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番木瓜叶片愈伤组织形成、分化 

及再生植株移栽 

朱西儒 ，张云开 

(中国科学院华南植物研究所 ，广东广州 510650) 

摘 要：研究了番术瓜的叶片愈伤组织的形成，并进一步诱导分化．离体培养成完整的试管植株．这对深人 

进行体细胞突变育种．以及抗病毒品系筛选和种质改良或耐贮藏等基因转化 ，提供了有用的拄术和方法。 

美键词：番术瓜(Carla papaya L)；叶片；愈伤组织形成 ；植株再生 

中围分类号：Q943．1 文献标识码 ：A 文章编号：1000—3142(2001)01—0059一O4 

The formation of cai I us from papaya l eaf and 

its generation induced and transpl anting 

the pi antl ets with roots 

ZHU Xi—rL1．ZHANG Yun—kai 

( 叫 China Imtitute of Botany．Acadenda Si~'ca．Guangzhou 510650，China) 

Abstract The formation of callus from papaya leaf and the generation induced the tube seedling plantlets were 

studied in thi~／paper．It was one useful way and method of the gene trans—formation to papaya ring-spot virus 

(PRV )and to screening lines with storing for long time and good quality． 

Key words：Papaya(CaHca papaya L)deaf；formation of callus；generation induced the plmatlets 

番木瓜(Carica papaya L)是华南及台湾、福 

建和云南部分地区特有的一种热带、亚热带常绿 

果树“ ”，在我国，大约已有 70多年的栽培历史。 

其果产量高、色美味鲜，而且富含糖和维生素，尤 

其是木瓜蛋白酶(Papaw)．营养价值较高。所以， 

它既可 以作为新鲜水果食用，又能够人菜煲汤。 

重在益脾健胃和帮助消化，治疗十二指肠 胃溃疡 

病．产妇 多食可以增加乳汁。木瓜凝乳蛋 白酶 

(Chymopapaw)的医用价值更高，对人的“腰脊椎 

盘突出症”疗效显著，可避免动手术之疾苦“ ”。 

近年来 ，我们已经分离、纯化上述两种酶，还获得 

其中含有的“融苗酶 ”。对促进伤口愈合，防止感 

染，以及水果和食品保鲜都有重要意义。 

番木瓜叶片愈伤组织的形成，并进一步诱导 

分化，离体培养成完整的试管植株，对深人进行 

体细胞突变育种、以及抗病毒品系的筛选、种质 
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改良或耐贮藏基因转化，是一项有用的技术和方 

法““ 因为，目前国内外尚无抗番木瓜环斑病毒 

(Papaya rlngspot virus，PRV)的品系资源，包括许 

多野生种也易感染此病“’ 。 ，唯一途径是依靠基 

因转化手段 ，利用病毒外壳蛋白基因(cp—gene)进 

行遗传转 化，获 得抗 病毒植株 已有成 功 的先 

例。 “ 。 

叶片作为转基因的受体，由于取材方便．特 

别是“叶圆盘法”基因转移方法的创立“ ，已得到 

广泛使用。 。番木瓜茎尖和侧芽的离体培养已 

获得成功。 ．但是，叶片诱导分化成植株 ，还未 

见报道。 

1 材料和方法 

1．1材辩 

用番木瓜品种 ：“穗中红”无菌试管苗幼叶， 

作为离体培养的外植体。 

1．2方 法 

除去叶柄，将叶肉组织切成 2～5 lllnl 小块， 

在不同培养基上诱导分化，观察其生长变化。 

1．3培养基制备 

以MS培养基为基本培养基 ，经过改良(调节 

氨态比倒)，附加有椰子乳 (cw)10 ，以及 2，4一 

D BA。 和 NAA ，蔗糖或葡萄 

糖 3 ，琼脂 0．6 。 

1．4培养条件 

培养室温度 25～28℃，光照(2 000 3 500 

ix)，除愈伤组织的诱导开始进行暗培养 5～7 d 

以外 ，其余处理都是每天光照 12～14 h。 

2 试验结果 

2．1不同2，4一D浓度对敷伤组织形成的影响 

每一试验处理用改良的MS基本培养基，添 

加不同浓度的激素比例，配制250 mL培养基，分 

装 lO个小三角瓶 ，每瓶接 5～6块外植体。然后． 

培养 3～6周，观察其愈伤组织的形成及生长势 

(图版 I)。每批试验重复 5～6次，统计试验结果 

见表 1。 

结果表明：使用 2，4 D 。BA¨NAA 比较理 

想，其形成的愈伤组织紧密，呈现绿色半透明状． 

进而产生球形胚状体。当浓度达 到 2，4一D 。+ 

BA +NAA 时．贝0出现大量白色霜状组织块， 

很少产生球形胚状体。 

2．2不同碳源种类与浓度对愈伤组织形成的影响 

使用不同种类与浓度的碳源，对愈伤组织形 

成会产生较大影响。因此 ，比较了蔗糖和葡萄糖 

对番木瓜叶片组织培养产生的效果，其中，使用 

2．4一D + BA + NAA 配方．培养条件如上 

所述。结果见表 2。 

表 1 不同 2，4一D浓度对愈伤组织形成的影响” 
Table 1 The influence of difl'erence 2，4一D 

concentration to the callus formation 

激索浓度 
Hotrtor rate 

(mg L’) 篓毳篓 錾组 R ate Gr*ow势th(-KTi~ues Callus 织(块)形成 )⋯生长势 ，̂ tmass J ‘mass 
2，4-D rBA NAA 248 1O3 

2，4-D BA ．NAA 256 l 16 

2-4 D ⋯BA NAA 250 I28 

2，4-D ⋯BA ；NAA ． 258 150 

2，4-D 。BAn sNAA Jn 260 145 

41．5 + 

45 3 + 

51 2 + + 

58 l + + 

55 8 + + + 

”污染数除外 + 少量 ++绿色．质地蟹密 +++丈量 

表面有白色霜状组织层。 

Except polluted buds；”+ a littte g+ + green．Inseparable 

quatity of materiah+ + + lot of eattus like white[rost 

表 2 不同碳源种类与浓度对愈伤组织形成的影响 
Table 2 The influence of dif[erence concentration 

sugar to the callus[ormation 

污染敢 腙丹 ； + 少 量 + +缔 色 质 地 紧密 + ++丈 量 

表面有 白色霜状组织层 

” Except polluted buds； + a tittte~+ + green．Inseparahte 

quatity of materiatl一 + + lot of cattuslike white~rost 

试验表 明：使用 3 的葡萄糖或 3 ～4 蔗 

糖 比较好 当提高使用浓度时，就会出现大量白 

色霜状愈伤组织层，不够结实，难以诱导产生球 

形胚状体 

2．3不同 BA浓度对愈伤组织诱导分化的影响 

将上述培养获得的结构紧密 ，呈现绿色半透 
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明状的愈伤组织，进一步在含有 BA 和 NAA 

的 MS培养上，比较不同 BA浓度对不定芽产生 

的影响。观察结果见表 3。。 

表 3 不同 BA浓度对愈伤组织诱导分化的影响“ 
Table 3 The nfluenee Of d fferenc~c0ncentration 

BA tO buds induced from the callus 

”表 内对污染 敢不 作统计 Except po L Luted buds 

从实验结果可以看出，BA使用浓度在 0．5 

时，其诱导分化率最高，达到 85．8 (图版 I)。多 

数从叶片与叶柄切口处形成胚状体，或者在叶缘 

直接产生不定芽 但是，凡是出现白色霜状组织 ， 

尽管生长比较快，始终不会产生球形胚状体。它 

也无不定芽的分化能力，随着培养时间的延长， 

发生褐变而枯死 

2．4不同NAA浓度对愈伤组织诱导分化的影响 

在固定 BA使用浓度 0．5时，比较不同 NAA 

浓度对愈伤组织诱导分化的影响。结果发现在使 

用NAA 时 诱导分化率达到 73．9(表 4，图版 

I)。 

表 4 不同 NAA浓度对愈伤组织诱导分化的影响 
Table 4 The ird[uence of diffel'ence concentration 

NAA to huds Induced from the callus 

”表 内对污染 散 不怍 统 计 Except polluted buds 

2．5番术瓜叶片愈伤组织不定芽的根系诱导 

分化 

将诱导发生的不定芽．分别移植在 1／2 MS 

培养基上．除去 2，4一D，添加有 1 的活性碳和不 

同浓度 IBA+比较对试管不定芽根系发生的影响， 

结果见表 5 

从表 5结果看 出：使用 IBAO．10的效果最 

好．出根率达到85．2 。当超过 IBA0．25时，虽然 

出根率不低，但根系愈伤组织化，如同海绵状，松 

软、易烂 ，很难移栽成活。 

2．6番术瓜叶片愈伤组织诱导分化的小植株移栽 

移裁成活是试管苗的主要难关 ，特别是番木 

瓜诱导分化的小植株 。成功与否取决于根系的质 

地是否紧密．叶片愈伤组织诱导分化的小植株移 

栽成活，需要经过在营养液内保湿培养 3～7 d练 

苗，最后，移栽到沙+泥炭土中，其成活率可以达 

到71．3 (表 6，图版 I)。 

表 5 番木瓜叶片愈伤缉龋不定芽的根幂诱导分化 
Tab】e 5 The differentlal roots of buds induced 

from the callus of papaya leaf 

污染数障外}”+ 步量；++晕色 。质地譬密；+++大量． 

表面有白色霜状组织层。 

Except pa ttuted buds； + a little}+ + green，Inseparable 

qua~ty of rnateria[；+ 4-+ tot of callus like white frost 

表 6 番木瓜叶片愈伤组织分化的小檀株移栽” 
Table 6 The survived palntlets induced from the 

callus ot papaya leaf in transplantation 

试验重复 5次 Test repeat 5 5rues 

2 讨 论 

叶克难等(1991)研究过番木瓜悬浮培养的体 

胚发生以及植株再生 ，但是未报道移栽成活 

率。本试验首次用叶片组织切块离体培养．诱导 

分化并再生成植株。愈伤组织的质量与分化力关 

系密切，不仅必须是绿色，而且愈伤组织应紧密、 

结实，才可以诱导分化。同时发现先出根的．就难 

再生不定芽；相反+先出芽后出根的，就能够培养 

成完整小植株 

本研究初步获得较高的移栽成活率+认为番 
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木瓜再生小植株的根系质量是其关键因素。凡是 

根系生长不紧密，尽管诱导产生有大量根毛，仍 

然难以存活，最后会因根茎连接处愈伤组织容易 

感染病菌而死亡。为克服根系不正常，采用降低 

IBA浓度，添加一定量的活性炭，基本可以消除此 

种现象，提高小苗移栽成活率，在其它植物中也 

有成功的报道“ 。这将对进一步深入研究抗 PRV 

的 cp基因转化，或利用遗传工程技术，培育出高 

产、优质番木瓜新品系有重要意义。 
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朱西儒等 ：番木瓜叶片愈伤组织形成 、分化及再生植株移栽 

ZHU Xi rkL．et n ．：The formation of callus from papaya leaf and its 

generation induced and transplanting the plantlets with roots 

番木瓜叶片愈伤组织形成与不定芽的诱导分化 
The callus formation and differential buds induced from papaya leaf 

(箭头 ：球形胚状体：不定芽 Global embryo：buds) 

图版 I 

Plate I 
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朱西儒等 ： 

ZHU X ru． 日 

版 Ⅱ 

PlateⅡ 

番木瓜叶组织诱导分化的有根试管小苗及移栽成活 

The survived plantlets lransplanted the tube seedling with roots induced from lhe callus of papaya leaf 

A．试管小苗(愈伤组织化根)Callus roots~edling；B正常根系的诱导 Normal lOOtS seedling； 

C、D 试管苗移栽成活 The survive of tube seedling transplanted 
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