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甜菜组织培养直接器官发生和植株再生 

郝秀英’，周勃2，王燕飞 ，李大伟2，狄月华 ，孙立军4，张立明 ，闰建庆。 
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摘 要：根据甜菜营养生长的特点，通过在MS培养基中添加植物激素BA和NAA或IBA，建立了由茎节和 

叶子两种外植体的直接器官发生再生植株的技术。 
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甜菜是重要的糖料作物之一，由甜菜生产的食 

糖约占世界食用糖量的30％，甜菜在农业生产中 

占有重要地位。甜菜还是重要的可再生能源作物 

以及营养价值丰富的饲料作物，在液体燃料生产和 

畜牧业发展中有着光明的前景。 

从培养细胞、组织、器官再生出植株的离体培 

养技术是运用基因操作对作物和种质资源进行改 

良的前提[帕】。由于甜菜的多种外植体的愈伤组织 

诱导率都相当低，愈伤组织分化频率也很低，而且 

受基因型和品种差异的影响很大，所有这些都在一 

定程度上限制甜菜转基因植株的获得[ 。本实验 

通过对甜菜营养生长——丛生叶的特点分析和离 

体培养及影响因子的研究，掌握了甜菜直接器官发 

生再生植株的技术，克服了诱导愈伤组织的困难。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

实验所用甜菜种子由新疆农业科学院经济作 

物研究所甜菜育种课题和内蒙古甜菜制糖工业研 

究所提供，共计6份，名称分别为W7208、WJ7_SL一 

7、WZE一2(2n)、CGM—NM一1—3、CGB一1和 722 

(内蒙)。 

实验以MS作为基本培养基。 

1．2 方法 

1．2．1 敲碎果壳剥种子 将不同甜菜种子的种球 
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用工具轻轻砸开。选择并剥出完整无缺、不受伤害、 

发育饱满的种子。 

1．2．2 种子消毒 在无菌条件下，种子消毒先用 

70％乙醇消毒30s，接着用 7．5％NaC10溶液浸泡8 

10nfin，或者用 O．1％HgCI2溶液浸泡 6～8min，沥 

干NaC10或HgCh液体后再用灭菌水漂洗4—6次， 

之后接种于 1／2MS培养基上使其长出无菌苗。 

如果用这种消毒方法长出的无菌苗污染较多， 

可用下面的方法进行种子消毒。将种子先用 70％ 

乙醇消毒 30s，接着用 0．1％HgCh溶液浸泡 6～ 

8min，沥干 ngCl2液体后用 15％H2O2溶液或者 

7．5％NaCIO溶液浸泡20—30rain，沥干 H202或 Na． 

CIO液体后再用灭菌水漂洗4～6次，即得到消毒 

的种子，然后接种于 1／2MS培养基上使其长出无 

菌苗。 

1．2．3 外植体制备 

(1)茎节外植体的制备：对生长7d的无菌苗， 

切下含子叶、子叶节和O．5～1．0era下胚轴的无菌 

苗上部，转接于 MS+BA1．0mg／L+NAA0．2mg／L+ 

蔗糖 3O L培养基上，20 30d后在原先子叶节处 

形成膨大的茎节，上面长着分枝的芽和叶子，在靠 

近茎节或分枝芽基 1—1．5mm处齐刀剪去上部，并 

修剪茎节下部，从而获得3—4mm长的茎节外植体 

备用。 

(2)叶子外植体的制备：制备茎节外植体时剪 

下的叶子，即可当作叶子外植体来用。 

1．2．4 培养基配制 根据需要利用 MS培养基母 

液配制成所要求的培养基，添加或除去不同的激 

素，用 lmol／L NaOH溶液调节培养基 pH为 5．8— 

6．O。加O．8％琼脂粉，用三角瓶分装后在 I．Ikg／cm~ 
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压力(约 121℃)灭菌 15～20rain。 

1．2．5 培养条件 外植体接种于培养基后，置于 

温度为22—24℃、光周期为 16h(昼)／Sh(夜)光照 

培养室中，根据需要培养的天数进行转接。 

2 结果和讨论 

(1)甜菜为聚花果，一般由3 5个，多则7 l0 

个果实聚合而成。但是在甜菜品种类型中，尚有非 

聚花果的单粒种(单芽种)，即在每一种球中仅有一 

粒种子。除单粒种外，一个聚花果经过剥壳应该获 

得3—5个种子，但是在大多数情况下只能获得2 

个种子。少数情况下得到4个以上。这与甜菜种球 

质量关系较大，剥壳敲砸时用的力也有关系。若种 

球生长发育正常、饱满就可以获得多个种子；若果 

实发育受阻就只能得到较少的种子，甚至没有，若 

敲砸时用力过猛，种仁受伤或破碎，就不能使用。播 

种也只会长出畸形苗。 

(2)与郝秀英等 ]报道的对甜菜种球在消毒前 

用浓硫酸蚀刻处理相比，利用对剥果壳后的种子进 

行消毒，效果非常好，污染率低，并且出苗整齐、出 

苗率高、出苗周期短(见表 1)。而用浓硫酸蚀刻处 

理必须把握好处理的时间，否则严重影响种子出苗 

率，就是蚀刻处理后由于种子外表依然存在肉眼难 

以分辨的凸凹不平，产生污染几率仍然很大，同时 

由于蚀刻处理时浓硫酸的烧灼，导致出苗严重不 

齐。本试验所述的在消毒前对种子进行破壳处理 

的方法，可以作为甜菜和其它带壳植物种子获得好 

的消毒效果、高的出苗率、短的出苗周期的借鉴。 

但是，对于单粒种不必敲砸剥果壳。只需用浓硫酸 

蚀刻处理掉种球的棱角，然后进入消毒程序即可， 

因为敲砸剥果壳极易造成种子受伤，耗种量较大， 

并且费工、费时。 

表 1 甜菜种球在消毒前使用不同处理 

方法的出苗情况 

浓硫酸蚀刻 敲砸剥果壳 

试验材料 播种数 出苗数 出茁所需 播种数 出前数 出苗所需 

．  f尘2 f 2 时l司(d) (个) (株) 天数(d) 

另外，本实验对带菌的种子采用除70％乙醇 

外的两种消毒剂连续消毒的方法，获得较好的消毒 

效果、低的毒害影响、高的出苗率，避免了对种子要 

获得好的消毒效果而延长 HgCl2溶液的作用时间。 

造成H l2对胚芽点毒害的加重，导致出苗率大大 

下降的问题。 

(3)从茎节和叶子外植体分别再生植株的流程 

见图l和图2，再生植株数的统计见表2。 

种球敲砸剥果壳获得种子。种子消毒 

7一lOd I／2MS培养基 
无菌苗的上部 

20~30d Ms培养基+BA 1．Omg／L+NAA O．2mg／L+蔗糖30g／L 
茎节外值体 

30d l Ms培养基+BA 0．2mg／L+NAA 1．0mg／L+蔗糖30g／L 
无根苗 

20~30d l l／2MS~ +IBA3mg／L+蔗m3Og／L 
生根 

5—7d l暴露试管苗于空气，珍珠岩：土为3：l的基质 
炼苗移栽 

图 1 由苇节外植体再生植株的流程 

种球敲砸剁果壳获得种子，种干消毒 

7-lOd I／2MS培养基 
无菌苗的上部 

20~30d l MS培养基+BA 2．Omg／L+NNA o 2rag／L+蔗糖308／L 
叶子外植体 

30d MS培养基+蔗糖30g／L+BA或(BA+NAA)或(BA+IBA) 
不定芽 

20～30d MS培养基 

壮苗 

20-30d I／2MS培养基+IBA 3mg／L+蔗糖30g／L 
生根 

5—30d 暴露试管苗于空气．珍珠岩：士为3：l的基质 

炼苗移栽 

图2 由叶子外植体再生植株的流程 

表 2 两种外植体再生植株数的统计 

茎节外植体 叶子外植体 

试验材料 外植体数 获得植株数再生植株率 外植体数 获得植株数 再生率 

(个) (株) (％) (个) (株) (％) 

由图1、图2和表2可见，一个茎节或叶子外植 

体可以在 3 4个月的时间内平均再生出3～7倍 

的植株来，再生植株的频率很高，并且在再生植株 

的过程中无愈伤组织产生。植物组织培养再生途 

径有两条，即器官发生途径和体细胞胚发生途径。 

每条途径又有两种再生方式，即直接器官发生方式 

和问接器官发生方式，直接体细胞胚发生方式和间 

接体细胞胚发生方式；间接发生方式需要经过愈伤 

组织阶段，直接发生方式无愈伤组织产生[ 。因 

此，可以认为本实验是通过直接器官发生方式再生 

植株的，这与间接发生方式相比，其优势在于降低 

了产生体细胞变异的概率，缩短了从外植体到获得 

完整植株的周期，确保克隆的再生植物的遗传稳定 
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性【10]。 

由于甜菜的丛生叶生长特点，使得每个叶腋处 

都有腋芽存在或可以在叶柄基部重新再生出腋 

芽[ ，引。同时，每个腋芽在外源植物细胞分裂素的 

刺激作用下会分裂出多个芽 8。虽然在叶子结构 

中有由全能性细胞组成的分生组织，在外源植物激 

素的作用下可以分化出不定芽，但是叶子中分生组 

织的分化程度、多少、位置受基因型影响很大。然 

而，对于本实验建立的茎节外植体再生植株技术几 

乎不受基因型的影响。并且再生周期短、可重复性 

好，再生频率高。用植物激素 BA从叶子外植体能 

够高频率诱导不定芽，这与张剑峰等 J的实验结果 

一 致，与Zhang Chunlai等[0]的实验结果有分歧。 

(4)通过在培养基中添加 BA，由叶子外植体诱 

导不定芽发生再生植株受基因型限制(见表3)。 

表3 不同甜菜材料的叶子外植体诱导不定芽 

发生的培养基配方比较和再生频率 

材料名称 诱导不定芽发生的培养基组成 再生频率 

(％) 

由表3可见，不同的甜菜材料只有筛选到合适 

的激素浓度、种类和配比，才能通过诱导不定芽获 

得再生植株，也说明植物激素 BA从叶子外植体诱 

导不定芽是受基因型限制的。 

(5)试管苗的炼苗移栽 按照本试验所述的再 

生植株程序培育出的试管苗健壮，根系发达，再加 

上甜菜本身具有的抗逆性，只要将具有根、茎、叶完 

整的试管苗移栽入珍珠岩：土为 l：3比例的较疏松 

的基质中，不需要遮荫处理就可以成活，成活率可 

达 9o％以 E。 
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Abstract：By ading plant hormone BA and NAA or IBA to MS medium，a tissue culture technique inducing direct 

organogenesis and plant regeneration in sugar beet from stem nodes and leaves explants WaS sugested in this paper· 

Key words：sugar be et；direct organogenesis；shoot regeneration 
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