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　　摘要：以萝卜雄性不育系的幼嫩花序轴为外植体进行组织培养，可成功诱导出苗。将幼嫩花序轴接种到不同激素
配比的愈伤组织诱导培养基上，其中在 ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．６ｍｇ／Ｌ培养基培养效果最好，诱导率高达
９２３１％；用ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ培养基诱导成苗，获得１株再生苗，成苗率为３．３３％；用ＭＳ＋ＮＡＡ
１．０ｍｇ／Ｌ培养基成功对幼嫩花序轴进行生根培养，并被驯化移栽成活。
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　　萝卜为异花授粉植物，在萝卜杂交育种中，自交不亲和及
雄性不育性状，是杂交制种的２个重要应用。研究人员选出
的不育系不能立即应用于配制杂种，对这样的材料，采用组织

培养的方式进行保存和繁殖就成为必要手段之一。１９８０年，
祝仲纯等成功从萝卜的下胚轴中诱导植株［１］。随后，国内外

学者采用萝卜的外植体如带柄子叶、子叶、下胚轴、带芽茎段

以及顶芽等进行培养，均取得了一定的成果［２－８］。

然而，与大多数植物相比，萝卜的再生能力较弱，不易通

过愈伤组织途径形成再生植株［９］。在萝卜中，通常是通过种

子萌发获得无菌外植体，直接诱导产生不定芽，再分化成完整

的植株。在实际的生产实践中，当发现某个材料是雄性不育

材料时，往往已经是生殖生长期，无法通过种子途径对材料进

行保存，也无法通过其营养体阶段的顶芽进行组织培养保存，

根据吴丽艳等的研究，采用花序轴组培快繁青花菜萝卜胞质

雄性不育系，获得了成功［１０］，但在萝卜上能否成功，鲜见报

道。本试验利用萝卜雄性不育材料的花序轴为外植体，系统

研究其诱导、分化、生根和移栽等步骤，从而建立一套萝卜花

序轴组培快繁的技术体系，为萝卜育种材料的保存、繁殖提供

参考，为特殊材料的研究和利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
江苏省农业科学院蔬菜研究所提供的萝卜雄性不育材料

Ｒ３－６５４。
１．２　培养基与培养条件

本试验所用的诱导培养基、不定芽分化培养基以及生根

培养基都是在ＭＳ基本培养基的基础上，添加植物激素组成
的，具体配比如表１所示。培养基的蔗糖浓度均是 ２０ｇ／Ｌ，
并添加琼脂０．７％，ｐＨ值为５．８。接种后置于 ２５℃ 下，光照
度为２５００ｌｘ，光照时间为１２ｈ／ｄ。

表１　试验所用培养基的成分

培养基类型 培养基序号
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）
６－ＢＡ ＮＡＡ

诱导培养基 （１） ３．０ ０．４
（２） ３．０ ０．６
（３） ４．０ ０．４
（４） ４．０ ０．６
（５） ０ ０

不定芽分化培养基 （６） １．０ ０．５
（７） １．０ ０．１
（８） ０．５ ０．１
（９） ０．５ ０．５

生根培养基 （１０） ０ １．０

１．３　试验方法
１．３．１　外植体消毒处理　从供试材料植株上取幼嫩花序轴，
用洗涤剂洗涤后，自来水流动冲洗３０ｍｉｎ，用７０％乙醇浸泡
４０ｓ，再放入１０％次氯酸钠中消毒５～１０ｍｉｎ，在超净工作台
上用无菌水冲洗３～４次，最后一次浸泡３～５ｍｉｎ，用无菌滤
纸吸干表面水分，将花序轴切成 ０．５～１．０ｃｍ的小段
待用［１１］。

１．３．２　诱导培养　经处理后的花序轴小段分别接种到（１）、
（２）、（３）、（４）、（５）号培养基上，１０ｄ后观察愈伤组织情况，
计算愈伤组织诱导率（％）。
１．３．３　分化培养　将愈伤组织转接到（６）、（７）、（８）、（９）号
增殖培养基中继续培养，３０ｄ后统计出苗数，计算成苗
率（％）。
１．３．４　组培苗的生根和移栽　通过继代增殖形成的无根苗
长成３～４ｃｍ高并带有２～３张幼叶时，转入（１０）号生根培养
基上培养诱导生根［５］。２０～２５ｄ后，将试管苗的瓶盖打开放到
温室内过渡２～３ｄ，取出试管苗，洗净根部附着的培养基，栽入
到已灭菌的营养土中，放入拱棚后在上面覆盖塑料膜和遮阳
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网，每天揭膜若干小时，保持一定的温度（２０～２８℃）和湿度
（８５％～９０％），１０ｄ后移栽到大田，２０ｄ后考察成活情况。

２　结果与分析

２．１　不同激素配比培养基对愈伤组织的诱导效果
在诱导培养基上培养１０ｄ后发现，在（１）、（２）、（３）、（４）

号诱导培养基中的花序轴小段的切口部位逐渐膨大，并产生

淡绿色的愈伤组织。由图１－Ａ、图１－Ｂ可知，（１）、（２）号培
养基中的愈伤组织与其他组织相比，愈伤组织较大且较多的

外植体都产生了淡绿色的愈伤组织。诱导培养基（３）诱导效

果较差，只有少数的外植体膨大，多数外植体发生了褐变和白

化现象（图１－Ｃ）；（４）号培养基的诱导效果一般，只有部分
外植体膨大，产生绿色愈伤组织，部分外植体也出现了褐变现

象（图１－Ｄ）；作为对照的（５）号诱导培养基，未添加激素，其
外植体膨大较少，零星几个膨大，且愈伤组织较小（图１－Ｅ）。

不同激素配比对愈伤组织的诱导率不同。由表２可知，
（１）、（２）号培养基的诱导率较高，分别为９０．００％、９２．３１％；
其次为（４）号培养基，诱导率为４５．４５％；（３）号诱导培养基
较差，诱导率仅为１６．６７％；作为对照的（５）号培养基最差，诱
导率仅为７．２７％。

表２　不同激素配比培养基对愈伤组织的诱导效果

培养基

序号

接种数

（个）

诱导愈伤组织数

（个）

诱导率

（％）

（１） ５０ ４５ ９０．００
（２） ５２ ４８ ９２．３１
（３） ６０ １０ １６．６７
（４） ６６ ３０ ４５．４５
（５） ５５ ４ ７．２７

２．２　不同激素配比培养基对成苗的诱导效果及生根培养
将诱导出的愈伤组织分别接种到（６）、（７）、（８）、（９）号

培养基上继续培养，７ｄ后（７）号培养基上即开始出现绿色的
芽点，并逐渐分化成小芽，逐渐发育为小植株（图２－Ａ）。有
的在愈伤组织上，开始有绿色的组织生成，但直到３０ｄ后，也
未诱导成芽，进而也未发育成苗（图２－Ｂ）。采用（１０）号生
根培养基对获得的无根苗进行生根诱导，产生了十几条根，较

粗壮且平整（图２－Ｃ）。证明武剑等采用的萝卜生根方法，可
以有效地应用在本试验中［５］。经过驯化和移栽，最终成功获

得Ｒ３－６５４的再生植株。
由表３可看出，最终只在（７）号培养基上，获得 １个植

株，成苗率为３．３３％。

表３　不同激素配比对成苗的影响

培养基

序号

接种愈伤组织数

（个）

成苗数

（个）

成苗率

（％）

（６） ３０ ０ ０
（７） ３０ １ ３．３３
（８） ３０ ０ ０
（９） ３０ ０ ０

３　讨论

在诱导愈伤组织的培养基上，（１）、（２）号培养基的６－
ＢＡ的浓度均为３．０ｍｇ／Ｌ，而浓度为０．６ｍｇ／ＬＮＡＡ比浓度为
０．４ｍｇ／Ｌ的诱导率稍高，但二者的诱导率相差不大，且诱导
效果较好；对比（３）、（４）号培养基，６－ＢＡ浓度相同，均为
４０ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ的浓度分别为 ０．４、０．６ｍｇ／Ｌ，但诱导率较
（１）、（２）号培养基低，同样 ＮＡＡ的浓度为 ０．６ｍｇ／Ｌ比
０．４ｍｇ／Ｌ的诱导率稍高。说明 ６－ＢＡ浓度为 ３．０ｍｇ／Ｌ，

ＮＡＡ浓度为０．６ｍｇ／Ｌ的诱导培养基诱导愈伤组织效果最
好，诱导率高达９２．３１％。

设置４个分化培养基，但只在（７）号培养基上获得１株
再生苗，说明萝卜的再生能力较弱，不易通过愈伤组织途径形

成再生植株，这与熊秋芳等的结论［９］一致。本试验的诱导成

苗率太低，须要对分化培养基的激素种类和配比进行进一步

的探索，同时在试验中要降低污染率、提高成苗效率。

采用了武剑等的方法［５］对再生植株进行生根、驯化及移

栽，获得萝卜Ｒ３－６５４的再生植株，证明ＭＳ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ
对萝卜无根苗的生根的效果很好，在苗数较少的情况下，可以

保证再生苗的成活率。

本研究结果表明，虽然萝卜的再生能力较弱，通过愈伤组

织途径形成再生植株较困难，但采用花序轴作为外植体对萝

卜雄性不育株进行诱导愈伤组织，再生植株的方法是可行的。

如果后续研究能提高愈伤组织再生苗的成活率，那么该方法

就可被广泛应用于萝卜雄性不育系的种质保存和杂交育种
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中，具有很好的理论研究和实际应用价值。
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不同物种 ＴＹＲ基因编码蛋白结构
及功能的生物信息学分析

郭　敏，李祥龙
（河北科技师范学院动物科技学院，河北秦皇岛０６６００４）

　　摘要：利用生物信息学方法对１３个物种ＴＹＲ基因编码蛋白的理化性质，以及一级、二级、三级结构和亚细胞定位
进行预测和分析，同时拟构建１３个物种ＴＹＲ基因的系统发育树。结果表明：ＴＹＲ基因编码产物为不稳定蛋白（貉子
除外），整条多肽链表现出亲水性。二级结构主要为α螺旋、β折叠，β转角区域分布少且散，均存在信号肽和跨膜区，
可以判断ＴＹＲ基因编码蛋白是定位于生物膜上的膜蛋白或分泌蛋白，主要在嘌呤和嘧啶、运输和结合、电压门控离子
通道及转录中发挥作用。各物种ＴＹＲ基因编码产物主要定位于内质网、高尔基体以及细胞质膜。除原鸡外，其他物
种该蛋白均存在跨膜区，貉子有２个跨膜区域。各物种系统发育树与动物学进化观点基本一致。
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　　动物的毛色、羽色不但可以作为质量性状，也可作为一种
经济性状被利用。目前，绿色、环保、优质的毛皮产品已成为

广大消费者追求的目标。毛色表型主要受黑色素的影响，是

黑色素在毛皮质和髓质中沉淀的种类和数量不同造成的。研

究表明，动物毛色的形成主要与黑色素细胞中合成的２种色
素（真黑色素、褐黑色素）比例有关。真黑色素通常可使皮肤

或毛皮表现为褐色、黑色，褐黑色素能使皮肤或毛皮表现为黄

色、红棕色［１］，黑色素沉淀取决于这２种色素的相对含量。对
于动物黑色素细胞而言，酪氨酸酶（ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ，简称 ＴＹＲ）作
为关键酶参与黑色素的合成［２］，具有加氧酶、脱氢酶双重功

能［３］，动物黑色素的形成主要遵循多巴（ＤＯＰＡ）途径，指在动
物体内，酪氨酸在 ＴＹＲ的催化作用下，经由 ＤＯＰＡ、多巴醌、
吲哚醌等形式，最后生成黑色素。酪氨酸酶相关蛋白酶 １
（ＴＹＲＰ１）、酪氨酸酶相关蛋白酶 ２（ＴＹＲＰ２）与酪氨酸酶
（ＴＹＲ）构成了酪氨酸酶基因家族，ＴＹＲＰ１、ＴＹＲＰ２各自催化
特异的反应参与黑色素的合成，这３种成员协同调控黑色素
的形成［４］，并且与其他毛色相关基因共同作用调控毛色的形

成。引起黑色素代谢紊乱的主要原因是 ＴＹＲ基因突变或酶
的失活，最终将导致机体组织异常表达［５］。有研究表明，哺

乳动物ＴＹＲ基因包含５个外显子和４个内含子，序列长度约
为１．６ｋｂ［６］。本研究选用 ＧｅｎＢａｎｋ中已提交物种的 ＴＹＲ基
因编码蛋白序列，利用生物信息学方法对ＴＹＲ基因编码蛋白
的结构与功能进行预测和分析，以期研究ＴＹＲ基因及其编码
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