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提高榨菜离体培养植株再生频率

余小林曹家树* 陈石头 吴剑丙

(浙江大学蔬菜研究所，农业部园艺植物生长发育与生物技术重点开放实验室 ， 杭州 310029)

摘要 采用榨菜"浙桐 1 号" 品种为材料， 以 MS 为基本培养基，通过对不同植物生长调

节剂的组合和不同外植体等主要因素的筛选 ， 大幅度提高 了榨菜离休培养植林再生频率。 结果表

明 ， 2 mg/L 6-BA + 0.2 mg/L 2, 4-0 的组合较为适宜，其不定芽再生频率可达 50%，且外植体以下

胚轴为好;而 CPPU 和 2， 4-0 的适宜组合为1.5 mg/L+0.2 mg/L ， 其不定芽再生频率高达 66.67% ，

最适外植体为带柄子叶 。 同 时，研究结果显示，添加 0.25-1 mg/L的 GA3 对榨菜已分化的不定芽
的伸长有抑制作用; 子叶柄和下胚轴外植体的分化具有极性现象。

关键词 榨菜: 组织培养 : 植株再生 : 器官发生

芥菜类蔬菜属于十字花科芸墓属芥菜种

(Brassica juncea Czern. et Coss) 的一 、 二年生草本

植物栽培变种群，通常作为蔬菜、油料和调料作物

栽培。其中茎瘤芥(Brassica juncea var. tumida Tsen 

et Lee)为中国特有的资源，也是世界三大名脑菜之

一的"榨菜"的原料，在我国蔬菜加工生产中占

有重要的地位，对提高农民收入 、 发展乡镇企业、

提供就业机会以及出口创汇等有着重要意义。

虽然目前芥菜的离体培养已经取得了一定的进

展[ld]，但芥菜类蔬菜尤其是茎瘤芥的再生频率还是

偏低，尚未形成一个高效稳定的离体培养植株再生

体系，从而制约了应用生物技术进行芥菜种质改良

的研究进程 。 本文以榨菜 "浙桐 1 号"品种为材

料，通过不同外植体和不同类型的植物生长调节剂

(plant growth regulator , PGR)组合的筛选， 改良

了榨菜离体培养和植株再生体系 ， 试验结果为通过

遗传转化途径进行芥菜类蔬菜的种质改良打下了基

础。

1 材料与方法

1.1 材料

榨菜品种"浙桐 1 号 "(B. juncea var. tumida 

cv. Zhetong 1) 由本研究所实验圃保存提供。

MSo: 基本培养基(大量元素+微量元素+Fe盐) ;

MS 1 : 发芽培养基(1/2 MSo + 8.1 g/L 琼脂粉 + 20 g/ 

L 庶糖); MS2 : 分化培养基(MSo + 有机元素 + 30 g/ 

L 庶糖+ 8.1 gIL 琼脂粉+ 5 mgIL AgN03 + 6-BNCPPU 

+ 2,4-0) ; MS3 : 伸长培养基[MSi2 mg/L 6-BA + O. 

2 mg/L 2, 4-0)+ GA3] ; MS4 : 生根培养基(MS 1 + 0.1 

mg/L NAA)。其中 ， CPPU[N-(2-chloro-4 -pyridyl) ­

N'-phenylurea , N-(2- 氯 -4- 毗陡基)-N'- 苯基服]是一

种新型植物生长调节剂 。

1.2 无菌茵的获得及外植体的接种方式

种子用 Tween-20 摇洗 5 min ， 清水冲净后经

70% 的酒精处理 90 s ， 清水冲净后倒入 10% 的次氯

酸铀浸泡 10 min ， 无菌水摇洗 4-5 次后，无菌播

种于 MS 1 ，并在(25 ::!: 1) .C 的温度和 16 h 光照 / 8 h 

黑暗的光周期下发芽，光照强度为 35-40 μmo l/

(m 2 .s) 。 培养条件以下同 。

取 4-5 天的无菌苗用手术刀片齐生长点切下带

子叶柄的子叶(以下简称带柄子叶)、 无子叶柄的子

叶块(以下简称子叶)、无子叶块的子叶柄(以下简称

子叶柄)及其下胚轴段(以下简称下胚轴)等 4 种外植

体， 分别接种到 MS2 分化培养基上。 对带柄子叶进

行插植接种，即把子叶柄插入培养基中 2-3 mm; 

子叶、子叶柄和下胚轴进行平接，平放于培养基

上 ， 稍稍压入培养基中，以增大切口与培养基的接

触面积 。

1.3 不定芽的诱导及其成苗

根据文献报道与预试验[1 .6，7J，先确定 6-BA 的添

加浓度为 2 mg/L，生长素 2 ， 4-0 设 0 、 0.1 、 0.2 、
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0.3 、 0 .4、 0 .5 ， 0.6 或 0. 7 mg/L 等 8 个浓度梯度，

以观察各 PGR 组合对不定芽的诱导效果。

随后，为了比较不同细胞激动素对榨菜离体培

养植株再生能力的影响，在筛选出 2， 4-D 的浓度为

0. '2 mg/L 以后，又添加 7 个不同浓度的 CPPU(O 、

1 、1. 5 ， 2 、 2.5 ， 3 或 5 mg/L ) ，以观察各 PGR

组合对不定芽的诱导效果。

每 50mL 三角瓶接种 5 个外植体， 培养条件如

前述， 25 天后统计外植体的再生频率。以上每个

浓度培养基接种 30 个外植体，重复 3 次 。

待不定芽生长至 1 .5-2.0 cm 时 ， 自基部切下 ，

移至生根培养基 MS4，培养条件同上。 不定根诱导

成功后按常规方法对再生植株进行移栽。

1.4 赤霉素(GA3)对不定芽伸长的影响
针对榨菜离体培养植株再生过程中观察到愈伤

组织上大部分分化的小芽点并不能进一步伸长的现

象，在筛选出适直的 6-BA+2. 4-D PGR 组合及其外

植体后，将切除伸长的不定芽所留下的带绿色芽点

的愈伤转移到添加 5 个不同浓度(0 、 0.25 、 0.5 ，

0.75 或1.0mg几)GA3 的培养基中 ， 观察 GA3 对不定
芽伸长的影响。

每 50 mL 三角瓶接种 5 个外植体，培养条件如

前述， 25 天后统计外植体的再生频率 。 以上每个

浓度培养基接种 20 个外植体 ， 重复 3 次。

上述数据均采用 DPS 统计软件进行统计分析[8] 。

2 结果

2.1 6-BA 与 2， 4-D 配合对不定芽分化的影晌

在确定 6-BA 的浓度为 2 mglL 的基础上，对 2，

4-D 设计 7 个不同的浓度进行试验 ， 结果表明，在

2mgIL 的 6-BA 配合 0.2 mglL 的 2， 4-D 的 MS2 培养

·研究论文 ‘

基中，榨菜愈伤组织诱导频率和不定芽再生频率均

为最高(表 1)， 同时，不同外植体在上述适宣培养

基中的再生频率差异很大，其中，下胚轴的不定芽

再生频率为最高 ， 可达 50 % ; 其次是子叶柄，其

不定芽再生频率为 34.43% ; 第三是带柄子叶的不定

芽再生频率，为 16 .67 %; 不定芽再生频率最低的

外植体是子叶，仅为 3.333 % 。 但就愈伤组织诱导

频率而言，诱导频率最高的外植体却为子叶柄，诱

导频率可达 96 . 67 %。上述结果显示，榨菜的愈伤

组织诱导频率与不定芽的再生频率并非呈正相关。

此外， 观察发现，该 PGR 组合中子叶和带柄子叶

外植体褐化和玻璃化现象较为严重。 由于 6-BA 和

2， 4-D 组合的 PGR 组合所直接诱导产生的再生不定

芽极少 ， 故未作统计 。

对表 1 中不定芽分化频率作进一步的统计分

析，结果显示，供试的 4 种外植体、 PGR 的组合

以及外植体X PGR 之间的不定芽再生频率的 P值分

别为 2.28E-05 、 0.000208 和 0.003472，均达到极显

著的差异水平。 其中，根据外植体的 F值 =9.980898

大于 PGR 的 F值 =5 .330115 可知，在本试验条件下，

外植体类型对榨菜不定芽再生的影响程度要大于

PGR 的。

2.2 CPPU 与 2， 4-D 配合对不定芽分化频率的影

响

在确定 2， 今D 的浓度为 0.2mgIL之后，对CPPU

设计 7 个不同浓度，筛选出适直的愈伤组织诱导和

不定芽分化的 CPPU 浓度(表 2) 。结果表明，不论

是愈伤组织诱导还是不定芽的分化， CPPU 与 2 ， 4-

D 的 PGR 组合均好于 6-BA 与 2， 4-D 的 PGR 组合。

就不定芽的分化而言，以 1.5 mglL CPPU + 0.2 mg/ 

L 2, 4-D 的组合较为合适，其中带柄子叶外植体的

表 1 6-BA 与 2， 4-D 组合对 "浙桐 1 号 " 榨菜愈伤组织诱导和不定芽分化的影晌

PGR 组合 外植体

6-BA 浓度 2， 4-D 浓度 带柄子叶 子叶柄 子叶 下胚轴

(mg/L) 

2.0 
2.0 
2.0 
2.0 

(mg/L) 

0.0 
0.2 
0.3 
0 .4 

(A/B) 

73 .33116.67 
52.23116.67 
35 .83/20.00 

3.333/0.0 

(A/B) 

0.010.0 

96.67/3 4 .43 

93 .33/37.76 

90.57/22.77 

(NB ) 

67. 77114 .43 

60.00/3 .333 

20.0010 .0 

10.0010 .0 

(A/B) 

0.010 .0 

76.67/50.0 

83.33/26.67 

93.33/23 .33 

2.0 0.5 12.23/2 .233 94 .4311 2.23 3.333/3 .333 9 1. 10110.00 

2.0 0.6 12.23 /0 .0 90. 00/1 2.23 5 .567/0 .0 86.67/20.00 

2.0 0.7 14 .4312.233 80 .00/22.23 13.33/4 .433 85.56/0.0 

表格中的数据 A/B 为 3 次重复的平均值， A 为愈伤诱导频率(%). B 为不定芽再生频率(%) 。 愈伤诱导频率(%)= 诱导有愈伤的外

植体数 / 供试外植体总数 x 1 0 0 ; 不定芽再生频率(%) = 分化有不定芽的外植体数 / 供试外植体总数 x 1 0 0 。 下同 。
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表 2 CPPU 与 2， 4 -D 组合对 "浙桐 1 号 " 榨菜愈伤组织诱导和不定芽分化的影响

PGR 组合 外植体

CPPU 浓度 2 ， 4- D 浓度
带柄下 口 十

(mg/L) (mg/L) 

0.0 0.2 85.00/0.0 

1. 0 0.2 93.33/60.00 

1.5 0.2 95 .00/66 .67 

2.0 0.2 78.33/28.33 

2.5 0.2 70.00/23.33 

3.0 0.2 7 1. 66/4 1. 67 

5.0 0.2 66 .67 /1 6.67 

再生频率为最高，达 66 . 67 % ， 子 [1十、 子叶柄和下

胚轴在以上组合中的不定芽再生频率分别为 36.

67% 、 5 % 和 1.67 % 。 对表 2 的结果作进一步的分

析可见，带柄子叶和子叶的诱导率总体上高于子叶

柄和下胚轴，这一现象正好和 6-BA 与 2， 4-D 的 PGR

组合相反 。 另外，在试验中观察发现 ， 该 PGR 组

合中的外植体也发现有褐化和玻璃化现象 ， 但较上

- PGR 组合要轻得多 。

对表 2 的统计分析显示，供试的 4种植体、 PGR

的组合以及外植体 X PGR 之间的不定芽再生频率的

P 值分别为 4.65E-24 、 1. 1E-12 和 7.12E-13 ，也均

达到极显著的差异 。 其巾，根据外植体的 F 值 =

116.6019 大于 PGR 的 F值 =20 . 89352 可知，在本试

验条件下，外植体类型对榨菜不定芽再生的影响程

度要大于 PGR 的， ~亥结果与前一 PGR 组合的结果

一致 。

2.3 赤霉素(GA3)对不定芽伸长的影晌
在榨菜肉体培养植株再生过程中观察到 ， 愈伤

组织中有许多绿色的小芽点，但每个外植体能伸长

的不定芽只有 1 -2 个，大部分己分化的小芽点并不

能进一步伸长，所以，在筛选出最适的 PGR 组合

(6-BA+2, 4-D)及其外柏体后，将切除伸长的不定芽

所留下的带绿色芽}，I~ 的愈伤转接到添加不同浓度

GA3 的培养基中，观察 GA3 对不定芽分化诱导的影
响，结果表明，添川 1 0.25 、 0.5 ， 0.75 和l. 0 mg/L 

GA 3 的不定芽伸长频率分圳为 6.667 % 、 6.667 % 、

3.333% 和 5.000% ，而不添加的的不定芽伸长频率

反而更高，为 13.33% ，因此添加 0.25- 1. 0 mg/L 

GA3 对榨来己分化的不定芽的伸 |夭有抑制作用 。 试

验中观察发现，添力11 GA 3 的第 2 天，己分化的不

定芽就开始伸长，有的真叶柄异常膨大伸长 ， 但之

后仅有少数芽点长山必来 。 方差分析结果显示， 不

同浓度的 GA3 处理之问井无显著性差异。

子 H十柄 下叶 F阳i轴

100.0/ 10.0 96 .67/3 .333 96 .67/8. 333 

68.3 3/1 5.00 7 1. 67/26 .67 9 1. 67/3.333 

7 1. 67/5 .000 8 1. 67 /36.67 78 .33/ 1.667 

53.33/0.0 78 .33 /26 .67 85 .00/8.333 

18.33/0.0 78 .33/3 5 .00 41.67/ 1. 667 

35.00 /1 .667 80 .00/38.33 50.00/0.0 

16.67/0.0 6 1.67 /1 5.00 23.33/0 .0 

3 讨论

建立高频再生体系是进行植物遗传转化的前提。

一些芸茎属植物很容易从愈伤组织诱导产生再生植

株，但芥菜的第一代的愈伤组织去p难以分化[ 1 .2] 。 研

究认为，这种困难主要受基因型、外植体种类、培

养基成分、特别是 PGR 种类和浓度的限制11 ，5 ，91 。 国

内外芥菜的组培报道 ， 研究者采用的细胞分裂素类

物质包括 6-BA 、 KT 等 ， 生长素类有 IAA 、 NAA 、

IBA 等，其中以 6-BA 、 NAA 组合为最多 ， 6-BA 的

浓度一般为 2-2.5 mg/L. NAA 一般为 0.5-1 mg/L. 
但离体植株再生频率均在 30%-50%[ 1 同 2.5. 6J ， 影响外

源基因的导入。因此 ， 本研究以"浙桐 l 号 "榨

菜品种为试材， 采用 6-BA 与 2 ， 4-D 以及 CPPU 与

2 ， 4-D 两种 PGR 组合来研究榨菜户IJ接不定芽发生情

况 ， 建立了高效的榨菜离体培养再生体系(图 1-1-

图 l -IV) 。 同时， 在本研究中上述两种 PGR 组合均

得到外植体类型对榨菜不定芽再吧的影响程度要大

于 PGR 的结果， 这与王景雪等认为激素组合对芥菜

型油菜不定芽再生的影响程度要大于外植体类型的

研究结果恰好相反l坷，其原因可能与榨菜的种质特

性有关。

CPPU 是一种苯基服类的细胞分裂素，作为细

胞分裂素类的一种新型植物生民调节剂具有比任何

一种嘿 11令型细胞分裂素更强的细胞分裂活性 ， 所以

CPPU 较多地被用于促进座果、果实膨大和l诱导单

性结实等方面[ l O] ， 而应用于芥菜的组培中迹未见报

道 。 本实验采用 CPPU 矛Ll 6-BA 分别与 2， 4-D 组合，

比较了两种细胞分裂素对榨菜植株再生作用 t的差

异 ， 结果显示 ， C PPU 的作用效果要比 6-BA 好 ，

平均愈伤诱导率和不定芽再生频率均有所提高 。 此

外 ， 在 CPPU 与 2 ， 4-D 的 PGR 组什巾，带柄子叶

和子叶的诱导率总体上高于子叶柄和 F胚轴，这一

现象正好手1] 6-BA 与 2 ，4-D 的 PGR 组合相反 。 该结
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图 1 榨菜离体培养再生植株体系的建立及其分化的极性现象

l 份制于叶外植体不定芽的分化 11 :不定芽的生长 1Il:不在恨的诱导 IV 冉生植株的移栽 V 子 111-刷一外植14:愈伤组织分化的

极性肌象 V I 下胚朝"外植体愈伤生1'[织分化的极性J_%象。

果提示，榨菜的带柄子叶和子叶外植体中细胞分裂

素类的植物内源激素相对较为亏缺 ， 而相反 ， 子叶

柄和下胚轴外植体中生长素类的内源激素去IJ表现出

相对不足 。

在试验中进一步观察发现， 子叶柄和下胚轴这

两种外植体在培养过程中大都只有一端能产生愈伤

组织(图 l-V ， 医II-VI ) ，并继续分化出不定芽 。 其

中，子口十柄外植体是靠近子叶的二端产生愈伤组

织，而另一端在培养-周左右即开始褐化 ; 下胚轴

外植体是靠近生长点的一端产生愈伤 ， 另一端也在

一周左右就停止生长而开始褐化 。 上述分化的极性

现象曾有文献报道l l l l ，但未分析其原因 。 我们认

为，子叶柄外植体是靠近子叶的一端产生愈伤组织

的可能原因是由于在近子叶端所积累的营养物质和

内源激素的含量要高于子叶柄的另一端 ， 从而有利

于愈伤组织和不定芽的分化 。 下胚轴外植体是靠近

生长点的一端产生愈伤的可能原因是靠近生辰点的

上端其原分生细胞的数 H和营养物质要多于分化程

度更深的下端 ， 所 以， 更容易获得脱分化的愈伤组

织和再生的不定芽 。
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余小林等 : 提高榨菜离体培养植株再生频率

Improvement of Plant Regeneration from Mustard (Brassica juncea 

var. tumida) Cultured in vitro 

Xiao-Lin Yu, Jia-Shu Ca庐， Shi-Tou Chen, Jian-Bing Wu 

443 

( lnstitute of Vegetable Science, Zhejiang University, The State Agriculture Ministry Laboratory of Horticultural Plant Growth, 

Development & Biotechnology, Hangzhou 310029, China) 

Abstract An efficient regeneration system of mustard (Brassica juncea Czem. et Coss. var. tumida Tsen 

et Lee cv. Zhetong No. 1) was developed in this study. The results showed that regeneration ratio was fifty percent, 

when supplemented with 2 mg/L 6-BA and 0.2 mg/L 2,4-D on Murashige and Skoog (MS) medium and hypocotyl 

as explant; while the regeneration ratio was sixty seven percent, when supplemented with 1.5 mg/L CPPU and 0.2 

mg/L 2 ,4-D on MS medium, and the optima1 explant was cotyledon with petiole. Moreover, the result indicated that 

CPPU were more effective in callus induction and shoot regeneration. Interestingly, the elongation of regenerated 

buds was inhibited when supplemented with 0.25一 1 mg/L GA), and the phenomenon of polarity was observed in 

regeneration of cotyledon petiole and hypocotyl explants. This may help in the gene transformation to improve 

agronornic characters in mustard for breeding programmes. 
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