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摘 要：以花椰菜叶片为外植体，经消毒处理后在不同激素浓度的培养基上进行诱导再生。结果表 

明：在附加3mg／L6-BA和 0．2mg／LNAA的MS培养基上培养，芽分化率最高，达 100％，平均每 

块外植体产生5．71个芽。 
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Regeneration by Leaf of Brassicao leracea var．botrytis 
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Abstract：The shoots of Brassicao leracea var．botrytis were regenerated from the disinfect leaves on MS medium containing 

different concentrations of hormone．The experimental results suggested that the optimal medium for induction of adventitious 

buds was MS+3 mg／L 6-BA+0．2 mg／L NAA．Th e differentiation frequency of adventitious bud was the highest and reached 

100％．And the number of buds per explant with shoots Was 5．71． 
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花椰菜(Brassicao leracea var．botrytis)属十字花科芸薹属植物，世界各地均有种植。但花椰菜生长 

期间病虫害严重、不耐贮藏、品质差等问题一直困扰着广大菜农与菜商。因此，对花椰菜品种进行改良 

势在必行，而常规育种方法己不能满足现代农业对花椰菜品种改良的要求 现代生物技术的发展为人们 

选育和转化具有优良园艺性状基因的突破性品种提供了可能【l0】。然而，国内外关于花椰菜遗传转化的 

技术还很不成熟，遗传转化率极低，难以适应花椰菜分子育种的要求[41 华学军 5】将融合 GUS基因 

的Bt杀虫剂基因转入花椰菜，但只得到表达GUS活性的愈伤组织，而未得到完整的转基因植株。陈晓 

邦等将Intron—GUS嵌合基因转入花椰菜，获得的再生转基因植株的频率仅为 1％。其原因在于尚未真正 

解决适宜农杆菌介导的花椰菜高频率植株再生技术。现在，花椰菜基因转化多以花椰菜种子所发的无菌 

苗的子叶为外植体进行遗传转化，但采种难是长期存在的一大难题。利用无性繁殖的方法繁育采种株， 

又因多数品种不发生腋芽而难以实现。因此，利用花椰菜叶片为外植体，经消毒后培养一段时间，重新 

造成伤口，用农杆菌浸染后对转化苗进行诱导，这样操作既简便，又可避免因种子难得所带来的不便。 

本研究选用 “白灵”菜花品种为材料。以花椰菜叶片为外植体，消毒后在添加不同激素浓度的培养 

基上进行诱导再生，确定高效的再生条件，旨在为花椰菜高效遗传转化体系的建立奠定基础。 
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1 材料和方法 

1．1 供试材料 

供试花椰菜品种 “白灵”菜花种子购自蔬菜种子市场。 

1．2 方法 

1．2．1 外植体的消毒处理 

将供试种子播种在温室内，正常管理，生长30 d后取花椰菜基生叶片，用体积分数75％的酒精浸 

泡30 S后，用体积分数40％的安提福民 (滴加 1滴吐温80)表面消毒 15 rain，无菌水冲洗3次，每次 

3"--5 rain，然后接种于不含任何激素的1／2 MS培养基上培养。培养基中加入硫酸链霉素，使其终浓度 

为 100mg／L。培养温度 (24±2)℃，光强为1 600~2000lx，光照16h／d。 

1．2．2 不同激素组合对花椰菜基生叶片芽分化的影响 

取培养5～7 d的花椰菜基生叶片，在超净台中用剪刀剪成 1'-'-'2 cm的小段作为外植体。分别置于 

不同激素配比的MS培养基 (MS无机盐、维生素及激素配比见表 1，所有培养基中附加蔗糖30 g／kg、 

琼脂粉6 g／kg)，培养条件同1．2．1。25 d后统计外植体的再生芽数，并按下列公式计算不定芽分化率和 

平均每个外植体产生的芽数： 

不定芽分化率，％=分化外植体数，接种外植体数×100％ 

平均每个外植体产芽数=分化总芽数，接种外植体数。 

裹 1 不同激素配比对花椰菜叶片芽分化的影响 

培养基，mg·L’ 接种外植体数 个 分化外植体数，个 不定芽分化率，％ 平均每个外植体产芽数，个 

6-BA 2．O 

6．BA 2．0+NAA O．1 

6．BA 2．0+NAA 0．2 

6．BA 2．( NAA 0．4 

6．BA 3．0 

6-BA 3．O+NAA O．1 

6．BA3．0+NAA 0．2 

6．BA 3．0+NAA 0．4 

注：基本培养基为 MS 

1．2．3 附加AgNO3对芽分化的影响 

分化培养基中分别附加0、2、4、6、8、10、12 mg／L的AgNO3，取培养5"--'7 d的花椰菜基生叶 

片为外植体进行芽分化的诱导，培养条件同1．2．1。25 d后统计再生芽数 

1．2．4 诱导生根 

将叶片产生的芽接种在 1／2 MS+0．2 mg／L NAA培养基中诱导生根。培养条件同1．2．1。 

2 结果与分析 

2．1 不同激素组合对花椰莱基生叶片芽分化的影响 

由表 1可以看出：经过消毒的叶片接种在 3 mg／I．,6-BA与0．2 mg／I．,NAA的培养基中，不定芽的分 

化率和平均每个外植体的产芽数较高，分别为95％和 l0．34。由表 l还可看出，NAA在适宜质量浓度下 

对花椰菜叶片不定芽的分化有促进作用，比单独使用6-BA的效果好。 

2．2 AgNO3质量浓度对叶片不定芽分化的影响 

试验发现，以叶片为外植体在培养基中添加不同质量浓度的 AgNO3后，各处理的不定芽分化率虽 

较对照有提高，但均不明显，说明 AgNO3对以花椰菜基生叶片Y~J'b植体诱导再生芽的效果不显著。当 

AgNO3为6 mg／L时，叶片不定芽的分化率和平均每个外植体产芽数最高(表2)。而AgNO3质量浓度过 

高，虽对不定芽分化率的影响不大，但产生的不定芽数却有所降低。 

札 田 n ；号 弘 

3  4  4  3  5  8  0  9  

∞ ∞ 
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表2 AgNO3浓度对花椰菜叶片不定芽分化的影响 

O3质量浓度／mg·L’ 接种外植体数，个 分化外植体数，个 不定芽分 壅 塑堡 外植体产芽数，个 
l 0 30 80．0 5．9 

l 2 30 25 83．3 7．3 

l 4 30 21 70．0 4．9 

l 6 30 27 90．0 8．3 

l 8 30 26 86．7 7．5 

l l0 30 23 76．7 8．9 l 
l 12 30 24 80．0 6．3 l 

基质 移栽株数，个 成活株数，个 移栽成活率，％ 

珍珠岩 

蛭石 

草炭 

蛭石+草炭土 (1：1) 

30 

30 

30 

30 

13 

16 

20 

23 

43 

53 

67 

77 

3 讨论 

建立高效稳定的植物组织和细胞培养的植株再生系统是利用农杆菌介导转化法进行植物转基因的 

重要前提。植物材料的取材时间、取材部位、培养基中激素组成及其质量浓度均可能影响外植体的芽分 

化频率。本研究通过对这些因素的探讨，获得了花椰菜叶片离体培养芽的高效再生法，使芽分化率达 

93．33％。一般认为：细胞分裂素有利于芽的分化，生长素有利于根的分化和愈伤组织的形成，细胞分 

裂素与生长素的比值高则有利于芽的分化【6】。植物细胞在离体培养过程中会产生大量乙烯，尤其是在密 

闭的培养容器中。乙烯的大量累积会直接影响外植体的生长和芽的分化。AgNO3对许多植物的形态发 

生有促进作用。Ag 作为一种乙烯抑制剂并不是直接抑制乙烯的合成，而是通过促进多胺的合成来提高 

体细胞胚胎和芽的发生频率【7】。据报道，在用外植体诱导不定芽的培养基中添加适量的 AgNO3可显著 

提高芸薹属植物离体培养条件下芽的再生频率【8 】。本研究结果表明，添加6．0 mg／L的AgNO3可显著提 

高花椰菜叶片不定芽的分化率和平均每个外植体的产芽数。 
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