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菊芋试管苗的初代培养及愈伤组织不定芽诱导
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Abstract: Effect of NAA and 6鄄BA with different mass concentrations on primary culture of Helianthus tuberosus ‘Nanyu 9爷
plantlet was researched, and induction result of different explants was compared. The results show that the primary culture
result of shoot tip and stem with axillary bud of H. tuberosus on MS medium without adding NAA and 6鄄BA is the best, and
its germination percentage and normal seedling percentage are the highest (95. 81% and 30. 18% , respectively), and
vitrified seedling percentage is the lowest (only 68. 32% ). Taking tuber, leaf of plantlet, stem without axillary bud and
shoot tip and cotyledon of H. tuberosus as explants, callus can be induced on induction medium ( improved MS medium
added with 0. 05 mg·L-1 NAA and 0. 06 mg·L-1 6鄄BA, pH 5. 6-pH 5. 8), while only callus from cotyledon can form
adventitious bud and induction rate of adventitious bud is only 14. 3% .

关键词: 菊芋; 试管苗; 外植体; 组织培养; 愈伤组织; 不定芽
Key words: Helianthus tuberosus Linn.; plantlet; explant; tissue culture; callus; adventitious bud

中图分类号: Q943. 1; S632. 9摇 摇 文献标志码: A摇 摇 文章编号: 1674-7895(2014)04-0108-03
DOI: 10. 3969 / j. issn. 1674-7895. 2014. 04. 17

摇 摇 菊芋(Helianthus tuberosus Linn.)为菊科(Asteraceae)向日

葵属(Helianthus Linn.)多年生草本植物,耐寒、耐旱、耐贫瘠、
耐盐碱[1] ;其地下块茎富含菊糖,还可通过发酵生产乙醇,在
功能性食用多糖及生物能源方面的开发潜力巨大。 菊芋主要

通过块茎进行无性繁殖,其种子成活率和发芽率均很低[2] ,严
重阻碍了菊芋的杂交育种。 近年来以植物组织培养为基础的

一系列现代育种技术为菊芋的种质改良提供了新途径,但由

于菊芋的愈伤组织难以诱导不定芽或体胚发生,导致以农杆

菌转化为主的转基因育种技术的应用受到限制。 因此,建立

高效稳定的组织培养再生体系是菊芋分子育种工作的关键。
作者以耐盐、耐涝且高产的菊芋品种‘南芋 9 号爷(‘Nanyu

9爷)为实验材料,研究其试管苗初代培养条件并比较不同外植

体愈伤组织不定芽发生的差异,以期为建立高效稳定的菊芋

组织培养再生体系提供实验依据和参考。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

供试菊芋品种‘南芋 9 号爷种子和块茎均由南京农业大学

海岸带资源实验室提供,均采自江苏省盐城市大丰市金海农

场。 种子于 2012 年 9 月至 11 月采集,置于 4 益冰箱干燥保

存;块茎于 2012 年 11 月收获,置于 4 益冰箱春化 3 个月以上。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 无菌试管苗培养摇 在温室中通过沙培方法获得菊芋块

茎无性繁殖幼苗,当苗高 5 ~ 10 cm 时剪取茎尖和带腋芽的茎

段,流水冲洗 1 h,在超净工作台上依次用体积分数 70% 乙醇

消毒 30 ~ 60 s、质量体积分数 4% NaClO 溶液消毒 5 ~ 10 min,
无菌水冲洗 5 ~ 6 遍;用无菌滤纸吸干水分,茎段切成长 0. 5 ~
1. 0 cm,将茎尖和带腋芽的茎段形态学下端朝下分别接种到

添加 0. 00、0. 05 和 0. 10 mg·L-1NAA 以及 0. 00、0. 25 和 0. 50
mg·L-16-BA 的 MS 初代培养基(pH 5. 6 ~ pH 5. 8)中,共 9 种

激素组合。 每瓶接种4个外植体 ,置于温度 25 益、光照度

1 500 ~ 1 800 lx、光照时间 16 h·d-1的光照培养箱中培养,3 ~
4 周后观察并记录外植体发芽状况。 每种培养基接种 30 个外

植体,每组实验重复 3 次。
以生长健壮、无玻璃化的再生苗的茎尖和带腋芽茎段为

外植体,接种到 MS 培养基上进行继代增殖培养,获得无菌试

管苗。
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摇 摇 外植体的发芽百分率、玻璃化苗百分率和正常苗百分率

的计算公式分别为:发芽百分率=(发芽外植体数 /接种外植体

总数)伊100% ;玻璃化苗百分率 = (发生玻璃化的试管苗数 /萌
发的试管苗总数)伊100% ;正常苗百分率 = (正常的试管苗数 /
接种的外植体总数)伊100% 。
1. 2. 2摇 种子萌发培养摇 将菊芋种子去壳,置于超净工作台内,
先用无菌水振荡冲洗 2 遍,依次用体积分数 70% 乙醇消毒

10 ~ 30 s、质量体积分数 4% NaClO 溶液消毒 5 ~ 10 min,无菌

水冲洗 5 ~ 6 遍;用无菌滤纸吸干水分,将种子接种到 MS 培养

基上,每瓶接种 16 ~ 23 粒种子,每次接种至少 100 粒种子,置
于温度 25 益条件下暗培养 2 ~ 3 d,然后转至光照度 1 500 ~
1 800 lx、光照时间 16 h·d-1的条件下培养 1 ~ 2 d,获得无菌的

菊芋幼苗。
1. 2. 3摇 愈伤组织诱导和不定芽发生摇 参照文献[3]以及作者

前期实验结果配制愈伤组织诱导培养基:改良 MS 培养基(含
200 mg·L-1肌醇、80 g·L-1蔗糖、8 g·L-1琼脂和 500 mg·L-1

水解酪蛋白),添加 0. 05 mg·L-1NAA 和 0. 06 mg·L-16-BA
(pH 5. 6 ~ pH 5. 8)。

按照如下方法获取不同的外植体:菊芋块茎洗净并去皮,
切成边长 1 ~ 2 cm 方块,置于超净工作台内,先用无菌水振荡

冲洗 2 遍,然后依次用体积分数 70%乙醇消毒 30 ~ 60 s、质量

体积分数 4% NaClO 溶液消毒 10 ~ 15 min,无菌水冲洗 5 ~ 6
遍,无菌滤纸吸干水分,切掉表面坏死组织,切成面积 0. 5 cm伊
0. 5 cm、厚 1 ~ 2 mm 的小块;取上述无菌试管苗的叶片,切成

面积 0. 5 cm伊0. 5 cm 的小片;取上述无菌试管苗的不带腋芽和

茎尖的茎段,切成长 0. 3 ~ 0. 5 cm 小段;取上述经种子萌发获

得的无菌幼苗,切下子叶并去掉叶尖部分。 将茎段以及块茎

切片水平接种至诱导培养基上、叶片和子叶正面朝上接种至

诱导培养基上,置于温度 25 益条件下暗培养 3 ~ 4 周,观察愈

伤组织诱导和不定芽发生状况;之后转移到光照度 1 500 ~
1 800 lx、光照时间 16 h·d-1条件下继续培养 2 ~ 4 周;每种外

植体接种约 20 个,实验重复 2 次。 观察愈伤组织诱导状况并

统计不定芽诱导率,其计算公式为:不定芽诱导率=(形成不定

芽的外植体数 /接种的外植体总数)伊100% 。
1. 3摇 数据处理

应用 SPSS 10. 0 统计分析软件对实验数据进行统计分析,
并采用 Duncan爷s 新复极差法进行差异显著性分析。

2摇 结果和分析

2. 1摇 在添加不同激素配比的培养基中菊芋无菌试管苗初代

培养结果比较

在添加不同质量浓度 NAA 和 6-BA 的培养基上菊芋无菌

试管苗的培养结果见表 1。 由表 1 可见:在 9 种培养基上菊芋

外植体的发芽百分率均较高,均在 60% 以上。 但试管苗都出

现不同程度的玻璃化现象,同时外植体上生成大块的非胚性

愈伤组织(图 1-A),这种非胚性愈伤组织生长速度快,体积较

大,含水量高,多呈透明或淡黄色半透明状,无再分化能力。
除 C1 培养基(不添加 NAA 和 6-BA)外,其他 8 种培养基的玻

璃化苗百分率均在 80%以上。 总体上看,C1 培养基的培养效

果最好,试管苗的发芽百分率为 95. 81% 、玻璃化苗百分率为

68. 32% 、正常苗百分率为 30. 18% 。
2. 2摇 菊芋不同外植体的愈伤组织和不定芽诱导结果比较

研究结果表明:以菊芋块茎、试管苗叶片、不带腋芽和茎

尖的茎段以及子叶作为外植体,接种至诱导培养基上均可形

成愈伤组织,并生成不定根。 其中,由块茎诱导形成的愈伤组

织为白色、结构致密,表面有少量不定根;叶片、不带腋芽和茎

尖的茎段以及子叶形成的愈伤组织类似,均在切口处形成白

色或淡黄色的半透明或不透明的愈伤组织,并生成较多的不

定根。 在菊芋 4 种外植体诱导形成的愈伤组织中,仅子叶的愈

伤组织可以进一步分化生成不定芽(图 1-B),其中少数愈伤

组织通过体胚途径分化形成体胚(图 1-C);在光照条件下不

定芽转绿(图 1-D)并伸长生长,但不定芽的诱导百分率仅有

14. 3% 。

表 1摇 在添加不同质量浓度 NAA 和 6-BA 的培养基中菊芋试管苗的初代培养结果比较(軍X依SD) 1)

Table 1摇 Comparison on primary culture result of Helianthus tuberosus Linn. plantlet on media added with different mass concentrations of NAA
and 6鄄BA (軍X依SD) 1)

序号
No.

基本培养基
Basic medium

质量浓度 / mg·L-1 摇 Mass concentration

NAA 6-BA
发芽百分率 / %

Germination percentage

玻璃化苗百分率 / %
Vitrified seedling

percentage

正常苗百分率 / %
Normal seedling

percentage
C1 MS 0. 00 0. 00 95. 81依1. 07a 68. 32依15. 55a 30. 18依14. 56a
C2 MS 0. 00 0. 25 83. 65依6. 98a 80. 88依15. 67a 14. 90依11. 77ab
C3 MS 0. 00 0. 50 80. 31依9. 34a 84. 44依11. 71a 11. 40依7. 95ab
C4 MS 0. 05 0. 00 77. 20依11. 69a 92. 11依7. 89a 5. 17依5. 17b
C5 MS 0. 05 0. 25 81. 72依15. 05a 95. 45依4. 55a 3. 03依3. 03b
C6 MS 0. 05 0. 50 72. 14依7. 86a 97. 22依2. 78a 1. 79依1. 79b
C7 MS 0. 10 0. 00 61. 57依13. 43a 95. 83依4. 17a 3. 13依3. 13b
C8 MS 0. 10 0. 25 68. 60依15. 27a 98. 08依1. 92a 1. 61依1. 61b
C9 MS 0. 10 0. 50 68. 23依7. 63a 97. 73依2. 27a 1. 72依1. 72b

摇 1)同列中不同的小写字母表示在 0. 05 水平上差异显著 Different small letters in the same column indicate the significant difference at 0. 05 level.
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A: 初代培养中的玻璃化现象 Vitrification in the primary culture; B: 由子叶愈伤组织形成的不定芽 Adventitious buds induced from cotyledon callus;
C: 由子叶愈伤组织形成的体胚 Somatic embryos induced from cotyledon callus; D: 由体胚形成的再生苗转绿后的形态 Morphology of regenerated
plantlets grown from somatic embryos after turning green.

图 1摇 菊芋试管苗初代培养及其子叶愈伤组织诱导过程中外植体形态的变化
Fig. 1摇 Primary culture of Helianthus tuberosus Linn. plantlet and explant morphology change during induction process of cotyledon callus

3摇 讨摇 摇 论

菊芋是愈伤组织难再生的植物之一[4] ,其同属植物向日

葵(Helianthus annuus Linn.)在组织培养过程中也有类似的问

题。 有关向日葵组织培养研究自 20 世纪 80 年代就已开始,但
仍然存在植株再生困难和重复性差等问题[5] 。 刘海臣[6] 认

为:向日葵的愈伤组织再生受多种因素制约,如基因型、外植

体类型、无菌苗日龄和内外源激素等,其中,以子叶、下胚轴、
茎尖和未成熟胚作为外植体较易诱导出再生植株。 在菊芋的

组织培养过程中,目前研究者多以其块茎、茎尖或带腋芽茎段

为外植体[7-10] ,而对菊芋子叶或下胚轴的愈伤组织再生的研

究尚不多见。 作者选择优良的菊芋栽培品种‘南芋 9 号爷为材

料,研究了块茎、试管苗叶片、不带腋芽和茎尖的茎段以及子

叶 4 种外植体的愈伤组织不定芽再生能力,结果表明:由子叶

诱导的愈伤组织的不定芽再生能力明显优于块茎、叶片以及

不带腋芽和茎尖的茎段,对菊芋组织培养而言是较为理想的

外植体类型。 但目前不定芽的诱导率较低,仅有 14. 3% ,愈伤

组织再生体系也并不完善,均有待进一步的优化。 此外,在菊

芋的初代培养过程中存在较为严重的玻璃化现象,这一现象

在有关菊芋组织培养的文献中未见报道,可能与品种本身的

遗传特性以及消毒剂对外植体的伤害有关。 总之,菊芋品种

‘南芋 9 号爷的组织培养再生体系还需要进一步优化。
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