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３　结论与讨论

本研究以蓬
!

悬钩子嫩梢为试验材料，将带腋芽茎段用

７５％乙醇消毒３０ｓ，再用０．１％ ＨｇＣｌ２溶液消毒１０ｍｉｎ，最后，
接种到 ＭＳ培养基上。最佳的增殖培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，其次为 ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ；进行壮苗培养时，最适宜的培养基为 ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ或者 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ；瓶内生根最适培养基为改良的
１／２ＭＳ＋０１０～０．１５ｍｇ／ＬＮＡＡ，生根率为１００％，平均根数
最多可达１１．２１条／株，平均根长最长可达４．８６ｃｍ，根粗健
壮。对组培苗当年植株生长发育情况调查发现，以６月中旬
移栽到大田的生长发育状态最佳。

蓬
!

悬钩子因其具有较高营养保健价值，日益受到人们

的青睐，对其进行组织培养快繁技术研究，可实现野生资源的

最大化利用。本研究以蓬
!

悬钩子带腋芽茎段为试材，采用

不同培养基、植物激素及其浓度组合，建立了稳定的离体快繁

体系，为今后组培苗的工厂化生产提供技术指导，更重要的是

可对优质品种的推广利用提供经验借鉴。
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　　摘要：为优化甘蓝型油菜离体培养再生体系，本研究分析了影响再生频率的多个关键因素，包括品种、外植体类
型、苗龄、预培养时间以及激素浓度与配比等。结果表明：品种对再生频率影响较大，Ｗｅｓｔａｒ的外植体再生频率高于宁
油１８号和中双１１号；不同外植体再生频率也存在差异，子叶柄的再生频率显著高于下胚轴；苗龄以４ｄ较好，预培养
时间以２ｄ较适宜；预培养基中激素２，４－Ｄ最适浓度为１ｍｇ／Ｌ，分化培养基中，６－ＢＡ／ＮＡＡ比例为１０∶１时子叶柄
的再生频率最高，为７０．７９％，６－ＢＡ／ＮＡＡ比例为９∶１时下胚轴的再生频率最高，达到９６．７３％。经过优化后，油菜
外植体再生频率得到显著提高。
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　　油菜为世界第二大油料作物［１－３］，也是我国重要油料作

物之一，在人类的生活和农业生产上有着极其重要的作用。

油菜花具有一定观赏价值，可用作旅游资源；油菜的茎叶可食

用，还可用来饲养动物；油菜种子不仅可用来榨取食用油，饼

粕还可用来做饲料。此外，油菜属于可再生资源，低芥酸菜籽

油中的脂肪酸碳链组成与柴油分子碳数相近，因此被认为是

生物柴油最理想的原料［４］。当今育种学家把提高油菜产量

和品质，培育抗病和抗逆油菜新品种作为重要内容来

研究［５］。

目前，组织培养技术被广泛地应用到油菜育种中［６］，并

得到了大量不同优良特性的油菜种质资源［７－１２］。高效的植

株再生体系是油菜基因工程育种中的重要环节。在已有的研

究报道中［１３－１８］，油菜可用下胚轴、子叶柄、根、茎、小孢子等作

为外植体来进行组织培养。经过多年研究，国内外许多机构

已建立了较为成熟的油菜离体培养再生体系［１９－２１］。然而，研

究表明，在油菜组织培养中，不同基因型、不同外植体之间的

最佳再生条件存在差异，这在一定程度上阻碍了油菜转基因

研究的发展。本研究主要对影响油菜离体培养再生体系的关

键因素进行分析，以期摸索出一套稳定、高效的油菜遗传转化

体系，为油菜组织培养提供基础数据，并进一步为通过植物转

基因技术获得预期优良性状的油菜新种质奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试油菜品种有Ｗｅｓｔａｒ、宁油１８号、中双１１号，由江苏

省农业科学院经济作物研究所提供。
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１．２　试验方法
本试验主要研究油菜离体培养再生体系的关键影响因

素，包括：品种、外植体类型、苗龄、预培养时间、激素浓度和配

比等。其中品种有３个，即：Ｗｅｓｔａｒ、宁油１８号、中双１１号；外
植体类型包括子叶柄和下胚轴；苗龄分为４、５、６ｄ，预培养时
间分为１、２、３ｄ；２，４－Ｄ浓度分别为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ；在固
定 ＮＡＡ或 ６－ＢＡ浓度的基础上 （ＮＡＡ基本浓度为
０．４μｍｏｌ／Ｌ，６－ＢＡ基本浓度为４μｍｏｌ／Ｌ），将６－ＢＡ／ＮＡＡ
的配比分别调整为９∶１、１０∶１、１１∶１。以期从上述组合中筛
选出最适合的油菜离体培养再生体系。

１．３　培养基配方
无菌苗生长培养基：１／２ＭＳ＋２０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋０．８％琼脂，

ｐＨ值５．８；预培养基：ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋９．８μｇ／ＬＡＳ
（乙酰丁香酮），ｐＨ值５．８；芽诱导培养基：ＭＳ＋０．４μｍｏｌ／Ｌ
ＮＡＡ＋４μｍｏｌ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｇ／ＬＰＶＰ（聚乙烯比咯烷酮）＋
５μｍｏｌ／ＬＭＥＳ（乙－吗啉乙磺酸）＋２００μｍｏｌ／ＬＡｄＳＯ４（硫酸
腺嘌呤）＋１５μｍｏｌ／ＬＡｇＮＯ３ ＋２５０ｍｇ／ＬＣａｒｂ（羧苄青霉
素）＋０．２μｍｏｌ／ＬＧＡ３＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋２ｇ／ＬＧｅｌｒｉｔｅ（植物凝
胶），ｐＨ值 ５．８；ＭＳ培养基：ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋２５０ｍｇ／Ｌ
Ｃａｒｂ＋２ｇ／ＬＧｅｌｒｉｔｅ，ｐＨ值５．８。
１．４　离体培养程序
１．４．１　无菌苗培养　取大离心管１支，倒入种子，加适量的
“８４消毒液”灭菌，不停振荡２０ｍｉｎ，再用无菌水冲洗５遍，每
次３０ｓ。清洗完的种子铺在 ＭＳ培养基中，每瓶培养基５０～
６０粒，然后将培养瓶在（２５±１）℃黑暗条件下培养３ｄ。后
移至光下培养１ｄ，在２５℃、光照度为２０００ｌｘ、１６ｈ／ｄ光照条
件下培养，待用。

１．４．２　预培养　将培养４～６ｄ的无菌苗，在底部放置了ＭＳ
湿润滤纸的灭菌培养皿中，用解剖刀切下２个子叶中较大的
子叶柄和下胚轴，下胚轴切成５～１０ｍｍ的小段，将切下的外
植体置于预培养基上预培养２ｄ。
１．４．３　芽诱导培养　预培养后，将外植体转入芽诱导培养基
中，在强光照下２５℃培养４周。每隔２周换１次新鲜培养
基，以保证芽的正常生长。

１．４．４　壮芽生长　将外植体转移至壮苗培养基上继续培养
２～４周，１６ｈ／ｄ光照，２５℃；待芽长至２～４ｃｍ时，切分芽于
ＭＳ培养基上，进一步生长。

２　结果与分析

２．１　品种和外植体对油菜离体培养再生频率的影响
采用４ｄ苗龄、在预培养基上预培养２ｄ的不同油菜品种

子叶柄和下胚轴，在芽诱导分化培养基上进行诱导培养。１
周左右，切口处膨大突起，陆续长出质地紧密、大小不一的浅

绿色愈伤组织，１０ｄ左右愈伤组织分化出青绿色的嫩芽。不
同油菜品种离体培养再生频率存在显著差异（表１），Ｗｅｓｔａｒ、
宁油１８号和中双１１号３个品种子叶柄的平均再生频率分别
为７０７９％、５０．０５％、３５．１８％，下胚轴的平均再生频率分别
为５８５３％、２８．１５％、１３．７４％。可以看出，无论是子叶柄，还
是下胚轴，Ｗｅｓｔａｒ的再生频率均显著高于宁油１８号和中双
１１号，并且子叶柄的再生频率显著高于下胚轴。

表１　不同油菜品种子叶柄和下胚轴的再生频率

品种

子叶柄 下胚轴

外植

体数

（个）

出芽

数

（个）

再生

频率

（％）

平均

（％）

外植

体数

（个）

出芽

数

（个）

再生

频率

（％）

平均

（％）

Ｗｅｓｔａｒ １０５ ７７ ７３．３３７０．７９ａ ４２ ２６ ６１．９０５８．５３ａ
９９ ７２ ７２．７３ ４６ ２７ ５８．７０
９５ ６３ ６６．３２ ４０ ２２ ５５．００

宁油１８号 ３８ １８ ４７．３７５０．０５ｂ ３９ １０ ２５．６０２８．１５ｂ
３８ １９ ５０．００ ４２ １２ ２８．６０
３６ １９ ５２．７８ ４３ １３ ３０．２０

中双１１号 ５８ １９ ３２．７６３５．１８ｃ ８１ １２ １４．８１１３．７４ｃ
６２ ２２ ３５．４８ ７８ ９ １１．５４
５９ ２２ ３７．２９ ７４ １１ １４．８６

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。下同。

２．２　苗龄对油菜离体培养再生频率的影响
选取不同苗龄的子叶柄和下胚轴，在预培养２ｄ后进行

分化培养，研究苗龄对油菜离体培养再生频率的影响，结果表

明，４ｄ苗龄的子叶柄离体培养再生频率最高，为７０．７９％，显
著大于５ｄ苗龄的再生频率再生频率，但与６ｄ苗龄差异不显
著。苗龄对下胚轴离体培养再生频率的影响与子叶柄相似，

以４ｄ苗龄的下胚轴再生频率最高，为５８．５３％，显著大于５ｄ
苗龄的再生频率，但与６ｄ苗龄的再生频率差异不显著（表２）。

表２　苗龄对油菜子叶柄和下胚轴再生频率的影响

苗龄

（ｄ）

子叶柄 下胚轴

外植

体数

（个）

出芽

数

（个）

再生

频率

（％）

平均

（％）

外植

体数

（个）

出芽

数

（个）

再生

频率

（％）

平均

（％）

４ １０５ ７７ ７３．３３ ７０．７９ａ ４２ ２６ ６１．９０ ５８．５３ａ
９９ ７２ ７２．７３ ４６ ２７ ５８．７０
９５ ６３ ６６．３２ ４０ ２２ ５５．００

５ １２９ ７６ ５８．９１ ５５．９８ｂ １８５ ９６ ５１．８９ ４９．２６ｂ
１２５ ６８ ５４．４０ １８４ ９０ ４８．９１
１１９ ６５ ５４．６２ １９８ ９３ ４６．９７

６ ３８ ２５ ６５．７９ ６６．９５ａ ４８ ２６ ５４．１７５１．０２ａｂ
４０ ２７ ６７．５０ ４６ ２３ ５０．００
３７ ２５ ６７．５７ ４５ ２２ ４８．８９

２．３　预培养时间对油菜离体培养再生频率的影响
采用４ｄ苗龄的油菜子叶柄和下胚轴，在预培养基上预

培养１、２、３ｄ，然后转入分化培养基，待外植体诱导出芽，分别
统计再生频率。结果表明，预培养时间对子叶柄的离体培养

再生频率的影响不显著，１～３ｄ的再生频率变幅为
６２．６０％～７０．７９％。预培养时间对下胚轴的离体培养再生频
率的影响达显著水平，以预培养２ｄ效果较好，再生频率为
５８．５３％，显著大于３ｄ的再生频率，预培养１ｄ和２ｄ间差异
不显著（表３）。
２．４　２，４－Ｄ浓度对油菜离体培养再生频率的影响

采用４ｄ苗龄的外植体，切下子叶柄和下胚轴分别于不
同２，４－Ｄ浓度的预培养基上预培养２ｄ，然后转到芽诱导培
养基上进行分化培养，统计再生频率。结果表明，２，４－Ｄ浓
度为１．０ｍｇ／Ｌ的共培养基对子叶柄再生频率最高，为
７０７９％，显著大于０．５ｍｇ／Ｌ和１．５ｍｇ／Ｌ的浓度；２，４－Ｄ浓
度对下胚轴再生频率的影响与子叶柄相同，以１．０ｍｇ／Ｌ浓度
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表３　预培养时间对子叶柄和下胚轴再生频率的影响

预培养

时间

（ｄ）

子叶柄 下胚轴

外植

体数

（个）

出芽

数

（个）

再生

频率

（％）

平均

（％）

外植

体数

（个）

出芽

数

（个）

再生

频率

（％）

平均

（％）

１ ４６ ３２ ６９．５７ ６２．６０ａ ４０ ２２ ５５．００５７．７８ａｂ
４３ ２６ ６０．４７ ３４ ２０ ５８．８２
４５ ２６ ５７．７８ ４２ ２５ ５９．５２

２ １０５ ７７ ７３．３３ ７０．７９ａ ４２ ２６ ６１．９０ ５８．５３ａ
９９ ７２ ７２．７３ ４６ ２７ ５８．７０
９５ ６３ ６６．３２ ４０ ２２ ５５．００

３ １１０ ７９ ７１．８２ ７０．６１ａ １３１ ６２ ４７．３３ ５０．０１ｂ
１０５ ７２ ６８．５７ １４２ ６９ ４８．５９
９８ ７０ ７１．４３ １２２ ６６ ５４．１０

最佳，再生频率为５８．５３％，显著高于２，４－Ｄ浓度为 ０．５、
１．５ｍｇ／Ｌ的处理（表４），因此，无论是子叶柄还是下胚轴，培
养基中２，４－Ｄ最适浓度为１．０ｍｇ／Ｌ。
２．５　６－ＢＡ／ＮＡＡ对油菜离体培养再生频率的影响

采用４ｄ苗龄、２ｄ预培养的子叶柄和下胚轴，通过固定
６－ＢＡ和 ＮＡＡ其中之一的浓度，并调节另一种激素的浓度，
形成６－ＢＡ／ＮＡＡ的不同配比，在激素比例不同的分化培养
基上进行分化培养，待外植体诱导出芽，统计再生频率。结果

（表５）表明，固定ＮＡＡ浓度的３个６－ＢＡ／ＮＡＡ配比分化培

表４　２，４－Ｄ浓度对油菜子叶柄和下胚轴再生频率的影响

２，４－Ｄ
浓度

（ｍｇ／Ｌ）

子叶柄 下胚轴

外植

体数

（个）

出芽

数

（个）

再生

频率

（％）

平均

（％）

外植

体数

（个）

出芽

数

（个）

再生

频率

（％）

平均

（％）

０．５ ３９ ２０ ５１．２８５３．６５ａ ３７ １３ ３５．１４３８．８２ａ
４６ ２４ ５２．１７ ３３ １４ ４２．４２
４０ ２３ ５７．５ ３６ １４ ３８．８９

１．０ １０５ ７７ ７３．３３７０．７９ｂ ４２ ２６ ６１．９０５８．５３ｂ
９９ ７２ ７２．７３ ４６ ２７ ５８．７０
９５ ６３ ６６．３２ ４０ ２２ ５５．００

１．５ ４４ ２１ ４７．７３４８．０８ａ ３８ １３ ３４．２１４１．００ａ
４４ ２１ ４７．７３ ３５ １５ ４２．８６
４１ ２０ ４８．７８ ３７ １７ ４５．９５

养基的效果好于固定６－ＢＡ浓度的３个配比。在固定 ＮＡＡ
浓度时，６－ＢＡ／ＮＡＡ为１０∶１的分化培养基对子叶柄再生频
率最好，为７０．７９％，显著大于９∶１和１１∶１的比例；而下胚
轴却出现相反的结果，６－ＢＡ与ＮＡＡ比例１０∶１时的再生频
率显著低于其他２个浓度比值，６－ＢＡ／ＮＡＡ比例为９∶１时，
再生频率达到９６．７３％。推测在６－ＢＡ／ＮＡＡ为１０∶１时，有
利于下胚轴愈伤组织的生长，愈伤组织越长越大，越不利于愈

伤组织分化出芽，从而致使再生频率较低。

表５　６－ＢＡ／ＮＡＡ对油菜子叶柄和下胚轴再生频率的影响

浓度不变的激素
６－ＢＡ／
ＮＡＡ比值

子叶柄 下胚轴

外植体数

（个）

出芽数

（个）

再生频率

（％）
平均

（％）
外植体数

（个）

出芽数

（个）

再生频率

（％）
平均

（％）

ＮＡＡ ９∶１ ３９ ２３ ５８．９７ ５９．８１ａ ３５ ３４ ９７．１４ ９６．７３ａ
４２ ２６ ６１．９０ ３４ ３３ ９７．０６
４１ ２４ ５８．５４ ２５ ２４ ９６．００

１０∶１ １０５ ７７ ７３．３３ ７０．７９ｂ ４２ ２６ ６１．９０ ５８．５３ｂ
９９ ７２ ７２．７３ ４６ ２７ ５８．７０
９５ ６３ ６６．３２ ４０ ２２ ５５．００

１１∶１ ３７ １５ ４０．５４ ４０．５２ｃ ４６ ３８ ８２．６１ ８７．４０ａ
４０ １６ ４０．００ ４１ ３４ ８２．９３
３９ １６ ４１．０３ ３０ ２９ ９６．６７

６－ＢＡ ９∶１ ４０ ２１ ５２．５０ ５３．４５ａ ３９ ２７ ６９．２３ ７３．１０ａ
４９ ２５ ５１．０２ ４６ ３６ ７８．２６
４４ ２５ ５６．８２ ３９ ２８ ７１．７９

１０∶１ １０５ ７７ ７３．３３ ７０．７９ｂ ４２ ２６ ６１．９０ ５８．５３ｂ
９９ ７２ ７２．７３ ４６ ２７ ５８．７０
９５ ６３ ６６．３２ ４０ ２２ ５５．００

１１∶１ ３６ １７ ４７．２２ ５２．１１ａ ５３ ３８ ７１．７０ ６８．７１ａ
４６ ２５ ５４．３５ ４７ ３０ ６３．８３
４２ ２３ ５４．７６ ５１ ３６ ７０．５９

３　讨论与结论

前人研究结果表明，油菜离体培养再生频率与品种、外植

体类型、苗龄、预培养时间、２，４－Ｄ浓度、生长素（ＮＡＡ）和细
胞分裂素（６－ＢＡ）的比值都有密切的关系［１５－１６，２１］，本研究是

在前人研究的基础上开展的，试验中，培养基中其他必要成

分，如 ＡｇＮＯ３ 和 ＧＡ３ 等的添加均参照其他研究者的经
验［５，１３，１５］，试验条件的设定也比对前人的结果。

本研究结果表明，不同油菜基因型的离体培养再生频率

存在显著差异，Ｗｅｓｔａｒ的再生频率显著大于中双１１号和宁油
１８号，并且子叶柄的再生频率普遍高于下胚轴。推测可能由
于不同的基因型对愈伤组织的形成产生一定的影响，从而导

致再生频率的差异。子叶柄与下胚轴再生频率存在差异的原

因在于，相对于下胚轴，子叶柄有子叶在培养初期为其提供营

养，并且子叶中所含的内源激素对切口处细胞分化与再生具

有一定的协调促进作用，子叶柄的切割伤口也远小于下胚轴，
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因此子叶柄具有较强的再生能力。研究中笔者还发现，在芽

诱导培养过程中，应确保子叶柄插入培养基中而子叶仍保留

在培养基的上方，待培养１０ｄ左右，转到继代培养基时，再切
除子叶，这样更有利于芽的分化。

苗龄的长短对外植体的再生频率产生显著差异，本研究

结果表明，苗龄４ｄ的子叶柄再生频率最高，与下胚轴得到的
结果相似。预培养基中的２，４－Ｄ有刺激外植体切口处膨大
的作用，研究发现，预培养时间的长短对子叶柄没有显著影

响，而对下胚轴再生频率则存在影响，预培养２ｄ处理的再生
频率显著大于３ｄ，与１ｄ的差异不显著。苗龄和预培养试验
的结果与杜坤等的结论［５］存在差异。

植物生长调节剂对外植体形成愈伤组织，进而分化成芽

具有重要意义［１９－２０］。在植物离体培养的过程中，植物本身的

内源激素水平会不断发生变化；分化培养基加入的植物生长

调节剂（６－ＢＡ和ＮＡＡ）也直接影响和改变着外植体内源激
素的水平，而且６－ＢＡ与 ＮＡＡ之间也可能相互影响。内源
激素和外源激素之间的相互影响，与愈伤组织的形成和芽的

诱导具有密切关系［２２－２４］。本研究表明，子叶柄在６－ＢＡ与
ＮＡＡ含量的比值为１０∶１时，其再生频率显著大于其他２个
水平，而下胚轴的结果却相反，推测可能是因为该比例不适于

下胚轴的分化，上述结果与杨长友等的试验结果［１５］相似，下

胚轴对外源激素配比较敏感，当６－ＢＡ／ＮＡＡ为１０∶１时抑
制了下胚轴愈伤组织的活性，具体原因还有待进一步研究。

再生芽的诱导过程中，出现大量的玻璃化再生苗，这种再

生苗，生长迟缓，叶片厚、呈深绿色，含水量较大，透明或半透

明状，叶片绿化作用小，并且慢慢会黄化，直至死亡，但通过适

当处理，可以使玻璃化现象慢慢变弱，最后转化为正常植株，

该方面结果已申请国家发明专利。本研究结果进一步优化了

油菜离体培养条件，获得了最适合的离体培养再生体系，外植

体再生频率最高达到９６．７３％，显著高于其他研究结果，为进
一步利用转基因技术获得预期优良性状的油菜新种质奠定了

基础。
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