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薄皮甜瓜自交系高效组织培养技术的研究 
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摘 要：以薄皮甜瓜自交系为试材．探讨了不同部位外植体、苗龄、激素组合等因素对植株离体再生的影 

响。其结果是以 4～6日龄的无菌苗的子叶柄 、下胚轴上端外植体适于不定芽的较高频率分化；两种外植体分 

化存在明显极性现象，近生长点处为感受外源激素的敏感部位；MS、6-BA 1．5～2．5 mg／L、ZT 1．0～3．0 

mg／L、NAA 0．1～O．2 mg／L之间配比适于不定芽的分化，分化率达 6O％～7O ；MS+KT 1．5～2．5 rag／L+ 

GA 2．0 mg／L利于丛生芽的伸长生长；高效生根培养基为 MS+IBA 1．0 mg／L。 
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Abstract The thin-skin muskmelon inbred lines were used to study the effects of explants．seed— 

ling age，and hormones on plant in vitro regeneration． The results showed that the cotyledon petiole 

and hypoeotyls of 4～ 6 days seedlings had higher differentiation frequency of adventitious b uds．And 

polarity occurred obviously during explants differentiation，the sensitive regions were near the growing 

point．The MS media with 6一BA 1．5～2．5 mg／L，ZT 1．0～3．0 mg／L，NAA 0．1～0．2 mg／L was suit- 

able for differentiation of adventitious buds，with the differentiation rate 60 ～ 7O ．And the better 

enlongation media was MS+KT 1．5～2．5 mg／L+GA 2．0 mg／L while the high efficiency rooting 

media was MS+IBA 1．0 mg／L。 
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植物组织培养技术是植物细胞工程和基因工 

程的关键技术之一，在科学研究和农业生产中已 

广泛应用。甜瓜(Cucumis melo L．)作为葫芦科 

(Cucurbitaceae)植物中一种重要的园艺作物，其 

离体培养的再生体系研究较多口]，目前已经能够 

通过子叶、真叶、带芽茎段、茎尖、胚轴等多种外植 

体诱导出再生植株[2叫]。从有关报道来看，成功 

建立再生体系的甜瓜材料多为厚皮甜瓜杂交 

种[5~s3，且不同品种、不同部位、不同培养条件下 

外植体再生能力、频率存在很大差异 。。。本试 

验以薄皮甜瓜 自交系为材料，对影响组织再生的 

主要因素进行深入研究，建立适于薄皮甜瓜自交 

系遗传转化的快速高效再生系统，为瓜类作物快 

速繁殖、种质资源保存和创新等提供理论依据和 

技术支持。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

收稿13期l2006-02—21 
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“鲁薄 1号”(自交系)，山东省农业科学院蔬 

菜研究所甜瓜课题组提供。 

1．2 方法 

1．2．1 无茵苗的获得 分别挑选 100粒饱满、芽 

率高的甜瓜种子消毒：流水冲洗 1～1．5 h，无菌 

条件下用7O 酒精浸泡 1 min，0．1 升汞消毒 1O 

min，无菌水冲洗 4～5次。基本培养基为 MS(蔗 

糖 30 g／L，琼脂 8．5～9．0 g／L，pH：5．8，以下 

同)，灭菌后使用。 

培养方法：A种子消毒后接种；B种子剥去种 

皮后消毒接种；C种子消毒后转入灭菌平皿，封口 

后置于 3O℃恒温催芽箱 2～3天，萌发后剥去种 

壳接种。 

培养条件：光照强度为 2 500 lx，温度(25± 

0．2)℃，光照时数 14 h／d。 

1．2．2 外植体的制备 选取不同日龄生长正常、 

大小一致的无菌苗，外植体为 1／4子叶柄、Z／3子 

叶块并切除子叶块边缘、下胚轴(自上而下按 0．5 
～ O．8 cm切段，分别为下胚轴 1、下胚轴 2、下胚 

轴 3、下胚轴 4)。子叶、子叶柄表面向上接种，胚 

轴两端斜切接种。 

1．2．3 培养基组成 基本培养基为 MS、Miller， 

根据不同培养阶段需要分别添加 6-BA、NAA、 

ZT、KT、2，4一D、GA。灭菌后接种，培养条件同 

无菌苗培养，1O～12天继代 1次。筛选适于愈伤 

诱导、不定芽分化及伸长生长的培养基。 

1．2．4 试管苗的生根与移栽 生根基本培养基 

为 MS0、MSl(MS+IAA 1．0 rag／L)、MS2(MS十 · 

IBA 1．0rag／L)、MS3(MS+ NAA 1．0 rag／L)。 

试管苗 3"--4片叶时转入生根培养基，一部分置于 

暗条件，25℃培养 3天，移到正常光照条件下培 

养；一部分正常光条件下培养。2周后调查生根 

情况。生根植株开瓶在培养箱内炼苗 2天，室内 

炼苗 2天，小心冲洗干净根部培养基，移到灭菌的 

蛭石中，保湿培养。一周后移到定植场所炼苗 7 

天，然后定植，进入正常田间管理。 

2 结果与分析 

2．1 不同培养方法对无菌苗生长质量的影响 

利用A、B、C三种培养方法获得了质量、数量 

不同的无菌苗，提供的外植体在培养过程中愈伤 

分化率存在差异。方法 A：种子发芽慢，芽率低。 

在培养过程中“戴帽”现象严重，培养时间过长，污 

染严重，无菌苗可利用率为 28 ，愈伤诱导率为 

44．8 ，且愈伤组织发生晚、膨大速度慢、易褐化。 

方法 B：发芽较快，芽率较高，但种膜包裹子叶，子 

叶不能充分展开，叶面不平，无菌苗易徒长，可利 

用率为 64．0 ，愈伤诱导率为 63．1 。方法 C： 

催芽播种，无菌苗生长快速、整齐，叶片平展、肥 

厚，下胚轴粗壮，优良无菌苗利用率 93 ，愈伤诱 

导率为 9O．3 ，且愈伤质量好，组织紧密，颜色 

绿，较易产生不定芽。 

2．2 不同日龄无菌苗对丛生芽诱导分化的影响 

无菌苗苗龄是外植体再生分化的关键因素之 
一

。 分别制备 2、3、4、5、6、7、8、9、10日龄的子叶 

柄、下胚轴 1，子 叶柄接种在 MS+ 6一BA 2．0 

mg／L+NAA 0．1 mg／L培养基上，下胚轴 1接种 

在 Miller+ZT 2．5 mg／L+NAA 0．2 mg／L培养 

基上，结果见图 1、2。 

不同日龄子叶柄、下胚轴 1愈伤组织诱导率 

均很高，达 96 ～100 ，而不定芽的分化率存在 

较大差异。子叶柄均能分化不定芽，但 日龄不同 

影响其分化能力。4、5日龄子叶柄不定芽分化率 

最高，接近 7O ，6日龄不定芽分化率为47．6 ， 

其他 日龄无菌苗的子叶柄分化率低于 2O 9，6。下 

胚轴 1的不定芽分化率明显低于子叶柄，4、6日 

龄的下胚轴分化率为 13．3 、12．4 ，其次为 5 

日龄分化率 1O．7 ，7日龄分化率 6．3 ，其他 日 

龄下胚轴均不能进行不定芽的分化。由此可见， 

日龄对外植体愈伤组织的诱导影响不明显，选择 

4～6日龄的无菌苗子叶柄是较为理想的外植体。 
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图 2 苗龄对薄皮甜瓜下胚轴 1愈伤诱导率和 

不定芽分化率的影晌 
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2．3 外植体培养过程中的极性分化 

研究表明，甜瓜无菌幼苗任何部位都可作为 

外植体进行诱导分化，但不同外植体分化诱导结 

果差别很大 引。通过对 4日龄无菌苗不同部位外 

植体培养，结果(表 1)表明：各部分外植体均能高 

频率地诱导出愈伤组织，诱导率达 96 9，6～i00 9，6， 

但愈伤组织发生早晚、大小不同，发生快慢依次为 

子叶柄一子叶一下胚轴 1一下胚轴 4一下胚轴 2 

一下胚轴 3。且子叶、子叶柄下端愈伤发生比上 

端快、早，胚轴 1、2、3上端愈伤膨大早，胚轴 4下 

端愈伤发生早、膨大快，且有不定根发生。 

各种外植体均能诱导愈伤，但不定芽的分化 

存在较大差异，只有部分子叶柄和下胚轴 1能产 

生不定芽，分化率分别为 63．3 9，6、ii．3 9／6。其他 

部分愈伤逐渐褐化、玻璃化，最终不能继续分化而 

死亡。另外，子叶柄和下胚轴 1不定芽分化存在 

明显的极性，只有在近生长点部位能脱分化产生 

不定芽，而远生长点端只能生成愈伤组织。 

表 1 不同部位外植体的愈伤组织和 

不定芽诱导率 ( ) 

外植体蒺曩娶曩 蠢雾衰茎不定芽产生部位 

2．4 激素及其配比对愈伤及不定芽分化的影响 

培养基组成直接影响外植体分化、脱分化，决 

定愈伤发生时间、生理状态、外观质量及以后的发 

育方向。将子叶柄、下胚轴 1接种在添加不同浓 

度、不同组合的6一BA(O～5．0 mglL)、ZT(O～5．0 

mglL)、KT (0～ 5．0 mglL)、2，4一D (0～ 

5．0 mglL)、NAA(0～0．2 mglL)培养基中。调 

查结果发现，以 MS、Miller为基本培养基，添加 

以上不同浓度的激素时，均能诱导 2种外植体发 

生愈伤组织。添加 2，4-D愈伤组织易生根，生根 

率为 44 9，6，浓度达 3．0 mglL以上时明显促进发 

根，且不定芽发生晚，生长缓慢。若继续在添加 

2，4-D的培养基中生长时，愈伤组织褐化，不定芽 

失绿死亡。添加 KT少量愈伤组织生根，生根率 

为9．3 9／6，不定芽发生早，生长速度快。接种 1O 

天左右，叶柄近生长点部位可见大量绿色小突起 

(芽点)，2O～22天有大量真叶分化。KT浓度高 

于 1．5 mglL诱导不定芽，植株发育畸形，多茎并 

生、扁宽，生长点、茎节不明显，KT 0．5～1．5 mgl 

L较适于薄皮甜瓜不定芽的分化。ZT诱导愈伤 

组织生长良好，无生根现象，但高于 3．5 mglL易 

导致愈伤玻璃化。ZT 1．0～3．0 mglL培养基愈 

伤组织紧密、鲜绿，不定芽分化率为 57．3 。6一 

BA 1．5～2．5 mglL或与 NAA组合的培养基外 

植体生长良好，子叶柄不定芽分化率为 65．8 9，6。 

Miller+ZT 2．5～3．0 mglL+NAA 0．2 mglL 

适于下胚轴 1不定芽的分化，其分化率为 9．7 9，6。 

2．5 激素对丛生芽伸长生长的影响 

通过子叶柄诱导的不定芽丛较密集，由于个 

体分化早晚和长势强弱不同，使一部分不定芽不 

能正常伸长，最终玻璃化或污染死亡，大大降低了 

不定芽的成苗率。因此，将不定芽及时切下，转入 

到适宜的培养基中，可以提高成苗率，获得质量高 

的试管苗，缩短培养时间，促进其他不定芽的正常 

生长。 

由表 2可以看出，不定芽在高浓度的 6-BA 

中生长较快，14天左右可进行生根培养，成苗率 

3O 9，6左右，试管苗易玻璃化。低浓度 6-BA的培 

养基不定芽生长速度慢，成苗率较高，可达到 

45．2 9，6，但试管苗老化，发根晚，生长缓慢。添加 

KT有利于不定芽的生长，成苗率高达 7O 9，5左右， 

成苗天数略有延迟，约 17～23天。低浓度(0．5 

mglL)KT中不定芽生长较慢，植株趋向老化。 

高浓度(3．5 mglL)KT危害植株，生长点及新生 

叶变褐、枯萎。KT 1_5～2．5 mglL适于不定芽 

伸长生长，试管苗生长健壮，易于生根驯化，成活 

率较高。 

表 2 不同培养基对不定芽伸长生长的影响 

熬 mCL(m盯lL)(m CL 态 培养基( )( )( )数(天)(％) 

2．6 薄皮甜瓜瓶苗的生根及移栽 

薄皮甜瓜再生植株较易生根，且生根速度快， 

1O天左右肉眼可见，但不同培养基发根快慢不 

同，以lAA最快，其次是 IBA、NAA、MS。。由图 

3可以看出，试管苗在 MS。培养基中生根率较 
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低，添加生长素可提高试管苗的生根率。生根培 

养前期进行短时间的暗培养，不能提高试管苗生 

根率，这与柏新福[1叩等人的研究结果不一致。但 

在添加 IAA的培养基中，暗培养后略提高了试管 

苗的生根率，可能受到 IAA极性运输的影响。不 

同生长素对薄皮甜瓜瓶苗生根影响较大，添加 

IAA 1．0 mg／L的培养基中植株根系发生最早， 

第 8天可见细嫩的幼根。而移栽时 IAA培养基 

中根系细长、根量少、根毛较短。IBA 1．0 mg／L 

生根效果最好，暗处理和正常培养条件下生根率 

均最高，分别达到 87 9，6和 73 。且植株根系发 

达、粗壮，根量多，叶片浓绿，茎较粗，生长势强。 

添加 NAA 1．0 mg／L培养基植株下端易形成愈 

伤组织，在膨大的愈伤周围发根，不利于试管苗的 

驯化移栽，成活率低。 
100 
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们易与外源激素共同作用，利于细胞全能性的充 

分发挥。 

3．3 对甜瓜外植体再生培养中附加激素组合及 

配比有较多研究，但不同试验结论不完全一致，重 

复性较差。通过对薄皮甜瓜自交系不同部位外植 

体适宜的培养基筛选发现，基本培养基对甜瓜再 

生的影响不大，激素种类、浓度及激素问的组合决 

定外植体的分化再生。培养前期可选用低浓度的 

2，4-D，当发生愈伤和不定芽点后，应及时更换无 

2，4一D培养基。KT分裂能力较强，促进外植体分 

化过程中易发生多茎并生，但当不定芽分化完成 

以后，可添加 1．5～2．5 mg／L的KT促进不定芽 

的伸长生长。6-BA、ZT、NAA是薄皮甜瓜较为 

理想的选择激素。 

3．4 在进行甜瓜离体再生研究过程中，作者同时 

对 2个厚皮甜瓜 自交系材料进行了试验，只获得 

了大量的愈伤组织，没有继续分化得到不定芽。 

而一些对厚皮甜瓜成功的再生研究选用的多为杂 

交种，这充分说明了甜瓜植株诱导再生受到外植 

体基因型的显著影响。对厚皮甜瓜自交系的组织 

培养技术，将继续开展研究，以便为建立厚皮甜瓜 

再生和遗传转化体系奠定理论基础。 

图3 不同处理、不同培养基对试管苗生根的影响 参 考 文 献： 

3 讨论 

薄皮甜瓜自交系外植体诱导愈伤和不定芽分 

化的过程中，无菌苗质量、苗龄、外植体部位、培养 

基组成、环境条件等均为影响因素。 

3．1 外植体的生理状态影响着内部细胞的分裂 

分化方向，优良无菌苗可提供好的外植体，有利于 

后期愈伤和不定芽的高频率分化。本研究利用 3 

种方法培养无菌苗，以种子消毒一无菌暗催芽一 

播种一无菌苗为最好，更适合一些种子稀少、珍贵 

的植物组织培养利用。 

3．2 通过对 2～10日龄无菌甜瓜苗的子叶柄、下 

胚轴 1的研究，苗龄对外植体的愈伤诱导率影响 

较小，而对不定芽分化影响较明显。4～6日龄无 

菌苗子叶柄、下胚轴不定芽的分化率最高，幼龄无 

菌苗的外植体分化率高于大龄苗。另外，通过对 

子叶、子叶柄、下胚轴 1、2、3、4的诱导培养发现， 

只有在近生长点部位能得到不定芽，且子叶比胚 

轴更容易诱导愈伤和不定芽。这说明，薄皮甜瓜 

外植体的生理状态决定芽分化的敏感程度，生长 

旺盛部位敏感度深。极性分化可能是因为此部位 

内源激素物质含量丰富，自身细胞分裂能力强，它 
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