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湘棉 18茎尖培养条件初步研究 

薛远超 刘大军 
(西南大学农学与生物科技学院，重庆 400715) 

摘 要：以腺体突变型湘棉18为试验材料，先将棉花种子在无菌的蛭石中培养5—7d后，取棉花苗制备棉花苗茎尖， 

培养在无激素MSB培养基或加入激素的MSB培养基上，直接再生完整植株，结果表明：植株再生率主要与再生培养 

基 中外源激素含量、活性炭浓度及茎尖分生组织的取材时间密切相关。 
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Initill study on Tip Tissue Cultural Condition of Xiangmian l 8 Cotton 
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Abstract：The present paper as tests the material take the gland mutant xiangmian 18 cotton and kapok．and Carries on the 

stem point meristematic tissue raise．Transfers the gene by this material achievement the preparation materia1 ．Th e cotton 

seed were excisedfrom the seedlings of 5～7 days and cuhuredon the MSB medium without／with hormone oractive char- 

coa1．The rate of regenerated plantletattached little to the tested cotton varieties，butconnected with the ingredients of regener- 

ated medium ，such as horm one or active charcoa1． 
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在各种主要农作物通过体外培养而获得植株再生的 

研究中，棉花的研究进展相对较慢。尽管早在70年代初 

就开始了棉花外植体培养的研究，但直到 1983年才由 

Davidonis等首次从体细胞胚再生植株。之后，很多人利用 

不同品种对棉花的体外植株再生进行了研究 ，然而所 

得结果在不同研究者存在较大差异，而且能够顺利获得再 

生植株的品种仅以珂字棉系统的几个品种较有效。其它 

获得再生植株的品种数量很有限，尤其是现在推广栽培的 

优质丰产棉花品种更少。而体外培养的植株再生是植物 

遗传工程操作的基础，那么要获得直接可用于推广的工程 

植物新品系，建立以优质栽培种为材料的体外植株再生体 

系是非常关键的问题。因此，进行体外植株再生的研究十 

分有必要 。棉花细胞再生植株困难是转基因工作中 

的“瓶颈”。 

1 材料与方法 

1．1 供试材料 棉属植物腺体突变型湘棉 18(种子无腺 

体而植株有腺体)。 

1．2 茎尖组织的培养 

1．2．1 无菌苗的培养 将陆地棉和海岛棉不同基因型的 

种子除去种子外壁棉花纤维，先浸泡在 70％以春种 30— 

60s，然后浸泡在含0．1％ 的HgC1溶液中6 min，随后用无 

菌蒸馏水冲洗4—5次，再浸泡在2％NaCIO中7min，随后 

用无菌蒸馏水冲洗4—5次。然后在无菌的蛭石中培养5 

— 7d，28~C下萌发，待长出无菌苗备用。 

1．2．2 茎尖分生组织的制备 在解剖镜 下小心除去两片 

子叶，充分暴露出半透明圆锥状分生组织，并保留约 1 cm 

的下胚轴。 

1．2．3 培养基的制备 以 MS无机盐、维生素 B1为 

0．5mg／L、维生素 B5为0．5mg／L、维生素 B6为0．5mg／L、 

肌醇 100 mg／L为基本培养基，即 MSB培养基，附加葡萄 

糖20 g／L、1mol／L活性炭、15g／L琼脂固。 

1．2．4 茎尖组织的培养 选取适宜时龄的幼苗，制备为 

茎尖组织，每组 10个。然后转接于不同激素处理的供试 

培养基上。 

1．3 试验方法 不同的激素浓度配比设 6个处理：(1) 

MSB；(2)MSB+0．1 mg／L IAA；；(3)MSB+0．4 mg／L 

IAA；(4)MSB+0．1 mg／L 2，4一D；(5)MSB+0．4 mg／L 

2，4一D；(6)MSB+0．1 mg／L IAA+0．1 mg／L 2，4一D培 

养后观察、记录。 

1．4 活性炭对尖分生组织生长的影响 选取适宜时龄的 

幼苗，制备为茎尖组织，每组 10个。设 3个处理：(1) 

MSB；(2)MSB+0．5mol／L活性炭；(3)MSB+1mol／L活 

性炭。 

1．5 培养条件 培养温度为(22±2)℃ ，周期为 24h红 

光 +紫光，培养30d。 

2 结果与分析 

2．1 茎尖分生组织的取材时间 茎尖分生组织的制备是 

基因枪遗传转化的首要环节，其制备质量直接影响后续的 

操作过程，也与最终转化率密切相关。因此，提高茎尖分 

生组织的制备质量是一个重要的环节。茎尖分生组织的 

剥取与操作者的技术水平和熟练程度有关，但本研究还发 

现，适宜的无菌苗取材时间也可以提高茎尖分生组织剥取 
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的质量与速度。研究发现，无菌苗时龄不同，茎尖分生组 

织的制备难易程度存在一定差异。一般最适时间为40— 

60 h，此时两片子叶半展开，植株直立，胚轴高约 3 cm。剥 

取时，只需轻轻去掉茎尖分生组织外面的两片覆叶即可。 

若时间长于60 h，子叶全部展开，有的子叶甚至纤维化，很 

难剥；小于40 h，子叶基本处于闭合状态，稍碰即伤，说明 

茎尖发育还不完全 。 

表 1 不同取材时间对茎尖的影晌 

2．2 外源激素与茎尖分生组织生长的关系 

表2 外源激素对茎尖分生组织生长的影响 

培养基种类 存活数(个)成苗数(个) 

试验表明，不添加外源激素的培养基更适合棉花茎尖 

分生组织的生长，而且越是高浓度的激素含量越是不利于 

棉花茎尖分生组织的生长。IAA在培养基中可以使茎尖 

伸长生长，2，4一D可以使茎尖变粗，并且容易出现玻璃化 

苗，以上两种情况均不利于棉花茎尖分生组织的生长。 

2．3 外源激素与茎尖分生组织生长的关系 

表 3 外源激素对茎尖分生组织生长的影响 

培养基中加入活性炭使茎尖迅速萌动，其作用可能 

是，一方面，活性炭能够吸收外植体切口渗出的酚类物质， 

从而减少褐化外植体的数量；另一方面，活性炭的加入在 

一 定程度上降低了光照强度，使培养基成为一个相对黑暗 

的环境，接近自然环境条件，有利于根系发育，从而也提高 

了外植体的存活率。活性炭使用量以1 g／L为宜。 

畸形苗指玻璃化苗。其玻璃化一般始于叶柄或下胚 

轴，表现为肿胀，半透明状。叶子内卷成狭长形，叶色也半 

透明。此类苗较脆，不易生长。我们发现，玻璃化程度与 

固化剂的类型及初始茎尖的幼嫩程度相关。茎尖制备时， 

尽管时间相同，但由于种仁本身或萌发环境不同等原因， 

长势总有差异，因此，茎尖的幼嫩程度不一，一般初始茎尖 

分生组织越幼嫩，玻璃化越严重。 

3 结论和讨论 

综合以上条件可以看出无菌苗取材最适时间为 40— 

60 h，此时两片子叶半展开，植株直立，胚轴高约3cm。剥 

取时，只需轻轻去掉茎尖分生组织外面的两片覆叶即可； 

4l 

活性炭显著地促进了茎尖成苗，选用 1 g／L活性炭为宜； 

不同激索水平对成苗率和苗的发育有不同影响，使用不含 

外源激素的MSB培养基最适宜；在使用的碳源中，葡萄糖 

明显好于蔗糖，20 L葡萄糖较适合茎尖成苗；光下萌发 

的幼苗茎尖易于培养成苗，陆地棉茎尖培养在供试品种间 

没表现出明显差异。 

除了以上条件外试验过程中还必须特别注意所有试 

验场所及器具的消毒，试验过程中若发现有生霉的培养基 

应立即清除。本试验中霉菌感染是主要影响因素之一，在 

冬季气温低时试验较容易进行。培养基配置完成后还应 

该低温保存，否则会增加培养基感染率。 
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