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盐芥叶片组织培养再生植株的研究 

蔡小宁，杨阳，杨平，贲爱玲，续晨 (南京晓庄学院生命科学系，江苏南京2⋯71) 

摘要 以盐芥叶片的切段为外植体，在 Ms培养基上再生出完整的小植株。在培养基中添加BA 3．0 mg／L或N从 0．05 mg／L，BA 3．0 

rr I敲适合于愈伤组织和不定芽的诱导。研究建立起盐芥离体培养植株再生体系。 
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Study 0n the Plant~ ration in Tissue Cuitm-e of 啦砌 ha／aph／／a leaf 

C Ⅺa0_n．晖 et al (Depm'maent ofLife Science，NanjingXiaozhuang College，Nanjing，Jiangsu 211171) 
Al~traet With segments of Thelhmg~／／a halophila lear as explants．the whole plantletwas regenerated onMSIl1ediurn aaaing 3．0mg／LBA and0．05 

rr L NAA resp．，and the results showed that 3．0 rr L BA Was lnor~suitable for the inductions of callus and adventitious bud．1he plant regeneration 

system of日．ha／ophi／a cultured in vitro was established in the study． 
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盐芥(Thellungiella halophila)是一种盐生植物，在我国沿 

海盐碱滩涂、新疆沙漠、北美和加拿大严寒地区均有分布，具 

有耐盐、耐旱、耐寒特性。盐芥与模式植物拟南芥有许多相 

似的特征，如个体小、生活周期短、自花传粉和基因组简单。 

它还与拟南芥有相近的亲缘关系，具有相似的形态和生活 

史，其基因序列与拟南芥非常相似(eDNA序列中90％的核苷 

酸相同)，它的基因组大小接近于拟南芥的2倍。拟南芥全 

基因组测序的完成，为应用比较基因组学、生物信息学手段、 

以盐芥为材料研究耐盐、耐旱、耐寒的分子机制提供了基础。 

近年研究表明，盐芥作为新的模式植物将会推动相关科学研 

究的发展 l̈-3J。目前，仅见到盐芥组织培养的个别研究报 

道。刘发光等报道了应用盐芥种子萌发的无菌苗进行组织 

培养再生植株的研究结果 4̈j。为此，笔者以生长在田间的盐 

芥植株为材料，研究了叶片外植体组织培养再生植株的培养 

条件。 

1 材料与方法 

1．1 外植体的获取、灭菌、接种、培养 盐芥(Thellungiella 

halophila)种子来源于美国 ABRC(Arabidopsis Biological Re一 

$ou1~e Center)。首先将种子播种于营养土中，2个月后移栽于 

田间，1～2个月后摘取上部叶片，用自来水冲洗后，在70％酒 

精中浸约20 S，以与蒸馏水按 1：1混合的“84”消毒液稀释液 

浸泡5 min，然后用无菌水冲洗 4～6次。在超净工作台上将 

叶片和叶柄切成 0．3～0．5 em，再均匀接种于添加各种激素 

的培养基上。培养温度(26±1)℃，光照度 3 000 lx，光照时 

间 14 h。 

1．2 培养基 基本培养基为 MS培养基【引，添加各种激素 

(表 1)、蔗糖3o g／L、琼脂4．8 g／I』o在灭菌前调整培养基 pH 

值到5，8，并且在0，1 MPa(121℃)的条件下保持20min，以达 

到灭菌的效果。 

2 结果与分析 

2，1 盐芥叶片愈伤组织的诱导 将盐芥叶片和叶柄切成 

0．3～0．5 em大小，再均匀接种于 M1、M2、M3、M4、M5培养基 
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上诱导愈伤组织。表2表明，在 M1、M2、M3、M4培养基上几 

天后大部分外植体开始膨大，3～4周后长出淡黄色或绿色的 

愈伤组织。其中，M3、M4培养基上的绿色愈伤组织还出现少 

量的绿芽点，且愈伤组织的数量多于 M1、M2培养基；但 M5 

培养基上的外植体基本没有反应，只表现为轻微膨大，3～4 

周后褐化死亡。这表明含有过高含量细胞分裂素的培养基 

不适合诱导愈伤组织。 

表 1 培养基代号与激素组合 

'I~llble 1 Culturemedia code and hol  d n蚯 ‘冀0 

代号 Code 组合 Combination 

M1 

M2 

M3 

M5 

M6 

2，4-D 1．0 m#L 

2．4_D 1．0 m#L．BA 1．0 m#L 

BA 3．0 ms／L 

N从 O．05 m#L．BA 3．0 m#L 

TDZ 1．0 m#L，BA3．0 m#L 

BA 0．5 ms／L 

表2 盐芥叶片愈伤组织的诱导 

ble 2 Callusinductionfrom leaves 0f 棚聊 妇 blades 

代号code 诱导情况Induction situation 

M1 产生黄色愈伤组织，愈伤组织生长较慢，数量较少 
Yellow callus．growth slowly．nIe quantity is less 

心̂ 产生的愈伤组织有少量为绿色，愈伤组织生长明显多于Ml 
Alittle of callus is green，The quantityis remarkbly nlol~thanM1 

~B 产生的愈伤组织较多，基本为绿色，伴有少量不定芽 
Much callus，mostly P ℃en，and朝 Ile adventitious buds． 

M4 产生较多的愈伤组织，大部分为绿色，伴有少量黄色愈伤组织 
和不定芽 
Much callus，mostly green，with s0me yellow callus and adventitious 

buds 

1̂5 外植体轻微膨大，最终褐化死亡 
Explant~bulbillated slightly，browning and death at last 

2，2 激素组合对盐芥叶片愈伤组织不定芽诱导的影响 将 

在M1、M4培养基上诱导获得的愈伤组织分别接种于 M3、 

M4、M6培养基上进行不定芽的诱导培养，4周后统计不定芽 

诱导结果(图1)。从表 3可以看出，同样接种于M3、M4培养 

基上，来源于 M1的黄色愈伤组织不定芽诱导率明显高于来 

源于 I4的绿色愈伤组织；不管愈伤组织来源于M1还是 M4， 

其不定芽诱导率均以接种于 M3、M4培养基上为高。在愈伤 

组织诱导阶段，在M3、M4培养基上能够得到比在 M1、M2培 

养基上多得多的愈伤组织。因此，盐芥愈伤组织诱导和不定 
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芽的诱导均以M3、M4培养基为好。 

图1 盐芥不定芽 

．1 AdvenUtious bud of rheUu,,gieUa ha／oph／／a 

表3 激素组合对盐芥叶片愈伤组织不定芽诱导的影响 

3t~ble 3 Thedl'ects ofhormone c~nbinafion OnthehealingIJSSUI~adventi- 

tious lind callus in~ctlon in 71,eUun~ Ua ha／op／U／a blad 

起始培养基 诱导培养基 接种数 诱导芽愈伤组织数 不定芽诱导率 

St越 InductiOn No，of CallHS for Adventitious buds 

medium medium exp]ants induction buds induction rate／／％ 

2．3 盐芥不定芽的继代和生根培养 将在不定芽诱导培养 

基上获得的丛生芽接种在 M6培养基上继代增殖培养，3～4 

周后选取较大的不定芽接种于MS、1／2 MS生根培养基，3～4 

周后得到生根的完整小植株(图 2)，生根频率分别达到 

63．2％和 72．0％。 

3 讨论 

盐芥作为新的模式植物将会引起越来越多的关注。有 

关盐芥耐盐基因功能和分子机理研究常需要开展基因的遗 

传转化研究。盐芥的组织培养再生体系的建立，将为转基因 

工作打下良好的基础。由于盐芥需要经过严格的低温处理 

才能开花，所以应用花浸泡法转基因受到一定的限制。而通 

(上接第 41页) 

150万单位链霉素、150万单位灰黄霉素，然后用塑料膜绑 

好，可减轻病害的发生；二是根部插瓶。在病树树冠下面东 

西南北各挖一个坑，于各坑寻找直径为0．5～1．0 em的根切 

断，插在浓度为 150～200 mg／kg装有四环素或土霉素、链霉 

素、灰黄霉素的药液瓶里，然后封口埋入土中，于4月下旬、 

6月下旬、8月上旬各治疗 1次，效果明显l1 。②使用中草 

药。种类有灭锈宁、克锈特、锈必治、锈净灵、除锈剂等。使 

用方法和时期为 ：4月下旬至 5月上旬进行根 、干部注射和 

树下追施；5～7月进行叶面喷洒、树干敷贴。使用剂量为： 

第 1年25～500 g／次，第 2～3年 180～2 000 g／次。防治效 

图2 盐芥完整小植株 

飚 ．2 Whole plantlet of 71,eUungieUa ha／oph／／a 

过组织培养转基因随时都可以获得盐芥叶片，从而为开展转 

基因工作提供方便。 

笔者获得了黄色和绿色的盐芥非胚性愈伤组织，与刘发 

光等在Ms+6-BA 1．0 r,~／L+I从 0．5 r,~／L培养基上获得 

盐芥胚性愈伤组织的结果不同l4J。这可能是由于 IAA有利 

于胚性愈伤组织的形成，而2，4-D则有抑制作用。在该试验 

中，可能由于 NAA用量很少，所以NAA对胚性愈伤组织形成 

的作用尚难定论。另外，IBA是否有促进胚性愈伤组织的形 

成，也有待进一步研究。研究还表明，在培养基中添加2，4_D 

明显减慢了愈伤组织的生长速度。因此，为了获得较多的愈 

伤组织和较高的不定芽增殖系数，应避免使用 2，4_D或减少 

2，4_D用量。 
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