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中蔬 6号番茄高频再生体系的研究 
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摘要：通过对中蔬6号番茄高频再生体系的研究，确定中蔬 6号种予消毒方法为先用酒精处理 

30 s，再用0．7％N lO(有效氯含量)处理 20 min；最佳的愈伤组织诱导及不定芽分化培养基为 

MS+ZT 2．0 mg／L+IAA0．5 mg／L；最佳的生根壮苗培养基为MS+IAA0．5 mg／L。卡那霉素的 

最终筛选浓度为 50 mg／L。 
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高效再生体系的建立是用农杆菌介导转化植株 

成功的基础，筛选合适的分化培养基配方和适宜的 

抗生素使用浓度是提高遗传转化率的关键。番茄组 

织培养的研究工作一直在进行l1-5j，但是由于品 

种、外植体间的差异及激素种类及配组上的不同，结 

果都不尽相同。在进行遗传转化前，需要对所用植 

物材料的再生体系进行优化，才有可能转化成功。 

为此，以中蔬6号番茄为试材，对其种子表面消毒方 

法、愈伤组织的诱导和分化、生根、移栽和子叶对卡 

那霉素的敏感性进行了研究。 

1 材料与方法 

1．1 无菌苗的获得 

选取饱满新鲜的种子，用 70％酒精处理 30 s， 

倒掉酒精，用无菌水冲洗1次，再分别按表1的6种 

方式进行表面消毒，然后用无菌水冲洗4次后接人 

MS培养基中。1周后统计出苗率、污染率，10 d后 

观察苗的长势。 

表1 中蔬6号番茄种子表面消毒处理 

1．2 分化培养基的优化 

不同番茄品种由于内源激素含量不同，诱导分 

化的最适培养基配方也不同。在借鉴前人研究成果 

的基础上，由MS基本培养基加入一定浓度的6一 

BA、IAA及ZT，共设计 8个激素配方(表2)。外植 

体接种后，每3～4 d观察统计 1次，计录不同分化 

培养基上的诱导及分化情况。取播种后 10～12 d 

苗的子叶，切去叶尖及叶柄部分，再在中间一分为 

二，近轴面向下接种于分化培养基上。 

表2 不定芽分化培养基激素配比 (Ⅱ1g几) 

注：基本培养基为 MS，F同 

1．3 培养条件 

发芽阶段：先置于25℃下暗培养7～8 d，待种 

子开始发芽后马上移入光照条件下培养。光照时间 

为每天 10～12 h，光照强度为1 500--2 000 lx，温度 

控制在 24--26℃。 

愈伤组织及不定芽的诱导、分化、继代及生根壮 

苗阶段，均将材料置于温度 24～26℃和 1 500～ 

收稿 日期 ：2005—11—28 

作者简介：y~ L(1973一)，男，山东莱阳人，讲师，本科，主要从事生物技术与蔬菜育种研究。 

· 9l · 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


2006年第4期 

2 000 lx光照下，每天照光 10～12 h。 

1．4 生根培养基的筛选 

将高3～4 cm，带2～3片叶，生长健壮的再生 

植株，从外植体上剥离，分别插入7种不同激素浓度 

的生根培养基中(表3)，2周后，开始进行观察统计。 

表3 生根培养基激素配比 (rng／L) 

1．5 再生植株驯化移栽 

待形成根系发达、生长茁壮的再生苗时，将三角 

瓶移入温室中，让其适应温室环境4～5 d，然后逐渐 

打开瓶膜进行通风，3 d后，将小苗取出，洗净根部 

残余的培养基，移栽于草炭和蛭石混合(草炭与蛭石 

的比例为3：1)基质中，外面扣膜保湿，1周后，等小 

苗有新叶长出时，逐渐通风去掉薄膜，小苗即可正常 

生长发育。 

1．6 卡那霉素敏感性试验 

根据再生体系优化的结果，用子叶作外植体，选 

用 MS+ZT 2．0mg／L+IAA 0．5mg／L为不定芽诱 

导培养基，在上述培养基上分别添加 0(ck)，12．5， 

25，50，75 mg／L的卡那霉素(Kan)，试验中蔬 6号 

番茄对卡那霉素的敏感性，以培养6周后的愈伤组 

织分化率和不定芽分化率为指标来测定子叶对卡那 

霉素的天然抗性，从而确定中蔬6号番茄适合的筛 

选压 

2 结果与分析 

2．1 不同表面消毒处理对中蔬 6号番茄种子灭菌 

及萌发的影响 

从表4可以看出，不同表面消毒处理对中蔬 6 

号番茄种子灭菌和萌发的影响有所不同。灭菌效果 

方面，用NaC10和HgC12差别不大，但是从种子发 

芽率及幼苗的长势来看，用NaC10明显好于HgC12。 

对种子杀伤力要小，幼苗健壮，颜色正常绿色。综合 

灭菌效果和萌发情况，以0．7％NaC10处理 20 min 

消毒效果最好，发芽率高，污染率小于5％。 

表4 不同消毒处理对种子的灭菌效果 

2．2 不同的激素配比对愈伤组织的诱导及不定芽 

分化的影响 

IAA、6一BA和 ZT是目前番茄组织培养中常 

用的3种激素，由于品种的差异，其配组方式和作用 

效果很不相同。不同激素配比对中蔬6号番茄愈伤 

组织诱导及不定芽分化的影响结果见表 5。从中可 

以看出，各激素配比对愈伤组织的诱导相差不大，但 

就所诱导出的愈伤组织的状态、不定芽的发生则差 

异很大。总体上看，ZT和 IAA配组明显优于 6一 

BA与IAA的配组，具体表现在ZT和 IAA的组合， 

芽分化时间较早，出芽率、正常芽率和增殖系数明显 

高于6一BA与IAA的组合。C5和C6两种培养基 

表5 不同的激素配比对愈伤组织诱导及不定芽分化的影响 

差异不大，但 c6稍好。综合各项指标，确定 C6即 

MS+ZT 2．0 mg／L+IAA 0．5 mg／L为中蔬6号番 

茄的最佳诱导分化培养基。 
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2．3 再生植株生根 

将3--4 cm高的不定芽接种到生根培养基，2 

周后的结果见表 6。从中可以看出，与空白MS培 
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养基相比，添加 NAA或 IAA的培养基能显著提高 

生根率和生根数。从根的形态上看，空白MS培养 

基上，不定芽基部不膨大，形成的根白色，较长，有须 

根，叶色正常，为深绿色。添加 NAA的 3个培养 

基，从总体上看，不定芽基部膨大，长根率高，根多数 

短粗，灰色，无须根，不健壮，伸长速度慢，苗比空白 

MS上的苗矮，但不健壮，因此，对中蔬6号番茄来 

说，添加 NAA效果不理想。添加 IAA的3个培养 

基，从总体上看，不定芽基部稍膨大但不形成愈伤组 

织，根白色，较长，根多，叶色浓绿，苗粗壮；就添加 

IAA的浓度来看，在IAA为0．5 mg／L时，综合生根 

效果最好。故确定 MS+IAA 0．5 mg／L为中蔬 6 

号番茄最佳的生根培养基。 

表6 不同的生根培养基对生根效果的影响 

2．4 再生植株的驯化移栽 

将生根苗先进行驯化，移栽于草炭与蛭石的混 

合基质中后加强管理，成活率可达92％。 

2．5 筛选压的确定 

不同浓度的Kan对中蔬 6号番茄未转化的子 

叶具有不同程度的抑制作用，随着 Kan浓度的增 

加，愈伤组织分化率逐渐下降。由表7可以看出，培 

养6周后，当Kan浓度为25 mg几 时，绿色愈伤率 

为 11％，不定芽分化率为 6％；当Kan浓度为 50 

mg／L时，子叶萎缩变黄，无不定芽分化。所以选择 

50 mg／L的Kan作为选择未转化子叶已经足够。 

表7 不同Karl浓度对愈伤及不定芽诱导的抑制作用 

3 讨论 

3．1 关于子叶离体培养过程中产生的畸形芽、盲芽 

的问题 

在番茄子叶的培养过程中，常见到一些仅长出 

1片粗壮的叶片而没有顶芽或有的虽有顶芽但叶片 

及顶芽均很肥厚、矮壮，且叶片畸形卷曲的现象，这 

就是所说的畸形芽和盲芽。畸形芽和盲芽发生的原 

因，一般认为是因为番茄子叶产生愈伤组织的分裂 

方式很不规则，另外与激素种类及浓度、继代培养代 

数、温度和光照等也有很大的关系。在本试验过程 

中，也发现了畸形芽和盲芽，影响再生频率，应加强 

这方面的研究。 

3．2 关于生根壮苗的问题 

生根壮苗是植物组织培养的一个极其重要的环 

节。根系发达、生长健壮是再生苗移栽成活的基础。 

生根壮苗在番茄离体培养研究中起着举足轻重的作 

用，也是番茄基因工程育种成功获得转基因植株的 

关键一环。在试验中发现，在 MS基本培养基中添 

加一定量的生长激素，能显著促进生根和壮苗，但因 

为所用植物材料的基因型的差异，不同材料的生根 

培养基需要通过试验确定。 

3．3 未转化细胞对卡那霉素的抗性问题 

nptⅡ(新霉素磷酸转移酶Ⅱ)是基因工程中常 

用的选择标记基因，但不同品种(基因型)对卡那霉 

素的天然抗性不同。因此，在作转化前，针对不同品 

种作对卡那霉素的预备试验很有必要。 
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