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摘要:以陆地棉种质系珂字 312和陆地棉标准系 TM-1为材料袁结合优化的陆地棉体细胞培养体系袁系统地研
究了琼脂尧Gelrite和 Phytagel 3种培养基凝固剂对愈伤组织的诱导尧胚性愈伤的增殖尧体细胞胚状体的发生和
植株再生的影响遥结果表明袁用 Phytagel作为培养基的凝固剂袁可显著改善陆地棉体细胞培养过程中的褐化问
题袁并具有提高胚性愈伤组织增殖速度尧体细胞胚胎发生和植株再生频率等作用遥 Gelrite虽也能改善棉花体细

胞培养中的褐化问题袁 但因水化现象严重而影响胚性愈伤组织增殖和体细胞胚状体发生袁 其效果不如 Phy-

tagel遥 因此袁在陆地棉体细胞培养过程中的胚性愈伤组织诱导尧体细胞胚状体发生和植株再生过程中袁宜用
Phytagel作为培养基的凝固剂袁而无菌苗培养和愈伤组织诱导仍可以选用琼脂凝固剂遥
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The effects of the three different gelling agents, agar, gelrite and Phytagel, on callus inducing, embryogenic callus am-

plification, the somatic embryogenesis and plant regeneration of upland cotton ( L.) germplasms, Coker 312

and TM-1, were studied systematically, using the system of upland cotton somatic culture developed in our laboratory. The re-

sults showed that the phytagel which used as the gelling agent for the medium of somatic culture could improve the browning

problem during the somatic culture, increase the amplification of embryogenic callus, and improve the quality of the callus and

embryogenic callus, which led to significantly increasing in somatic embryogenesis and plant regeneration. So the phytagel is a

good gelling agent for medium of somatic culture in upland cotton. Although the gelrite also can solve the problem of the brown-

ing during the somatic culture, due to its hydrating process during the culture which may affect the amplification of embryogenic

callus and somatic embryogenesis seriously, the results of gelrite is not as good as phytagel. Combination with the method of so-

matic culture system optimized by our laboratory recently, the regeneration plants from 10 upland cotton genotypes, included the

genotypes called the recalcitrant nature in plant regeneration, were obtained in a relative short period of culture, using the Phy-

tagel as the gelling agent. Therefore, it is suggested that Phytagel should be used as the gelling agent in the media for inducing

embryogenic callus, somatic embryogenesis, and plant regeneration during the somatic culture of upland cotton, especially for

the genotypes with recalcitrant nature in plant regeneration. While for the culture of germ-free seedlings and callus inducing, the

agar is still a good gelling agent because of the economic reason.
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棉花体细胞培养研究起步较晚袁是被公认的
难于进行体细胞植株再生的农作物之一遥 尽管四
倍体陆地棉体细胞培养较易获得体细胞胚胎和

再生植株[1-2]袁但多数研究主要是应用珂字棉种质
系及其它少数易于再生的基因型[3-8]遥 有关陆地棉
体细胞培养的胚胎发生和植株再生已有大量的

报道袁并从无机营养尧有机添加物尧激素配比尧碳
源种类等方面进行合理的优化袁形成了优良的陆
地棉体细胞胚胎发生及植株再生的培养体系[ 9-15 ]遥
然而袁到目前为止袁棉花体细胞培养还存在着一
些问题院一是不同棉种尧不同基因型之间棉花组
织培养胚胎发生与植株再生能力的差异曰二是不
同外植体之间愈伤组织诱导和胚胎发生能力的

差异曰三是棉花培养过程繁琐袁时间过长袁畸形苗
频率高袁体细胞胚胎发生和植株再生频率低等因
素遥 体细胞培养和植株再生包括愈伤组织诱导尧
体细胞胚胎发生和体细胞胚萌发形成再生植株

等不同过程袁而培养基的物理状态对于棉花体细
胞培养的植株再生密切相关遥 到目前为止袁大多
棉花体细胞培养的研究均沿用琼脂作为培养基

的凝固剂袁其它类型凝固剂的应用相对较少遥 有

关不同培养基凝固剂对植物体细胞培养体细胞

胚发生和植株再生的影响等方面的系统研究还

少见报道遥 本研究在本实验室已建立的陆地棉高
效胚胎发生和植株再生体系的基础上袁以珂字棉
312和 TM-1为材料袁 系统研究了不同凝固剂对
陆地棉体细胞培养的影响袁并用多个难于再生的
陆地棉品种渊系冤对其验证袁以建立培养周期短尧
再生频率高尧适用基因型广的棉花体细胞培养体
系袁为棉花细胞工程尧基因功能验证尧基因工程和
棉花育种提供技术平台遥

材料和方法

供试材料

本研究试验材料为陆地棉种质系珂字棉 312
和 TM-1遥 其中袁珂字棉 312为易再生的种质系袁
TM-1为难以再生的陆地棉标准系遥 用于验证的
材料包括来自黄河流域棉区和长江流域棉区的 9
个陆地棉品种渊系冤袁见表 1遥

无菌苗培养

取材料成熟种子用浓硫酸脱绒袁 用 75%
渊W/V冤酒精消毒 1 min袁再用 0.1%渊W/V冤HgCl2消

表 员 试验材料尧主要特性和来源
Table 1 The material used in the experiment and their main characters

材料 主要特性 来源

珂字棉 312 易再生陆地棉种质系 中国农科院棉花研究所

珂字棉 201 易再生陆地棉种质系 中国农科院棉花研究所

ZDM-3 易再生陆地棉种质系袁超鸡脚叶 浙江大学

TM-1 陆地棉标准系袁难以再生 浙江大学

中棉所 12 推广陆地棉品种袁抗渊耐冤枯黄萎病袁难以再生 中国农科院棉花研究所

中棉所 19 推广陆地棉品种袁抗渊耐冤枯黄萎病袁难以再生 中国农科院棉花研究所

中棉所 18 推广陆地棉品种袁无色素腺体袁难以再生 中国农科院棉花研究所

豫棉 19号 推广陆地棉品种袁抗黄萎病袁难以再生 河南农科院经作所

豫棉 23号 推广陆地棉品种袁抗黄萎病袁难以再生 河南农科院经作所

浙 905 推广陆地棉品种袁转 + I基因抗虫棉 浙江大学

浙大 3号 推广陆地棉品种袁转 基因抗虫棉 浙江大学

毒 5 min袁 然后用无菌水清洗 3~4次袁 置于 1/2
MS＋20 g窑L-1蔗糖 +8 g窑L-1琼脂粉的培养基上袁
暗培养至萌发后进行光培养袁7 d后获得无菌苗遥
愈伤组织诱导

切取无菌苗的下胚轴切段 渊5~7 mm冤尧 子叶
渊约 5 mm2冤和根段渊5~7 mm冤接种到愈伤组织诱
导培养基上诱导愈伤组织遥 愈伤组织诱导培养基
为MSB5＋0.5 mg窑L-1 IBA +0.1 mg窑L-1 KT+ 1.0 g窑

L-1Gln + 0.5 g窑L-1 Asn + 3%渊W/V冤葡萄糖袁并添加
不同种类的凝固剂遥培养条件院光照强度 2000 lx袁
光周期 14 h光 /10 h暗袁温度(28依1)℃遥
胚性愈伤组织继代增殖

挑选新鲜尧黄绿色尧有光泽的尧颗粒状愈伤组
织继代于 MSB5 渊KNO3加倍冤+ 0.5 mg窑L-1 IBA +
0.2 mg窑L-1 KT+ 1.0 g窑L-1 Gln + 0.5 g窑L-1Asn + 3%
渊W/V冤麦芽糖袁并添加不同种类的凝固剂遥 培养
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表 2 不同凝固剂对于愈伤组织的诱导效应渊28 d冤
Table 2 Effect of gelling agents on the callus inducing of upland cotton (28 days)

注院数值为平均数依标准差袁同一品种相同字母为差异未达显著水平渊P>0.05冤遥

材料 凝固剂 外植体 出愈率∕% 出根率∕% 愈伤组织生长量 愈伤组织质量

子叶 97.7± 3.4a 0 ++ 疏松湿润袁浅黄绿色
下胚轴 100.0± 0.0 0 ++ 疏松湿润袁浅绿色
根系 87.2± 4.2b 0 ++ 疏松袁淡绿色
子叶 100.0± 0.0a 0 +++ 疏松湿润袁浅黄绿色
下胚轴 100.0± 0.0a 0 +++ 疏松湿润袁浅黄绿色
根系 100.0± 0.0a 0 +++ 疏松湿润袁浅黄绿色
子叶 91.3± 3.2b 1.5 +++ 疏松袁淡绿色
下胚轴 100.0± 0.0a 0 +++ 较疏松袁浅绿色

TM-1

子叶 87.7± 5.3b 0 + 疏松湿润袁黄绿色
下胚轴 100.0± 0.0a 0 ++ 疏松湿润袁绿色
根系 77.2± 6.2c 0 + 疏松袁灰白色
子叶 100.0± 0.0a 0 ++ 疏松湿润袁黄绿色
下胚轴 100.0± 0.0a 0 ++ 疏松湿润袁浅黄绿色
根系 98.3± 1.7a 0 ++ 疏松湿润袁灰白
子叶 81.1± 4.5bc 1.5 ++ 疏松袁淡绿色
下胚轴 100.0± 0.0a 0 ++ 较疏松袁浅绿色
根系 76.5± 6.6c 0 + 疏松袁灰白色

Gelrite

Phytagel

琼脂渊CK冤

Gelrite

Phytagel

琼脂渊CK冤

根系 90.5± 3.3b 0 ++ 疏松袁灰白色

珂

字

棉

312

条件同愈伤组织诱导遥
体细胞胚胎发生及植株再生

胚性愈伤组织培养 30 d左右即可出现不同
时期的胚状体袁并萌发成再生小植株遥 再生小植
株移至壮根培养基中诱根遥 壮根培养基为 MSB
渊KNO3加倍冤+ 1.0 g窑L-1 Gln + 0.5 g窑L-1Asn + 3%
渊W/V冤葡萄糖袁并添加不同种类的凝固剂遥

数据观察和统计

试验设 3次重复袁每处理设 10个培养瓶遥 接
种或继代 4周后统计愈伤组织发生率尧胚性愈伤
组织的增殖量尧体细胞胚胎发生率等遥 愈伤组织
发生率为外植体接种到愈伤组织诱导培养基上

培养 28 d后诱导出愈伤组织的外植体占接种的
外植体数的百分率曰增殖量为平均每天增殖的愈
伤组织的鲜重曰体细胞胚胎发生频率为每克鲜重
胚性愈伤组织中的体细胞胚胎数遥 所得数据用
Excel进行统计分析和显著性测定遥

结果与分析

凝固剂对于愈伤组织诱导的影响

尽管在 3种凝固剂的出愈培养基上均能诱
导出愈伤组织袁但不同的凝固剂对不同品种和不

同外植体出愈率和愈伤组织的增殖具有不同的

效应渊表 2冤遥 其中袁植物凝胶渊Phytagel冤对于珂字
棉 312外植体的诱导出愈率达 100%袁 且愈伤组
织生长量适中袁质地疏松湿润尧浅黄绿色遥 这类愈
伤组织容易发育成胚性愈伤组织和体细胞胚袁并
易获得再生植株遥 脱乙酰吉兰糖胶渊Gelrite冤的愈
伤组织诱导效果略差于植物凝胶袁但优于对照琼
脂粉渊Agar冤渊图 1冤遥 不同基因型品种之间的愈伤
组织诱导效果有显著的差异袁但不同凝固剂对其
影响具有相同的趋势渊表 2冤遥
不同的外植体诱导出的愈伤组织质量有较

大的差异遥 总的来讲袁下胚轴最易诱导出优良的
愈伤组织曰其次是子叶袁根系的诱导效果最差遥 在
琼脂培养基上袁由子叶诱导出的愈伤组织质量较
坚硬袁色泽深绿袁之后又成灰白色袁并有一部分子
叶外植体直接诱导生根袁难于形成适于分化的愈
伤组织曰根系诱导出的愈伤组织生长量少袁成灰
白色袁难于形成胚性愈伤组织遥 Gelrite的效果略
优于琼脂袁 但 Gelrite培养基上容易产生水化现
象袁容易造成愈伤组织的水渍化遥 然而袁在 Phy-
tagel培养基上袁愈伤组织生长优良袁且根系尧子叶
和下胚轴之间的出愈率尧愈伤组织生长量和质量

张 巧等院不同凝固剂对陆地棉体细胞胚胎发生和植株再生的影响 5
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A院以琼脂作凝固剂时下胚轴诱导出的愈伤组织曰B院以琼脂作凝固剂诱导的胚性愈伤组织曰C院以琼脂作凝固剂诱导
出的胚状体曰D院以 Gelrite为凝固剂诱导的愈伤组织曰E院以 Gelrite为凝固剂诱导的胚性愈伤组织曰F院以 Gelrite为凝固剂

诱导出的胚状体曰G院以植物凝胶为凝固剂诱导的愈伤组织曰H院以植物凝胶为凝固剂诱导的胚性愈伤组织曰I院以植物凝胶
为凝固剂诱导的胚状体遥

图 1 不同凝固剂对珂字棉 312体细胞培养植株再生效果的影响
Fig. 1 Effect of gelling agents on the plant regeneration of somatic culture in Coker 312

注: 1.培养 28 d后平均每天增加的鲜重曰2.每克胚性愈伤组织鲜重的体细胞胚数曰3.数值为 3次重复的平均依标准
差袁同一品种相同字母为差异未达显著水平渊P > 0.05冤遥

表 3 不同凝固剂下胚性愈伤组织渊鲜重冤的生长和体细胞胚胎发生调查结果
Table 3 Effect of gelling agents on embryogenic callus (EC) proliferation and somatic

embryogenesis of upland cotton

无明显的差异渊图 1冤遥
凝固剂胚性愈伤组织继代增殖的影响

在愈伤组织诱导培养基上袁愈伤组织主要有
三种形态院渊1冤质地疏松湿润尧浅黄绿色尧生长较
缓慢袁从这种愈伤中容易诱导出胚性愈伤和胚状
体曰渊2冤质地干燥坚硬袁黄白色或绿白色袁表被野白
霜冶袁生长缓慢曰渊3冤质地疏松尧浅黄色袁增殖速度
快袁无限疯长袁培养基消耗快遥 尽管这三类愈伤组
织经过继代培养袁 均可诱导出胚性愈伤组织袁但
为了试验的一致性袁各材料均选第一种类型的愈
伤组织继代于不同凝固剂的胚性愈伤组织增殖

培养基上袁4周后调查各处理胚性愈伤组织的增
殖情况和体细胞胚胎发生情况(表 3)遥
由表 3可见袁不同的凝固剂对陆地棉胚性愈

伤组织的增殖和胚性愈伤组织的质量袁以及体细
胞胚的诱导率等均有显著的影响遥 珂字棉 312胚
性愈伤组织在 Phytagel凝固培养基上的平均日
增量达 0.24 g袁Gelrite凝固培养基上的日增量为
0.19 g袁对照琼脂粉凝固培养基为 0.13 g袁三种凝
固剂之间的差异达到了显著水平遥 在胚性愈伤组
织增殖培养基上培养 28 d后袁珂字棉 312每克胚
性愈伤组织在 Phytagel尧Gelrite 和对照琼脂粉凝

材料 凝固剂 胚性愈伤生长量 1∕(g窑d-1) 体胚发生 2 胚性愈伤质量

Gelrite 0.19± 0.009b3 270.8± 15.22b3 疏松水渍状袁粒型袁浅黄绿色
Phytagel 0.24± 0.007a 342.6± 18.96a 疏松鲜亮袁粒型袁浅黄绿色

TM-1

Gelrite 0.10± 0.011b 138.8± 18.04b 疏松水渍状袁粒型袁浅黄绿色
Phytagel 0.23± 0.008a 167.0± 17.18a 疏松鲜亮袁粒型袁浅黄绿色
琼脂 (CK) 0.07± 0.010b 68.4± 16.58c 褐化现象严重

珂字棉 312

琼脂 (CK) 0.13± 0.009c 223.5± 18.96c 有褐化现象
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不同基因型体细胞胚胎发生和植株再生

以来源于不同棉区的 9个推广品种 渊系冤的
无菌苗下胚轴为外植体袁采用本实验室优化的陆
地棉愈伤组织诱导尧胚性愈伤组织增殖尧体细胞
胚的诱导和植株再生技术体系进行体细胞培养

和植株再生袁经愈伤组织诱导尧胚性愈伤组织继
代增殖尧体细胞胚诱导和植株再生袁并在各个时
间进行调查和统计(表 5)遥

由表 5可以看出袁采用 Phytagel凝固剂结合
本实验室的优化培养体系袁除中棉所 12外袁所有
参试品种均已获得了再生小植株袁其中一些品种
是首次报道获得再生植株的难以再生的材料遥 因

此袁在陆地棉体细胞培养中袁采用 Phytagel为培
养基的凝固剂更能诱导体细胞胚的发生和植株

再生遥
根据体细胞胚的诱导频率和植株再生频率袁

参试陆地棉材料可分为两类院一类是易再生的种
质材料袁包括珂字棉 312尧珂字棉 201和 ZDM-3曰
另一类是较难再生的材料遥 这与以往的研究结果
相一致袁即珂字棉系统材料是一类较易再生的种
质资源遥 ZDM-3是一个鸡脚叶陆地棉种质系袁是
一个极易再生的陆地棉种质系[16]遥 由于它的系谱
不清楚袁它是否具有珂字棉系统品种的血缘还有
待进一步的研究才能确定遥 难以再生的材料中袁

固培养基上的体细胞胚数分别为 342.6尧270.8和
223.5袁差异均达显著水平遥此外袁在 Phytagel培养
基上袁胚性愈伤组织鲜亮袁粒型结构袁浅黄绿色遥
在 Gelrite培养基上袁 尽管胚性愈伤组织生长良
好袁但由于培养基水化现象袁一些胚性愈伤组织
呈水渍状袁难于诱导出体细胞胚遥 对照琼脂培养
基上袁许多胚性愈伤组织 2周后褐化甚至死亡遥
不同品种间胚性愈伤组织增殖和体细胞胚

胎的发生有很大的差异遥 然而袁即使是很难再生
的陆地棉标准系 TM-1袁在 Phytagel培养基上袁其
胚性愈伤组织日增殖量也达 0.23 g袁 与珂字棉
312无显著差异袁 而每克胚性愈伤组织产生的体
细胞胚数达 167.0袁显著高于其它凝固剂遥 此外袁
TM-1在琼脂培养基上褐化现象特别严重袁 体细
胞胚发生率低遥 可见袁在棉花体细胞培养胚性愈
伤组织增殖和体细胞胚的发生过程中袁Phytagel
作为凝固剂的效果特别明显遥

凝固剂对体细胞胚胎萌发和植株再生的

影响

胚性愈伤组织继代培养 60 d后调查统计萌
发体细胞频率袁将萌发的体细胞胚接种于新鲜培
养基上袁30 d后统计再生小植株频率袁 结果见表
4遥 由表 4可见袁珂字棉 312和 TM-1在不同的凝
固剂的培养基上的体细胞胚状体的萌发率及再

生植株的频率差异达到显著水平遥 在琼脂凝固培
养基上袁 珂字 312和 TM-1之间的体细胞胚的萌
发率差异十分明显袁 而在 Phytagel 凝固培养基
上袁 尽管珂字棉 312与 TM-1之间的差异也达显
著水平袁但数值之间差异明显减少渊表 4冤遥由于体
细胞胚的萌发频率差异袁珂字棉 312的再生小植
株频率远高于 TM-1遥 然而袁在 Phytagel凝固培养
基上袁 难以再生的 TM-1的再生小植株频率也达
到 1.0%遥

表 4 不同凝固剂下体细胞胚萌发和再生频率调查结果

Table 4 Results of gelling agents on development of somatic embryos (SE) and plant regeneration

注院1.胚性愈伤组织继代培养 60 d后萌发的体细胞胚数占总体细胞胚的百分率曰 2.体细胞胚继代培养在新培养基

上 30 d后获得的再生小植株渊包括畸形冤占总接种体细胞胚的百分率曰 3.数值为 3次重复的平均值依标准差袁同一品种相
同字母为差异未达显著水平渊P > 0.05冤遥

材料 凝固剂 体胚萌发频率 1∕% 再生频率 2∕% 正常再生苗率∕%

Gelrite 12.9依1.0b3 2.1依0.23b3 25.1

Phytagel 27.4依2.37a 3.3依0.19a 28.3

TM-1

Gelrite 5.0依0.81b 0.4依0.24b 20.5

Phytagel 7.1依1.3a 1.0依0.12a 25.1

琼脂渊CK冤 0.2依0.2c 0.0依0.0c 0

珂字棉 312

琼脂渊CK冤 10.1依1.49b 1.1依0.16c 18.4
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其胚性愈伤组织的生长与易再生材料相近袁但体
细胞胚的发生频率仅为易再生材料的一半左右袁
而由体细胞胚发育成再生植株的频率又仅为易

再生材料的 1/3以下遥因此袁从这些材料所获得的
再生小植株数目明显少于易再生的材料遥 中棉所
18是一低酚棉品种袁 它的胚性愈伤组织生长达
0.45 g窑d-1袁是所有参试材料中胚性愈伤组织生长
最旺的品种袁但再生频率和获得再生苗数却显著
低于易再生的材料遥 胚性愈伤组织的生长是否与
其无色素腺体和低棉酚含量有关还有待于进一

步的分析研究遥

讨论

长期以来袁植物组织培养中一直用琼脂作为
凝固剂遥 琼脂往往含有许多杂质袁有时对培养物
会产生不利的影响遥 Zimmerman等[17]研究表明袁
用 Gelrite固化的培养基优于琼脂遥郑泗军等[18]也

建议在棉花组织培养中尽量用 Gelrite作凝固剂遥
Phytagel 渊植物凝胶冤 是一类新的凝固剂袁 它与
Gelrite一样在植物组织培养中具有通气性好尧凝
固温度低尧含杂质少等优点袁但与 Gelrite不同的
是它不需外加二价阳离子袁 不易发生水化现象遥
本试验中比较了琼脂尧Gelrite和 Phytagel三种凝
固剂对陆地棉体细胞培养过程中愈伤组织的诱

导尧体细胞胚的发生和植株再生的影响袁结果表
明院采用 Phytagel显著降低了棉花体细胞胚胎发

生中的褐化现象袁 在胚性愈伤组织的诱导和增
殖袁 体细胞胚的发生和植株再生过程中袁 使用
Phytagel作为凝固剂的效果显著优于 Gelrite袁更
优于琼脂遥 利用 Phytagel作为培养基的凝固剂袁
结合本实验室优化的陆地棉体细胞培养体系袁我
们已成功地获得了多个基因型的再生植株袁其中
包括被公认的难以再生的基因型遥
棉花体细胞诱导可分为以下几个步骤院愈伤

组织诱导尧胚性愈伤组织的诱导与增殖尧体细胞
胚诱导和植株再生遥 尽管 Phytagel对无菌苗的产
生和愈伤组织的诱导均有良好作用袁但由于这些
过程中的琼脂效果与 Phytagel相近袁考虑到 Phy-
tagel的价格因素袁在无菌苗培养和愈伤组织诱导
过程中可使用廉价的琼脂袁而在胚性愈伤组织诱
导和增殖尧体细胞胚状体诱导和植株再生过程中
应使用 Phytagel遥
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