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色素腺体和棉酚对陆地棉茎尖培养的影响
Ξ

祝水金　季道藩
(浙江大学农业与生物技术学院, 浙江杭州 310029)

提　要　本研究以陆地棉三对色素腺体近等基因系为材料, 研究色素腺体和棉酚对棉花茎尖培养的影

响。结果表明, 外植体的色素腺体和棉酚性状对于棉花茎尖培养有较大的影响, 有色素腺体棉的茎尖

比对应的无色素腺体近等基因系更易诱导产生不定根和再生植株。无色素腺体棉根尖的不定根出生时

间晚于对应的有色素腺体近等基因系 7 天左右。棉酚试验结果表明, 培养基中添加外源棉酚对于有色

素腺体棉的茎尖培养无显著影响, 但能促进无色素腺体棉茎尖的培养效果, 其中加有 0. 1 m göL 外源

棉酚的培养基对于无色素腺体棉的茎尖培养效果最佳, 其不定根和再生植株的诱导率相当于或优于其

对应的有色素腺体近等基因系。然而, 培养基中的棉酚含量过高不利于棉花茎尖培养, 当培养基中的

棉酚含量超过 0. 20 m göL 时, 有色素腺体棉和无色素腺体棉茎尖培养的不定根诱导和再生苗的生长发

育均受到严重的抑制。
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The Effects of P igm en t Glands and Gossypol on the Stem T ip Culture
of Upland Cotton (Gossyp ium h irsu tum L. )

ZHU Shu i2J in　J ID ao2Fan

(D ep artm en t of A g ronomy , F acu lty of A g ricu ltu re and B iotechnology , Z hej iang U niversity , H ang z hou 310029, Ch ina)

Abstract　　T he effects of p igm en t g lands and go ssypo l on the stem tip cu ltu re of up land
co t ton w ere stud ied, u sing th ree pa irs of g landed and glandless up land co t ton isogen ic lines
as m ateria ls. T he resu lts show ed tha t the p igm en t g lands and go ssypo l characters in the
exp lan ts had grea t effect on the co t ton stem tip cu ltu re, the inducing of adven t it iou s roo ts
and p lan t regenera t ion of the g landed co t ton w ere m uch easier than tha t of their g land less
co t ton isogen ic lines T he em ergence t im e of adven t it iou s roo ts fo r g landless co t ton stem tip
cu ltu red in v itro w as la te abou t a w eek, com paring w ith their g landed isogen ic lines T he
ex tra go ssypo l in the m edium had no sign if ican t effect on the stem tip cu ltu re of g landed
co t ton, bu t enhance effect on the g landless co t ton isogen ic lines T he m edium w ith 0. 1 m göL
of ex tra go ssypo l w as the best one fo r g landless co t ton stem tip cu ltu re, on w h ich the
inducing ra te of adven t it iou s roo ts and p lan t regenera t ion of the g landless co t ton stem tip
cu ltu re w ere sam e, o r even bet ter than tha t of their g landed co t ton isogen ic lines on the
m edium w ithou t ex tra go ssypo l. How ever, too m uch go ssypo l in v itro w as unfavo rab le fo r
the co t ton stem tip cu ltu re, w hen the concen tra t ion of the in v itro go ssypo l in the m edium
w as h igher than 0. 20 m göL , the adven t it iou s roo t inducing, as w ell as the grow th and
developm en t of the p lan t regenera t ion from the stem tip cu ltu re of bo th g landed and
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glandless co t ton w ere inh ib ited seriou sly.

Key words　　P igm en t g land; Go ssypo l; G. h irsu tum ; Stem tip cu ltu re

在棉花茎尖培养方面, 已建立了棉花的茎尖培养体系, 用此方法成功地繁殖和保存了许

多棉花珍稀种质资源及其种间杂种, 并在珍稀材料抗性鉴定和棉花转基因等方面取得了极其

重要的研究成果[ 1～ 8 ]。棉花茎尖培养成败的关键是提高茎尖不定根的再生率。为此, 许多学

者从无机盐成分和浓度、碳水化合物种类和浓度, 以及激素种类和配比等方面作了大量的研

究, 取得了极有价值的研究结果, 并提出了一些优良的培养体系。然而, 很少有人从棉花外

植体的内在因素来研究基因型对棉花茎尖培养的影响, 而对于棉属植物所特有的次生物质

棉酚对棉花茎尖培养中的作用等方面的研究尚未见报道。

本研究以陆地棉三对有无色素腺体近等基因系 (Gl2
eGl2

e Gl3Gl3—Gl2Gl2Gl3Gl3) 为材料,

研究色素腺体对棉花茎尖培养的影响; 并采用在培养基中添加外源棉酚的方法, 研究外源棉

酚 对棉花茎尖培养的作用, 探索色素腺体和棉酚在棉花个体发育中的生物学意义, 并阐明色

素腺体和棉酚在棉花茎尖培养中的利用价值, 为提高棉花茎尖培养效率提供新方法和新途径。

1　材料与方法

1. 1　材料　　供试材料为作者通过连续回交 11 代育成的 3 对陆地棉有无色素腺体近等基因

系[ 9 ] , 即中棉所 12 和中棉所 12 无色素腺体, 中棉所 16 和中棉所 16 无色素腺体, 以及中棉所

17 和中棉所 17 无色素腺体。

1. 2　茎尖培养

1. 2. 1　培养基配制　　参照 吴敬音等 (1990) [ 7 ]的方法配制含有 0. 1 m göL IBA 的M S 培养

基, 调节培养基的pH 为 6. 4, 分装于三角瓶中 (每瓶 50 m l) , 在 120℃下灭菌 20 分钟备用。含

外源棉酚的培养剂配制方法同上, 但灭菌后冷却至 60℃左右时加入经过滤灭菌的棉酚丙酮溶

液, 使培养基中的棉酚浓度分别为 0、0. 01 m göL、0. 05 m göL、0. 10 m göL、0. 15 m göL 0. 20

m göL 和0. 25 m göL。
1. 2. 2　无菌苗培养　　供无菌苗生长的培养基中只含大量元素、微量元素、蔗糖和琼脂, 不

含有机物和激素。采用上述相同的方法, 配制无菌苗培养基备用。供试种子脱绒去壳后, 用

0. 1% 的升汞消毒 30 m in, 无菌水冲洗 3～ 4 次后, 接种于无菌苗培养基中培养, 让其发芽和

生长, 产生棉花无菌苗。培养条件: 30℃, 12h 光照, 12h 黑暗。

1. 2. 3　接种与培养　　待棉花无菌苗培养 5～ 7 天后 (真叶出生前) , 在超净工作台上切下具

有茎尖和部分下胚轴的茎尖组织, 插入茎尖培养基上进行培养。每瓶接 3 个茎尖。培养条件:

30℃, 12h 光照, 12h 黑暗。

1. 3　棉酚含量测定　　采用 Sm ith 的苯胺比色法[ 10 ]进行棉酚含量测定。

1. 4　统计方法　　采用成对数据分析法和新复级差分析法对试验结果进行显著性测定。

除醋酸棉酚购于 Sigm a 公司外, 其余试剂均为国产分析纯。

2　结果与分析

2. 1　色素腺体对棉花茎尖培养的影响　　以陆地棉 3 对色素腺体近等基因系的茎尖为外植

体进行茎尖培养, 每材料各接 20 瓶, 共 60 个茎尖。培养 28 天后对各材料逐株进行幼苗性状
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的考察作统计, 结果列于表 1。

表 1　　三对陆地棉色素腺体近等基因系的茎尖培养效果 (28 天)

Table 1　　The results of stem tip culture for 3 pa ir of upland cotton gland isogen ic l ines(28days)

材料

M aterials

茎尖数

N o of T ip

不定根　A dventit ious roo t

再生率
Regenerative

(% )

根数
Roo ts

(N oöp lan t)

根长
L ength

(cm )

再生苗　Regenerative p lan t

叶片数
L eaves

　

苗高
H eigh t

(cm )

干重D ry
W eigh t (g)

　

中棉所 12
有腺体
glanded

60 100. 0 4. 8 3. 45 2. 50 8. 84 0. 3692

ZM S12
无腺体

glandless
60 80. 0 4. 5 3. 12 2. 10 8. 12 0. 3448

差异
differen t

0 20. 03 0. 33 0. 333 0. 403 0. 723 0. 0244

中棉所 16
有腺体
glanded

60 93. 3 5. 6 4. 10 3. 21 8. 98 0. 3889

ZM S16
无腺体

glandless
60 70. 0 5. 4 3. 51 3. 14 7. 35 0. 3524

差异
differen t

0 23. 33 0. 2 0. 593 0. 07 1. 633 0. 0365

中棉所 17
有腺体
glanded

60 96. 7 5. 8 4. 02 3. 35 8. 05 0. 4152

ZM S17
无腺体

glandless
60 63. 3 5. 1 3. 88 3. 17 7. 11 0. 4015

差异
differen t

0 33. 43 0. 73 0. 14 0. 183 0. 943 0. 0137

平均
有腺体
glanded

60 96. 7 5. 4 3. 86 3. 02 8. 62 0. 3911

A verage
无腺体

glandless
60 71. 1 5. 0 3. 50 2. 80 7. 53 0. 3662

差异
differen t

0 25. 6 0. 4 0. 36 0. 22 1. 09 0. 0249

　　3 差异达显著水平

　　由表 1 可以看出, 有色素腺体棉茎尖培养的再生能力显著优于其对应的无色素腺体近等

基因系。培养 28 天后, 有色素腺体棉茎尖的不定根再生率达 96. 7% , 平均每个幼苗有 5. 4 个

不定根; 而对应的无色素腺体近等基因系的不定根再生率只有 71. 1% , 平均每个幼苗有 5. 0

个不定根, 差异达显著水平。其它所考查的性状如平均不定根长度、叶片数、幼苗高度和单

株幼苗干物质重等指标也表明有色素腺体棉的茎尖培养再生能力优于对应的无色素腺体近等

基因系。由此可见, 外植体的色素腺体对于棉花茎尖培养具有明显的促进作用。

棉花茎尖培养的动态调查结果表明, 有色素腺体棉与对应的无色素腺体近等基因系之间

的不定根再生速度有明显差异, 二者至少相差一周。具有色素腺体的棉花茎尖, 在离体培养

7 天时已有 14% 左右的茎尖再生出不定根, 而此时的无色素腺体近等基因系的茎尖均未再生

出不定根。直到培养 14 天时, 无色素腺体棉茎尖的再生根率才接近于有色素腺体棉培养 7 天

时的再生根率。此后, 无色素腺体棉茎尖的不定根再生速度虽快于有色素腺体棉, 但因启始

再生时间较慢, 加上个别茎尖在切口处诱导出愈伤组织, 失去再生不定根的能力 , 最终导致

无色素腺体棉的茎尖培养成苗率显著低于对应的有色素腺体近等基因系, 见表 2。从幼苗其
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它性状来看, 虽无色素腺体棉茎尖的不定根启始再生时间较晚, 但一旦再生出不定根, 其不

定根和幼苗的生长速度较快, 培养 28 天后, 有色素腺体棉与对应的无色素腺体近等基因系之

间的幼苗生长情况已无显著差异, 但已诱导出愈的茎尖除外。

表 2　　三对陆地棉色素腺体近等基因系茎尖培养的动态变化

Table 2　　The dynam ic studies of stem tip culture for 3 pa ir of upland cotton gland isogen ic l ines

调查项目

Item s of investigation

培养效果　Results of cu ltu re

7d 14d 21d 28d 35d 42d

再生根率 有腺体　glanded 14. 5 34. 6 79. 5 85. 5 91. 5 91. 5
Regeneration 无腺体　glandless 0. 0 13. 7 64. 2 71. 1 81. 4 86. 8

(% ) 差异　differen t 14. 53 3 20. 93 3 15. 33 14. 43 10. 13 4. 73

再生根数 有腺体　glanded 1. 2 3. 1 4. 7 5. 4 6. 3 6. 4
Roo ts 无腺体　glandless 0. 0 1. 1 3. 8 5. 0 5. 8 6. 0

(N oöp lan t) 差异　differen t 1. 23 3 2. 03 0. 93 0. 43 0. 53 0. 43

再生根长度 有腺体　glanded 0. 6 1. 8 2. 9 3. 9 4. 1 5. 0
Roo t length 无腺体　glandless - 0. 4 2. 5 3. 5 4. 0 5. 9

(cm ) 差异　differen t 0. 63 3 1. 43 0. 43 0. 43 0. 1 - 0. 9

幼苗长度 有腺体　glanded 0. 7 2. 4 6. 7 8. 6 8. 9 9. 3
P lan t h igh 无腺体　glandless 0. 5 0. 7 5. 8 7. 5 8. 2 9. 0

(cm ) 差异　differen t 0. 23 3 1. 73 0. 93 1. 13 0. 73 0. 3

幼苗重 有腺体　glanded 0. 0571 0. 1295 2. 7506 0. 3911 3. 4210 3. 8991
D ry w eigh t 无腺体　glandless 0. 0515 0. 0580 2. 4516 0. 3662 3. 5750 4. 0256

(göp lan t) 差异　differen t 0. 0056 0. 07153 0. 29903 0. 0249 - 0. 1540 - 0. 1265

　　3 差异达显著水平; 　　3 3 差异达极显著水平

除色素腺体及其棉酚外, 有色素腺体棉与其对应的无色素腺体近等基因系之间的遗传基

础几乎相同。因此, 它们之间的茎尖培养效果, 特别是不定根再生能力的差异可能与外植体

的色素腺体性状或棉酚含量有某种关系。外植体棉酚含量测定结果表明, 中棉所 12、中棉所

16 和中棉所 17 三个有色素腺体棉品种茎尖的棉酚含量分别为 0. 2105%、0. 2213% 和

0. 2210% , 而对应的三个无色素腺体近等基因系茎尖的棉酚含量分别为 0. 0125%、0. 0086%

和 0. 0211% , 二者相差 10 倍以上, 见表 3。经培养产生的有色素腺体再生幼苗中棉酚的含量

较种子苗茎尖有较大幅度的降低 (棉酚含量为 0. 0753%～ 0. 0845% ) , 用其进行继代培养, 不

定根的再生率比具有高棉酚含量的种子苗茎尖下降 25% 左右。外植体内的高棉酚含量是否会

刺激其产生不定根仍需要更多的资料来证明, 但本试验中的外植体棉酚含量与其茎尖培养不

定根再生能力的高度相关性 ( r= 0. 643 3 )说明棉酚对于诱导其不定根的再生具有促进作用。

2. 2　棉酚对棉花茎尖培养的影响

为了探索棉酚对棉花茎尖培养的影响, 本研究以陆地棉 3 对色素腺体近等基因系无菌苗

茎尖为外植体, 接种于 7 种不同棉酚浓度的茎尖培养基上, 观察其茎尖培养效果和幼苗生长

情况。因材料数目的限制, 在第 7 天调查时未将幼苗从三角瓶中取出。因此, 此时只从三角

瓶外观察计数茎尖的不定根再生情况, 而未调查其它更详细的资料。结果表明, 培养基中的

外源棉酚对于有色素腺体棉的茎尖培养无显著的影响, 但外源棉酚含量超过 0. 25 m göL 时,

其不定根再生率受到明显的抑制; 而对于无色素腺体近等基因系茎尖来讲, 在加有外源棉酚

的培养基上, 其不定根再生率显著高于对照, 其中在加有 0. 10 m göL 的外源棉酚的培养基

上, 无色素腺体棉茎尖的培养效果最好, 培养 7 天时已有 17% 的茎尖再生出不定根, 每个茎

尖有 2～ 4 条不定根, 平均 2. 4 根。即培养基中的外源棉酚对于无色素腺体棉的茎尖培养具有
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明显的促进作用, 其中含有 0. 1 m göL 外源棉酚的培养基的培养效果最佳。

表 3　　陆地棉外植体棉酚含量对茎尖培养的影响

Table 3　　The effect of gossypol con ten ts in the explan t on the stem tip culture

外植体
Exp lan t

棉酚含量
Go ssypo l conten t (% )

再生根率
Regenerative roo t (% )

中棉所 12 茎尖　Stem tip 0. 2105 100. 0

ZM S12 再生苗　Regenerative p lan t 0. 0845 75. 4

中棉所 12 (无) 茎尖　Stem tip 0. 0125 80. 0

ZM S12glandless 再生苗　Regenerative p lan t 0. 0538 61. 5

中棉所 16 茎尖　Stem tip 0. 2213 93. 3

ZM S16 再生苗　Regenerative p lan t 0. 0753 70. 4

中棉所 16 (无) 茎尖　Stem tip 0. 0086 70. 0

ZM S16glandless 再生苗　Regenerative p lan t 0. 0468 34. 8

中棉所 17 茎尖　Stem tip 0. 2210 96. 7

ZM S17 再生苗　Regenerative p lan t 0. 0776 74. 6

中棉所 17 (无) 茎尖　Stem tip 0. 0211 63. 3

ZM S17glandless 再生苗　Regenerative p lan t 0. 0756 31. 8

有腺体棉平均 茎尖　Stem tip 0. 2176 96. 7

A verage of glanded 再生苗　Regenerative p lan t 0. 0791 73. 5

无腺体棉平均 茎尖　Stem tip 0. 0141 71. 1

A verage of glandless 再生苗　Regenerative p lan t 0. 0587 42. 7

　　培养 28 天所调查的详细资料 (表 4)表明, 无色素腺体棉茎尖在含有 0. 05 m göL 以上外源

棉酚的培养基上, 其不定根再生率达到或超过对应的有色素腺体近等基因系。在含有

0. 10 m göL 外源棉酚的培养基上, 不定根再生率达到 97. 5% , 每个幼苗有 4～ 8 个不定根。低

浓度 (0. 01 m göL ) 的外源棉酚对于无色素腺体棉不定根和幼苗的生长也有一定的促进作用,

但效果甚微; 而高浓度的外源棉酚对无色素腺体棉不定根的诱导和生长, 以及再生苗生长发

表 4　　培养基中外源棉酚对棉花茎尖培养的影响 (28 天)

Table 4　　The effect of gossypol con ten ts in the medium on cotton stem tip culture (28days)

考察项目

Item s of investigation

培养基中棉酚浓度　Go ssypo l concentration in the m edium (m göL )

0 0. 01 0. 05 0. 10 0. 15 0. 20 0. 25

再生根率 有腺体　glanded 85. 5 84. 4 81. 2 82. 4 84. 1 81. 1 79. 1

Regeneration 无腺体　glandless 71. 1 77. 5 81. 2 97. 5 97. 5 87. 1 74. 1

(% ) 平均　A verage 78. 3 81. 0 81. 2 90. 0 90. 8 84. 1 76. 6

再生根数 有腺体　glanded 5. 40 5. 20 5. 60 5. 40 5. 10 4. 30 4. 00

Roo ts 无腺体　glandless 5. 00 5. 20 5. 20 5. 70 5. 80 5. 20 5. 10

(N oöp lan t) 平均　A verage 5. 20 5. 20 5. 40 5. 55 5. 45 4. 75 4. 55

再生根长度 有腺体　glanded 3. 86 3. 84 3. 86 3. 74 3. 21 3. 24 3. 02

Roo t length 无腺体　glandless 3. 50 3. 85 3. 77 4. 15 4. 05 4. 01 3. 88

(cm ) 平均　A verage 3. 68 3. 85 3. 82 3. 95 3. 63 3. 63 3. 45

幼苗长度 有腺体　glanded 8. 62 8. 21 8. 12 8. 09 8. 08 7. 12 7. 02

P lan t h igh 无腺体　glandless 7. 53 8. 51 8. 12 8. 43 7. 79 7. 12 7. 03

(cm ) 平均　A verage 8. 08 8. 36 8. 12 8. 26 7. 94 7. 12 7. 03

幼苗重 有腺体　glanded 0. 3911 0. 3915 0. 3941 0. 3125 0. 3131 0. 2501 0. 2112

D ry w eigh t 无腺体　glandless 0. 3662 0. 3652 0. 3712 0. 4143 0. 3948 0. 3812 0. 3571

(göp lan t) 平均　A verage 0. 3787 0. 3784 0. 3827 0. 3634 0. 3540 0. 3157 0. 2842
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育均有一定的抑制作用。对于有色素腺体棉来讲, 外源棉酚的促进作用和抑制作用均不如无

色素腺体棉明显, 即有色素腺体棉对外源棉酚不如无色素腺体棉敏感。由此可见, 外源棉酚

对于棉花茎尖培养, 特别是无色素腺体棉的茎尖培养具有一定的促进作用, 但培养基中的外

源棉酚超过 0. 20 m göL 时对于棉花根尖培养是不利的。

3　讨论

茎尖培养是植物组织培养中的一个重要方面, 它在保存种质资源的、固定杂种优势、扩

大繁殖系数以及转基因方面具有十分重要的作用。棉花茎尖培养体系的优化主要集中于培养

基类型、无机盐浓度、激素和碳源等培养基成分的研究上[ 7, 11～ 13 ] , 而对于棉属植物所特有的

色素腺体和棉酚对棉花茎尖培养的作用还未见报道。本研究结果表明, 色素腺体对于棉花茎

尖培养具有一定的促进作用, 有色素腺体棉茎尖的不定根再生能力显著强于无色素腺体近等

基因系。外源棉酚对于无色素腺体棉根尖培养的不定根再生具有明显的诱导作用, 在一定的

浓度下 (0. 1 m göL ) , 培养基中的外源棉酚可显著地提高无色素腺体棉离体茎尖不定根再生

率, 从而显著提高其茎尖培养的效果。这一研究结果为提高棉花茎尖培养不定根的诱导率和

再生率提供了新的方法和途径。此外, 本试验采用回交 11 代育成的 3 对陆地棉有无色素腺体

近等基因系为材料, 其色素腺体近等基因系之间除色素腺体差异外, 其余遗传特性几乎完全

相同。用这些近等基因系进行茎尖培养, 可以克服陆地棉品种间的遗传背景差异所产生的影

响, 试验结果更能说明棉花色素腺体和棉酚对棉花茎尖培养 的真正作用和效果。

关于酚类物质对植物不定根的形成的影响已有一些研究。H ess (1969) 证实邻苯三酚对

IAA 促进根生长有显著的增效作用。此外, 香豆酸、咖啡酸、绿原酸单独使用都能促进植株

不定根的再生, 并有增加 IAA 和 IBA 的促根作用。说明酚类物质对于植物不定根的形成的

影响主要是通过生长素类物质起作用。棉酚是一种酚类化合物, 它在组织培养中的特殊作用

可能与棉花内源和外源激素的互作而起的增效有作用有关。我们在无菌苗培养中, 单独加入

外源棉酚会抑制棉花根系的生长, 使幼苗枯萎, 而在同时加有棉酚和 0. 1 m göL IBA 的培养

基上, 其幼苗生长发育完全正常 (资料未在本文中列出) , 间接说明了棉酚与生长素之间的互

作和增效作用。然而, 有关棉酚在棉花组织培养中促进不定根再生的机理, 以及在其它植物

组织培养中的价值等还有待于进一步研究。
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