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向日葵(Helianthus annuus L_)不同外植体组织培养 

及其再生的研究 

刘海学 ，一，王 罡 ，一，季 静 ，宋英今 

(’吉林大学植物科学学院，长春 130062； 天津大学农业与生物工程学院，天津 300072； 天津农学院，天津 300384) 

摘要：【目的】建立向日英不同外植体离体培养再生体系，为向日葵遗传转化、突变体筛选奠定基础。【方法】 

以不同基因型向日葵为材料，研究了向日葵不同外植体在不同的培养基中诱导不定芽再生的频率。【结果】向日葵 

不同基因型外植体在含适宜吲哚-3-乙酸 (IAA)、6一苄氨基嘌呤 (6-BA)等激素的培养基中均较易形成愈伤组织， 

但愈伤组织诱导不定芽的能力则较弱；不同基因型向日葵外植体的不定芽诱导率依次为子叶节>下胚轴>子叶> 

真叶；诱导子叶节不定芽再生的适宜 6一BA浓度为1．2～1．8 mg· ， 下胚轴为 1．8 mg· ，子叶为 0．6 mg·L～，真 

叶却未见到诱导出不定芽；MS+0．03 mg·L IAA+1．2～1．5 mg·L 6-BA培养基可用于向日葵子叶、子叶节和下 

胚轴再生体系；不同基因型向日葵诱导不定芽的能力差别较大，其中，基因型 PR29再生能力较强 【结论l本研 

究成功地建立了向日葵不同外植体离体培养再生途径，并获得了再生植株。 
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Abstract：[Objective]The article researched tissue culture within sunflower explant．The method we established will be useful 

for mutant selection and genetic engineering．[Method]Scientists investigated the effect of media components on the induction of 

shoot regeneration for different types of explants in three genotypes of sunflower~ [Results]Forming the callus for different 

genotypes explants cultured on media containing suitable 3-indoleacetic acid(IAA)and 6-benzylaminopurine(6-BA)concentrations 

was easy,but shoot regeneration from the callus proved difficult．The frequency of shoot regeneration from sunflower’S different 

types of explants for all the genotypes were in turn as follows：cotyledonary nodes>hypocotyIs>cotyledons>leaves．Best shoot 

regeneration rates were obtained in the presence of 1．2-1．8 mg‘L～6-BA for cotyledonary nodes，1．8mg‘L。 BA for hypocotyls and 

0．6 mg‘L。 6-BA for cotyledonary．Th e shoot didn’t regenerate from leaves．The best culture medium for the sunflower’S 

organogenesis is MS+O．03 mg．L IAA +1．2-1．5 mg．L‘6-BA．The ability of inducing shoot regeneration for different genotype 

sunflower Was very different and the regenerated frequency ofPR29 Was the highest． [Conclusion]Th ese results indicate that the 

authors have successfully established the plan t regeneration system of sunflower．They have successfully obtained the regenerated 

plan t． 
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0 引言 

【本研究的重要意义】向日葵是世界上重要的油 

料作物和生物能源材料，在中国人民的饮食结构中是 

食用油的主要来源之一。利用现代生物技术手段获得 

高产、高品质的向日葵新品种，是育种家的目标。因 

此，向日葵不同外植体离体培养的研究将为向日葵品 

种改良、优 良种质的无性繁殖、向日葵的遗传转化和 

突变体筛选等提供了材料和技术基础，具有特别重要 

的实用意义。【前人研究进展】20世纪 80年代，人们 

对向日葵组织培养进行了研究，但是至今向日葵离体 

培养植株再生仍十分困难。向日葵的再生途径主要通 

过器官发生【1 和胚胎发生而产生【 ，外植体的类型 

主要有下胚轴、子叶、子叶节和茎尖等。向日葵再生 

频率要受到培养条件、基因型以及它们的相互作用的 

影响。Prado和Beryille报道【 ，向日葵胚轴部分的体 

细胞胚只能在液体培养基中诱导发生，因为这样才会 

加强组织和培养基之间的相互作用；向日葵中胚胎发 

生的数量随着蔗糖浓度的增加而增加，器官发生则表 

现相反的趋势[21。另外，为了获得较高的体细胞胚形 

成率，保持外植体完全处于黑暗之中是非常必要的【9】。 

【本研究切入点】有关向日葵组织培养的研究文献中， 

能够较全面、较系统地利用不同外植体对向日葵离体 

培养方面的研究未见报道。本研究以向日葵不同基因 

型的子叶节、子叶、下胚轴和真叶作为外植体，从器 

官发生的途径进行了不定芽诱导再生实验o【拟解决的 

关键问题】由于向日葵是公认的难转化作物，其转化 

频率不高，并且重复性差，其主要原因是从转化的细 

胞或组织分化再生植株困难。因此，本研究主要是探 

讨向日葵离体培养再生难的问题，以促进向日葵植株 

再生技术日臻完善，不断提高植株再生频率。 

1 材料与方法 

1．1 供试品种 

龙食葵、PR29、HA89、RHA265、B7、2603。其 

中，龙食葵为食用基因型，其余为油用基因型。所有 

材料均由天津大学农业与生物工程学院植物基因工程 

研究中心提供。 

1．2 外植体的选择和接种 

向日葵种子先用 75％的酒精振荡冲洗 5～8 min， 

再用 0．1％HgC12溶液浸泡 10 min，无菌水冲洗 4次， 

然后接种于 MS培养基上。当培养的无菌苗长出 l～2 

片真叶时，分别取其子叶节、子叶、下胚轴、真叶作 

为外植体 (图 l—A和图 l—B)，根据不同的培养目的， 

接种于不同的培养基上。其中，子叶节接种方式采用 

插入半埋的方法；下胚轴的接种方式先将胚轴劈开， 

然后平放在培养基上(切面向下)；而子叶和真叶应埋 

于培养基里面，但要微露。 

1．3 培养条件 

培养室温度为25~28~C，光照l 600 Ix，日光灯每 

天光照12 h，固体培养基含7．5 g-L。琼脂，灭菌前调pH 

5．8～6．0。向日葵外植体接种于50 ml或100 ml三角瓶 

中，2周继代1次。 

1．4 试验数据的统计与分析方法 

试验重复3次，每个处理接种外植体数为30~40 

个 ，愈伤率 (形成愈伤外植体个数／接种外植体个数 

X100％)2周后统计，不定芽诱导率 (产生不定芽外植 

体个数／接种外植体个数×l00％)8N后统计，试验数 

据应用sPss10、0统计软件进行相应的统计分析，平均 

数之间差异显著性比较采用Duncan法 (新复极差法)， 

柱形图和折线图均在Excel电子表格下制作。 

2 结果与分析 

2．1 不同基因型向日葵外植体对形成愈伤的影响 

将向日葵子叶、子叶节、下胚轴、真叶接种于培 

养基MS+0．5 mg·L～Gt一萘乙酸(NAA)+0．5 mg．L。IAA 

+0．5 mg·L～6-BA，大多数外植体都在接种 7 d后就开 

始膨大，切口处开始形成愈伤组织，呈黄绿色，14 d 

后产生明显可见的愈伤组织 (图 l—C)。通过对不同基 

因型的 4种外植体培养发现子叶、子叶节、下胚轴、 

真叶都较易形成愈伤组织，不同外植体平均愈伤率都 

达到90％以上 (图2)。从图2还可以看出，真叶诱导 

愈伤的能力不如其它 3种外植体；从基因型来看，B7 

最容易诱导愈伤，各种外植体愈伤率均己达到 100％。 

另外，将 以上 4种外植体分别接种于 MS+0．5 mg．L。 

2，4-二氯苯氧乙酸 (2，4一D)+2 mg·L。6-BA和 MS+ 

0．5 mg。L～2，4-D+2 mg·L。激动素 (KT)，实验结果 

发现，加 2，4一D 的培养基均能诱导出愈伤组织，但 

愈伤组织基本表现为蓬松的白色，有时呈透明状，手 

感松软，无分化能力。 

2．2 不同 6一队 浓度对向日葵外植体诱导不定芽的影 

响 

试验以龙食葵和 PR29为材料，采用附加不同浓 

度 6-BA 的 MS培养基，研究了向日葵成熟种子发芽 

后的子叶、子叶节、下胚轴、真叶4种外植体诱导不 

定芽发生的效果 (图 3，图 4)。结果表明，两种基因 
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A．子叶 (左)和真叶 (右)；B．下胚轴 (左)和子叶节 (右)；C．不同外植体形成的愈伤；D．下胚轴的愈伤及不定芽；E．子叶(左)及真叶(右)的不定芽； 

F子叶节的不定芽 
A．Cotyledons(1eft、and euphyUas(right)；B．Hypocotyls(1eft)and cotyledonarynodes(right)；C．Cal1usformedfromthedifferentkinds ofexptant；D．Callus and 

adventitious bud ofhypocotyls；E．Adventitious bud ofcotyledons(1eft)and euphy llas(ri#t)；E Adventitious bud ofcotyledonary nodes 

图1 向日葵不定芽诱导和再生 

Fig．1 Adventitious bud induction and regeneration of sunflower 

型不同外植体诱导不定芽发生的适宜6一BA浓度不同， 

子叶节为 1．2～1．8 mg．L～，下胚轴为 1．8 mg·L- ，子叶 

为0．6 mg． ，在本试验设计的浓度范围内，真叶未见 

诱导出不定芽。由此可见，向日葵不同外植体诱导不 

定芽对 6一BA的反应不同。方差分析表明：不同外植 

体及不同6．BA浓度对向日葵不定芽的诱导都存在极 

显著的差异 (P分别为 0．000；0．004)，基因型间不定 

芽的诱导差异并不显著 (P-0．921)。4种外植体对向 

日葵不定芽诱导差异显著性测验结果如图 3所示 

( =0．05)，从不同6一BA浓度对向日葵不同外植体不 

定芽诱导的差异显著性看，适合向日葵不同外植体不 

定芽诱导的 6一BA浓度为 1．2 mg．L- 。 

2．3 不同培养基对向日葵子叶节不定芽诱导率影响 

利用 MS为基本培养基，以龙食葵和PR29的子 

叶节为材料，研究了IAA和6．BA共同作用对不定芽 

诱导发生的效果 (表 1)。结果表明，当 IAA浓度为 

0．03 mg．L- 、6一BA的浓度为 1．2～1．5mg．L- 时，2种基 

因型子叶节不定芽诱导率都在 70％~80％之间，但是 

当IAA浓度为 0．05mg．L 时，2种基因型向日葵的不 

定芽诱导率都有不同程度的降低。方差分析结果表明， 

不同培养基之间不定芽诱导存在显著差异(P．：0．012)。 

为了寻找较为适宜的培养基，进行了不同培养基对向 

日葵子叶节不定芽诱导率差异显著性测验，结果见表 

1。由表 1看出MS+0．03mg．L IAA十1．2mg．L- 6．BA 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


刘海学等：向日葵(Helianthus annuus L．)不同外植体组织培养及其再生的研究 2211 

祷 
$ 

HA89 RHA265 PR29 

日 真叶 Euphylla 

口子叶Cotyledon 

基因型 Genotypes 

B7 龙食葵 
Longshikui 

目下胚轴 Hrpocotyl 

口子叶节 Cotyledonary node 

图2 不同基因型向日葵外植体形成愈伤能力的比较 

Fig．2 Effect of different types of genotypes on callus 

formation 
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图 3 6-B̂ 浓度对龙食葵不同外植体不定芽的影响 

Fig．3 Effect of the concentration of 6-BA on shoot regener 

ation ofdifferent explants ofLongshikui 
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图4 6-BA浓度对 PR29不同外植体诱导不定芽的影响 

Fig．4 Effect of the concentration of 6-BA on shoot regeneration 

ofdifferent explants ofPR29 

和 MS+0．03 mg·L IAA+1．5 mg·L 6-BA培养基最好， 

其不定芽诱导率显著高于其它培养基。 

2．4 不同基因型不同外植体对向日葵子叶节不定芽 

诱导率的影响 

试验以龙食葵、PR29和 2603成熟种子的子叶、 

子叶节、下胚轴和真叶为材料，在 MS+0．03 mg·L 

IAA+1．2 mg·L 6-BA培养基上诱导分化 (图 1．D，E 

和 F)。结果表明，3种基因型不定芽诱导率依次为 

PR29>龙食葵>2603，而不同外植体不定芽诱导率依 

次为子叶节>下胚轴>子叶>真叶 (表 2和表 3)。方 

差分析结果表明：向日葵不同外植体不定芽诱导率存 

在极显著的差异 (P=0．002)，不同基因型之间不定芽 

诱导率存在显著差异 (P=-0．0l1)。为了得到向日葵不 

同外植体及不同基因型不定芽诱导率的差异显著性， 

本研究对 3个基因型的 4种外植体和不同外植体的 3 

个基因型不定芽平均诱导率进行了差异显著性测验， 

其结果见表 2和表 3。 

3 讨论 

表1 1 0种培养基对向日葵不定芽诱导率影响的差异显著性 

Table 1 Significance test for~equency of adventitious bud induction with 1 0 kinds of media 

M S+0．03mg-L～IAA+I．2mg-L～6．BA 

MS+0．03mg-L IAA+1．5mg-L～6 BA 

MS+0．05mg-L I从 +1．5mg-L～6．BA 

MS+0．03mg-L～IAA+0．9mg- 6 BA 

MS+0．03mg-L～IAA+0．6mg-L～6 BA 

MS+0．05mg-L～IAA+0．3mg-L～6．BA 

MS+0．05mg-L～IAA+I．2mg-L-I6 BA 

MS+0．05mg-L—IAA+0．6mg-L一6．BA 

M S+0．05mg· 。IAA+0
．
9mg- 。6-BA 

MS+o．03mg-L～IAA+0．3mg·L‘。6-BA 

77．50 

75．70 

50-25 

48-35 

36．05 

35．70 

34-35 

32．45 

27．5O 

l8．60 

A 

AB 

ABC 

ABC 

ABC 

ABC 

ABC 

BC 

C 

C 

∞ ∞鲫 ∞如们如 加 m 0 

一岂 coIl。npcIp三 

砷=o葛鼍 o u = 

∞ 鲫 ∞ 柏 加 0 

一摹一§H一8J0 uu5=置  

∞ ∞ ∞ 加∞ 如 柏∞ 加 m 0 
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表 3 3个基因型对不定芽诱导率的差异显著性测验 

Table 3 Significance test for frequency of adventitious bud induction with three types of genotype 

3．1 不同基因型向日葵对植株再生的影响 

Paterson和 Everett I1 oJ对 100个向日葵 自交系的 

茎尖组织在加有细胞分裂素的培养基上进行了培养， 

其中 54％的基因型有不同程度的再生现象。在这些基 

因型中有 7个 自交系再生频率较高，而其中的只有 

SS415B被确认其下胚轴再生体系可进一步利用。刘宝 

等人⋯J对 51份向日葵自交系材料进行了离体培养， 

其中 16份 自交系获得了再生芽，在他们的研究过程中 

发现，离体培养植株的再生能力与基因型间存在着显 

著的相关性。然而，Pugliesi C等⋯人认为，基因型和 

再生能力之间没有关系，只依赖于生长素和细胞分裂 

素之间数量上的互作。本实验对 PR29、龙食葵和 2603 

等 3个基因型不同外植体在同一培养基中的不定芽诱 

导率研究表明，不同基因型之间存在显著差异，PR29 

和龙食葵不定芽诱导率显著高于 2603。另外，本研究 

表明，培养基 MS+0．03 mg·L IAA+1．2～1．5 mg·L 

6一BA可用于向日葵子叶、子叶节和下胚轴再生体系。 

3．2 植物激素类型和配比对向日葵植株再生的影响 

植物细胞分裂素对不定芽再生的影响已被众多研 

究者报道。在他人研究向日葵的外植体中，各种形态 

反应的出现主要是由于培养基中加入了不同的外源激 

素所致IJ．J引，而细胞分裂素正是器官发生的主要调节 

者IJ引。在本实验中，诱导培养基中加入IAA和6一BA能 

诱导出不定芽，若加入2，4一D，所获得的愈伤则没有 

再生能力，这一结果与Paterson等人【l2】和徐培洲等人㈣ 

的研究结果相一致。Pugliesi等人⋯的研究认为KT和 

IAA对产生再生芽是必需的，当其比值KT／IAA达到4 

：1时，再生芽百分率最高，他们甚至认为所选用的5 

个材料中，不论它们的遗传组成如何，在补加4 mg·L 

KT和1 mg·L‘。IAA的MS培养基中均能再生。马雪霞 

等I1 5J的试验结果表明，6-BA和IAA浓度之比为5：1 

时，向日葵不定芽诱导率最高，这一结论和笔者的研 

究结果不一致。笔者的研究表明，当6一BA和IAA浓度 

之比为50：1～40：1时，不定芽诱导率最高。究其原 

因可能是不同基因型外植体不同发育阶段的内源激素 

水平不一样，所以细胞分裂素与生长素浓度之比不是 
一

个固定的模式，植物体内的内源激素水平会影响其 

比值。另外，培养基中单独添加不同浓度的6一BA，无 

论诱导愈伤还是不定芽，都表现出了较好的效果。 

4 结论 

向日葵属于难以再生的作物，许多因素影响着向 

日葵离体培养植株再生过程。本研究从外植体类型、 

基因型、外源激素等探讨了向日葵离体培养再生过程 

中的影响因素。向日葵不同基因型外植体在含适宜 

IAA、6-BA等激素的培养基中均较易形成愈伤组织， 

但愈伤组织分化芽的能力则较困难。从实验结果看， 

MS+0．03 mg·L IAA+1．2～1．5 mg·L～6一BA培养基可 

用于向日葵子叶、子叶节和下胚轴再生体系。可是， 

基因型和外植体不同，诱导不定芽分化率也不相同。 

所以，选择再生频率高的基因型、适宜培养基和外植 

体对向日葵离体培养是非常重要的。总之，要在前人 

研究结果的基础上，对影响向日葵离体培养再生的因 

素及机制还需要进行深入探索，这将对向日葵离体培 

养的研究具有特别重要的意义。 
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