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大田棉花真叶叶柄组织培养特性研究
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摘要院利用已建立的叶柄组织培养体系袁对大田棉株不同发育时期尧不同部位的叶柄进行组织培养研究遥 叶柄
和无菌苗下胚轴愈伤组织诱导培养基为 MSB+IAA 0.1 mg窑L-1+KT 0.1 mg窑L-1+2,4-D 0.1 mg窑L-1+Glucose 30 g窑
L-1+Gel 2 g窑L-1 (pH 5.8)曰 叶柄愈伤组织分化培养基为 MSB+IAA 0.05 mg窑L-1+KT 0.05 mg窑L-1+Glucose 30 g窑
L-1+Gel 2 g窑L-1 (pH 6.5)曰 无菌苗愈伤组织分化培养基为 MSB+IAA 0.02 mg窑L-1+KT 0.04 mg窑L-1+Glucose 30 g窑
L-1+Gel 2 g窑L-1(pH 6.5)遥 研究发现棉花主茎叶叶柄尧果枝叶叶柄尧营养枝叶叶柄在愈伤组织生长速度方面有一
定差异袁在愈伤组织诱导和分化方面袁除严重衰老叶片的叶柄外袁其它部位差异不显著遥 不同来源的胚性愈伤
组织在 MSB+6-BA 0.05 mg窑L-1+KT 0.02 mg窑L-1+Sucrose 30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1渊pH 6.5冤培养基上袁均能得到胚状
体袁并获得再生植株遥 可见棉花叶柄是优良的组织培养外植体遥
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This research focused on the tissue culturing of cotton petioles in different parts and different developing stages using

the established system of tissue culture of cotton petioles. The callus induction medium was MSB +IAA 0.1 mg窑L-1+KT 0.1 mg窑
L-1+2,4-D 0.1 mg窑L-1+Glucose 30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1 (pH 5.8), for both the petioles and aseptic seedling hypocotyls as explants.

The embryogenesis callus differential medium was MSB +IAA 0.05 mg窑L-1+KT 0.05 mg窑L-1+Glucse 30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1(pH

6.5), for the calli of petioles. The embryogenesis callus differential medium was MSB +IAA 0.02 mg窑L-1+KT 0.04 mg窑L-1+Glu-

cose 30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1(pH 6.5), for the calli of the aseptic seedling hypocotyls. For the petioles from the stem, the fruit branch

and the vegetative branch as explants, the results revealed no significant difference in the ratio of callus induction and callus dif-

ferentiation. For the senescence petioles as explants, there was significant decrease in the ratio of callus induction and callus dif-

ferentiation. Embryogenesis callus could develop into embryoid and then into plantlets in the medium containing MSB+6-BA

0.05 mg窑L-1+KT 0.02 mg窑L-1+Sucrose 30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1渊pH 6.5冤. The results indicated that like aseptic seedling hypocotyls,

cotton petioles were good explants for tissue culture.
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自 1983年 Davidonis等[1]报道获得棉花再生

植株至今袁虽经过 30多年的改良[2-6]袁仍然仅有少
数棉花材料能够通过组织培养获得再生植株遥 在
棉花组织培养中袁从外植体诱导体细胞脱分化长
出愈伤组织未见受基因型限制的报道[7]曰但仅有

少数品种能够从愈伤组织诱导再分化出胚性愈

伤组织袁进而获得再生植株袁这就是棉花组织培
养体系中存在的严重基因型限制[7-9]遥 基因型限制
主要表现在棉花品种间存在着差异袁目前仅珂字
棉系列[8]尧中棉所系列尧鲁棉系列等[9]少数品种获
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得了体细胞胚和再生植株遥 我国长江流域和黄河
流域棉花品种的植株再生潜力没有明显差别袁但
长江流域品种的体细胞胚胎发生所需的时间长[10]遥
不同外植体间也存在差异袁Trolinder等[3]认为棉

花下胚轴比子叶或真叶作外植体较好曰无菌苗下
胚轴最易袁中胚轴和上胚轴次之袁子叶较差袁叶片
和茎段最差[11]袁子叶节附近是最易形成愈伤组织
的部分[11-12]遥 Finer等[13]尧谭晓连等[14]发现用成熟棉

株的茎尧叶尧叶柄作外植体更难以诱导愈伤组织曰
焦改丽等[15]利用毛根获得再生植株袁但难易程度
缺少比较曰张海等[16]报道了棉花子叶离体培养与

植株再生袁但再生频率不高遥 总的来说袁幼嫩组织
比成熟组织更易诱导棉花体细胞胚胎发生[17]遥
棉花组织培养体系的改良与外植体的筛选袁

历来是组织培养工作者的注重点之一遥 本试验室
采用棉花主茎倒 2袁3袁4叶的叶柄建立了大田棉
花植株叶柄组织培养体系[18]袁并申请了专利渊专利
号院ZL200610089439.1冤袁但对其它部位的叶柄分
化能力还没有进行系统的研究遥 本试验利用前述
专利技术袁 首次系统地研究了棉花不同部位尧不
同生育时期的叶柄组织培养分化特性袁并与无菌
苗下胚轴的组织培养分化情况进行了比较袁为全
面了解棉花叶柄的组织培养特性及其应用价值

进行探索遥

材料与方法
试验材料

叶柄院CCRI 24是中国农业科学院棉花研究
所培育的早熟棉花品种袁由中棉所早熟育种课题
组提供遥 W10是由本试验室 2004年从 CCRI 24
中选育出的高分化率棉花材料袁其无菌苗下胚轴
分化率在 95%以上曰2006年 4月 28日播种袁种植
10行袁行长 10 m袁行宽 0.8 m曰株距 25 cm曰从中选
取生长正常的 30个单株进行取样遥 取样后先用
灭菌水冲洗袁 再经 0.1% HgCl2浸泡 4～5 min进
行灭菌处理袁用灭菌水冲洗 3次后袁将叶柄横切
成 0.5～0.8 cm长的切段作为外植体进行组织培
养遥 设计 3个叶柄组织培养试验院1冤盛蕾期取棉
花主茎的倒 2袁3袁4袁5叶片的叶柄曰2冤初花期分别
取主茎尧 营养枝上的倒 3袁4叶袁 果枝上的倒 2袁3
叶的叶柄曰3冤苗期渊5片真叶冤尧现蕾期尧花铃期取

当天开花的果枝节位的叶柄袁吐絮期取棉铃开裂
露白节位的叶柄遥

无菌苗下胚轴院无菌苗培养基采用 MS培养
基的大量元素 +Sucrose 30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1(pH
6.5)袁将无菌苗培养基分装到试管中袁每个试管加
5 mL培养基袁 经 121益尧14 min的高压灭菌处理
后备用遥 挑选成熟度良好的棉花种子袁剥出完整
的棉花种仁袁 将棉花种仁用 0.1% HgCl2浸泡 4
min袁然后用灭菌水冲洗 3～5遍袁接种在灭菌后
的试管中遥在无菌条件下培养 7 d后袁取出无菌苗
下胚轴袁横切成 0.5～0.8 cm长的切段作为外植体遥

组织培养条件

叶柄组织培养采用MS培养基的无机盐尧B5
培养基的维生素部分组成 MSB 基本培养基袁培
养基固化剂均采用 Sigma公司生产的 Gelrite gel-
lan gum 渊简称为 Gel冤遥 愈伤组织诱导培养基为
MSB+IAA 0.1 mg窑L-1+KT 0.1 mg窑L-1+2,4-D 0.1
mg窑L-1+Glucose 30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1 (pH 5.8)曰分
化培养基为 MSB+IAA 0.05 mg窑L-1+KT 0.05 mg窑
L-1+Glucose 30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1(pH 6.5)遥

无菌苗下胚轴培养体系采用本试验室优化

后的 CCRI 24无菌苗下胚轴培养体系袁即愈伤组
织诱导培养基与叶柄愈伤组织诱导培养基相同袁
分化培养基为 MSB+IAA 0.02 mg窑L-1+KT 0.04
mg窑L-1+Glucose 30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1(pH 6.5)遥

胚 性 愈 伤 到 再 生 植 株 培 养 基 均 为

MSB+6-BA 0.05 mg窑L-1+KT 0.02 mg窑L-1+Sucrose
30 g窑L-1+Gel 2 g窑L-1(pH 6.5)遥

培养基分装到 100 mL三角瓶中袁 每瓶 50
mL曰经 121益尧14 min的高压灭菌处理后备用遥

组织培养条件为 渊28依2冤益尧 人工光照强度
2000～3000 lx尧光暗周期为 14 h/10 h遥

数据统计

每瓶接种 6个切段袁 每处理接种 6瓶共 36
个切段遥 同时以培养 7 d的无菌苗的下胚轴作为
对照遥 40 d后诱导出的愈伤组织转接到分化培养
基上遥 在分化培养阶段每 40 d继代一次袁共继代
3次袁 每次均统计分化出胚性愈伤组织的外植体
数袁继代 3次后仍没有分化的愈伤组织按不分化
处理袁每处理重复 3次遥 数据统计分析用 SAS 8.0
软件遥
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出愈率渊Callus induction ratio冤=诱导出愈伤
组织的外植体数 /总外植体数伊100%曰
分化率渊Embryogenesis callus induction ratio冤=

分化出胚性愈伤组织的外植体数 /获得愈伤组织
的外植体数伊100%遥

结果与分析

棉花不同部位叶柄组织培养的差异

从表

1可以看出袁各处理出愈率都高达 95%袁叶柄处理
间差异也不显著袁可见棉花主茎叶的叶柄均能够
诱导出愈伤组织袁叶柄与无菌苗下胚轴出愈率差

异不显著袁 与前人报道的叶柄愈伤组织诱导困
难[11-13]相反袁可能与材料和组织培养体系有关遥

从表 1中各处理的愈伤组织重量看袁倒 3叶
叶柄愈伤组织生长速度最快袁与无菌苗下胚轴的
愈伤组织生长速度达到差异极显著水平袁但与倒
2袁4叶差异不显著遥 倒 5叶叶柄愈伤组织的生长
速度介于无菌苗下胚轴和倒 4叶之间遥

从分化率看袁倒 2袁3袁4袁5叶片的叶柄和无菌
苗下胚轴的愈伤组织分化率差异不显著袁说明叶
柄和无菌苗下胚轴一样袁 是组织培养的良好外
植体遥

表 1 主茎叶柄组织培养性状

Table 1 Traits of tissue culture of petioles on cotton stems

处理 Treatment 出愈率
Callus induction ratio /%

愈伤组织重量
Callus weight /g

分化率
Embryogenesis callus induction ratio /%

无菌苗下胚轴
Hypocotyl of asepsis seedling 95.7 1.420 100.0

倒 2叶柄 Petioles of the 2nd

backward leaves on main stem 95.7 1.963** 95.8

倒 3叶柄 Petioles of the 3rd

backward leaves on main stem 97.0 2.097** 97.3

倒 4叶柄 Petioles of the 4th

backward leaves on main stem 95.3 1.957** 96.6

倒 5叶柄 Petioles of the 5th

backward leaves on main stem 94.7 1.687* 92.6

试验

结果表明渊表 2冤袁不同部位的叶柄与无菌苗下胚
轴愈伤组织诱导率均在 95%左右袁 差异不显著遥
愈伤组织重量统计结果显示袁来自不同叶柄的愈
伤组织重量差异不显著袁但均极显著高于来自无

菌苗下胚轴的愈伤组织重量袁 其生长速度为主
茎＞营养枝＞果枝＞无菌苗下胚轴遥
不同来源的愈伤组织分化率差异不显著遥 说

明不同部位的叶柄袁均可以用作棉花组织培养的
外植体遥

注院*表示在 0.05水平上差异显著袁**表示在 0.01水平上差异显著遥
Note院 * indicates significant difference at 0.05 probability level袁** indicates significant difference at 0.01 probability level

compared to hypocotyl of sterile seedling.

表 2 初花期不同部位叶柄组织培养性状

Table 2 Traits of tissue culture of the different parts of petioles at the stage of flowering

注院**表示与无菌苗下胚轴相比在 0.01水平上差异显著遥
Note:** indicates significant difference at 0.01 probability level compared to hypocotyl of sterile seedling.

处理 Treatment 出愈率
Callus induction ratio /%

愈伤组织重量
Callus weight/g

分化率
Embryogenesis callus induction ratio /%

无菌苗下胚轴
Hypocotyl of sterile seedling 95.7 1.530 98.2

主茎叶柄
Petioles on main stem 95.3 2.250** 97.6

果枝叶柄
Petioles on fruit branch 96.3 1.977** 96.6

营养枝叶柄
Petioles on vegetative branch 95.0 2.027** 95.0
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棉花苗期到开花期袁各处理间出愈率
差异不显著曰到吐絮期叶柄出愈率仅有无菌苗下
胚轴的一半袁差异达到极显著水平渊表 3冤遥从棉花
苗期到开花期叶柄的愈伤组织重量均极显著高

于无菌苗下胚轴的愈伤重量袁这 3个时期的叶柄
愈伤组织重量差异不显著袁但以现蕾期生长速度
最快曰 吐絮期的叶柄愈伤组织生长速度明显变
慢袁同时经组织培养观察袁该阶段诱导出的愈伤
组织基本为绿白相间尧表面如霜尧坚硬的愈伤组织遥

从分化率看袁从苗期到开花期袁叶柄愈伤组
织的分化率与无菌苗下胚轴差异不显著曰到吐絮
期后袁 叶柄愈伤组织的分化率显著下降袁 仅有
42.8%遥 说明过于衰老的叶柄再分化能力降低遥

胚状体的萌发与再生苗的获得

不同来源的胚性愈伤组织袁在外形和生长状
态上没有发现差异遥 挑选黄绿色米粒状胚性愈伤
组织转接到胚状体萌发成苗培养基中袁经过 1～2
次继代培养袁不同来源的胚性愈伤组织均能获得
胚状体袁胚状体继代培养 1～2次袁能够获得再生
植株袁在该阶段未发现明显差异遥

结果与讨论
利用本实验室建立的棉花大田叶柄组织培

养体系[18]首次比较了大田棉花植株不同生育时期尧
不同部位的叶柄在愈伤组织诱导和分化方面的

差异遥 研究发现在愈伤组织生长速度方面表现出
与叶柄的粗细成正相关的特性曰不同部位的叶柄
愈伤组织均能够顺利分化袁 分化率差异不显著遥
在棉花不同发育时期袁 叶柄均具有诱导愈伤组
织尧分化胚性愈伤组织尧进而获得再生植株的能
力遥 即使是吐絮期的叶柄袁也有一定的再生能力袁
只是在叶片衰老到一定程度后袁其能力降低遥
国内外文献[2-5,8-11,15-17]报道均认为袁将棉花成熟

植株的营养器官作为外植体进行组织培养袁其愈
伤组织诱导和分化均比来自无菌苗的外植体困

难遥 本研究结果显示袁除吐絮期叶柄外袁棉花大田
植株的叶柄与无菌苗下胚轴相比无差异袁这可能
与试验材料有关遥
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表 3 不同发育时期叶柄组织培养特性

Table 3 Traits of tissue culture of the petioles at different stages of growth

注院**表示在 0.01水平上差异显著曰CK为无菌苗下胚轴遥
Note: **Indicates significant difference at 0.01probability level; CK is hypocotyl of sterile seedling.

出愈率
Callus induction ratio /%

愈伤组织重量
Callus weight /g

分化率 Embryogenesis
callus induction ratio /%

苗期 Seedling stage 叶柄 Petioles 92.3 2.34** 95.3
CK 96.7 1.46 100.0

现蕾期 Squaring stage 叶柄 Petioles 95.3 2.39** 92.7
CK 94.7 1.87 94.3

花铃期 Anthesis 叶柄 Petioles 93.6 2.17** 99.7
CK 96.6 1.63 100.0

吐絮期 Boll opening 叶柄 Petioles 45.3 1.23 42.8
CK 94.3** 1.73 98.5**

发育时期
Growth stage

组织
Tissue
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