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丰花月季愈伤组织的诱导及细胞悬浮培养 

王艳红，龚束芳，车代弟 

(东北农业大学园艺学院，哈尔滨 150030) 

摘 要：分别以丰花月季叶片、叶柄和茎段为外植体诱导出愈伤组织，并建立细胞悬浮系。结果表明，丰花 

月季叶片和茎段是诱导愈伤组织和进行细胞悬浮培养的理想外植体；诱导松散型愈伤组织的最佳激素浓度配比是 

NAA 4 mg·L- +2，4一D 1 mg·L- +BA 1 mg·L- ；细胞悬浮培养细胞最佳起始密度为1．5×104-3，Oxl04个·mL- 时；继 

代培养4～5代时，可得到稳定的悬浮细胞系。 
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丰花月季 Rosa chinens~Var．floribunda)是蔷 

薇科，蔷薇属，多年生木本花卉，在切花、园林 

美化、盆栽等多个领域均占有重要地位，具有极 

高的商业价值 1。目前，世界各地栽培的月季均是 

以中国月季为亲本，经长期不断的选育和反复杂 

交，有限的基因来源大大地限制了新品种的出现， 

常规育种已无法满足需要啪。近些年来，随着生 

物技术与分子生物学技术的迅速发展，国外许多 

研究者开始借助分子生物技术改良现代月季的某 

些品质[6--31。我国在月季生物技术与分子生物学研 

究上，多是在组织培养等方面取得一定进展，在 

丰花月季细胞悬浮培养方面尚未见报道【 。因此本 

研究在获得丰花月季松散型胚性愈伤组织的基础 

上。进行了丰花月季悬浮细胞培养研究，以期进 

一 步用于建立丰花月季原生质体再生体系及原生 

质体或微原生质体融合体系，为月季遗传转化、 

细胞突变体筛选、优良无性系的繁殖和人工种子 

制作等领域的研究奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

所用材料由东北农业大学园林系月季育种课 

题组提供。 
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1．2 方法 

1．2．1 丰花月季愈伤组织的诱导 

1．2．1．1 无菌外植体的获得 

接种材料为当年抽生侧芽饱满的幼嫩茎段，自 

来水冲洗 10～20 min；75％乙醇浸泡 30 S，0．1％升 

汞表面消毒3 min，‘无菌水冲洗4～5次，将侧芽切 

下接种在MS基本培养基上，获得无菌苗备用【 垌。 

1．2．1．2 愈伤组织的诱导 

取无菌苗叶片切成约 0．5 cm×0．5 cm的小块， 

叶柄、茎段切成小段。为了研究几种常用植物激素 

对月季愈伤组织诱导的影响，我们选取BA，KT， 

NAA和2，4一D等4种激素(因素)，每个因素设 3 

个水平进行激素的初步筛选，见表 1网。诱导和继代 

培养均在黑暗条件下进行，培养温度为25℃，3～4 

周更换 1次培养基。3次重复。 

表 1 愈伤组织诱导正交设计方案 

Table 1 Orthogonal project of callus cultures(mg‘mL一‘) 

1．2．2 丰花月季细胞悬浮系的建立 

将分散性好、疏松的愈伤组织，接种在与继代 
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培养基相同的液体培养基中，每 150 mL的三角瓶 

中加入液体培养基 40 mL，摇床转速为 1 10 r·min～， 

温度25℃。每隔 10 d继代 1次，连续培养4～5代 

后逐渐形成稳定的细胞系。每隔 1 d在倒置显微镜 

下观察细胞形态、分散程度并照相，进行细胞计 

数，以建立细胞数量生长曲线。 

1．2．3 细胞悬浮生长曲线的测定 

取0．5 g悬浮培养物，接入新鲜液体培养基中， 

进行振荡培养，每隔 1 d取样 1次，共培养 13 d， 

连续做 3次平行实验。 

1．2．4 悬浮细胞数 目的测定 

用血球计数板法对悬浮细胞计数，每个结果为 

4次平行实验的平均值。 

细胞数按下面公式计算：1 mL悬浮液中的总细 

胞数 =A／5×25 104×B(A为 5个中方格总细胞数， 

B为稀释倍数)。 

2 结果与分析 

2．1 外植体对愈伤组织状态的影响 

不同外植体的脱分化能力不同，诱导出愈伤 

组织的频率和愈伤组织的状态也存在较大差异。 

在丰花月季愈伤组织诱导时，本实验采用三种 

外植体：叶片、叶柄和茎段。 

经过 30 d观察发现，两种外植体经过培养 

均诱导获得 了愈伤组织 。结果表现为：以叶片 

和茎段为外植体诱导得到的愈伤组织形态上差 

异不明显，愈伤组织多数呈乳黄色，部分呈绿、 

白色，松散程度不一，叶片诱导率稍高于茎段 

能达到9O％以上，选取好的经 2～3代的继代培 

养可获得较疏松的，适宜于细胞悬浮培养的愈 

伤组织；叶柄为外植体主要是在基部及切口处 

形成愈伤组织，接种后生长极其缓慢，接 10 d 

时可见边缘切 口处发生褐化 ，得到的愈伤组织 

少 ；因此认为叶片和茎段是诱导愈伤组织 和进 

行细胞悬浮培养的理想外植体。 

2．2 激素对愈伤组织形态的影响 

不同的激素及激素浓度直接影响着愈伤组 

织的状态、质地和分散性 ，而这些因素又是松 

散愈伤组织的关键，也是进行细胞悬浮培养的 

必要前提。因此，本实验诱导月季愈伤组织及 

继代培养设计了 9种激素组合正交研究结果见 

表 2。 

表 2 正交研究方案及结果 

Table 2 Design and results of 

orthogonal experiment 

处理 

Treatments 

因素 Factors 诱导率(％) 
Inducement 

由表2结果可见，单独使用细胞分裂素没有愈 

伤组织形成，对正交研究进行极差分析，各因素对 

愈伤组织诱导率的影响作用：2，4一D浓度>KT浓度 

>BA浓度>NAA浓度。最佳愈伤组织诱导组合是： 

KT2mg·L- NAA 2mg·L- +2，4-D 1 mg·L- 。 

继代 2～3次后获得的愈伤组织基本可分为三 

类 ：黄色胚性愈伤组织 、黄色非胚性愈伤组织 、 

绿色非胚性愈伤组织。以黄色胚性愈伤组织质量 

为最好。没有生长素组合上继代获得绿色非胚性 

愈伤组织(见图版 I一1)，它生长缓慢，硬度较大； 

有生长素组合上继代获得黄色非胚性愈伤组织 

(见图版 I一2)，它生长旺盛 ，含水量大 ，比较坚 

硬。转接到 2，4一D 0．5 mg·L一+BA 1 mg·L 组合 

中可获得黄色胚性愈伤组织(见图版 I一3)，它质 

地松软，有利于细胞悬浮培养。 

2．3 继代次数与细胞形态之间的关系 

继代过程中，细胞悬浮液的颜色、细胞的形 

态、大小、数量不断在发生着变化。第 1，2次继 

代时，细胞悬浮液为白色混浊，有许多大颗粒，倒 

置显微镜下观察 ，细胞多数成团，保持较旺盛的分 

裂能力(见图版 I一4)，单细胞大多呈长形、梭形、 
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不规则形，细胞个体较大；3，4次继代时，细胞悬 

浮液变为黄色，比较粘稠，颗粒大小分布均匀，倒 

置显微镜下观察，分裂的细胞团增多，有的细胞团 

明显可见有 20～30个球形细胞组成，单细胞数目 

增多，而且大多呈球形；5次继代时，细胞悬浮液 

呈透明的黄色，澄清，呈油状流动(见图版 I一5)， 

颗粒分布很均匀，直径大多在 0．5～1 mm，倒置显 

微镜下观察，细胞团和单细胞很多，大多呈球形 

(见图版 I一6)，大小均匀；6，7次继代以上时，悬 

浮液变得比较澄清，呈浅黄色 ，倒置显微镜下观 

察，多数是由小细胞团和少量单细胞组成的悬浮培 

养物(见图版 I一7)。 

一  0 。 

》 一 

| _I  
l一胫l生愈伤组织；2-黄色非胫l生愈伤组织；3-绿色非胚性愈伤组织；4-大的细胞团(20x)；5-球形细胞(2O×)； 

6一分散性良好的悬浮细胞系；7-黄色的细胞悬浮液；8-愈伤组织萌发出芽；9-完整植株 

1-Embryogenic callusl；2-No—embryonic callus with yellow color；3-No—embryonic callus with green color；4-Big cell clusters(20x)：5-Global cell 

(2O×)；6-Well-scattered suspension cultures initiating；7-Yellow cell suspension；8-The regenerated shoot of callus；9-Plant regeneration 

图版 1 月季胚性细胞悬浮培养及再生植株 

Plate I Plant regeneration from embryogenic suspensions in rose 

因此，继代培养过程中，随着继代次数的增 

多，细胞悬浮液由无色或浅黄色变为黄色，由混浊 

变为澄清、透明，颗粒大小由不均匀到均匀，最终 

直径在0．5～1 mm，倒置显微镜下观察，单细胞由 

长形、梭形、不规则形变为规则的球形，细胞系逐 

渐趋于稳定。 

随后，我们又从筛选出来的细胞系将细胞接种 

到不含激素的MS培养基上，10 d后长出新的愈伤 

组织，30 d后长出月季全苗并转入蛭石成活(见图 

版 I一8，9)，说明以细胞系转化为新的愈伤组织生 

成再生植株是成功的。 

2．4 细胞起始密度对细胞悬浮培养的影响 

起始密度过大过小不仅会影响细胞系筛选的时 

间而且不利于稳定细胞系的建立，对细胞培养周期 

也有影响。比较不同培养密度对丰花月季悬浮细胞 

系生长的影响结果见表 3。 

表 3 

Table 3 

不同起始密度对悬浮细胞系生长的影响 

The variety of cell in the different initial 

density with the day 
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从表 3可见，培养密度对月季悬浮细胞系生长 

有很大影响，能正常继代增殖的起始密度是0．5× 

104个·mL- ，低于它，则小细胞团和单细胞很难增 

殖，只有较大的细胞团会继续生长，只能得到很大 

的颗粒；高于0．5×104个·mL- 每瓶的培养物生长 

量随接种量的增加而递增，达到最大密度所需的时 

间也随之缩短，而增长率却随之下降，这是由于 

在高密度下培养养分很快消耗殆尽的结果。这表 

明，从保持悬浮细胞系的角度看，适宜的接种密 

度为 0．5×104～1．5×104个 ·mL- ；如要尽快获得 

大量悬浮培养物的角度看，适宜的接种密度为 

3．0×104个 ·mL- 。 

2．5 悬浮细胞系的生长曲线 

丰花月季悬浮细胞系生长动态大致呈“s”形曲 

线(见图 1)。 

3．5 

3．O 

2．5 

2．O 

1．5 

1．O 

O．5 

O．O 

1 3 5 7 9 l1 

生长天数(d) 

Growth day 

图 1 生长曲线 

Fig．1 The growth curve 

不同起始密度的细胞在进行细胞悬浮培养时， 
一 个培养周期内各个时期的长短和到达对数生长期 

时间是有差别的。细胞起始密度为 0．5×104个·mL- 

时，细胞延迟期较长约 3～5 d，可能是细胞首先需 

要聚集到一定密度，生长才比较明显。7 d达到对 

数生长期，但持续时间很短，只有一天，然后细胞 

数开始减少，11 d时细胞衰退；细胞起始密度为 

1．5×104～3．0×104个 ·mL- 时，1～3 d为细胞延迟 

期，细胞增值比较缓慢，5 d后，细胞开始迅速增 

长，7～9 d达到对数生长期，此时细胞数 目增殖近 

25倍，达到最高峰，9～11 d为细胞生长减慢期，在 

此期间，细胞数目增长缓慢；细胞起始密度为8．0× 

10 个·mL- 时，细胞延迟期较短只有 1～2d，7d达 

到对数生长期，但细胞数目增殖不到6倍，9d时， 

细胞增长缓慢，并很快衰退，可能是由于细胞密度 

过大，培养基营养耗尽。可以得出结论：进行月季细 

胞悬浮培养的最佳起始密度为 1．5×104～3．0×104 

个·mL- ，其培养周期为 11 d。 
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Study on callus induction and cell suspension 

cultures of rose(Rosa floribunda) 

WANG Yanhong，GONG Shufang，CHE Daidi 

(College of Horticulture，Northeast Agricultural University，Harbin 150030，China) 

Abstract：Cell suspension cultures were established from the callus tissues which were induced from leaf, 

leafstalk and stem segments of Rosa floribunda．The result indicated that both leaf and stem explants were 

suitable for cell suspension．Friable callus was obtained when cultured on Murashige and Skoog(MS)medium 

supplemented with 4 mg·L～NAA，1 mg·L～2，4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)，1 mg·L 6-benzyl- 

adenine(6-BA)．The best origination density was 1．5 x l04-3．0x l04 number·mL ；after 4-5 generations of sub- 

culture，stable cell suspension was obtained． 

Key words：Rosafloribunda；tissue culture；cell suspension cultures；friable callus 
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