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西瓜离体再生高效基因型材料的筛选 

孙治图 1,2，许 勇 ，张海英 ，李名扬 

(1．西南大学园艺园林学院 重庆 400715； 2．国家蔬菜工程技术研究中心 北京 100097) 

摘 要：为完善西瓜离体再生体系．以 23种基因型材料的西瓜无菌苗子叶为试材．运用方差分析筛选高效基因 

型材料及芽诱导最适培养基。结果表明：基因型不同的材料。诱导效果有明显差异。筛选的再生高效基因型为鲁圆、 

三白、FW351、PM2和京母。鲁圆诱导效果最好，最高诱导率达到 90．0％。与 18种基因型材料的诱导差异达到了显著 

水平；三白、FW351、PM2和京母的诱导效果次之．诱导率分别为 85．0％、82．5％、82．5％和 80．0％。筛选的芽诱导最适 

培养基为 MS+6一BA 3．0 mg／L 
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Screening of Citrullus lanatus genotypes with high regeneration in vitro 
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Abstract：Twenty three genotypes of Citrull~ lanat~ were compared in vitro for their efficiency of plantlet regeneration from 

cotyledons and the suitable medium．The data were analyzed using ANOVA．Th e results showed that the regeneration fre— 

quencies were different among genotypes with Luyuan，PM2，FW35 1，Sanbai and Jingmu being the more regenerative geno— 

types．The highest regeneration rate of Luyuan was 90．0％ ．significantly higher than other 1 8 genotypes．Th e regeneration rate 

ofPM2，FW351，Sanbai and Jingmu were 85．0％，82．5％ ，82．5％ and 80．0％，respectively．MS+6-BA 3．0 ms／L was the suit— 

able culture medium for shoot organogenesis． 
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西瓜(Citrullus lanatus)的遗传基础十分狭窄【l_ 

2】
．采用常规育种技术对某些性状的改良较为困难[31。 

基因工程技术为定向改良西瓜新品种提供了一条新 

的途径 高效离体再生体系的建立是利用基因工程 

技术进行西瓜种质资源改良的基础 西瓜组织培养 

研究始于20世纪 70年代．AndruS[41首次建立了无籽 

西瓜的无性繁殖体系。随后。国内外许多学者也相 

继采用顶芽、子叶、花药和原生质体等进行培养[5-1 2J。 

尽管上述研究取得了一些进展 ．但 国际上依然公认 

西瓜属于离体再生较难的作物之一 ．存在着高效基 

因型少 、再生频率低 、分化芽伸长慢等问题【 ～51，影 

响基因工程技术在西瓜遗传改良中的高效应用。有 

关西瓜离体再生高效基因型材料的筛选研究还未见 

报道 本试验通过对 23种基因型材料在不同激素 

配比的培养基上离体再生率的比较。筛选出再生高 

效基因型材料。以进一步完善西瓜离体再生技术体 

系，为西瓜基因工程的改良奠定坚实的技术基础。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

试验材料由国家蔬菜工程技术研究中心提供． 

共 23份。其中栽培种 14份 。分别为京母 、山赵 、 

T326、鲁 圆、丰母 、303、农母 、虎圆、黑圆、白一HC、 

352、王一M、黄父和三白；野生种 9份，分别为 PM1、 

PM2、PI 595203、FW351、中信 、打籽 1、打籽 2、野黑 

和黑崩筋 

1．2 试验方法 

1 22．1 种子消毒及无菌苗的培养 取籽粒饱满的西 

瓜种子剥去外壳，用 70％的酒精浸泡 1 min。无菌水 

冲洗 3遍。然后用 10％NaC10浸泡 10 min。无菌水 

冲洗 3遍，接种于 MS基本培养基。置于(25+1)℃， 

黑暗条件下培养 
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1．2．2 芽诱导培养基 采用 MS基本培养基 ．琼脂 

0．7％，pH值 5．8。根据 6一BA和 IAA不同浓度组合 

设置 L1～L10共 l0种培养基(表 1)。 

表 1 不同激素浓度组合培养基配方 

1．2．3 芽诱导培养方法 无菌苗培养 4～5 d后．选 

取淡绿色无菌苗子叶接种。先切除子叶上半部分， 

然后在剩余部分基端和边缘各切 1 mm．正面朝上接 

种于芽诱导培养基上．观察不同基因型的芽诱导情 

况。每个处理接种 10个子叶块，重复4次。 

1-2．4 芽诱导培养条件 采用光照和黑暗2种条件 

进行芽诱导培养 。光照培养 ：25℃，光周期 16 h／d， 

光照度 2 000lx 黑暗培养 ：首先在 25℃ 黑暗条件 

培养 6 d．然后取出进行光照培养。 

1．2．5 生根及移栽 将 2～3 cm的茎芽自茎基部切 

断，转人 1／2 MS+IAA 0．5 mg／L的生根培养基上。试 

管苗根系长出且粗壮后．炼苗 3 d，移栽到营养钵中。 

移栽 20 d后统计成活率 

1．2．6 不定芽诱导率统计方法 子叶接种 20 d后 

统计不定芽诱导率，诱导率(％)=分化不定芽的外植 

体数／接种外植体数xl00。方差分析采用 DPS软件。 

2 结果与分析 

2．1 不同西瓜基因型材料和培养条件对不定芽诱 

导的影响 

如表2所示．不同基因型材料的不定芽诱导能 

力差异较大，变化范围从0～90、0％。不定芽诱导率较 

高的基因型有 5种．分别是鲁圆、三白、PM2、FW351 

和京母．在最适培养基下获得的最高不定芽诱导率 

分 别为 90、0％(L3)，85．0％(L5)，82、5％(L5)，82．5％ 

(L4)和 80．0％(L5)；白一HC在最适 的 L7培养 基上 

诱导率最高 ，也只有 10％，几乎不能出芽 ，而中信的 

诱导率均为0 说明不同基因型材料不定芽诱导率 

不同．存在明显的基因型差异。 

同时．对不同基因型材料的不定芽诱导效果进 

行了方差分析。由于共有 10种不同培养基处理，为 
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尽量减少培养基的影响，对每种基因型材料选取诱 

导效果较好的3种培养基诱导率的平均值进行了方 

差分析(表 3、4)。方差分析结果也表明：由于基因型 

不同．导致不同材料之间不定芽诱导率差异达到极 

显著水平。23种基因型材料中，鲁圆与王一M、山赵 

等 18种基因型材料的不定芽诱导率差异达到了显 

著水平，与山赵、黄父等 17种基因型材料差异达到 

了极显著水平。PM2、FW351、三白和京母等 4种基 

因型材料的诱导效果虽然比鲁圆差．但差异水平不 

显著。PM2和FW351的平均诱导率同为78．3％．与 

T32b、野黑等 15种基因型材料的诱导率差异显著； 

三白不定芽平均诱导率为 76．7％，与野黑 、打籽 2等 

14种基因型材料的诱导率差异达到了极显著水平 ： 

京母与打籽 2、PM1等 13种基因型材料的诱导率差 

异也达到了极显著水平。王一M、黄父和山赵等 8种 

基因型材料诱导效果居中．平均诱导率达到 50．0％～ 

67．5％。黑圆、打籽 1和黑崩筋等8种基因型诱导效 

果较差，平均诱导率都低于 50％。白一HC和中信诱 

导效果最差．与其余 21种基因型材料诱导不定芽的 

差异都达到了极显著水平 

表 2显示．在最适培养条件上．不同基因型材料 

也有所差别．京母和山赵等 14种基因型材料不定芽 

诱导的启动和分化在光下效果最好．丰母和虎圆 2 

种基 因型材料不定芽诱导的启动在 暗处效果最好 ． 

农母和黑圆等7种基因型在光下和暗处启动效果相 

当。 

2．2 不同培养基对不同西瓜基因型材料不定芽诱 

导的影响 

对不同培养基上 23种基因型材料不定芽的诱 

导结果进行方差分析。方差分析结果如表 5。诱导 

效果最好 的培养基是 L3．不定芽平均诱导率 达到 

43．8％．与 L4等 8种培养基的诱导差异达到了极显 

著水平：L5培养基诱导效果次之，其不定芽平均诱 

导率为40．4％．与 L4等 8种培养基的诱导差异也达 

到了显著水平 L3和L5两种培养基的不定芽诱导 

效果呈显著性差异 

不同基因型材料最适诱导培养基不同 鲁圆和 

王一M等9种基因型材料芽诱导率最高的培养基是 

L3．京母和三白等7种基因型材料芽诱导率最高的培 

养基是 L5。说明基因型与诱导培养基存在互作作用 

(表 2)。 

表5还表明，并非激素的质量浓度越高．对西瓜 

不定芽的诱导越有利。当6一BA浓度为 3．0 mg／L时， 

诱导率最高：而当6一BA质量浓度高于3．0 mg／L时． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中国瓜菜 孙治图等：西瓜离体再生高效基因型材料的筛选 0 啦 

诱导率随质量浓度的升高而降低。当 IAA为 0 mg／L 

时，诱导率较高；IAA的质量浓度在 0．5 mg／L时诱导 

率略降低．说明 IAA的增加对不定芽诱导表现出抑 

制作用。 

2．3 根诱导和试管苗移栽 

材料基因型不同时，其生根能力差别不大。无 

论何种基 因型材 料 ．经过一定 的时 间 ，在加入 IAA 

的培养基上都可以诱导其生根。转入生根培养基的 

试管苗 10 d后 即可观察到切 口基部有 白色不定根 

生成，20 d后根系基本形成，发育成完整试管苗，最 

高生根率(PM2)可达 86．7％。 

如果将试管苗直接移栽到营养钵中，成活率较 

低．平均成活率只有 35．0％。本试验对移栽方法进行 

了改进 首先将消毒的草炭和蛭石(1：1)分装到无菌 

罐头瓶中．再移入试管苗，然后倒入 1／2 MS液体培 

养基至刚刚浸没草炭和蛭石．放入培养室培养 15 d。 

待试管苗长出新根后，开口炼苗 3 d．最后附带罐头 

瓶内的草炭和蛭石一起栽入含有无菌基质的营养钵 

中．比直接移栽成活率 明显提高．平均移栽成活率可 

达 80．0％。 

表 2 不同西瓜基因型材料在不同培养基上不定芽诱导效果比较 
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表 3 方差分析结果 

[注] }表示 1％水平上差异极显著。 

表4 不同西瓜基因型材料分化能力的多重比较 

[注] 表中不同小写字母之间表示差异显著；不同大写字母之间 

表示差异极显著。 

表5 不同培养基对不同西瓜基因型 

材料 芽诱导影响的多重比较 

3 讨论与结论 

许多学者对西瓜离体培养做过研究．利用子叶、 

顶芽和下胚轴等外植体相继成功建立了再生体系 

由于植物内部激素调节、发育能力及与外源激素的 

配合等不完全相同．因此，难以用一套高效再生体系 

来涵盖全部基因型 笔者选取具有代表性的 23种 
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基因型材料进行研究，筛选再生高效基因型材料。 

通过研究发现，基因型不同，诱导效果具有明显差异。 

本试验中筛选的再生高效基因型材料共 5份．其中 

栽 培种 3份 ，分别是鲁 圆(90．0％)、三白(85．0％)和 

京母 (80．0％)；野生种 2份 。分别是 PM2(82．5％)和 

FW351(82．5％)。鲁 圆和京母属于栽培种的早熟型。 

三白属于栽培种的晚熟型．PM2和 FW351属于野生 

种的晚熟型。这表明基因型材料诱导不定芽的能力 

与其所属种类关系不大．主要在于其自身内部的激 

素调节和发育能力 

在西瓜的离体再生中．6一BA具有至关重要的 

作用[16-1 9】。无论何种基因型只需附加一定质量浓度 

的 BA就可以诱导其出芽，但诱导率存在明显差别。 

本试验证实，23种基因型材料平均诱导率在 6一BA 

3．0 mg，L时最高，5．0 mg／L时次之。当高于 3．0 mg／L 

时诱导率出现下降．并且畸形芽、玻璃化芽出现的几 

率增加。当6一BA达到 9．0 mg／L时，玻璃化芽可达到 

70．0％左右。因此．对西瓜某一基因型材料进行离体 

培养时，6-BA质量浓度应优先考虑 3．0 mg／L。 

西瓜试管苗直接移栽成活率很低．任春梅等[151 

采用无菌嫁接技术移栽．能有效提高成活率．但比较 

麻烦。本试验中将试管苗先移入消毒的草炭和蛭 

石。待其长出新根后再移栽。采用这种延缓试管苗 

移栽的方法．可以让试管苗在无菌条件下适应移栽 

后的生长环境．提高其适应能力 ．减少根系的损伤， 

起到炼苗作用．提高其成活率。 
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Kan早期快速筛选转基因甜瓜的应用研究 

侯丽霞 ，何启伟 ，王崇启 ，于喜艳 ，焦 自高 ，董玉梅 

(1．山东省农业科学院蔬菜研究所 济南 250100； 2．山东农业大学园艺学院 山东泰安 271018) 

摘 要：利用 Kan处理甜瓜种子、幼苗 ，选择不同品种、不同时期 Kan临界浓度。对花粉管通道法转化的甜瓜种 

子进行早期筛选。结果表明，鲁薄 1号甜瓜(薄皮)对 Kan反应较乌克兰、雪里华甜瓜(厚皮)敏感，种子较幼苗敏感， 

子叶承受的Kan压力是种子的 3—4倍。子叶涂抹法是较适宜的筛选方法。PCR及 Southern杂交检测证明．Kan对大 

量转化甜瓜种子进行早期筛选是可行的。 

关键词 ：转基因甜瓜 ；Kan；早 期筛选 ；PCR 

Early screening of transgenic melons by Kanamycin treatment 

H0U Li—xia ，HE Qi—wei ，WANG Chong-qi ，Yu Xi-yan ，JIAO Zi-gao ，DONG Yu—mei 

(J．Veget~le Institute，Shandong Academay of Agriculture Science，Jinan，Shandong，250100，China；2．College of Horticulture。 

Shandong Agricultural University，Taian，Shandong，271018，China) 

Abstract：Different concentrations of Kanamycin (Kan)for treating seeds and seedlings of different melons were studied for 

early screening transgenic melon achieved through pollen—tube mediated transformation．The results indicated that Lubo 

No．1(thin—skinned melon)reacted to Kan more sensitively than Wukelan and Xuelihua(thick—skinned)．seeds Was more 

sensitive than seedlings．Cotyledon resistance to Kan was 3-4 times of seeds．Method of Kan smearing cotyledons with Kan 

was suitable．Detection of PCR and Southern showed that screening transgenic seeds by Kan treatment is feasible． 

Key words：Transgenic melon；Kan；Early screening；PCR 

蔬菜作物转基因研究已在 国内外广泛开展 ．研 

究过程中为了便于选择转化植株．通常在构建基因 

表达载体时插入遗传标记基因，如 Gus、cat、Ⅳ尸 ，，、 

,pat、荧光素酶基因、冠瘿碱合成酶基因及二氢叶 

酸还原酶基因等[1]，其中 ⅣP ，，基因应用最为广泛 

使用 ⅣP ，，基因转化植物．可以使植物细胞产生对 

卡那霉素(Kanamycin，以下简称 Kan)等抗生素的较 

大抗性，植株能够正常生长。 

利用花粉管通道法能够收获大量 “转化”种子． 
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单纯依靠实验室的分子检测耗资大、时间长 ，因此 ， 

迫切需要建立一种与花粉管转化相适应的早期筛选 

技术。目前，Kan已经应用于转基因棉花[2-6]、小麦 

早期筛选及田间检测．大量分子证据验证了 Kan检 

测的可靠性。由于植物自身对 Kan敏感性不同．且 

同一植物的不同发育时期对 Kan抗性也存在差异． 

因此．研究甜瓜对 Kan处理的反应．选择有效临界 

浓度，可为大量“转化”种子早期快速筛选提供依据． 

加快花粉管通道技术在甜瓜基因转化中的应用。 
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