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苦瓜愈伤组织的诱导及培养条件优化

张丽， 李玉锋， 代娟
(西华大学生物工程学院，四川成都610039)

摘 要：利用不同的激素配比，对苦瓜幼苗的各个器官进行愈伤组织诱导，比较其生长情况。通过

裳验得出，lAA与6一BA搭配比2，4一D与6一BA搭配时苦瓜愈伤组织的诱导及生长要好。当6一BA

质量浓度较高(4 mg／L)时，利予苦瓜愈伤组织的诱导。在优纯培养条件时，在MS培养基酶基硇

上添加103．125 mg／L的硝酸铵，100 mg／L的水解酪蛋白，蔗糖质量浓度为30 g／L，激素质量浓度

为0．5 mg／L 6一BA+0．2 mg／L 2，4一D对，可使苦瓜愈掳组织快速增殖。
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Study on the Inducing Callus of Momordica charantia L and

Optimizing the Culture Conditions
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Abstract：Efleet of hormone on the induction callus of Momordica charantia L was investigated in

this manuscript．Whe魏6-BA combination with lAA，a high induction and growth was observed

than that of the case of 6一BA combination with 2，4一D．The induction and growth increase with

the increase of 6一BA concentration．Furthermore。a high growth rate of Momordica charantia L

was detected when 103．125 mg／L ammonium nitrate，100 mg／L hydrolyzed casein，30 g／L

glucose，0。5 mg／L 6一BA and 0．2 mg／L 2，4-D was supplement to the medium．
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善基(Momordica charantia L．)隶属予蘸芦辩

(Cucurbitaceae)苦瓜属(Momordica L．)，具有清

热、解毒等功效，提取物具有降血糖、抗生育、抗癌

和撬艾滋病等作用n一23。避足年对蓄瓜褰体墙养研

究的报道已经不少，已有将苦瓜愈伤组织再生成植

株的报道[3叫]。但苦瓜愈伤组织继代培养的报道还

未冤。继代壤莽的磊的是为了在短时闻蠢使愈伤

组织快速生长，疏松易碎。作者设计不同的影响因

子，考察它嬲澍愈伤组织生长的影响，褥逝最适生

长条件，为苦瓜愈伤缀织获得代谢目标产物和悬浮

培养提供依据。

1材料与方法

1。1实验豺糕

实验材料为苦瓜晶种“金苦l号”，市僚。
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1．2培养基和培养条件

以MS培养基为基本培养基，添加3 g／dL蔗

糖，0．8 g／dL琼脂，pH 5．8，在此基础上添加不同的

激素作为诱导愈伤组织培养基(见表1)。优化培养

基是在MS培养基基础上添加较高含量的无机氮

源(硝酸铵)，丰富的有机附加物(水解酪蛋白)，不

同质量浓度的蔗糖和不同质量浓度的激素配比。

100 mL三角瓶装30 mL培养基。培养条件：温度

(25士2)℃，无菌苗生长时，每天光照12 h，光照强

度为2 000 Lux；诱导愈伤组织和优化培养时，采用

弱光培养或暗培养。

1．3实验方法

1．3．1技术路线 种子一无菌苗的获得一外植体

的采取一诱导条件探索一愈伤组织的形成一优化

条件探索一继代培养

1．3．2无菌苗的获得将种子破壳，25℃水中浸

泡24 h。去壳后用5 g／dL的次氯酸钠浸泡15～20

min，在超净台上用无菌水冲洗5次。接种到不添

加激素的培养基中，每瓶接种4～5颗种子，使种子

萌芽形成无菌苗。

1．3．3外植体的采取将播种8—12 d的苦瓜无菌

苗的上胚轴、下胚轴切成0．5 cm长的小段，子叶切

成0．5 cm×1．0 cm的小块，叶子切成0．5 am×0．5

cm的小片作为外植体，接种到愈伤组织诱导培养

基上，每瓶接种5～7个，每种配比接种每种外植体

20～30个，以形成愈伤组织。

1．4优化培养条件

将生长出来的愈伤组织在超净台上用解剖刀

或剪刀等工具切成0．5 cm×0．5 cm×0．5 am大小

的小块，接种到已设计好的优化培养基中，每瓶接

种5,---7个，每种培养基接种3瓶。接种前先称量装

有培养基的三角瓶的质量，接种完后再称其质量，

后者减去前者就为初始接种量(cu。)，培养一段时间

后，称其总重，取出愈伤组织后，再称量瓶的质量，

前者减去后者就为培养物最终质量(甜。)。

2 结果与分析

2．1愈伤组织的诱导与分析

培养2 d后，外植体的切口处开始膨大，10 d后

开始出现小米粒状的愈伤组织。上胚轴、下胚轴通

常是只有一端的愈伤组织生长茂盛；子叶的四周均

出现愈伤组织；叶子的外延没有出现愈伤组织，仅

在切口处有。培养23～26 d的数据见表1。所有

的激素配比都能将所有的外植体诱导出愈伤组织，

只是形成的时间不同，形态也有所差别．其中叶子

形成最晚，生长也最慢，在观察统计期间，其愈伤组

织生长量很少．诱导出来的苦瓜愈伤组织从形态

上可分为两种类型：A，绿色的愈伤组织，光泽，坚

硬，用解剖刀才能剥落，表面呈瘤状或具有球状的

突起；B，黄绿色的愈伤组织，较坚硬，部分表面有球

状突起；C，黄色的愈伤组织，质地较为疏松，易剥

落、破碎。本实验中得到的多为黄绿色愈伤组织。

表1激素对苦瓜幼苗各器官形成愈伤组织的诱导效果

Tab．1 The effects of phytohormone on the induction of callus

vegetative

组激素质量浓度／(mg／L)

别6-BA 2．4-D IAA

生长度

下胚轴子叶上胚轴叶总计

+：愈伤组织生长度为0．5 cm以下，++：愈伤组织生长

度为0．5～1．0 cm，+++：愈伤组织生长度为1．0 am以上

．总计：一个‘+’为一个单位。

总的看来，IAA与6一BA搭配比2，4一D与6一BA

搭配对苦瓜愈伤组织的诱导及生长要快。当6-BA

质量浓度为4 mg／L时，对愈伤组织的诱导有利。

其中外植体也有部分影响。下胚轴、子叶、上胚轴

在诱导愈伤组织上没有多大差异，只有叶子愈伤组

织诱导和生长较慢。

2．2继代培养条件的优化与分析

以MS培养基+1．0 mg／L 6-BA+0．5 mg／L

2，4一D+30 g／L蔗糖为基本培养基，用添加不同物

质和改变成分的质量浓度来作对比。挑选生长均

匀、颜色一致的愈伤组织接种到培养基上，经过两

周的培养后，愈伤组织在贴近培养基的地方又长出

新的愈伤组织，其形态和诱导出来的愈伤组织一

样。通过单因素实验，确定设计的因素是否对苦瓜

愈伤组织的生长具有显著影响。
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为了确定影响愈伤组织增长速度的最适条件，

在每个单因子实验中，测定生长速度，绝对生长速

率(Ra)的公式为：R。一(姚一甜1)／(厶移)。∞l秀起始

接种量(g)，cc，z为最终培养物的质量(g)，口为培养基

的体积(L)，t为培养时间(d)。计算相对生长速率

(砖)的公式秀：R，一￡。ln(鲍／甜1)陶。

2．2．1硝酸铵对愈伤组织生长的影响 硝酸铵添

加量为MS培养基中硝酸铵量的0，1／16，1／8，1／4，

1／2，褰验中每个水平重笈3次。分掰计算穗对生

长速举，结果见表2。

裘2硝熬镀淡量浓度对繁擞愈伤组织生长豹影婀

+Tab．2 Effects of ammonium nitrate On callus growth

Ell图l可以看出，添加了硝酸铵后愈伤组织的

生长率比没有添加上的生长率要高些，随着添加量

的增热，硝酸铵对生长速率憋影瞧逐渐平缓。在高

浓度硝酸铵的培养基中，愈伤组织经过一段时间的

培养，逐渐变为绿色。经过方差分析，硝酸铵添加

量按承平改变时，对愈伤缀织生长速率的影响谯误

差范阐以外，因此，硝酸铵对苦瓜愈伤组织生长有

显著影响。

O．14

0．12

篓o．10
蚤o．08
靛0．06

0．04

氇02

O

硝酸铵质艇浓度，(mg／L)

蟊1磷酸铰矮叠浓度对饕_l蔽愈痿缀绫生长的彩骥

Fig．1 Effects of ammonium nitrate On callus growth

2。2．2 水解酪簧白质量浓度对苦瓜愈伤组织焘长

穗影响 考察了承薅酪蛋盘不同曩登浓度对薷氟

愈伤组织生长的影响。水解酪蛋白质量浓度分别

为100，300，500，700，900 mg／L，每个水平重复3

次，分别计算相对生长速率，结果见表3。

由圈2可泼看溅，承麓酪蛋白质量浓度较低

时，对苦瓜愈伤组织的生长有利，质量浓度逐渐增

高后，生长速率降低，且逐渐平缓。愈伤缀织在离

质量浓度的水舞酪蛋螽的培养鍪中，培养一段时闯

后，表面开始变黄，生长缓慢。经过方差分析，水解

酸蛋白添加量水平改变时，对愈伤组织生长速率的

影响在误差范围以外，因此，永解酪蛋白对苦瓜愈

伤组织生长有显著影响。

襄3水解酪蛋白添加量对苦瓜慰伤组织生教麴彰晌

苫a&3 Effects of hydrolyzed casein on callus growth

褂
幽
逝

翻
霞
嚣

闰2水解酪蛋白质量浓度对苦瓜愈伤组织生长速率

豹影精

Fig．2 Effects of hydrolyzed casein on callns growth

2．2．3蔗糖质量浓度对愈伤组织生长的影响 考

察苓弱戆谈源质量浓度黠愈揍维织生长的影响。

蔗糖的质量浓度分别为10，20，30，40，50 g／L，每个

水平重复3次，分别计算相对生长速率，见表4。

袭4蔗糖霹愈魏缝绥生长豹彩睦

Tab．4 Effects of sugar on callus growth

由图3可以看出，当蔗糖质攫浓度大乎10 g／L
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O lO 20 30 40 50 60

蔗糖质量浓度／(g／L)

圈3蔗糖质量浓度对愈伤组织生长的影响

Fig．3 Effects of sugar蛐callus growth

2．2．4激素质量浓度对愈伤组织生长的影响考

察不同激素质量浓度配比对愈伤组织生长的影响。

激素的质量浓度6一BA／2，4一D分别为：0．2／0．1，

0．s／o．2，1．o／o．5，2．0／1．0，5。o／2．0 mg／L，每个水

平重复3次，分别计算相对生长速率，见表5。

表5激素配比对愈伤组织生长的影响

Tab．5 Effects of hormones concentrations on callus growth

由图4可以看出，由6一BA和2，4一D组合的激素，

在6一BA质量浓度为0．2 mg／L，2，4一D质量浓度为

0．1 mg／L时，苦瓜愈伤组织的生长速率比在其他

组合情况下高很多，当激素质量浓度逐渐增大时，

愈伤组织的相对生长速率逐渐平缓。愈伤组织在

较高质量浓度的激素配比中生长缓慢，且颜色偏深

黄。经方差分析，激素质量浓度改变时，对愈伤组

织生长速率的影响在误差范围以外，因此，激素质

量浓度对苦瓜愈伤组织生长有显著影响。

褒6供试因素及水平

Tab．6 Experimental factors and levels

表7正交设计实验结果

Tab．7 Orthogonal design and experimental results
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图5各因素水平对苦瓜愈伤组织相对生长速率的影响

Fig．5 Effects of different factors oH callus growth

由表7，表8和图5进行直观分析和方差分析，

结果表明：影响苦瓜愈伤组织生长速率的因素的主

次顺序为A(硝酸铵质量浓度)>C(蔗糖质量浓度)

>B(水解酪蛋白质量浓度)>D(激素质量浓度)，

其中因素A、B、C的影响非常显著，因素D的影响

不显著。确定的最优水平搭配为A。B。C2D。，即在

MS培养基的基础上，再添加103．125 mg／L的硝酸

铵，i00 mg／L的水解酪蛋白，30 g／L的蔗糖，0．5

mg／L的6一BA和0．2 mg／L的2，4一D。

在诱导苦瓜愈伤组织时，所设计的激素配比都

能诱导出愈伤组织，只是出现愈伤组织的时间不

同。诱导出的愈伤组织在始诱导培养基中30～40

d以后开始出现部分生长旺盛，最大快愈伤组织直

径可达3 cm以上，部分变黄，停止生长，死亡。继

续生长的愈伤组织表面开始出现白色粉粒状愈伤

组织，新长出的愈伤组织颜色呈绿色，球状突起，较

坚硬。

在优化培养条件时，在没有添加激素的培养基

上，愈伤组织培养一段时间后全部变黄死亡。外源

激素作为生长调节剂，在离体调空中对器官的生长

与分化起着关键作用。蔗糖质量浓度高于30 g／I。

时，愈伤组织呈深绿色，且瘤状物更大，更坚硬。由

此可见，蔗糖质量浓度过高，对于产生疏松易碎的

愈伤组织不利。继代培养2～3次后，愈伤组织周

围新长出的愈伤组织从黄绿色逐渐转成淡黄色，且

颗粒细小，半透明，较疏松易碎，表面变得粗糙。
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