
316 细胞生物学杂志 2002 年

EFFECT OF EGF ON GENE EXPRESSION 
PROFILE OF HUMAN FIBROBLATS 

如1A Hong ZI-认NG Zo暗 Yu 1DNG Tan Jun 

(Department 01 Bùxhemistry and Molecular Biology , Health Science ce抑的 ， p，ιking Uniærsity 100083 ) 

ABSTRACf 

A better understanding of the molecular affects of EGF on t缸get cellα且 help to reveal important as阳cts of cellular proliferation , 

transformation 皿d apoptosis , as well as embryonic and feral development. In this study , we have examined differen恼 iri gene e叩res­

sion of cultured fibroblasts with EGF stimulation for 48 hours by using high-density cDNA micr，侃rrays . We found that EGFαuse 

widespread alteration in gene expr巴;sion. 855 gen白， more tha口 40% of the assayed , showed changed expr岱sion ， which are involved in 

various cellul缸 pr'α坦妇， such 凶，因ergetic metabolism , biosynthesis , the prcgress of cell cycle, and the signaling pathways of receptor 

明白ne kinase (Rη也) and G protein- ∞upled receptors (GPCRs) . The m岱t striking finding is that long-term EGF treatment on cul­

tured fibroblasts de民nsitize GPCRs t。由ir physio地ical and nonphysiological stimuli by down-r喀ulation of GPCRs and their associated 

proteins , which 5出口s to be the slow-acting but p缸口lanent effect of EGF on Gf'(二:R signalling pathways. 

Key words: EGF Fibroblasts cDNA array Gene expression profile G protein-ωupled receptor 

非洲菊组培快繁技术的优化

倪丹杨世湖 骨 徐士清万建民

(南京农业大学作物遗传与种质创新国家重点实验室 江苏省植物基因工程研究中心 南京 210095) 

非洲菊( Gerbera jamesonii Bolus and Gerbera 

h外rid Horf) ，又名扶郎花、灯盏花，原产南非，其花

色艳丽，花茎高挺，只要温度适宜，四季都可开花，是

世界六大切花之一，也是我国重要的商品切花。 非

洲菊虽是多年生，但长期栽培会退化而影响到切花

的经济价值，因而生产上需定期更新。由于分株繁

殖系数低等原因，国内外非洲菊的种苗生产均已采

用组织培养技术[1 ] 。随着切花生产的发展，如何更

加高效率低成本地生产优质种苗已成为当前非洲菊

科研和生产中的重要课题[2-8] 。 本文报道对非洲菊

组培快繁进行的材料和培养条件的优化研究结果，

以提高非洲菊的种苗生产效率。

材料与方法

1.材料

原初种苗为商品试管苗，购自上海花卉公司。 参试材料

为二年生切花生产大回母株，由灌南县农业局花卉基地移至

南京农业大学盆裁，共 6 个品系，其商品名及花色分别为:浪

JL(品系 1) ，粉红花瓣、黄色花芯;西施(品系 2) ，粉红花瓣、

黑色花芯;红轮(品系 3) ，花瓣、花芯全黑色;红海(品系的，

火红花瓣、黑色花芯;瑞扣(品系 5) ，洋红花瓣、黑色花芯和

黄莺(品系的，亮黄色花瓣、黄色花芯。

2 . 灭菌及接种程序

外植体经洗衣粉溶液和自来水洗涤干净后，用 75% 酒

精浸泡 60 秒，蒸馆水洗 3 次。 随后，在超净台内，用市售 84

消毒液配制 20% - 40%溶液并加 2 滴吐温 20，浸泡 30 分

钟，每隔 10 分钟搅动 1 次，倒掉溶液后直接将外植体放灭菌

纸上吸干余液接种，无菌水冲洗与否不影响培养效果。 此法

操作简单，安全，本实验室己用于各种植物外植体表面灭菌，

其效果与异录相当。

幼芽选 0.5cm 大小的芽尖。 花托选尚未张口的幼蕾剥

去花苞片，横向切去小花后将花托纵切成每块 O. 5cm X 

0 . 3cm左右。 花梗、花苞片切成 0.5cm 长 。 再分化阶段将愈

伤块切成 0.5cm X O . 5cm 为一个接种单位，每处理 8 个接种

单位。 增殖阶段以单苗(芽)接种，每处理 10 苗。 生根培养

将苗丛分成单苗进行。 所有试验重复 4 次以上。 除特别注

明的差别试验之外，数据为各个品系的总和。

3 . 培养基及培养条件

基本培养基为 MS，用食用自砂糖、普通琼脂条和自来

水配制， pH5 .8。 诱导愈伤组织、再分化和小苗增殖培养基

本文 2002 年 1 月 18 日收到 ， 7 月 18 日接受。

铃 联系人。
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中，庶糖和琼脂均为 3%和 0.6% ，生根培养基中为1. 5%和

0 . 5% 。 培养温度 25 - 28t:，日光灯照明 12h/d，光照度

18501xo 每 3 一 4 周继代一次。 出瓶小苗假植的水土音液每升

含 300mg KNÜJ , 240mg ca ( N乌 h 4H20 , 130mg MgS04 

7H20 ,60mg N"HtH2P04 ,2mg H3匹马， 1mg MnClz 4H20 , 100 

倍 N6 培养基铁盐母液 5ml ， pH6 . 8，自来水配制，元需灭菌。

结果与讨论

1.愈伤组织形成和直接成苗

植物激素组合试验表明:在 4 周之内，包括花苞

片在内的各种外植体在合适的培养基上都能顺利地

诱导出愈伤组织，但只有芽尖和花托可在 4 周内长

出芽或无根小苗。

芽尖通常在接种后 1 周开始生长， 2 周后就能

出现愈伤组织和白 、绿色的点状物，在 BA 浓度

6mg. L- 1和 10mg. L- 1的培养基上 4 周内每芽尖都

能成苗 1-4 株，最快的 2 周就能直接长出小苗。 其

中以 1 I2MS+ BAlO. 0 + NAAO. 2 培养基诱导效果
最好(表 1) ，植株叶大色深，基部愈伤组织呈黄绿色

并生长较快。 在 BA 3mg. L- 1及以下的低浓度激素

培养基上，芽尖能长出愈伤组织而不能直接成苗，且

有 BA浓度越低愈伤生长越慢的趋势。 试验结果还

表明，参试各品系芽尖的 4 周成苗率无明显差异。

如表 2 所示，非洲菊花托的起始培养也需要高

浓度的 BA，也以 1 I2MS+ BAlO. 0 + NAAO. 2 培养
基的诱导效果最好。 在此培养基上，通常 1 周时花

托切块就明显膨大，接种时未除尽的小花逐渐开放

井枯死， 2 周时在花托基部出现少量浅绿色点状物

和少量的愈伤组织。 4 周时，花托边缘一般都有直

接长出来的深绿色的芽，基部的愈伤组织也达 3-

5mm 大小，少数愈伤组织上已出现浅绿色的芽丛，

这种在高浓度 BA培养基上诱导出的愈伤组织具有

很好的芽再分化能力，在随后的培养中出苗好。 在

低浓度 BA 培养基上花托切块的直接出苗率低、愈

伤组织生长量也小。 在 BA2. 0 + KT2. 0 + NAAO . 2 
培养基上花托外植体块有褐化甚至死亡的倾向 。 可

见非洲菊花托的起始培养必需在培养基中添加高浓

度的外源激素 BA。 相同浓度 KT 与 BA 的比较试

验表明， KT 的效果远不如 BA。

表 1 非洲菊芽尖在不同培养基上的直接出苗

2 周 4 周
培养基 接种数

长茵块数 频率(%) 长苗块数 频率(% ) 

1I2MS + BAlO . 0 + NAAO. 2 铃 32 7 21. 8:!: O. 96 10 31 土 0.58

MS+BA6.0+NAAO.2 32 。 。 3 9.4:!:0.5 
MS+ BA3 . 0+ NAAO.2 32 。 。 。 。

MS+ BA2. 0 + NAAO . 2 32 。 。 。 。

MS+BA2.0+Kτ"2 . 0+ NAAO . 2 32 。 。 。 。

必激素单位为 mg.L - 10 

表 2 非洲菊不同品系的花托的 4 周成芽率(各处理的接种总数均为 32 个接种单位)

培养基 1I2MS+ BAl0 + NAAO. 2 份 MS + BA6 + NAAO. 2 MS+ BA3 MS+ BA2 
MS+ BA2+ KT2+ NAAO .2 ~"NÅÃÕ:--2 +NAAO.2 

口E口Z 系 有芽块数 出芽率(%) 有芽块数 出芽率(%) 有芽块数 出芽率(%) 有芽块数 出芽率(%)

1 21 65. 7 4 
2 10 31. 0 。

3 23 71.9 6 
4 14 43 . 8 。

5 7 21. 8 。

6 20 62 . 5 2 

赞激素单位为 mg.L- 1 。

试验结果表明，不同花色非洲菊品系花托的 4 周

直接成芽率差异很大，虽然在 BAl0mg . L- 1 的诱导培

养基上，参试 6 个不同品系的花托均能直接成芽，但

品系间成苗率的差异可高达 3倍以上。 此前，已有从

非洲菊花托愈伤组织诱导成芽时不同花色间有差异

的报道[刀，但没有从不同花色花托外植体四周直接成

12. 5 2 6 . 3 。 。

。 。 。 。 。

18. 7 4 12. 5 。 。

。 。 。 。 。

。 。 。 。 。

6.3 3 9.4 。 。

芽率差异的报道。 当 BA浓度降低时，花托外植体四

周直接出芽率就大幅度降低，那些在BAl0mg. L- 1条

件下出芽率较低的品系在 4 周内不能从花托上长出

小苗。 这表明，非洲菊基因型对花托外植体的初始离

体培养响应有明显的影响，而且培养响应差的品系对

培养基中激素浓度变化非常敏感。
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由于非洲菊在旺盛生长时的芽状物有相当比例

已经分化为幼花蕾，芽尖外植体取材的成功率不高。

芽尖体积小且剥离和切害。均较费工，从单个芽尖长

出的愈伤组织或芽的数量远少于单个花托， 4 周成

苗率也远比花托低。 因而，从快繁时效率综合考虑，

花托应是当前非洲菊组培快繁的最佳材料。

2. 芽的再分化及小苗增殖

在起始培养基上 4 周后，将小苗、愈伤及其邻近

绿色组织一起从外植体上割下，将小苗和愈伤块分

别转接到新鲜培养基上进行小苗增殖和芽、茵的再

分化。结果表明花托愈伤组织的成苗率最高，是幼

芽愈伤组织的成苗率的 2 倍左右。但在本文试验条

件下，从愈伤组织再分化植株和小苗增殖阶段，参试

各品系(花色)之间都没有明显差异。

试验中还发现，由较幼嫩花营的苞片切块诱导

出的愈伤组织，部分能再分化出小苗，这表明花蕾的

苞片也具有植株再生能力。因目前尚未见类似报

道，其在非洲菊组培快繁上的潜在价值有待进一步

的系统研究。

由叶片和花梗诱导的愈伤组织的形态与花托愈

伤组织明显不同，呈墨绿色增生状，几元球状结构，

经多次不同培养基继代未出现芽的再分化。

花托愈伤组织在不同培养基上出苗率的比较试

验表明(表 3) ，花托起始培养时效果最好的 1/2MS+

BA10+NMO.2 培养基并不适于小苗再分化，花托愈

伤组织的 4 周出苗率仅 21%。效果最好的是 MS+

BA3.0+N儿气0.2，在此培养基上4 周 .'17%的花托愈伤

块均可出苗，每块愈伤组织平均得苗 7 株，而且苗壮、

叶色油绿，愈伤块生长也快。在参试的其他培养基上，

出苗率低，愈伤组织生长慢并易褐变和死亡。 由此可

见，在此阶段，BA3rIgul最适于花托愈伤出苗，这与

前人报道不同[1 -M] ，在本试验中，BA浓度过高和过低

以及用 KT代替 BA都会大大降低芽的再分化率。

表 3 非洲菊花托愈伤组织在不同培养基上出苗

(每处理均为 32 个接种单位)

2周 4 周

有苗出苗率苗数/有苗出苗率苗数/
块数 块块数 块

处理

1I2MS+ BAlO 
+NAAO.2 督 3 9.4 2.3 7 21 2.5 

MS+ BA3 + NAAO. 2 19 59.4 4 31 97 7 
MS+ BA2 + NAAO. 2 3 9.4 1. 6 3 9.4 1. 6 
MS +BA2 +KT2 

+NAAO.2 15 47 2.8 17 53 4.9 
MS+ KTlO + lAAO. 5 。 。 。 。 。 。

MS+K丁'2+ lAAO. 5 。 。 。 。 。 。

赞激素单位为 mg. L - 10 

小茵增殖的比较试验结果表明，培养基 MS+

BA3 . 0 + NAAO. 2 也是小苗增殖的最适培养基(表

的，在此培养基上不仅增殖倍数最高而且小苗叶片

较细长，株型整齐一致，苗、芽基部还常有具植株再

生能力的黄绿色愈伤组织。 在本试验中，此培养基

上非洲菊小苗 3 周平均可增殖 10 倍以上;在稀植条

件下，4 周最高增殖率曾达到过 40 倍。

与花托起始培养阶段不同，小苗增殖时，前 2 周

是芽、苗增殖最快的时期，此后芽丛迅速长高变壮，

而总苗数却趋向于稳定。虽然统计值以 4 周增殖率

为最高，但通常也只比 2 周时增加 20%左右。所以

从生产效率综合考虑，每一增殖周期以 3 周为宜，此

时小苗多为 4 叶 1 芯、株高 2cm 左右，不仅分单株

容易、损失小、接种后增殖快，而且基部所带的愈伤

组织在转至新鲜培养基上仍能保持较高的植株再分

化能力。为便于生根培养时的分株操作，最后一个

增殖周期可延长 1 -2 周，使植株稍高、稍老。

与前人报道[ 1 ， 2 ， 8 )不同的是，在本试验中，以 KT

为主激素的培养基的增殖效果都不及以 BA 为主激

素的培养基。 在高浓度 KT( lO吨. L - 1)时仅 3cm 士

的苗能较好增殖， 2cm 以下小苗及芽容易变褐、变僵

和死亡，超过 3cm 的大苗又极易长根、长大而很少

增殖;低浓度 KT(2mg. L - 1) 时，接种的小苗几乎不

增殖而迅速长大、生根成为完整的大苗。在 BA2、

Kτ'2 mg.L- 1 的培养基上，虽然小苗型态正常 ，整齐

一致，但增殖倍数还不到最适培养基的一半。
表 4 非洲菊小苗在不同培养基上的 2 周增殖倍数

接种 2 周 长根培养基 小苗数苗数增殖倍数苗数
MS+ KT10 + lAAO . 5 婪
MS + KT2 + lAAO. 5 
MS+ BA3 + NAAO . 2 
MS+ BA3 + NAAO. 1 
MS+ BA2 + NAAO. 2 
MS+ BA2 + KT2 + NAAO. 2 

势激素单位为 mg. L - 10 

3. 生根

48 
48 
48 
48 
48 
48 

221 4.6 :t 0.8 6 
62 1.3士 0.6 11 

511 10.6 士 0 . 6 。

380 8:t 0.8 。

288 6:t1. 0 。

194 4:t 0.4 。

将增殖培养基上的苗丛分成单株转移到生根培

养基上 1 周即可见植株明显长壮并有个别单株开始

出现白色根状突起，但此时不同培养基之间还无明

显差异。 10 天后，根陆续长出 、伸长，不同激素和浓

度诱导长根的差异逐渐明显。 经比较，非洲菊小苗

生根以 1 /2MS + lAA1 . 0 效果最佳，单株根数多而

整齐，根白色，植株健壮，出瓶后发根快、易成活。在

其它培养基上，非洲菊小苗基部容易产生愈伤组织

或从愈伤组织上长根，有些还会只长 1 、2 条绿色易
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碎的根而叶片快速长大，出瓶后不易成活。 以 IAA

为根诱导激素时， 1I2MS 培养基的效果都比全量

MS好(表 5) 。

表 5 非洲菊小苗在不同培养基上的 3 周生根率

培养基

MS+IMO.5 祷

MS+IM1 
MS+NMO.05 
112MS 
1I2MS+ IMO .5 
1I2MS +IMl 
1I2MS + IMl .2 
1I2MS+NMO.05 

接种 平均 平均根长生根率
单株数每株根数 rnm % 

100 2.6 :t 0.03 18 :t 0. 7 90 
100 3. 1 :t 0.03 26 :t 0. 4 98 
100 1. 9 :t 0.4 17 .5 :t 0. 2 85 
100 1. 4 :t 0.1 15 . 6 :t 0. 3 80 
100 3. 8 :t 0. 0324. 7:t 0. 4 95 
100 7.3 士 0.3 30.6 士 0 . 5 99 
100 5. 9 :t 0.0230.1 :t 0. 9 98 
100 1. 9 :t O. 03 26.8 :t O. 4 85 

祷激素单位为 mg.L- 1 。

4. 假植和定植

直接将试管苗移到土壤或以土壤为主的海合基

质中假植，缓苗时间常达 1 周以上，管理费工，还容

易死苗。生根培养结束后，先把培养瓶移放室温 2

天再开瓶取苗洗净培养基，在苗盘内用蛙石等软基

质假植并浇水培液 ，通常农膜覆盖保湿 3 天左右就

能成活。假植时应使苗心露出 ，每日浇水培液 1 次，

去膜后还应视气温每日适量补水。 用软基质假植时

不易伤根，养分全面的水培液又为小苗从以煎糖为

养份的异养态到自养态的过渡提供了有利条件，成

活率很容易达到 100% 。 通常假植 10 天后，即可见

有自根从苗盘底孔钻出，2-3 周后起苗。 此时小苗

根系已很发达，定植到大田可 100 % 成活。 由于水

培液浓度低、用量少、缓苗周期短，不仅成本极低，也

减少了管理人工，适于在非洲菊种苗生产上应用。

摘 要

6 个品系非洲菊的快繁技术优化试验结果表

明，花托是最好的外植体，其起始培养需要高浓度的

6-BA，基因型对其离体培养响应有明显影响。经优

化的花托快繁条件为:起始 4 周， 1 I2MS + BAlO + 
NAAO.2(mg. L- 1 下同 ) ;愈伤组织出苗 4 周、小苗

增殖 3 周， MS + BA3. 0 + NAAO. 2; 生根 3 周 ， 112

MS + IAA1.0。花托的 4 周直接成芽率 71% ，花托

愈伤组织的 4 周成芽率 97% ，小苗增殖倍数 10 倍

以上，生根率 99 % ，平均每茵 7.4 条根、根长 30mmo

关键词: 非洲菊 组织培养 快速增殖
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OPTIMIZING FOR TISSUE CULTURE AND IN VITRO 
MULTIPLICATION TECHNIQUE OF GERBERA 

NI Dan YANG Shi Hu XU Shi Qing WAN Jian Ming 

(National Key L.aboratory for Croρ Genetics & 仇mψlasm Enhancement , Nanjing Agricultural University , J飞Janjing 210095) 

ABSTRACf 

Six Gerbera lines were used for ex阳riments. Floral recept且cle was the best explant and high ∞ncentration of BA was ne优ssary for 

culture initiation but genot闪光 evidentlyaffected their culture response. Optimized r叫uirements for in vitro multiplication of floral recepta­

cle were: 1I2MS+ BAlO + NAAO. 2(rng. L- 1 )i口 4 weeks for ini tiation; MS + BA3. 0 + NAAO. 2 in 4 weeks for sh∞l inducing from cal1i 

and in 3 weeks for plantet multiplication; 1 I2MS+ 队A1 . 0 in 3 weeks for r，∞t formation. R且te of sh∞t formatted directly from initiation 

culture of floral receptacle in 4 weeks w岱 71 % . Rate of sh∞t formatted in 4 weeks from cal1us of floral receptacle was 97%. Multipliα­

tion period of plantlets was 3 weeks and its multiplication times were over 10. R∞ting rate was 99 % , r，∞t numbers per plantle and r∞t 

length p町 r∞t were 7 . 4 and 30mm separate!y. 

Key WOI由 : Gerl町'ro TIssue culture in 讨tro multiplication 
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