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芥蓝植株再生体系的优化

黄科 l ， 2 ，余小林 l ，吴秋云 2，沈迎春 l ，向 南 1 ， 曹家树 1 *

( I 浙江大学蔬菜研究所，杭州 3 10029; 2 福建省农业科学院蔬菜研究中心， 桶州 3 50013 )

摘 要 : 采用正文设计方法对影响芥蓝桂林再生体系的因素进行了优化研究，结果表明:影

响芥蓝桂林再生的最主要因素是外植体类型，其次依次为 NAA ， BAP , }在糖和 AgN03 。 结果进一

步显示， 最利于芥蓝再生植林的培养基条件为: MS+BA P 2 mg/L+NAA 0.03 mg/L+ l %蕉糖+AgN03
7.0 mg/L+0 . 8% 琼脂，最适宜的外植体类型为下胚轴 ， 桂林再生频率高达 97 . 5% 。
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芥蓝 ( Brass ica oleracea L. var. alboglabra ) 

属于十字花科芸茎属甘蓝类蔬菜，原产我国南方 ，

栽培历史悠久 ， 是我国著名 的特产蔬菜之一 ， 在广

东、广西、福建等南方地区是一种很受喜爱的家常

菜，更是畅销东南亚及港澳地区的出口蔬菜。 芥蓝

在栽培过程中会受到病虫害和其他逆境的侵害 ， 给

芥蓝的生产造成很大的损失 。 近年来，随着生物技

术的发展，已经有可能采用遗传转化技术对芥蓝的

性状进行人工改良 ， 而植物遗传转化技术的一个重

要基础是建立高效的植株再生体系，但芥蓝植株再

生体系的建立一直未能取得很好的效果[IJ] ， 其主要

原因是有影响再生的因素如基因型等在很大程度上

制约了高效植株再生体系的建立。 本文采用正交设

计方法[M]，系统地将影响植株再生体系建立的因素

做最优化组合 ， 以便提供生产实际中应用性强的植

株再生体系 。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

芥蓝 3 个品种"早花芥蓝 "(B.o le racea L. var. 

αlboglαbra cV .Zaohu的 、 " 中花芥蓝 "(B. olerαceαL

va r. alboglab ra cv.Zh o n g hu a) 、"迟花芥蓝 "(B .

oleracea L. var.a lboglabra cv .Chihua)均购于广东省种

子公司。 种子用 70% 的 乙醇表面消毒 90 S ， 然后

用 0.1 % HgC12 消毒 12 min ， 再播种于发芽培养基

(M S 培养基)上发芽，以供外植体的取用 。

1. 2 培养基组成和培养条件

实验中使用的基本培养基均为 MS 加入 0.8% 琼

脂 ， 根据实验设计加入不同浓度的细胞分裂素 6- 书

基氨基嘿岭(BAP)和生长素茶乙酸(NAA)等植物生长

调节剂，高压灭菌前 pH 值调至 5 . 8 ， 培养基分装于

100 mL 的三角瓶中 ， 121 0C, 1.2-1.3 kg/cm2 压力条

件下灭菌 20 min ， 高压灭菌后添加 AgN03 ， 然后

分装于 11 cm 的培养皿 。 培养条件为(25 :::I:: ) I
O

C , 16 

h 光照 /8 h 黑暗的光周期 ， 25μM/(cm2 .s)的光密度 。

1. 3 芽诱导和生根培养

用 7 天苗龄的无菌苗切取外植体，分别取不同

类型外植体植于不同的培养基上进行芽的诱导。正

交设计水平编码见表 1 ， 正交设计方案见表 2 。

外植体接种至分化培养基上进行不定芽的诱

导 ， 4 周后待不定芽长至 2-3 cm 左右时一，用手术

刀片切下转至生根培养基。生根培养基配方设计为

MS+NAA(O, 0.1, 0 .2mg/L)+3% 煎糖 +0 . 8% 琼脂， 一

般经过 2 周不定根的诱导即可进行再生植株的出

瓶 ， 移栽时要小心地洗去生根组培苗上的培养基 ，

然后将小苗移至含垣石的培养土中 ， 按常规管理方

法进行栽培管理。

2 结果与讨论

对影响芥蓝植株再生的因素， 通过正交设计方

法优化组合 ， 井采用 DPS 分析软件进行数据方差分

析， 结果表明 ， 最适于中花芥蓝再生的条件为 :

MS+NAA 0.03 mg/L+BAP 2 mg/L+ 1 %蕉糖+AgN03 7 .0
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表 1 正交水平编码表

水平代码 NAA(mg/L) BAP(mg/L) 

。 。

2 0.0 1 2 

3 0.02 4 

4 0.03 6 

AgN0
3
(mg/L) 

。

3.5 
7.0 

10.5 

震号音浓度(% )

2 

3 

4 

外植体

子叶

带柄子叶

子叶柄

下胚轴

表 2 中花芥蓝再生植株频率结果

编号 N AA BAP AgN0
3 

煎糖浓度(% ) 外植体 植株再生频率(% )

l 1(0) 1(0) 1(0) 1(1 ) 1(子口十) 7.69 EF 

2 1(0) 2(2) 2(3.5) 2(2) 2(带柄子 口 1 ) 38.89 CD 

3 1(0) 3(4) 3(7.0) 3(3) 3(子叶柄) 18.92 D EF 

4 1(0) 4(6) 4(1 0.5) 4(4) 4(下胚轴) 97.30 A 

5 2(0.01) 1(0) 2(3 .5) 3(3) 4(下胚轴) 68.29 B 

6 2(0.01) 2(2) 1(0) 4(4) 3(子叶柄) 20.59 D EF 

7 2(0.01 ) 3(4) 4(10 .5) 1 (1) 2(带柄子叶) 5.00 EF 

8 2(0.01) 4(6) 3(7.0) 2(2) 1 ( 子 叶) 。 F 

9 3(0.02) 1(0) 3(7.0) 4(4) 2(带柄子口十) 。 F 

10 3(0.02) 2(2) 4(1 0.5) 3(3) 1 (子叶) 10.00 EF 

11 3(0.02) 3(4) 1(0) 2(2) 4(下胚轴) 28.57 CD E 

12 3(0.02) 4(6 ) 2(3.5) 1(1 ) 3(子叶柄) 12.82 EF 

13 4(0.03) 1(0) 4(10.5) 2(2) 3(子叶柄) 25.58 D E 

14 4(0.03 ) 2(2) 3(7.0) 1(1 ) 4(下胚轴) 97.50 A 

15 4(0.03 ) 3(4) 2(3.5) 4(4) 1 ( 子 叫) 4.76 EF 

16 4(0.03 ) 4(6) 1 (0) 3(3) 2(带柄子叶) 48 .72 B C 

* 试验所用外植体数均为 30 个， 其中 A-F 表不 α=0 . 0 1 水平上的差异 。

mg/L+O .8% 琼脂 ， 最适宜的外植体类型为下胚轴， 晚花芥蓝再生频率为 95.5%，芥蓝 3 个品种的再生频

植株再生频率达到 97.5% (表 2) 。 培养基的生长调节 率均在 95% 以上，这 3 个品种均属于十字花科中的

剂种类和浓度、 煎糖浓度和外植体类型等均对中花 同一种作物，说明该再生体系(图 1)是适用于芥蓝各

芥蓝再生有影响 ， 而 AgN03 对中花芥蓝再生体系的 品种的优化组合 。

建立影响无显著影响。 采用该条件对另两个不同品种 2. 1 生长调节剂对芥蓝再生体系的影晌

进行了验证实验，发现早花芥蓝再生频率为 96 . 5 % ， 植物生长调节剂的种类和浓度对芥蓝愈伤组织

图 l 芥蓝再生植株体系的建立

A:芥蓝愈伤组织的形成;B 芥蓝不定芽的形成; C:芥蓝不定芽的生七七 D ， E:芥蓝再生苗生根 F 芥蓝再生茵的移植。
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的诱导与分化有较大影响[ 1 ，2] 。 研究结果表明， NAA 

和 BAP 各水平分别对芥蓝再生体系的影响达到极显

著水平(FNAA=35. 0485 ， F
BAP

=26 .7149 , F
00 1

=6.23) , 

说明不同浓度的NAA和BAP水平对芥蓝再生影响很

大，其中 0.03 mg/L 的 NAA 浓度和 2 mg/L 的 BAP

浓度最利于芥蓝再生。

NAA是一种生长素， 在组织培养中通常被用于

诱导细胞的分裂和根的分化 。 本实验中 ， NAA 水

平以 0.03 mg/L 浓度最利于芥蓝愈伤组织的形成 ，

并且与其他水平的差异达到极显著水平，说明较高

NAA 浓度有利于芥蓝的再生。 BAP 属于细胞分裂

素 ， 在组织培养中通常起到促进细胞分裂和由愈伤

组织上分化不定芽的作用。本实验中 ， BAP 水平以

2mg几浓度最适于不定芽的形成。 通常再生体系建

立实验中， NAA和 BAP是以一定比例调节植物的不

定芽形成， 一般两者的比例大有利于植物不定芽的

形成 。

2.2 AgN03 对芥蓝再生体系的影晌
AgN03 对植物再生体系构建的作用机制尚未完

全清楚。目前一般认为 ， Ag+ 是较好的乙烯活性抑

制剂，能竞争性地作用于乙烯作用部位，从而抑制

乙烯的产生，防止外植体产生的过多乙烯对植株再

生的抑制作用 [9 . 10J 。 但本实验的结果表明，不同浓

度的 AgN03 对芥蓝再生体系的构建影响无显著差异
(FAgN03 = 1.831 73 , Foos=3 . 6 3) 。

通常认为， AgN03 对芸墓属植物的再生分化有
较大的影响， 而且大多数认为适当浓度的 AgN03 能
显著的提高不定芽的分化频率。 Murata 等川曾指

出，调控芽形成的基因可能位于 C 基因组 ， 大白菜

由于缺少 C 基因组而难于再生 ， 所以在大白菜中，

AgN03 是提高再生频率所必需的，由于芥蓝含有 C

基因组 ， AgN03 浓度变化对芽再生并没有引起显著
性的差异，因此，基因型间可能存在着对 Ag+ 离子

感受性、耐受性和反应的差异 ， 这说明基因型决定

了培养基中最适合的 AgN03 含量。
2.3 蕉糖浓度对芥蓝再生体系的影晌

煎糖浓度对芥蓝再生体系构建有一定的影响 ，

本实验以 1 % 的煎糖浓度最利于芥蓝的再生(F萨相

=4.81705 , Foos=3 .6 3) 。

煎糖浓度对离体培养过程中器官发生或胚胎发

生的影响己有许多报道[1 . 12 ， 1刀，不同品种其影响方式

也不一样。何亚文等川对芥蓝离体培养中指出，煎

糖浓度不仅能影响下胚轴切段不定芽的发生率而且

还能影响丛芽发生频率。

2.4外植体类型对芥蓝再生体系的影晌

外植体的取材部位和时间决定外植体的分生能力

和内源激素水平，从而影响其再生频率。 本实验取

下胚轴、 子叶、子叶柄和带柄子叶等 4 种外植体类

型，各种外植体类型对植株再生影响很大，最适于

芥蓝植株再生的外植体是下胚轴(F外植体 =137.1994 ，

F001 =6.23) 。

外植体必须同时具备芽再生频率高、易为农杆

菌侵染等特点 ， 才能成为 良好的转化受体。芸墓属

作物的离体植株再生一般选用带柄子叶作为外植

体，其原因可能是齐生长点切下的带柄子叶带有部

分分化能力强的原分生细胞。 而本实验中选用的下

胚轴最利于芥蓝的再生 ， 可能是由于芥蓝下胚轴的

分生能力强，内源激素水平利于芽的分化的缘故。

2 . 5 影晌芥蓝生根的因素

芥蓝再生芽置于不同生根培养基上，结果表

明 ， MS+0.2 mg/L NAA+3% 煎糖 +0.8% 琼脂的生根

培养基最适于芥蓝的生根， 生根率达 100% ， 且均

为丛生根， 其他的 NAA 浓度上芥蓝再生芽都没有生

根，表明 NAA 对芥蓝生根的影响达到极显著水平。
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The Optimization of Plant Regeneration Protocol of Chinese 

Broccoli (Brassica oleracea L. var. alboglabra) 

HUANGKe1气 YU Xiao Linl, WU Qiu Yu时， SHEN Ying Chun1, XIANG Xun 1, CAO Jia Shu1* 
( llnstitute 01 ~乍getable Science, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China; 2lnstitute 01 Vegetable Science, Fujian 

Academy 01 Agricultural Science, Fuzhou 350013, China ) 

Abstract : By the orthogonalty design, the factors which influenced the regeneration of B rassica oleracea L. 

var. a lboglabra were studied, the results showed that the m勾or factor is the explant, and the next are NAA, BAP, 

sucrose and AgN03, the best recipe of the culture mediurn for the regeneration is: MS+NAA 0.03 mgIL+BAP 2 mgIL+ 1 % 

sucrose+AgN037.0 mgIL+0.8% agar. The optimum explant is 出e hypocotyls with the regeneration 企equency 97.5%. 

Key words: Brassica oleracea ; Chinese broccoli; r egeneration; orthogonaIty d esign 
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