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黄瓜子叶节再生体系优化研究
Ξ

范爱丽,孙　艳,徐凌飞,梁　东,邹志荣
(西北农林科技大学 园艺学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　研究了TD Z和 IBA 浓度、苗态、外植体切割和接种方式及基因型对黄瓜子叶节再生体系建立的影

响。结果表明,最佳芽诱导培养基为M S+ 0. 005 m göL TD Z+ 0. 05 m göL IBA ;两片子叶脱离种壳且与下胚轴处于

弯曲状态的子叶节再生频率最高; 保留单片子叶、下胚轴纵切、切除此子叶的 2ö3且竖直插入为最佳切割和接种方

式;农城 3号为最佳基因型,每块外植体再生芽数可达 1. 89。
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　　黄瓜离体繁殖可以利用子叶、真叶、下胚轴、胚

根、胚和子叶节等外植体,通过直接分化再生、愈伤

组织再生、胚状体再生和原生质体再生等途径再生

植株[1210 ] , 但均不同程度地存在周期长、方法复杂、

出芽率和再生频率低、重复性差等一系列问题。子叶

节离体繁殖为器官直接分化途径,可以直接诱导产

生丛生芽,明显缩短培养周期。关于黄瓜子叶节再生

体系建立的研究已有一些报道[1, 829 ] ,但报道中芽诱

导培养基中的TD Z浓度范围较窄[9 ] ,仅为0. 02～ 0.

04 m göL ; 外植体苗龄大小也很不一致[1, 5, 7, 9210 ]; 接

种方式仅采用了竖直插入[829 ] ,未与平放方式进行比

较;且报道中[829 ]再生芽为丛生芽,未能直接成苗。因

此,本试验以黄瓜子叶节为外植体,就不同浓度TD Z

与 IBA 组合、苗态、切割和接种方式及基因型对建立

快速和高频的黄瓜离体植株再生体系的影响进行了

研究,以期为进一步开展黄瓜转基因研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　根据预备试验的结果, TD Z 和 IBA 浓度的筛

选、最佳苗态的筛选、外植体切割和接种方式的筛

选、芽伸长培养基的筛选等试验均选取最佳黄瓜品

种农城3号为试材。在研究基因型对子叶节再生影

响时采用了农城 3号、西农 58和长春密刺 3个黄瓜

品种。上述黄瓜品种种子均购自西北农林科技大学

农城种业中心。

1. 2　方　法

1. 2. 1　培养基的种类　 (1)无菌苗获得培养基。在

M S 基本培养基中添加蔗糖30 göL ,琼脂 7 göL , pH

5. 8。(2)芽诱导培养基。在M S基本培养基中添加不

同浓度的TD Z (0, 0. 000 1, 0. 000 5, 0. 001, 0. 005,

0. 01, 0. 05, 0. 1和0. 5 m göL )和 IBA (0, 0. 05和0. 1

m göL )。每瓶接种8～ 10个子叶节,每个处理共接12

瓶,分3组 (重复)。(3)芽伸长培养基。在M S基本培

养基中添加不同浓度的KT (0. 0, 0. 2, 0. 5 和 1. 0

m göL )。

1. 2. 2　无菌苗的获得　取籽粒饱满的黄瓜种子,在

超净工作台上先用体积分数 70%乙醇浸泡 30 s,再

用 1 göL 升汞溶液浸泡 7～ 8 m in,然后用无菌水冲

洗3～ 5次,最后平放于无菌苗获得培养基中。培养

温度25 ℃,光照时间16 höd,光照强度2 000 lx。

1. 2. 3　TD Z和 IBA 浓度的筛选　无菌条件下切取

农城3号苗态为两片子叶脱离种壳且与下胚轴处于

弯曲状态时的子叶节,在芽诱导培养基上培养 10 d

左右后, 将再生芽转接到芽伸长培养基中, 20 d 后

统计苗数。根据统计结果筛选出TD Z和 IBA 的最佳

浓度组合,并确定最优的芽诱导培养基。

1. 2. 4　苗态种类的筛选　为了获得相同生理状态

的外植体,将农城 3 号不同苗态状况下的子叶节插

入确定的最优芽诱导培养基中, 10 d 后转接至芽伸
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长培养基中, 20 d 后统计苗数, 据此结果筛选出最

优的外植体苗态。5种苗态种类为: (1)子叶未脱壳;

(2)两片子叶将要脱离种壳,子叶露出部分为绿色;

( 3)两片子叶脱离种壳且与下胚轴处于弯曲状态;

(4)两片子叶展平,第一片真叶未长出; (5)第一片真

叶长出。

1. 2. 5　外植体的切割与接种方式　无菌条件下切

取农城3号处于苗态3的子叶节,竖直向下插入或平

放于选择的芽诱导培养基中, 10 d 后再转接到芽伸

长培养基中, 20 d 后统计苗数。根据统计结果筛选

出最优的子叶节切割和接种方式。子叶节的切割方

式有 6 种: (1)保留单片子叶, 下胚轴纵切, 去除顶

芽,切除此子叶的 1ö3; (2)保留单片子叶,下胚轴纵

切,去除顶芽,切除此子叶的2ö3; (3)保留单片子叶,

下胚轴纵切,去除顶芽,保留此完整子叶; (4)保留两

片子叶,下胚轴不纵切,去除顶芽,切除两片子叶的

1ö3; (5)保留两片子叶,下胚轴不纵切,去除顶芽,切

除两片子叶的 2ö3; (6)保留两片子叶, 下胚轴不纵

切,去除顶芽,保留完整子叶。

子叶节的接种方式有 2 种,即平放于培养基和

以下胚轴的形态学下端竖直向下插入培养基。

1. 2. 6　基因型对黄瓜子叶节再生的影响　无菌条

件下切取农城 3号、西农 58和长春密刺 3个黄瓜品

种处于苗态 3 时的子叶节,竖直插入优选出的芽诱

导培养基中, 10 d 后转接至芽伸长培养基中, 20 d

后统计苗数,根据统计结果筛选出最优的基因型。

1. 2. 7　芽伸长培养基的筛选　选取 1. 2. 3 试验中

大小一致的诱导芽,研究不同浓度KT 对芽伸长效

果的影响。诱导芽在伸长培养基中生长 20 d 后切

下,分别统计苗高净伸长量和叶片的增加数量,据此

结果筛选出最优的芽伸长培养基。

1. 3　再生频率与每块外植体再生芽数的计算

再生频率ö% = (再生不定芽的外植体数ö接种
外植体总数)×100% ;

每块外植体再生芽数= 外植体不定芽总数ö再
生不定芽的外植体总数。

2　结果与分析

2. 1　TD Z和 IBA 对黄瓜子叶节再生的影响

　　由表1可知,在同一IBA 浓度下, TD Z浓度为0.

005 m göL 时的再生频率最高,每块外植体再生芽数

也最多,且与其他浓度间差异显著。在TD Z浓度为

0. 005 m göL 时, IBA 浓度为 0. 1 m göL 的再生频率
低于其浓度为0. 00和0. 05 m göL ,降低率分别为42.

18%和47. 39%。IBA 浓度为0. 05 m göL的平均再生
频率和每块外植体再生芽数虽然与0. 00 m göL 间差
异不显著,但在所有TD Z和 IBA 的浓度组合中是最

高的。因此, 确定 0. 005 m göL TD Z+ 0. 05 m göL
IBA 为芽诱导的最佳培养基。

表 1　TD Z和 IBA 对黄瓜子叶节再生的影响

T able 1　Effects of TD Z and IBA concen tra t ion on regenerat ion of cucum berπs co tyledonary nodes

处理
T reatm en ts

TD Zö
(m g·L - 1)

IBA ö
(m g·L - 1)

外植体数
N o. of

exp lan ts

再生频率ö%
Regeneration

frequency

每块外植体
再生芽数

N o. of buds per
exp lan ts

说明
N o tes

1 0 0 30 0. 0 o 0. 0 d +

2 0. 000 1 0 30 0. 0 o 0. 0 d +

3 0. 000 5 0 30 6. 67 n 1. 0 c + o

4 0. 001 0 30 81. 0 c 1. 71 ab + o

5 0. 005 0 30 90. 0 ab 1. 74 ab o

6 0. 01 0 40 71. 6 d 1. 57 b o -

7 0. 05 0 40 67. 5 e 1. 63 ab o -

8 0. 1 0 40 52. 5 h 1. 0 c o -

9 0. 5 0 40 47. 0 j 1. 0 c o -

10 0 0. 05 30 0. 0 o 0. 0 d +

11 0. 000 1 0. 05 30 3. 33 o 1. 0 c + o

12 0. 000 5 0. 05 30 16. 7 m 1. 0 c + o

13 0. 001 0. 05 30 86. 7 b 1. 79 a + o

14 0. 005 0. 05 30 93. 3 a 1. 80 a o

15 0. 01 0. 05 40 80. 0 c 1. 68 ab o -

16 0. 05 0. 05 40 70. 0 de 1. 21 c o -

17 0. 1 0. 05 40 55. 0 gh 1. 09 c o -

18 0. 5 0. 05 40 50. 0 ij 1. 0 c o -
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续表 1　Continued T ab le 1

处理
T reatm en ts

TD Zö
(m g·L - 1)

IBA ö
(m g·L - 1)

外植体数
N o. of

exp lan ts

再生频率ö%
Regeneration

frequency

每块外植体
再生芽数

N o. of buds per
exp lan ts

说明
N o tes

19 0 0. 1 30 0. 0 o 0. 0 d +

20 0. 000 1 0. 1 30 0. 0 o 0. 0 d +

21 0. 000 5 0. 1 30 0. 0 o 0. 0 d +

22 0. 001 0. 1 30 56. 7 g 1. 05 c + o

23 0. 005 0. 1 30 63. 3 f 1. 10 c + o

24 0. 01 0. 1 40 40. 0 k 1. 0 c + o -

25 0. 05 0. 1 40 27. 5 l 1. 0 c + o -

26 0. 1 0. 1 40 6. 5 n 1. 0 c o -

27 0. 5 0. 1 40 5. 0 n 1. 0 c o -

　　注:“+ ”表示细弱的根;“o”表示直接诱导的健壮再生芽;“- ”表示松散的愈伤组织。同列数据后标不同小写字母者表示在5%水平上差异

显著,下同。

N o tes:“+ ”indicating roo ts are slender;“o”indicating adven tit ious buds regeneration are strong;“- ”indicating Callus is crum bly tex2

tu re. T he differen t letters in each co lum n indicated the sign ifican t difference at 5% level. T he fo llow ing tab les are the sam e.

2. 2　外植体苗态对黄瓜子叶节再生的影响

外植体的大小是影响子叶节再生频率的重要内

在因素之一。从表2可看出,黄瓜外植体苗态较小或

过大时的再生频率及每块外植体再生芽数均较低,

以苗态 3 时的再生频率及每块外植体再生芽数最

高,且显著高于其他苗态。因此,选择苗态 3的子叶

节为最佳外植体苗态。

表 2　不同外植体苗态对黄瓜子叶节再生的影响

T able 2　Effects of differen t exp lan ts stage on regenerat ion of cucum berπs co tyledonary nodes

苗态代码
N o. of stage
of co tyledon

外植体数
N o. of

exp lan ts

有芽外植体数
N o. of exp lan ts

w ith buds

出芽数
N o. of
buds

再生频率ö%
Regeneration

frequency

每块外植体
再生芽数

N o. of buds
per exp lan ts

1 30 26 36 86. 7 b 1. 38 c
2 30 26 45 86. 7 b 1. 73 b
3 30 28 53 93. 3 a 1. 89 a
4 30 19 21 63. 3 c 1. 11 d
5 30 8 8 26. 6 d 1. 00 e

2. 3　外植体的切割与接种方式对黄瓜子叶节再生

的影响

由表3可见,当采用切割方式 (2)竖直向下插入

外植体时,子叶节的再生频率最高,为 93. 3% ; 每块

外植体再生芽数也最多,达到1. 89,且与其他处理之

间差异显著。因此,“保留单片子叶,下胚轴纵切,去

除顶芽并切除此子叶的2ö3”是最佳的切割方式,“竖

直向下插入”为最佳的接种方式。
表 3　外植体的切割方式与接种方式对黄瓜子叶节再生的影响

T able 3　Effects of differen t cu tt ing treatm ents and p lan ting m ethods on regenerat ion of cucum berπs co tyledonary nodes

接种方式
P lan ting m ethods

切割处理代码
N o. of cu tt ing

treatm en t

外植体数
N o. of

exp lan ts

有芽外植体数
N o. of exp lan ts

w ith buds

再生频率ö%
Regeneration

frequency

每块外植体
再生芽数

N o. of buds
per exp lan ts

竖直插入

Inserting

vertically

(1) 30 16 53. 3 c 1. 13 b

(2) 30 28 93. 3 a 1. 89 a

(3) 30 23 76. 6 b 1. 17 b

(4) 30 10 33. 3 e 1. 10 b

(5) 30 15 50. 0 c 1. 20 b

(6) 30 13 43. 3 d 1. 15 b

平放

L ying flat

(1) 30 10 33. 3 d 1. 0 b

(2) 30 5 16. 7 f 1. 0 b

(3) 30 12 40. 0 d 1. 0 b

(4) 30 3 10. 0 g 1. 0 b

(5) 30 15 50. 0 c 1. 0 b

(6) 30 9 30. 0 d 1. 0 b

17第 9期 范爱丽等:黄瓜子叶节再生体系优化研究



2. 4　基因型对黄瓜子叶节再生的影响

从表4可以看出,农城3号和长春密刺2 种基因

型的再生频率和每块外植体再生芽数间差异不显

著,但显著高于西农58。而农城3号的再生频率和每

块外植体再生芽数分别比长春密刺高 4. 2%和 11.

73% ,故农城3号为最佳品系。
表 4　基因型对黄瓜子叶节再生的影响

T able 4　Effects of differen t geno types on regenerat ion of cucum berπs co tyledonary nodes

基因型
Geno type

外植体数
N o. of

exp lan ts

有芽外植体数
N o. of exp lan ts

w ith buds

再生频率ö%
Regeneration

frequency

每块外植体再生芽数
N o. of buds
per exp lan ts

农城3号
N ongcheng N o. 3 24 24 100. 0 a 1. 79 a

长春密刺
Changchun m ici 24 23 95. 8 a 1. 58 a

西农58
X inong N o. 58 24 14 58. 3 b 1. 14 b

2. 5　KT 浓度对黄瓜幼芽伸长的影响

由表5可以明显看出,当KT 的浓度为1. 0 m gö

L 时,芽的伸长效果及叶片的增加量均显著高于其

他3个浓度处理。因此,芽伸长培养基中KT 的最佳

浓度为1. 0 m göL。
表 5　KT 浓度对黄瓜诱芽伸长与叶片数的影响

T able 5　Effects of KT on cucum berπs buds

elongation and leaf num ber increase

KT 浓度ö
(m g·L - 1)
Concen tra2
t ions of KT

芽的伸长值öcm
E longation

增加的叶片数
Increasing

leaf num ber

0. 0 3. 8 c 4. 6 d

0. 2 4. 1 c 5. 0 c

0. 5 4. 6 b 6. 0 b

1. 0 5. 7 a 7. 0 a

3　讨　论

TD Z (噻重氮苯基脲,化学名为N～苯基～N′～

1, 2, 32噻二唑～ 5～脲)是一种人工合成的苯基脲衍

生物,能有效诱导多种离体材料的再生,活性高,用

量微。在本试验中观察到, TD Z进行芽诱导的一个

显著特点是,同一浓度的TD Z既可以诱导黄瓜子叶

节生根,又可促其形成愈伤组织,也可以诱导其直接

生芽。当TD Z浓度低于0. 001 m göL 时,出现大量生

根现象;高于0. 01 m göL 时形成愈伤组织,也有芽点

产生,但不能直接诱导出芽;高于0. 05 m göL 时主要
形成愈伤组织。TD Z浓度为0. 005 m göL 可以直接
诱导黄瓜子叶节再生芽,但诱导出的芽为点状,未能

形成正常的幼苗。为了促进幼苗的形成,本试验中添

加了一定浓度的 IBA。生长素 IBA 和细胞分裂素

TD Z结合使用,可以调节芽增殖生长和营养生长之

间的平衡,故诱导出的再生芽健壮。经过筛选, IBA

的最佳浓度为0. 05 m göL。本试验筛选TD Z诱导再

生芽的最佳浓度为0. 005 m göL ,这与张猛[5 ]的研究

结果一致,而赵隽等[9 ]则认为最佳浓度是 0. 02 m gö

L ,但其再生芽为轴状,无叶产生,未形成正常的苗。

侯爱菊等[8 ]只报道当 62BA 浓度为 0. 5 m göL 时,每

块外植体上的平均丛生状芽数为3. 1～ 13. 2,并未对

产生的再生丛生芽质量进行详细描述和分类。本试

验中, 每块外植体再生芽数为1. 89, 虽低于侯爱菊

等[8 ]的研究结果,但幼苗十分健壮,且生长势强。这

可能主要与基因型不同和生长调节剂种类不同有

关。从本试验中观察到的现象及对其他研究者的结

果进行综合分析认为,在黄瓜离体培养中使用TD Z

时,浓度要适宜,不宜过高或过低,否则不利于芽的

产生,这可能与TD Z的作用机理有关[11216 ]。

在进行黄瓜离体繁殖时,外植体大小的选择主

要以苗龄为依据,认为最佳苗龄为 1～ 7 d 的均有报

道[1, 5, 7, 9210 ] ,其中有的试验取掉了黄瓜种壳,有的则

未取掉。由于同样苗龄的外植体,其生理状态并不相

同,且一般情况下黄瓜种子的发芽率和发芽势也有

差异,所以本试验采用不同的苗态,可以使试验更趋

合理。

子叶节的不同切割处理方式对不定芽的再生频

率也有很大影响。在6种不同切割处理中,保留单片

子叶、下胚轴纵切、切除此子叶的2ö3处理的每块外

植体再生芽数最高,达到 1. 89。由于转基因效率很

低,采用单片子叶这种切割方式可以充分利用材料,

节约成本。从操作角度而言,将两片子叶分开可以更

完全地去除子叶基部的顶芽,因此采用保留单片子

叶的处理就更为合理。而赵隽等[9 ]的最佳切割处理

方式是保留两片子叶并切除1ö3,这与本试验的最佳

切割方式不同。这可能与基因型不同有关。

赵隽等[9 ]报道, 62BA 可促进幼芽伸长, 其浓度

为 0. 05 m göL ,但本研究在预备试验中添加了不同

浓度的 62BA , 发现其对幼芽伸长的促进作用差于

KT。张猛[5 ]认为,激动素KT 使幼芽增高的主要原
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因是促进了节间的伸长,因此本试验添加了KT ,其

最佳浓度为 1. 0 m göL , 这与张猛最佳浓度为 0. 5

m göL 的研究结果有差异。其原因可能与所选的试

材有关。

黄瓜的遗传基础较窄,基因转化是提供外源基

因的有效途径。转基因技术利用DNA 重组可使性状

在种间转移,且受体本身主要性状不被改变,突破了

远缘杂交不亲和的障碍,开辟了植物育种的新途径,

是现代生物技术改良作物品种的关键技术之一,在

农业生产中有着广泛的应用前景。但由于现行的黄

瓜遗传转化基本体系不同程度地存在未能直接成

苗、周期长、重复性差、出芽率和再生频率低等一系

列问题,因此,建立快速和高频的黄瓜离体植株再生

体系,是利用转基因技术进行品种改良的前提。

本试验建立的黄瓜子叶节优化再生体系,采用

直接器官发生途径,不经过脱分化和再分化的过程,

缩短了再生周期, 避免了体细胞变异, 且再生频率

高,在较短的时间内即可获得大量再生植株,可以作

为利用农杆菌介导或基因枪等方法进行黄瓜遗传转

化的基本体系。
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O p tim um study of in v itro cu ltu re and p lan t le t regenera t ion

system from co ty ledonary nodes of cucum ber (Cucum is sa tivus L. )

FAN A i- l i, SUN Yan , XU L ing-fe i,L IANG D ong, ZOU Zh i-rong
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he m ain facto rs influencing the p lan t let regenera t ion system from co tyledonary nodes of cu2
cum ber (Cucum is sa tivus L. ) w ere discu ssed. T he resu lts show ed that concen tra t ion of TD Z and IBA , stage

of co tyledonary nodes, types of cu t t ing and imp lan ta t ion of exp lan ts, and geno types had effect on estab lish2
ing the regenera t ion system of cucum ber. T he op t im um cu ltu re m edium to induce buds w as the m edium of

M S+ 0. 005 m göL TD Z+ 0. 05 m göL IBA. Stage th ree of the co tyledonary nodes,w h ich had tw o co tyledon s

separa t ing from its hu sk and w ere in ben t sta tu s w ith its hypoco tyl, gave the m ax im um num ber of buds per

exp lan t. T he best w ay of cu t t ing w as to cu t hypoco tyl longitudinally cu t the co tyledon by 2ö3 and in sert it

vert ica lly. N ongcheng N o. 3 w as the op t im um geno type and the m ax im um num ber of buds w as 1. 89 per ex2
p lan t.

Key words: cucum ber (Cucum is sa tivus L. ) ; co tyledonary node; regenera t ion system
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