量也小。而过度肿大的外植体和产生大量愈伤组

织的外植体都不能分化出较多的不定芽。除了近轴

端切口容易发生不定芽和愈伤组织外,子叶切块两

侧边向下翻卷扎入培养基的部位也容易分化出芽或

长出愈伤组织。

2. 3　不定芽伸长

转接到 EM 培养基上的不定芽 (丛)大多数能

够迅速伸长长大 (图 3) , 但存在不同程度的玻璃化

现象,有的接种约 1周后,整瓶材料都出现严重的玻

璃化 (图 4)。越是先发出的大芽,越容易发生玻璃

化,这可能是由于其吸收了较多的植物生长调节剂

62BA的缘故。但若为了减轻玻璃化的发生而过早将

不定芽转至低质量浓度植物激素的 EM 培养基上,

则芽丛中一些尚未分化完全的小芽不能伸长长大。
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图 3　“黄蛋子”子叶外植体发生的不定芽被切割后
转移到不定芽伸长培养基上继代

F ig. 3　 Inscised buds cu t from co tyledon exp lan ts

w ere transfered on EM m edium fo r subcu ltu re

图 4　“黄蛋子”不定芽的玻璃化现象
F ig. 4　V itrificat ion of adven tit ious buds

　

　

2. 4　无根苗发根再生完整植株

甜瓜组培苗容易发根。较大的无根苗转接于

RM 培养基上约 10 d 后即发出白色不定根,再生成

完整植株。随着根系的扩大,再生小植株生长量迅速

增加, 约 15 d 后可移入温室做炼苗和移栽入土准

备。2 cm 以上高度的无根苗转移至发根培养基上,

生根率可达 99%。从外植体培养到获得完整再生植

株一般需 45～ 60 d。

即使是玻璃化的芽丛, 被移至RM 培养基上,

大多数也能发根。随着根系的扩大,无根苗玻璃化程

度逐渐减轻,长出恢复正常绿色的新叶 (图 5)。

图 5　“黄蛋子”子叶外植体再生完整植株

F ig. 5　R egenerated p lan tlet from

‘H uangdanzi’co tyledon exp lan t

3　讨　论

1989年D irk s等[6 ]用甜瓜真叶和子叶作为外植

体进行甜瓜再生试验, 结果表明M S + 62BA 1. 0

m göL 培养基配方能够诱导甜瓜幼龄子叶高频率发

生不定芽。N iedz等[7 ]研究结果也表明,以甜瓜幼龄

子叶为外植体,M S 培养基中只添加适量 62BA , 可

获得 3 个厚皮甜瓜基因型 65%～ 75%的不定芽分

化频率。以后Gon salves等[9 ]将甜瓜基因型扩大到 5

个厚皮甜瓜杂交种,得到 89%的最高不定芽分化频

率, 并认为M S 基本培养基附加 62BA 1～ 2 m göL
可广泛适合各种甜瓜基因型的不定芽诱导。陆璐[15 ]

曾比较了 ZT (玉米素)、KT (植物激动素)和 62BA 3

种植物细胞分裂素单独和配合 IAA、2, 4- D 等的

诱导分化效果,发现再生频率高的品种在不同配方

的培养基上始终能获得较高的分化频率,因此认为,

不同品种在再生能力上存在遗传上的本质差异。

Galperin 等[12 ]的最新研究结果表明,在甜瓜器官的

再生能力上存在基因型差异,有 2 个不完全显性位

点决定着器官发生的能力。

虽然厚皮甜瓜的再生频率普遍较薄皮甜瓜的

低,但本研究获得的‘黄蛋子’不定芽分化频率平均

为 44. 8% ,在厚皮甜瓜中亦属于分化频率较低。因

此可以认为甜瓜‘黄蛋子’是不易再生的品种,不适

合进行以细胞或组织再生完整植株为基础的,如农

杆菌或基因枪介导的转基因操作。

但是实验中还发现,从不同个体上切取的外植

体,即便在同一培养容器中也表现出分化上的明显

差异,这可能是由于育种工作者在育种过程中只对

目标农艺性状, 如产量、品质等进行选择和纯化所

致。所谓的纯,只是就所选择的育种性状而言的,而

其他未被列入选择项目的性状,如再生能力、某些内

源激素含量等,仍然以杂合基因状态存在于研究群
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体中。据此分析,可以在组织培养条件下选择出再生

能力强的个体,通过育种中的自交技术对其进行纯

化,以改良‘黄蛋子’品种的再生能力,并揭示甜瓜植

株再生能力方面的遗传机理。
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Study on p lan t regenera t ion from co ty ledon exp lan ts

of a m elon cu lt ivar‘H uangdanzi’

L U L u1, 2, ZHAO Chang-zeng2,L U Ting3

(1 Institu te of B ioscience and B iotechnology , S ta te K ey L ab f or T rop ica l C rop s B iotechnology , Ch inese A cad emy of

T rop ica l A g ricu ltu re S cience, H aikou, H ainan 571101, Ch ina;

2 D ep artm en t of H orticu ltu re, Gansu A g ricu ltu ra l U niversity ,L anz hou , Gansu 730070, Ch ina;

3 D ep artm en t of H orticu ltu re, X inj iang A g ricu ltu ra l U niversity ,U rum qi, X inj iang 830052, Ch ina)

Abstract: To estab lish p lan t regenera t ion techn ique system of a m elon cu lt ivar‘H uang danzi’, and to

realize its genet ic ab ility and character in regenera t ion, co tyledon p ieces from yang seedling of

‘H uangdanzi’w ere inocu la ted on bud inducing m edium M S+ 62BA 2. 0 m göL. It p roved that the inducing

bud (s) from co tyledon exp lan ts w ere adven t it iou s bud (s) sou rce. 58 p ieces of co tyledon exp lan ts regenera t2
ed adven t it iou s buds at an average frequency of 44. 8% , and p roduced calli in d ifferen t characters and

amoun ts. O n m edium M S+ 62BA 0. 05 m göL , the adven t it iou s buds elongated, bu t part of them exh ib ited

vit rif ica2t ion. In the m edium 1ö2 M S+ IAA 0. 5 m göL , the elongated shoo ts roo ted at the ra te of 99%.

Compared w ith o ther th ick2sk in m elon cu lt ivars in rela t ive repo rts,‘H uangdanzi’does no t regenera te easi2
ly, bu t obviou s differences ex isted betw een individuals in regenera t ive ra te and characters. P robab ly w e can

select ind ividuals w ith h igher regenera t ive ab ility from‘H uangdanzi’, and b reed them to new lines w ith

bet ter regenera t ion ab ility.

Key words: m elon;‘H uangdanzi’; co tyledon; adven t it iou s bud; regenera t ion
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