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大蒜愈伤组织诱导条件的优化
关

李志勇
` 罗焕亮 2郭 勇 ’

( 1华南理工大学食品与 生物工程学院
,

广州
,

51 (冷冬1 ;2 广州市林业科学研究所 )

摘要 对大蒜愈伤组织诱导条件进行了优化
,

结果表明
:
采用带表皮

,

外植体大小为 0
.

5 cm
x 0

.

3

cm
x o

.

Z cm 的广州白皮大蒜蒜瓣
,

在 MS
+ 3

,

0 11

娜L Z
,

4 一 D + 2
.

2 11喝 / L BI A 培养基中可促使大蒜愈

伤组织大量发生
.

广州白皮大蒜与大头蒜品种对愈伤组织诱导无显著差异
.

大蒜外植体 4 ℃低温

保藏 18 d 可降低出愈污染
,

但对愈伤组织诱导影响不大
.

关键词 大蒜 ;愈伤组织 ; 培养基 ;外植体 ;低温处理

中图分类号 O叫 5
.

51

大蒜
,

又名胡蒜
,

是百合科葱属植物蒜 ( lA il um
: 口众刀。期孟 L

.

)的鳞茎
,

是香辛类蔬菜之一
,

在

我国南北广泛栽培
.

该植物不仅可作为蔬菜鲜食或加工
,

还可作为香辛调料
,

并且具有很高的

药用价值
.

在植物界 中
,

大蒜是含超氧化物歧化酶 ( so D )量最高的植物之一
,

完全可作为 so D

的天然植物来源 (张毅
,

19 9 3 )
.

现 已明确知道
,

SO D 在抗辐射损伤
、

抗炎症
、

预防衰老和治疗癌

症肿瘤等方面具有积极作用 (翁清清等
,

19 8 8 )
.

有关大蒜愈伤组织的诱导
,

研究报道有鳞茎微

繁技术 (刘高琼等
,

199 6)
,

茎尖脱毒技术 (李昌华等
,

1995 )
,

体细胞胚发生 ( cS hva
e l l l a k e r ,

19 95 )
、

离体苗繁殖和植株再生 ( M
o ham ed

~

Y as see
n e t 己

,

199 ;5 K oc h e t al
,

199 5 )
,

也有使用根段进行诱

导再生的 (M ye 。
,

199 5 )
.

但在运用大蒜细胞大量培养生产代谢药物超氧化物歧化酶方面
,

国

内郭勇教授领导的试验小组进行了报道 (张毅
,

1993 ;刘叔文
,

199 ;6 王霜
,

199 7 )
,

本试验在已初

步探明诱导基本培养基的基础上
,

进行了大蒜愈伤组织诱导条件优化的补充研究
,

以期为进一

步的试验打下基础
.

1 材料与方法

1
.

1 供试材料

为大蒜 ( lA il lun
s at 初uln L

.

)的 2 个品种
,

广州 白皮大蒜 (A
.

s at 初um L
.

v ar
.

iaT ha , d i c )和

大头蒜 ( A
.

助钾及2子地 sr
um L

.

)
.

1
.

2 外植体处理及培养条件调优

大蒜在 4 ℃下冷藏 18 d
,

以室温保存为对照
.

蒜瓣剥去保护膜
,

进行表面消毒
,

然后切成

不同大小的小块
,

接人愈伤组织的诱导培养基 (张毅
,

199 3 )
,

25 ℃
,

6 】) h 光照
,

每天循环光照

12 h 条件下进行愈伤组织的诱导培养
,

18 d 后继代
,

转人继代培养基至稳定生长
.

每 Z d 观察

1次愈伤组织诱导出现时间
、

污染情况以及诱导过程
.

1
.

3 培养基调优

以带表皮
,

大小为 0
.

5 Cm x O
.

3 。m x o
.

Z Cm 广州白皮大蒜蒜瓣作外植体
,

采用均匀设计的

1卯 8 一 10 一 05 收稿 李志勇
,

男
,

27 岁
,

现为华南理工大学博士生
,
国家自然科学基金 ( 296 7印 17) 资助项 目
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方法 (栗军
,

199 5) 对诱导培养基进行添加激素配比调优
.

2 结果与分析

2
.

1 外植体的表面消毒效果

诱导及继代过程中
,

外植体的污染情况为
: 广州 白皮大蒜室温保存 ( C K )及 4 ℃冷藏 18 d

处理外植体污染率分别为 35 % 和 20 % ;对应大头蒜为 12 % 及 0
.

由此可见
,

大头蒜较白皮大蒜

对污染物具有一定的抑制能力
,

且其肉眼可见的污染物只出现在继代阶段
,

这可能是 由于继代

培养基中存在酪蛋白水解物成分
,

有利于污染微生物生长
,

使在诱导阶段受抑制的微生物得以

繁殖
.

另一方面
,

从以上结果可知
,

4 ℃冷藏有利于抑菌
,

减少污染率
,

其原因可能是冷藏使组

织携带微生物生命力减弱
,

在外植体组织表面消毒过程中可被杀灭所致
.

2
.

2 愈伤组织的诱导过程

对大头蒜
,

前 s d 愈伤组织生长缓慢
,

形态基本不变
,

6 d 开始外植体表皮组织细胞分裂加

快
,

在外植体表皮中间部位开裂
,

组织外翻
,

随着细胞的进一步分裂
,

表面开始出现淡黄色的小

颗粒
,

随培养条件或处理条件的不同
,

进一步形成不同形状的愈伤组织
,

有的呈皱缩状
,

有的呈

堆积生长并向四周扩展
,

外观较为松脆
,

但经多次继代后
,

愈伤组织由松脆渐转致密 ;对广州白

皮大蒜
,

其生长前期约为 7 d
,

形态基本不变
,

此后
,

从组织切 口 部位与培养基接触周缘开始肿

大
,

然后整个组织由下向上膨大隆起
,

起初在组织的顶端 (即芽分生组织处 )出现绿色
,

后随培

养时间的延长而逐渐变浅消失
,

愈伤组织多呈淡黄色
,

在组织与培养基的交界处最早产生的愈

伤组织
,

偶呈红褐色且随培养时间的延长而加深
,

外观较致密
,

经多次继代后
,

愈伤组织由致密

渐转松脆
.

总的来说
,

广州白皮大蒜与大头蒜品种对愈伤组织诱导无显著差异
,

考虑到大蒜细

胞培养需要松脆的愈伤组织
,

宜选用广州白皮大蒜作为外植体材料
.

2
.

3 外植体大小
、

取材部位对愈伤组织产生的影响

将大蒜取不同部位 (分带表皮与不带表皮 )切成 4 种不 同规格大小
,

接人愈伤组织诱导培

养基进行愈伤组织的诱导
,

18 d( 1 次继代期 )后统计愈伤组织的产生情况
,

其结果见如表 1
.

表 1 大蒜不同部位不同大小的外植体的愈伤组织诱导情况
` )

外植体大小

大蒜种类 取材部位 0
.

5 e m x o
.

3
c m

x 0
.

2
e m

0
.

4
c ll l x o

.

Z
e m

x
0

.

1
e m

0
.

3
e m x o

.

Z
e m

x 0
.

1
e m

0
.

2
c 〔 n x o

.

Z
e m

x 0
.

1
e m

广

白皮大蒜

大 头 蒜

带表皮

不带表皮

带表皮

不带表皮

+ 十 + + +

+ + + + +

l)
+ 十 + 愈伤组织产生多 ; + + 愈伤组织产生较多 ; + 可见愈伤组织 ; 一 不见愈伤组织或产生极少

,

只

有表皮纵形开裂

从表 1可见
,

外植体 的取材部位对愈伤组织产生有显著影响
,

不论是 白皮大蒜还是大头

蒜
,

只有带表皮的外植体才可产生愈伤组织
,

而不带表皮的外植体均不产生愈伤组织 ;另一方

面
,

愈伤组织的产生也与外植体的大小有关
,

对以上 4 种不同规格大小的外植体
,

外植体的大

小在 0
.

5 Cm x o
.

3 c m x o
.

Z C m 时
,

愈伤组织产生较多 ;当外植体的大小在 O
.

Z c m x o
.

Z Cm x



华 南 农 业 大 学 学 报 第 0 2卷

0
.

1c m以下时
,

极少或不产生愈伤组织
.

2
.

4
·

冷藏处理与愈伤组织的产生

如表 2 所示
,

冷藏处理对愈伤组织产生有一定作用
,

可使 2 种大蒜的愈伤组织出现时间略

为推迟 1 一 Z d
,

但对广州白皮大蒜愈伤组织的颜色
、

外观和生长量的影响均不明显
.

冷藏处理

可使大头蒜愈伤组织的颜色加深
,

外观不规则
,

呈皱缩状且愈伤组织的增长速度较慢
.

表 2 冷藏处理对大蒜愈伤组织产生的影响

大蒜种类 处 理
愈伤组织出现时间

t( 接种后天数 ) / d
颜 色 外 观

愈伤组织
’ )

生长量

广州白皮大蒜 冷藏 8 一 10 白至浅绿
、

淡黄 隆起
、

致密 + 十

C K 6
一

8 同上 同上 十 十

大头蒜 冷藏 7
一 9 黄棕色或黄褐色 皱缩

、

不规则 +

CK 6 一
8 淡黄 平滑

、

堆积生长 + 十

l)
十 愈伤组织较多 ; 十 十 愈伤组织 多

2
.

5 诱导培养基的调优

采用 M S 基本培养基
,

寻找最佳添加激素配比
.

选取 B A ( x
l
)
、

KT (X
Z
)

、
2

,

4 一
o( 凡 )和 BI A

( x
4
) 4 个 因素

,

它们的变化范围为
: x l : 1

.

0 一 2
.

;2 瓜
: 0

.

6 一 1
.

;4 凡
: 1

.

9 一 3
.

;1 瓜
: 1

.

勺一 2
.

2
,

单位为

n

娜 L
,

各取 5个水平
.

选取均匀设计表 玩 (少)
,

均匀设计的试验方案 姚 (梦)及结果见表 3
.

表 3 试验方案 sU (护 )及结果 , )

试验号
X l / (毗

·

L
一 ’
) X2 / ( m g

·

L
一 `
) X3 / (毗

·

L
一 ’
) X4 / (吨

·

L
一 ’ ) Y (愈伤组织

生长量 )BA K7
,

2
,

4
一

D BI 4

1
.

0 ( l ) 0
.

8 ( 2 ) 2
.

5 ( 3 ) 1
.

9 ( 4 )

l) 表中圆括号为水平标号 ;愈伤组织生长量计算标准
:
0 为不长 出愈伤组织 ;l 为可见愈伤 组织生长

,

但仅有

少量 ;2 为愈伤组织在外植体接触培养基处布满整圈 ; 3 为愈伤组织布满外植体且厚度较大
.

每一试验号 or

个重复

试验结果经二次 回归计算
,

得 回归方 程 表 4 调优培养基的验证试验

为 : Y = 0
.

39 4 + 0
.

12 2 x 子
一 0

.

46 3 x l
瓜 + u

.

29 4 试验号 (Y 愈伤组织生长量 )

凡瓜
,

其 显著性检 测 F = 8
.

32
,

在显著水 平 CK 培养基 1
·

42

。 = 0
.

05 下是可信的
.

回归模型在试验范围内 调优培养基 2
·

08

~ 一
。 , _ , _ ,

, _ _ ,

~ ~ 一~ ~
, 、 、 , 、 , _

理论调优值 2
.

16
成立

,

即 X , 、 X : 和 X 4 的取值范围分别为 0 - 一二二二二竺二兰一 -一一一一二二立
.

一2
.

2
、

0 一 3
.

0及 0 一 2
.

2
,

单位为
n

娜 L
.

在给定

范围内对回归方程微积分求极值
,

当 x l = 0
,

凡
二 3

.

0
,

X ; = 2
.

2 时
,

Y~
二 2

.

16
.

获得的调优培

养基配方为 M S + 3
.

o m岁L Z
,

4
一

D + 2
.

2 1现犷L BI A
.

为了验证培养基调优配方
,

进行比较试验
,

结果见表 4
,

表中 C K 培养基配方见张毅 ( 1卯3 )
.
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从试验结果来看
,

在调优培养基下可得到与理论调优值相近的结果
,

且明显优于 CK 培养基
.

3 讨论

大蒜是一种适应性强
、

病虫害少的植物
,

同时也是药用价值较高的蔬菜作物之一 近年来

人们在寻找新的
、

可靠的
、

低成本的 so D 来源的过程中发现大蒜中含有丰富的 so D 及其它抗

氧化剂成分
,

大蒜的抗癌
、

杀菌和抑病毒的作用无不与此相关
.

利用大蒜细胞大量培养生产高

附加值产品 so D
,

国内郭勇领导的研究小组进行 了系列研究 (张毅
,

19 93 ;刘叔文
,

19% ; 王霜
,

19 97 )
,

建立 了继代稳定的大蒜培养细胞系
.

但在大蒜细胞愈伤组织诱导方面
,

仅对培养基配

方进行了初步的探索
,

并未对大蒜愈伤组织诱导条件进一步深人优化
,

本研究正是在已有基础

上进行的补充研究
.

大蒜愈伤组织的诱导所需时间及效果一般随外植体来源
、

取材部位
、

大小以及预处理的不

同而表现较大差异
.

带表皮的外植体由于具有生活力旺盛的分生组织
,

有利于愈伤组织诱导
,

当大蒜外植体大小为 0
.

5 Cm x O
.

3 Cm x o
.

Z Cm 时
,

继代时期愈伤组织产生量较多 ;随着外植体

变小
,

愈伤组织产生量也变少
.

4 ℃低温保藏 18 d 有一定抑菌作用
,

可减少外植体出愈污染
.

冷藏可推迟出愈 1 一 Z d
,

但对大蒜愈伤组织诱导影 响不大
.

另外
,

由于外植体的差异
,

所形成

的愈伤组织也会 出现形态发育的差异
,

部分愈伤组织致密
,

而部分愈伤组织疏松
.

实践表明
,

松脆的愈伤组织有利于大蒜细胞悬浮培养
,

只要稍经扒械振荡
,

即可使组织分散成单细胞或小

细胞团
.

故宜选用广州白皮大蒜作为外植体材
.

均匀设计法是一种成熟的试验设计方法
,

突出优点是用较少的试验获得较多的信息
,

适用

于多 因素多水平的设计
,

可在科学试验上推广应用 (张国权等
,

19 98 )
.

作者采用此设计方法
,

得到广州 白皮大蒜优化诱导培养基配方为 M s + 3
.

o l n酬L Z
,

4
一

D + 2
.

2 i n g / L BI A
,

经试验证 明

可取得 良好的诱导效果
.
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·

简 讯
·

本刊获教育部期刊评比二等奖

据国家教育部发布的通知 (教技【1999 〕1号 )
.

教育部开展的 199 9 年度全国优秀高校自然

科学学报及教育部优秀科技期刊评比活动
,

经组织有关专家进行评审
,

共评出获奖期刊 2X()

种
,

其中一等奖 50 种
,

二等奖 so 种
,

三等奖 70 种
.

丈华南农业大学学报 )荣获二等奖
,

并排名第

三
.

通知还指出
:
该项奖励可等同于教育部科技进步奖

.
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