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海带愈伤组织的高效率诱导
*

王希华 秦 松 曾呈奎

(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 71 )

提要 于 19 94 年 1 月和 11 月在青岛太平角和荣成海带育苗场分别采集海带成熟抱子体和

幼抱子体
,

采用培养基诱导方法
,

对 4 种培养基诱导海带愈伤组织的效果
,

成熟海带抱子体的

不同部位在 MS 固体增富培养基中形成愈伤组织的能力进行了 比较 ; 研究了添加不同成分的

MS 固体增富培养基对海带愈伤组织形成的影响
,

并比较了 4 种除菌方法的效果
。

结果表明
,

PE sl 固体培养基和 MS 固体增富培养基是诱导海带愈伤组织的理想培养基
,

其诱导率分别为

75
.

5% (2 4d )和 67
.

3% (90 d)
。

在 M S 固体增富培养基中培养 120 d 后
,

生长部
、

假根和柄部的愈

伤组织诱导率分别为 80 %
、

78 % 和 67 %
。

在 MS 固体增富培养基中同时添加 6 种成分
,

诱导率

为 12
.

5% ; 而 当不添加任何成分时
,

诱导率为 3
.

2 %
。

1
.

5% KJ 结合无菌水的处理方法
,

对海带组

织块的除菌效果比较理想
。
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褐藻愈伤组织研究始于 70 年代 (s ag
a 。 t 。l

,

19 7 8)
,

至 90 年代初
,

海带目中已有 17

种诱导愈伤组织获得成功 (No to ya
。t al

,

19 92)
。

虽然有一些利用液体培养基成功诱导海

带幼抱子体形成愈伤组织 的报道 (R
n g et al

,

19 8 3; No to ya
。t al, 19 9 2)

,

但 目前的研究

仅观察到 了愈伤形成的现象
,

至今未见对褐藻愈伤组织诱导率的报道
。

本文报告不同培

养基
、

海带的各种组织
、

不 同添加物对海带愈伤组织诱导效果
,

以及不同除菌方法的除菌

效果的研究结果
,

以期为获得较高的诱导率和较好的除菌效果提供资料
,

并为海带基因工

程操作提供一种有效的植株再生途径
。

1 材料与方法

L l 材料

成熟 (头年生)海带 (山m in ar ia jop on ica )抱子体于 1 994 年 1 月采于青岛太平角
,

海

带幼抱子体 (全长 6一7c m )于 19 94 年 H 月 由荣成海带育苗场提供
。

除去材料上的杂藻污

泥
,

用 海 水清洗 干 净
,

再 用 煮 沸 过 的海水 清洗 3 次
。

放人含 有 氮 和磷 的 营养海 水

(0
.

5 7 om o l / L 卜厄N o 3 ,

o
.

o 2 5 m o l/ L K乓p q )中
,

在光照培养箱中培养 (1 0
.

0 土 0
.

5℃
,

光暗

周期为 1 0 h八4 h )
。
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方法

培养基的比较 试验 了 4 种培养基
:

M S 液体培养基 (M Llra shi n g e e r a l
,

19 6 2)
、

.

22

:
MS 固体增 富培养基 (MS 液体培养基添加 0. 0 3 0 9 / ml 甘露醇

、

0. 0 0 19 / ml 酵母提 取物
、

o
.

sm g / m l V
B Z、

o
.

sm g / m l V
e 12

、

0
.

10 7 6 0 9 / m l激动素
、

1
.

8 6 协g / m l N AA )
、

A S卜G l固体培养

基 (s吧
a 。 t a l

,

1 9 8 2 )和 p E S I 固体培养基 (T
ate w aki

,

19 6 6 )
,

固体培养基 为液体培养基添

加 1
.

5% (W/ 的琼脂配成
。

采用成熟抱子体生长部叶片
,

切成 2一3
~

x Z一3
~ 的组织

块
。

L 2. 2 海带不同组织的比较 将海带成熟抱子体先用经高压蒸汽灭菌过的海水洗 3一4

次
,

再用灭菌手术刀片将生长部叶片
、

柄
、

假根切成 2一3 m m x Z一 3r n ln 的组织块
,

用下文
“

1
.

2. 4
”

中
“

(3 )
”

的方法进行除菌
,

在 MS 固体增富培养基 中诱导
。

L 2. 3 添加物的效果 比较 在 MS 固体培养基 中分别添加甘露醇 (0. 0 3 0 9 / m l) + 酵母

提 取 物 (0
.

0 0 1 9 / m l)
、

V BZ

(o
.

sm g / m l) + V B 1 2

(o
.

sm g / m l)
、

激 动素 (0
.

10 7 6卜g / m l) +

N AA (l
.

86 此 / m l)
、

甘露醇 + 酵母提取物 + V
B Z + V B1 2 + 激动素 + N AA (剂量 同上)

。

另设

一对照组 (无任何添加物)
。

L 2. 4 组织的除菌 除抗生素法处理采用海带幼抱子体作为实验材料 以外
,

其余均采

用海带成熟抱子体
。

(1) 1
.

5%幻 + 70 % 乙醇处理 (Y an
,

19 8 4) 将切好的组织切块在 1
.

5%U 溶液中浸

泡 IOm in
,

用含 70 % 乙醇的棉球擦 3 次
,

再用高压蒸汽灭菌海水冲洗 4 遍
,

放人 MS 固体增

富培养基 中培养
。

(2 ) 1
.

5%心 + 0
.

0 1 9 / m l N aC IO 处理 (Y an
,

19 84 ;
Le e

,

19 8 5 ) 将组织切 块在

1
.

5%M 溶液中浸泡 10 m in
,

用高压蒸汽灭菌海水洗 2 次
,

放人 0. 0 19/ m l Na a o 溶液中处

理 30 一60
5 ,

再用高压蒸汽灭菌海水洗 2 次
,

放人 MS 固体增 富培养基中培养
。

(3) 1
.

5%心 + 灭菌海水处理 把组织切块放人 1
.

5% U 溶液 中浸泡 20 而
n ,

再放人

无菌水中浸泡 20 m in
,

然后放人高压蒸汽灭菌海水中恢复 20 而
n ,

再放人 M S 固体增富培养

基 中培养
。

(4 ) 抗生素法处理 采用 6一7c m 的海带幼抱子体作为实验材料
。

将整棵抱子体

放人分别含有硫酸链霉素 (500 u / m l)
、

硫酸链霉素 (500 u / m l) + 盐酸洁霉素 (lm g/ m l)
、

青

霉素钠 (10 0 0 9 / m l)和硫酸卡那 霉素 (so 0U / m l)的氮磷 营养海水 (0
.

5 7 om o lz L N aN o 3 ,

o
.

02 5m ol/ L K H Z
p O

4

)中培养 2一4d
,

取出切成小块 (3 x 3
~ )

,

用高压蒸汽灭菌海水反复

冲洗数次
,

分别放人含有相应抗生素的 M S 固体增富培养基 中培养
。

培养条件均为
:

光暗

周期 1 0h / 14 h
,

光强 1 5 0 0 lx
,

温度 10
.

0 士 0
.

5℃
。

每 15 d 更换一次培养基
。

诱导率 = (形成愈伤组织的组织切块数 / 总组织切块数) x 100 %

2 结果

2. 1 4 种培养基的诱导效果 (表 l)

用 M S 液体培养基
,

经 7d 培养后
,

出现大量白色粘稠沉淀
,

需经常更换培养基
。

经过

75 d 的培养
,

组织切块无明显变化
,

也无愈伤组织形成
。

用 MS 固体培养基经过 35d 培养
,

表皮处开始形成愈伤组织
,

每个组织切块形成一块愈伤组织
,

其表 面光滑
,

为深褐色或浅

褐色
; 用 PEsl 固体培养基

,

经过 20d 培养
,

表皮
、

皮层
、

髓部均能形成愈伤组织
,

愈伤组织块
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也出现不 同的颜色 (黄色
、

白色 )
。

用 A S卜C-- I固体培养基
,

前后经过 1 50d 的实验
,

无愈伤

组织形成
。

海带不同组织经 120 d 的培养
,

其愈伤组织的诱导率差异不显著
。

2. 2 海带各种组织的诱导结果 (表 l)

海带不同组织经 120 d 的培养
,

愈伤组织 的诱导率见表 1
,

诱导率稍有差异
:

生长部叶

片 > 假根 > 柄部
,

但差异不显著
。

Ta b
.

1

项目

表1 不同培养基和海带各种组织的愈伤组织诱导率

Cal lus In d u cti o n r ate by us in g di ffe re n t
me di a a n d fro m di ffe re n t ti s s

ue
s o f La m in a r ia j即

o n ie a

培养基 海带组织部位 (120 d)

MS液体 (7 5 d ) M S固体 (9 0 d) PE SI固体 (2 4 d) A SP‘C we l(1 50 d ) 生长部叶片 柄部 假根

20护6月片八、�月咔布、内j,‘04
今j,乙

组织块数

愈伤块数

诱导率 (% )

10 4

7 0

1 10

8 3

8 0 6 7 7 8

2. 3 添加物对海带愈伤组织形成的影响

MS 固体培养基中添加不同成分经 30 d 培养
,

添加甘露醇 + 酵母提取物愈伤组织诱导

率为 H
.

6 % ;
添加 v B Z + V B : 2

诱导率为 6
.

9 % ; 添加激动素 + N A A 诱导率为 6
.

6 % ; 同时添加

以上 6 种成分
,

诱导率为 1 2
.

5 % ; 不添加任何成分诱导率为 3
.

2 %
。

提示添加物对愈伤组织

的形成有促进作用
,

而甘露醇和酵母提取物的促进作用最显著
,

尽管 V B Z、 V B 1 2 、

激动素和

N A A 能促进海带愈伤组织 的形成
,

但它们与甘露醇
、

酵母提取物的协同作用并不十分明

4 种除菌方法的除菌效果 (表 2)

本实验使用的 4 种除菌方法 中
,

用 1
.

5 % KI + 70 % 乙醇处理 的组 织块全部染菌 ; 用

1
.

5 % KJ + 0. 0 19 / ml N aC lo 和 1
.

5%租 + 无菌蒸馏水处理的组织块的染菌率分别为 58
.

7 %

和 0 % ; 用硫酸链霉素处理 5d 后有 87 % 组织块染菌
; 用硫酸链霉素加盐酸洁霉素处理 5d

后有 5 0 % 组织块染菌
; 用青霉素钠处理 3d 后有 88 % 组织块染菌

; 用硫酸卡那霉素处理 6d

后无菌落出现
,

但有些组织块已变绿
。

由结果可知
,

1
.

5 %租 + 无菌水处理海带组织块的方

法 的抑菌效果比较理想
,

用硫酸卡那霉素处理海带小抱子体除菌效果尽管明显
,

但处理时

间不宜过长
。

表2 不同方法处理组织块其除菌效果 (2一 1 0d)

T ab Z I n hibi to ry re sul ts o f di ffe re n t m e th od s o n b ac te ri a
(5一 10 d a ys)

处理方法 1
.

5 % KI 十 70 %乙醇
抗生素

’)

1
.

5% K l + N 台C I O 1
.

5 % KJ 十无菌水
Str S tr + L .n 人和 p

5 7

nU八Ijn00一、�O八

0
亡1�nU1�,1�以工,�47

了O‘J八入12 0

0

0

1096458.7
�、r、八U只�Q曰n曰

‘..且,..‘且胜1

组织块数

染菌组织块数

污染率 (% )

1) Str 为硫酸链霉素
; L ln 为盐酸洁霉素

; A m p为青霉素钠
; K泊1

为硫酸卡那霉素

3 讨论

3. 1 培养基和添加物

诱导褐藻愈伤组织使用的培养基有 n 种 (王希华等
,

19 9 5)
,

常用 的有 PE SI (S ag a el
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a乙 19 7 8 )
、

A S卜C 一I (S鲍
a e t a l

,

1 9 8 2 )
、

A Sp lZ一N陌A (S鲍a e t a l
,

19 8 3)和人工海水

加 PE sl母液 (两to ya 。t 。z
,

19 9 2 )等
。

Y an (19 8 4 )曾采用 Ms 液体培养基诱导海带愈伤成

功
,

但作者在使用这种培养基时出现大量白色粘稠沉淀
,

而且培养基的 pH 值也显著下降
,

改变了愈伤组 织形成所需要 的条件
,

对愈伤组织的形成不利
。

出现这种现象的原因可能

是海带上 的粘液与 M S 中的某种沉淀所致
。

使用 MS 固体培养基避免了这种现象
。

本实验

发现 PE SI 固体培养基在诱导海带成熟抱子体生成愈伤组织最理想
,

它不仅具有 MS 固体

培养基的优点
,

而且其愈伤组织出现的速度 比 MS 固体培养基快
。

3. 2 海带不 同部位的愈伤组织诱导率

愈伤组织的诱导是诱导处于分化状态的细胞去分化
,

成为分裂状态
,

从而形成愈伤组

织
。

海带的分化程度很低
,

应易于诱导去分化
。

Y an (19 84) 报道只在皮层和髓部形成愈伤

组织
,

并且叶片的基部和 中部形成愈伤组织的能力高于茎部和假根
。

本实验结果表明
,

利

用 P E SI 固体培养基
,

组织切块的表皮
、

皮层
、

髓部均可形成愈伤组织
;
利用 MS 固体培养

基
,

在同样条件下
,

海带生长部叶片的愈伤组织诱导率和柄部
、

假根的诱导率无显著差异
。

3. 3 不同除菌方法的效果

海藻 的无菌处理尚不成熟
,

一方面 由于藻体纤弱
,

从高等植物发展而来的无菌处理方

法并不适用
,

另一方面由于藻体表面附有大量微生物
,

而且 藻体内部也存在细菌
,

所 以很

难做到绝对无菌
。

海藻的组织处理方法只是停留在除菌而不是无菌阶段 (王素娟
,

19 94)
。

作者认为
,

海藻组织的无菌程度可根据研究 目的而定
,

如果带菌
,

第一不能影 响实验材料

的培养
,

第二不能因为带菌而引人假阳性结果
。

本文实验以培养基中有无菌落形成为标

准
,

有菌落形成的即认为染菌
,

无菌落形成即认为不染菌
。

经 粗 和乙醇处理的海带
,

全部

染菌
。

采用 KI 和 卜恤C IO 处理的海带有 58
.

7% 染菌
,

但 N血C IO 氧化性很强
,

6一7c m 的幼抱

子体放人其中马上脱色
。

采用 心 和无菌海水处理的海带无一染菌
,

效果较好
。

3. 4 添加物对海带愈伤组织形成的影响

关于植物激素对褐藻愈伤组织形成的影响结果不一
。

Sag
a
等 (19 82) 报告 IA A

、

N A A
、

2
,

4一D 和 激 动 素对 网 管 藻 (D ic 却os iPhon fo en ic u la ce us )愈 伤组 织 的 形 成 没有 作用 ;

Pof ne 一

Ful le r
等 (19 8 7) 也报 道 说 在 海 藻 中不 存在 植 物 生 长 因 子 和 细 胞分裂 素

; 而

Yan (198 4) 报道使用合成植物激素C-- 75 1对海带和裙带菜愈伤组织的形成有明显促进作

用
。

关于其它添加物
,

Sag a 等 (198 2) 在研究 网管藻的愈伤组织诱导时发现一定量 的甘露

醇和酵母提取物有利于网管藻愈伤的形成
。

从本文的实验结果看
,

激动素和 N A A 对海带

的愈伤形成有促进作用
,

但甘露醇和酵母提取物的促进作用更显著
。

甘露醇是海带光合

作用的主要产物
,

所以它可能是海带愈伤组织形成过程中的所需因子
。

致谢 青岛海洋大学徐斌老师提供海带材料
,

中国科学院海洋研究所蒋本禹
、

高月华二

位老师给予指导
,

谨致谢忱
。
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