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影响普那菊苣高效再生相关因素的研究 
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摘 要：以普纳菊苣叶片为外植体，通过培养基优化、抗生素敏感性试验等对其再生体系进行了研究。结果表明，MS+6一BA1．5 

mg／L+IBAO．2mg／L+AgN0 ．5mglL+Vc O．3mg／L为诱导愈伤形成和芽再生的最佳培养基，诱导率为 100％；MS+NAA1．5ms／L为最适生根 

培养基，生根率为98％。卡那霉素和头孢霉素添加实验表明，26mg／L卡那霉素是普那菊苣苗能够存活的上限；500—750mg／L头孢霉素 

是抑制农杆菌过度生长的最适浓度范围。研究初步建立了普纳菊苣的高效再生体系，为进一步对其进行遗传转化研究奠定了基础。 
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Abstract：The regeneration system of Ciehonum intybus L．c、r．Puna,using its leaves as explants．Was studied 

by optimizing phytohormone combinations and an tibiotics concentrations in the media． The results of medium 

selection suggested that the medium  for callus induction an d shoot regeneration Was MS+6一BA1．5mg／L+IBA 

0．2mg／L+AgN030．5mg／L+Ve0．3rag／Land the regeneration frequency Was up to 10096．The optimum  medium for rooting 

Was MS + NAA 1．5 mg／k an d the rooting ~equency Was 98％．The results of antibiotic experiment showed that 

Kanamycin concentration up to 26 mg／L Was the maxin'tulll um ount for the survival of chicory plantlets；the growth 

of AgrobacteHum strain can be inhibited completely when Cefazolin sodium concentration was between 5o0 — 

75Omg几 In this study the effective regeneration system of Cieho~um  intybus Was established which laid a sofid 

foundation for further study of genetic transformation of Cichorium  intybus． 

Key words：cjchoHum  intybns；Leaf',Tissue culture；Plant regeneration 

普那菊苣(Cichorium intybus L．CV．Puna)为菊科 

菊苣属多年生草本植物。它既是高产优质的牧草Il】， 

又是新兴的高档特色蔬菜，并且菊苣还有菊糖、马栗 

树皮素、马栗树皮甙、野莴苣甙、山莴苣素和山莴苣 

苦素等特殊成分，可药用，具有防治黄胆性肝炎、心 

-IfⅡ管疾病和骨质疏松症等功效i2,31。菊苣喜暖湿润性 

气候，日均气温 15—30℃生长尤其迅速 ，耐寒性能 

良好，根系可耐一20—一l5℃低温，在一8℃时叶片仍 

呈深绿色。夏秋高温季节，只要水肥供应充足，仍具 

有较强的再生能力。菊苣对生长的土壤没有十分严 

格的要求，但以肥沃的沙质土壤种植生长最为良好。 

菊苣在南方一年收割6—8次，在北方也能收割3 

4次，其生物学产量比被称为牧草之王的苜蓿高 

20％～30％。但在我国，菊苣栽培大部分都集中在南 

方地区，主要是由于其生长期对水肥条件要求较高， 

需要有充足的水分和肥料供应，但生长期忌田间积 

水 ，因此低洼地、水稻田一般不宜种植。菊苣叶片中 

含有咖啡酸等生物碱，因此表现出独特的抗病虫性 

强的特性，在整个生育期极少发生病害虫。菊苣较耐 

盐碱，据测定在 pH值为8．2，含盐量 0．17％的土壤生 

长良好 。如果能通过基因工程手段，提高菊苣的耐 

旱和耐瘠性，将有可能扩大其在北方的种植，充分发 

挥其生物学优势，目前国内外普那菊苣相关研究多 

集中在高产栽培方面，而有关普那菊苣组织培养和 

基因转化方面的研究报道较少15-9]。本研究旨在建立 

高效的再生体系，为菊苣快速扩繁和利用生物技术 
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对其进行遗传改良奠定基础。 

l材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 植物材料 本研究以普那菊苣叶片作为建立 

转化体系的试验材料。 

1．1．2所用培养基编号及配方 基本培养基为MS 

培养基，pH 5．8。愈伤组织和芽诱导筛选培养基： 

MS+3％ 蔗糖 +0．6％琼脂 川，附加不同的激素 

(表 1)。根诱导筛选培养基：MS(或 1／2MS)+3％蔗糖 

+0．6％琼脂【7】，附加不同的激素(表2)。外植体培养 

在 25 28~C条件下，光照强度为 1300 1500Lux， 

光照时间为 12h／d。 

预 培 养 与 共 培 养 基 171：MS+6一BA1．5mg／L+I— 

BA0．2mg／L 

1．2 愈伤组织诱导和芽分化同 

将取 自大田的叶片用 75％ 酒精处理 l一 

2rain，0．1％的升汞处理 10—14min，无菌水冲洗 3～6 

次，然后切成0．5em×0．5em的小块，接种于愈伤组 

织诱导培养基上。 

1．3 根的诱导和植株再生 

根据愈伤组织分化的情况，从设置的 l2种诱导 

培养基中筛选出一种分化效果最好的培养基。然后 

用该培养基进行芽分化诱导培养，待芽长 2 3cm 

时，从其基部切下 ，插入到生根培养基中，进行根的 

诱导，以形成再生植株。 

1．4 成苗的移栽 

再生苗长到一定高度，去掉三角瓶的封口膜，在 

培养室进行一周时间的炼苗，然后，将苗移栽到温室 

花盆中。 

2 结果与分析 

2．1 最佳再生培养基的筛选 

2．1．1 愈伤组织和芽的分化 外植体接种到诱导培 

养基上 3d后，叶片四周开始膨胀，5d后，整个小块开 

始弯曲，并进一步膨胀变大，10d后，膨大的愈伤组织 

在相同的培养基上发生丛生芽的分化，20d后，芽生 

成。在本实验中，A9、A10、A1 l和 A12培养基诱导的 

出愈率都达到了 100％，芽的诱导分化率也明显高于 

A1、A2、A3和 A4养基的诱导效果 (表 3)。因此， 

表 1 愈伤组织和芽诱导培养基 
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6-BA+IBA+AgNO +Vc是普那菊苣理想的愈伤组织 

诱导和芽分化诱导激素组合。从后续对根的诱导情 

况来看，AI2培养基较适合愈伤组织的诱导和丛生 

芽的生成，并且在愈伤诱导速度上要快于其它筛选 

培养基，单个外植体丛生芽的分化个数也要多于其 

它筛选培养基。所以本研究后期愈伤分化均用 AI2 

诱导培养基。 

2．1．2 根的诱导 在根的诱导过程中，B7培养基要 

明显优于其它筛选培养基。刘用生和李友勇【10报道， 

活性炭对根诱导的促进作用：主要是由于活性炭加 

到根诱导培养中，可以模拟土壤的黑暗环境，而且活 

性炭可以吸附由于植物代谢而产生的一些有害物 

质，如酚类物质引起的副作用组织褐化死亡。本研究 

选用 B7培养基 MS+NAA1．5mg／L在其中加人活性 

炭，并有没有添加活性炭的培养基对比实验，发现活 

性炭对普那菊苣幼根的诱导没有明显的促进作用 。 

从各种生根培养基的生根效果看，B7培养基的生根 

效果最好。将在AI2培养基上诱导的芽插入B7培 

养基中3d后就产生根，且都是直根，根系又粗又壮， 

刚开始时根大约长 0．5cm左右 ，根粗 0．1cm左右． 

20d以后主根大约长 15cm左右，根粗 0．3cm左右。 

2．2 敏感性试验⋯】 

2．2．1 卡那霉素对普那菊苣苗的影响 将普那菊苣 

无菌苗移插在含不同浓度卡那霉索的 MS培养基上 

进行普那菊苣苗的卡那霉索敏感性试验研究。六个 

卡那霉索浓度处理设置分别为 0，l0，20，30，40，50 

mg／L。移插 3周后调查在各培养基上，普那菊苣苗生 

长及存活情况。结果显示，含0和 10mg／L卡那霉素 

的培养基对普那菊苣苗生长无明显影响，且移插苗 

全部成活；含20mg／L卡那霉素的培养基上，苗的存 

活率仅为28％，且存活幼苗的生长已受到明显抑制， 

植株变得矮小瘦弱。在卡那霉素含量大于 30mg／L的 

培养基，幼苗仅能存活数日，且生长微弱，其后全部 

死亡。为了更准确研究卡那霉索浓度在 20～30mg／L 

间对普那菊苣苗生长的影响，又进一步对卡那霉索 

浓度设置了20，22，24，26，28，29mg／L六个处理 ，与 

上述苗培养和调查方法相同，结果发现，卡那霉素浓 

度 26mg／L，是普那菊苣苗能够承受的卡那霉素上 

限。此结果可为做遗传转化研究时，用标记基因对转 

化苗进行筛选提供卡那霉素浓度值的依据。 

2．3．2 头孢霉索对农杆菌影响 不同植物品种，甚 

至同一植物的不同品种对抗生素耐受力不同【l2,131，必 

须通过实验找到适当的抗生素添加浓度。 

外植体与农杆菌共培养后，需要加入适当的抗 

生素抑制农杆菌的过度生长而引起的组织污染、死 

亡，直至影响转化效率。本实验就头孢霉素的抑菌效 

果进行筛选，抑菌效果以用农杆菌液浸泡苗在培养 

基上培养时，苗 自身或其茎附近培养上有无农杆菌 

生长为依据。由表4可知，随着头孢霉素的浓度增 

大，抑制菌的效果愈加明显 ，浓度为 750mg／L时已 

无农杆菌生长，而在头孢霉索浓度为 500mg／L时，其 

抑菌效果已达90％。本着头孢霉素抑制农杆菌过度 

生长的原则，在选择头孢霉索作为农杆菌抑制剂时， 

适宜浓度介于500～750mg／L之问。 

3 讨论 

建立良好的外植体再生系统是菊苣基因转化的 

表4 农杆菌对头孢霉素的敏感性 

头孢霉素浓度(mvgL) 抑制菌效率(％) 

250 

500 

750 

1Ooo 

1250 

5O 

9O 

100 

100 

100 
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关键环节，直接决定了转化的难易和转化后再生频 

率的高低。在目前已建立的以菊苣花瓣、叶片、叶柄、 

茎段等为外植体的再生体系中，由于品种的不同，其 

再生能力存在一定的差异 。同时，这些再生体系大 

多是针对菊苣植株繁殖的需要而建立的快繁体系， 

并不适用于转基因研究所需要的高效的再生体系。 

程林梅等川在 MS+6一BAI．5mg／L+IBA0．2mgCL培 

养基上培养菊苣，获得了30％左右的再生率，但此培 

养基容易产生玻璃化苗和褐化苗；据de Block等㈣ 

和钟蓉等【’51报道，加入少量AgNO，，及提高培养基中 

琼脂粉含量可以减少玻璃化苗的产生；对于组织培 

养过程外植体褐化问题，杜建中等1 61报道，加入适量 

Vc可以降低褐化苗的出现。 

本研究在上述研究结论的基础上，对诱导培养基、 

生根培养基的配方做了适当改进，如在各种培养基中 

加人适量的Vc、AgNO，等，并对各种激素添加成分和 

含 量 进 行 了对 比试 验 研 究 。结 果 发 现 ，MS+ 

6-BA 1．5mg／L+IBA0．2mg／L+AgNO30．5mg／L+Vc0．3mgCL 

培养基最适合菊苣愈伤组织的形成，可有效防止外 

植体褐化及再生苗的玻璃化现象，而且出愈率、愈伤 

芽分化率均达 100％；而是不定芽形成再生苗在附加 

不同浓度 NAA的MS或 1／2MS培养基上 3—10d后 

产生不定根，根系形态及生长正常。我们的研究还发 

现，菊苣生根比较困难 ，而且培养基种类对再生苗生 

根有一定影响，低盐浓度 l／2MS培养基不利于根的 

形成，盐浓度较高的 MS培养基比较适合菊苣再生 

苗的生根培养。在无 NAA的 MS或 1／2MS培养基 

上，根诱导率几乎为零 ，低浓度的 NAA对菊苣再生 

苗生根有明显的促进作用，其中MS+NAA1．5mg／L 

培养基最适合生根，生根率达98％。 

由抗生素对普那菊苣的敏感性试验得知卡那霉 

素对普那菊苣苗的生长有一定的抑制作用【Il】。本研 

究中当卡那霉素浓度过高(>26mg／L)It,-j"就会导致普 

那菊苣苗的死亡。此结果可作为进一步转化研究中 

抗卡那霉素苗筛选时的卡那霉素浓度值。头孢霉素 

可以抑制农杆菌的生长，当头孢霉素过高(> 

750mg／L)时虽然能够完全抑制农杆菌的生长，但会 

72 

影响无菌苗的生根 ，头孢霉素过低(<500mg／L)时 

不能有效抑制农杆菌的生长，会使农杆菌过度繁 

殖，污染培养基和再生苗，直至导致幼苗死亡。本研 

究通过对不同培养基以及卡那霉素和头孢霉素浓 

度的筛选，建立了一个适用于菊苣外植体再生培养 

的高效再生体系，为进一步对菊苣的转化奠定了良 

好 的基础。 
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