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大葱组织培养及其再生体系的建立与优化 

杨俊杰，谭 伟，彭金环，于元杰 

(山东农业大学 农学院作物生物学国家重点实验室，山东 泰安 271018) 

摘要：分别以大葱种子、幼叶、根为外植体，进行了愈伤组织的诱导和植株再生试验。结果表明：切口处理的种子 

为最佳外植体，愈伤诱导率最高为90．28％；以MS+1．0 mg／L 2，4～D+2．0 mg／L BA为继代培养基、琼脂浓度 

为9 re'L、继代培养的间隔时间15 d时，都可以有效地减少愈伤玻璃化；MS+2．0 mg／L BA为最佳分化培养基， 

不添加任何激素的MS培养基为最佳生根培养基。 
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Abstract：The different organs of welsh onion—seeds，immature leaves and roots were taken as explants to in— 

duce callus and regeneration．It was indicated that the seeds were the best，callus induction rate call reach to 

90．28％ ；MS+1．0mg／L 2，4一D +2．0 mg／L BA is the subculture medium，ager concentration is 9 g／L，the in— 

terval of subculture time is 15 days，all can reduce callus vitrification effectively；MS+2．0 mg／L BA is t}le op— 

timal shoot regeneration medium，and MS medium without any hormone comniation is best for shoot—extension 

induction． 
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大葱(A．fistulosum L．vale．gigantum)属百合科葱属(Allium)植物，是山东地方特产之一，以棵大白长， 

细腻脆嫩，汁多味甘，营养丰富而驰名中外 』。近年来，大葱病害频发，严重影响其品质  ̈ ，因此利用细 

胞工程技术改良章丘大葱显得十分重要。国内外已有利用大葱的种子，叶片、花蕾、鳞茎，根等作为外植体 

诱导愈伤组织的成功报道 ，但愈伤率相对较低，影响该技术的广泛应用。本研究 旨在建立以大葱种 

子为外植体通过组织培养获得再生植株的再生体系提供技术资料。 

1 材料与方法 

1．1 材料和药品 

章丘大葱种子由山东省章丘市古城大葱研究所提供，氯化汞以及其他配制培养基所需的常用化学试 

剂均为分析纯。 

1．2 方法 

1．2．1 大葱种子表面灭菌 将大葱种子用70％的酒精漂洗30 s，再用0．1％的HgCI：消毒 12 min，然后用 

无菌水冲洗 3次，接种到 Ms固体培养基上。培养器皿为 100 mL的三角瓶，封 口膜封 口，培养温度为 25 

℃，光照约为 3000 Lx，每天照光 12 h。 
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1．2．1 不同外植体的获得 ①幼叶和根。将灭菌的大葱种子接种到不添加任何激素的 MS固体培养基 

的三角瓶中培养无菌苗，待苗子长到10 cm左右时，分别切取其幼叶和根进行离体培养。其中每一部分长 

为l cm左右，分别接种到愈伤组织诱导培养基上。统计出愈伤率，重复三次，并记录出愈伤数和接种的叶 

片(根)数。②未经过处理的种子。直接将灭菌的大葱种子接种到愈伤组织诱导培养基上，30 d继代一 

次。统计出愈伤率，重复3次，并记录出愈伤数和接种的种子数。③经过切口处理的种子。将灭菌的大葱 

种子转移到无菌滤纸上，吸干种子上面的水分，然后用组培刀将大葱种子切开一个小口(注意不要切到 

胚)，最后接种到愈伤组织诱导培养基上。统计出愈伤率，重复3次，并记录出愈伤数和接种的切口种子 

数。 

1．2．2 愈伤组织的分化 将继代3次的愈伤组织转移到不同的分化培养基上，15 d以后统计分化率。 

1．2．3 再生苗的生根 将分化出绿芽的愈伤组织转移到生根培养基上，15 d后统计生根率。 

1．3 培养条件 。 

Ms+2．5 mg／L 2，4一D +0．5 mg／L BA_5]
，pH值为5．8，蔗糖30 g／L，琼脂8 g／L为愈伤组织诱导培养 

基。 

Ms+2．5 mg／L 2，4一D+0．5 mg／LKT或者 MS+2．5 mg／L 2，4一D+0．5 mg／L BA ，pH值为5．8，蔗 

糖30 g／L，琼脂9 g／L；MS+1．0 mg／L2，4一D+2．0 mg／L BA ，pH值为5．8，蔗糖30 g／L，琼脂8 g／L，9 s／ 

L和 10 g／L_5 为继代培养基； 

MS+0．5 mg／L NAA，pH值为5．8，蔗糖 30 g／L，琼脂9 g／L；MS+0．5 mg／L NAA+1．0 ms／L BA ，pH 

值为5．8，蔗糖30 g／L，琼脂9 g／L和MS+2．0 mg／L BA ，pH值为5．8，蔗糖30 g／L，琼脂9 s／L为分化培 

养基。 

MS培养基不添加激素(记为MS。)，pH值为5．8，蔗糖30 g／L，琼脂 9 g／L为生根培养基 。 

2 结果与分析 

2．1 不同外植体在愈伤组织诱导培养基上的愈伤诱导情况 

、 以 MS+2．5 mg／L 2，4一D+0．5 mg／L BA为愈伤组织诱导培养基，用幼叶、根、种子和切口处理的种 

子为外植体，愈伤诱导结果见表 1。 

表 l 不同外植体在愈伤组织诱导培养基上的愈伤诱导情况 

Table 1 Callus inducing from different explants under callus induction medium 

由表1看出，经过15 d，在添加2．5 mg／L 2，4一D+0．5 mg／L BA的MS固体培养基上，愈伤诱导率最 

高的是切口处理的种子，高达90．28％(图1)。由图1看出，切口种子不但出愈率高，且出愈时间较一致； 

其次是种子，愈伤诱导率是27．78％(图2)。由图2看出，种子出愈时间不一，愈伤的大小差异很大；幼叶 

的愈伤率只有6．67％(图3)，由图3看出，愈伤组织长势弱，有玻璃化的趋势；根的愈伤率是0。以上结果 

表明，在该试验条件下，切口种子是最佳的外植体。 
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2．2 琼脂浓度对愈伤组织玻璃化的影响 
● 

将种子刚刚诱导产生的愈伤组织接种到继代培养基Ms+1．0 ms／L 2，4一D+2．0 ms／L BA 上，观 

察在不同的琼脂浓度下 ，愈伤组织的玻璃化状况，结果见表2。 

表 2 琼脂浓度对愈伤组织的玻璃化影响 

Table 2 Effect of agar concentration on vitrification 

由表 2看出，培养基中的琼脂浓度影响培养基中可利用水分及容器内的相对湿度，对其玻璃化有明显 

的影响。当用 MS+1．0 ms／L 2，4一D+2．0 ms／L BA琼脂浓度 8 g／L为继代培养基时，玻璃化率为28． 

75％较严重，增加琼脂浓度到9 S／L时，愈伤组织玻璃化率为 9％，玻璃化现象明显下降，继续增加琼脂浓 

度到10 g／L时，玻璃化状态降低到6．o6％，但这时培养基变得很硬，营养物质和激素难以被培养的组织吸 

收，愈伤生长缓慢。综合上述情况，本实验选用琼脂浓度为9 S／L。 

2．3 培养条件对愈伤组织玻璃化的影响 

2．3．1 激素配比对愈伤玻璃化的影响 为确定最佳的继代培养基，参照前人的研究结果，分别以MS+2． 

5 ms／L 2，4一D+0．5 ms／LKT(或者BA)，MS+1．0 ms／L 2，4一D+2．0 ms／L BA为继代培养基，其结果见 

表 3。 

表3 不同激素配比对愈伤玻璃化的影响 

Table 3 Effect of hormones combination on PA~]US vitrification 

注：供试愈伤为种子诱导产生的未经过继代的愈伤组织 

Note：Callus for experiment are induced from seeds without propagation 

由表3看出，以MS+2．5 ms／L 2，4一D+0．5 ms／LKT为继代培养基，愈伤玻璃化率很高，达到25． 

24％，以MS+2．5 ms／L 2，4一D+0．5 ms／LBA为继代培养基，愈伤玻璃化率比较高，达到20．79％，可见 

用BA代替KT后，愈伤玻璃化率有所降低，用MS+1．0 ms／L 2，4一D+2．0 mS／L BA为继代培养基时，愈 

伤玻璃化明显减轻，愈伤玻璃化率为8．65％，三者相比，初步认为较高浓度的2，4一D对于愈伤组织的玻 

璃化有一定的作用，BA在大葱组织培养上的作用优于 KT，MS+1．0 ms／L 2，4一D+2．0 ms／L BA为最佳 

继代培养基。 

2．3．2 继代时间周期对愈伤玻璃化的影响 以 MS+1．0 ms／L 2，4一D+2．0 ms／L BA，琼脂 9 S／L为继 

代培养基，观察不同的继代时间周期对愈伤组织的玻璃化情况，结果见表4。 

表 4 继代间隔时间愈伤组织的玻璃化情况 

Table 4 Effects of propagation interval on PA~]US vitrification 

注：供试愈伤为种子诱导产生的未经过继代的愈伤组织 

Note：Callus for experiment are induced from seeds without propagation 
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由表4看出，继代间隔为7 d时，愈伤玻璃化率为4．81％，间隔 15 d时愈伤玻璃化率为8．91％，间隔 

20 d时愈伤玻璃化率为 14．71％，随着继代培养时问的延长，愈伤组织的玻璃化率具有明显增加的趋势， 

其中在7 15 d的范围内，愈伤玻璃化率增加较缓慢，超过15 d后则急速增长。故大葱继代培养间隔时间 

不要超过 15 d为宜。继代培养 3次后的愈伤组织生长健壮(图4)，为下一步的分化做好准备。 

2．4 分化培养基对愈伤组织分化的影响 

分别以Ms+0．5 mg／L NAA+1．0 mg／L BA，MS+0．5 mg／L NAA和 Ms+2．0 mg／L BA为分化培养 

基，愈伤分化率见表 5。 

表 5 激素配比对愈伤组织分化率的影响 

Table 5 Effect of hormone combination on the differentiation ration 

由表5看出，以MS+0．5 mg／L NAA为分化培养基，愈伤组织的分化率较低，为 56．25％，而以 MS+ 

0．5 mg／L NAA+1．0 mg／L BA和Ms+2．0 mg／L BA为分化培养基，愈伤组织的分化率都比较高，但相对 

而言，MS+2．0 mg／L BA为分化培养基时，分化率更高，为70．00％，而以MS+0．5 mr／L NAA+1．0 mrJL 

BA为分化培养基时为63．33％，分化率略有降低。以MS+2．0 mg／L BA为分化培养基，分化出芽较多且 

整齐(图5)，只需要添加一种激素，可以简化试验操作，因此认为 MS+2．0 mg／L BA为最佳分化培养基。 

2．5 愈伤组织在生根培养基上的生根情况 

以不添加任何激素的MS(MS )培养基为生根培养基，设3次重复，观察愈伤组织的生根情况，一周左 

右愈伤组织周围有根产生，之后与培养基接触的愈伤组织下端根逐渐增多，且迅速伸长，愈伤组织的生根 

率为 100％(图5)。 

2．6 试管苗的驯化移栽 

再生植株在生根培养基上培养一个月左右，选取生长健壮、叶色浓绿、根系在培养基上生长较好的试 

管苗驯化移栽。首先是将三角瓶从培养箱中拿到室温下放置3 d，然后将幼苗小心的用镊子连带基部培养 

基一块取出，用清水洗净培养基，移栽后，及时浇灌稀释 10倍的大量元素母液，直至幼苗成活。(如图6) 

3 讨论 

3．1 外植体与愈伤率 

组培过程中用到的外植体有芽 、茎段  ̈、幼小花蕾  ̈、叶柄  ̈、嫩叶  ̈、茎尖 、下胚轴  ̈和成 

熟种子胚  ̈等。本试验在同样条件下分别用幼叶、根、正常种子和切口处理的种子为外植体诱导生成愈 

伤组织，结果发现不同外植体间的愈伤率差异很大，其中切口的种子愈伤率高达90．28％，愈伤生成快且 

较整齐；用种子诱导愈伤率为27．78％，且不整齐；幼叶和根的愈伤诱导率更低。造成这种差异的原因：一 

是外植体的分生能力可能与愈伤形成有关系。即分生力强的外植体愈伤率高，反之则低。因种胚组织的 

分生能力远高于其他组织的分生能力所致；二是不同外植体愈伤化过程可能对其环境条件要求不同，本试 

验条件可能较适合种胚的愈伤化而不适合幼叶和根，结果导致了愈伤率的差异；三是切口种子与种子愈伤 

率反映其愈伤化进程。切口后的种子愈伤率高的可能原因一是破坏了种皮的完整性，便于其对水分和激 

素的吸收，促进其细胞代谢和组织分化；二是切口过程可能对种胚造成损伤，有利于愈伤的形成和分化。 

成熟的种子作为外植体，有其完整的种皮，影响到其对水分和激素的吸收，而这种影响因其饱满度和成熟 

度不同存在较大差异，这可能是其出愈慢且不整齐的根本原因。种子作为外植体诱导愈伤组织的传统作 

法是经过催芽 ，与切口种子为外植体相比增加了操作环节，延长了组培周期。同时，以大葱的幼叶和根 
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作为外植体进行接种，取材受时间限制，而且由于消毒剂的配合使用与表面灭菌的时间难以掌握，极易造 

成污染，给大葱组织培养工作带来困难。因此，切口种子作为外植体具有操作简便、缩短时间、提高效率的 

特点，可以根据试验需要随时接种，从而促进了试验的顺利进行。 

3．2 培养条件与玻璃化 

玻璃化是植物组织培养中特有的现象，在自然环境中的陆生植物未见有玻璃化现象的存在 。从目 

前有关玻璃化的研究中发现，导致玻璃化产生的因素很多，如无机盐类、碳水化合物、琼脂、生长调节剂、光 

照、培养温度和湿度等 J。但影响不同植物的主导因素可能不同，如毛白杨是相对湿度太高 ；石竹是 

琼脂、蔗糖浓度过低，且适当添加一定浓度的 KNO 可以完全控制玻璃芽的发生 。本研究表明，2，4一D 

浓度过高、培养湿度过大、继代培养间隔过长都容易导致大葱组织培养过程中愈伤组织出现玻璃化状态。 

这一方面可能是由于加快了细胞分裂速度，新的细胞没有足够的时间合成所需要的细胞内各种物质便进 

入细胞分裂；另一方面可能是细胞的快速生长加剧了瓶中气体组成的改变，使得培养环境湿度过大，从而 

影响了愈伤组织的正常生长。因此，本研究认为添加一定浓度的植物生长调节剂和凝固剂、适当缩短继代 

的间隔时间都可以有效的防止玻璃化。 

图版说明 1．切口处理的种子生成的愈伤组织 2．种子形成的愈伤组织 

3．幼叶形成的愈伤组织 4．继代培养的愈伤组织 

5．愈伤组织的分化和生根6．大葱苗 

Explanation of plates 1．Callus induction from kerf treated seeds；2．Callus induction from seeds without treated； 

3． Callus induction from immature leaves 4．The subculture of callus； 

5． The differentiation and radication of callus ：6． Plan tlet 
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POD是生物体清除氧自由基的重要酶。POD活性下降，引起膜质过氧化加速，脂膜流动性降低，膜透性增 

加，最后导致细胞和组织解体死亡，外观表现为花瓣枯萎、脱落。本试验结果表明，牡丹切花瓶插保鲜过程 

中，从花始开至盛花期，虽然外观看不出衰老迹象，但细胞内已产生了衰老信号，导致 POD发生很大的变 

化(图5)。6一BA处理使牡丹切花瓶插期间花瓣中POD活性比对照下降缓慢。这也是延缓牡丹切花衰 

老，延长瓶插寿命的主要原因之一。 

总之，通过本试验结果表明，瓶插液中添加6一BA，可以提高牡丹切花在瓶插过程中的吸水能力，降低 

MDA含量和膜相对透性，增加POD活性，并能延长瓶插寿命。 
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