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南瓜高效再生体系的建立 
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摘要  南瓜(Cucurbita moschata)再生率较低, 为建立高效的南瓜再生体系, 以南瓜子叶为外植体, 进行35组不同激素浓

度的不定芽诱导研究。结果表明, 南瓜再生受培养基中激素浓度和配比的影响, 适宜浓度6-苄氨基腺嘌呤(6-BA)能有效促进

不定芽形成; 单独使用脱落酸(ABA)诱导使南瓜子叶发黄, 但与6-BA组合使用可显著提高外植体的再生能力, 1.0 mg·L–1 

6-BA与0.5 mg·L–1 ABA组合南瓜芽再生率高达90.26%。将不定芽置于MS培养基中进行生根培养, 再生苗移栽易成活。从

子叶接种到苗再生约需70天。 
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南瓜(Cucurbita moschata)为南瓜属一年生蔓性

草本植物, 是人类最早栽培的古老作物之一, 抗逆性

强, 可作为砧木广泛应用于瓜类嫁接, 且早、中、晚

熟品种俱全, 具有极高的营养与观赏价值(林德佩, 

2000)。我国南瓜产量呈逐年增长趋势 , 从1996– 

2016年间, 其总产量由2.97×106 t增长到7.84×106 t 

(http://www.fao.org/home/en/)。但随着保护地南瓜种

植面积的不断扩大, 连茬种植增多, 南瓜病害呈现逐

年加重的趋势, 导致其产量和品质受到很大影响, 而

培育出具有相应抗性性状的新品种是解决这一问题

的有效途径(张亚锋等, 2007)。 

尽管常规育种方法在南瓜属植物育种中所占的

比重较大, 但杂交选择育种周期较长且遗传性状不稳

定(林德佩, 2000)。近年来, 以植物组织培养和基因工

程为基础的生物育种为南瓜的良种繁育提供了一种

新的技术手段, 而高效的南瓜植株再生体系是其分子

育种的基础(Zhang et al., 2008)。关于南瓜属植株再

生此前已有报道。Lee等(2003)和Ananthakrishnan等

(2003)以5个美洲南瓜(C. pepo)(即西葫芦)品种的子

叶为外植体, 通过器官发生途径获得了西葫芦的完整

再生植株; 张玉园等(2015)以印度南瓜(C. maxima) 

北观的子叶节为外植体, 芽再生率最高可达64.5%, 

平均再生不定芽数达3.06个; 张亚锋等(2007)以不同

苗龄的中国南瓜(C. moschata)无蔓一号子叶节为外

植体, 通过器官直接发生途径获得了再生芽, 但存在

外植体再生率不稳定和不定芽诱导率较低的问题, 再

生体系有待进一步优化。 

在植物再生过程中, 不同类型的生长调节物质及

其组合是诱导不定芽产生的必要条件(崔凯荣和戴若

兰, 2000)。以往研究表明, 细胞分裂素(6-BA)可以有

效促进外植体细胞分裂和不定芽发生 (肖守华等 , 

2010; 孙守如等, 2013)。前人以黄瓜(Cucumis sa-

tivus)子叶为外植体、6-BA为培养基中的主诱导激素, 

配合添加ABA, 建立了黄瓜子叶再生体系(陆玲和周

燮, 1992; 梅茜和张兴国, 2002; 李泠等, 2007; Hu et 

al., 2017)。研究表明, 6-BA是不定芽形成的必要激素, 

辅以ABA可显著提高甜瓜(Cucumis melo)再生能力

(付秋实等, 2014, 2015)。综上, 南瓜属植物的再生, 

均以子叶为外植体、6-BA为主要激素, 但未见辅以

ABA的报道。 

本研究以南瓜京欣砧5号的子叶为外植体, 设定

不同6-BA/ABA浓度配比, 优化了南瓜再生体系, 为

·技术方法· 
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南瓜生物技术育种和品质改良奠定基础。 

1  植物材料 

供试植物材料为南瓜(Cucurbita moschata (Duch. ex 

Lam.) Duch. ex Poiret)京欣砧5号, 由北京市农林科

学院蔬菜研究中心提供。 

2  培养基成分与培养条件 

2.1  种子萌发与培养 

用50°C温水浸泡南瓜种子30分钟, 去皮后对种子进

行消毒: 将种子置于75%乙醇中表面消毒45秒, 无菌

水冲洗3次; 后用4% NaClO消毒15分钟, 无菌水冲

洗6次。将种子接种于MS培养基(4.43 g·L–1 MS粉末、

30 g·L–1蔗糖及3 g·L–1凝胶)中, 27°C、黑暗环境下进

行萌发培养。试验过程中使用的培养基经高压蒸汽灭

菌(121°C, 20分钟), pH5.6–5.8。供试药剂均购自北京

华越洋生物科技有限公司。 

2.2  外植体获得 

种子萌发3天后, 在超净工作台上小心移去南瓜幼苗

下胚轴, 用解剖刀横切子叶, 将远下胚轴部分小心移

除, 取近下胚轴的1/2子叶, 将其一分为二, 作为南瓜

再生过程中的外植体, 并将其背面向下水平接种于不

定芽诱导培养基中。 

2.3  不定芽诱导及伸长培养 

将外植体接种于添加不同浓度6-BA与ABA的MS培养

基中, 并置于白天(16小时) (28±1)°C、夜间(8小时) 

25°C、光强50 μmol·m–2·s–1 (光源为飞利浦LED灯)条 

件下培养。为避免因处理时间及个体差异对结果造成

误差, 试验采用双因素无重复设计, 其中, 设置25组

不同6-BA与ABA浓度配比处理(T1–T25)及10组单独

添加6-BA或ABA的处理(M1–M10), 每处理设置10个

培养皿, 每皿接种5–10个外植体。培养约45天后, 统

计外植体再生情况。 

2.4  生根与移栽 

待不定芽伸长至3–4 cm时, 将其转入生根培养基(MS

培养基)中, 培养条件同2.3节所述。将长根的再生苗瓶

盖打开, 炼苗1周后, 将长势健壮的再生苗移栽至育

苗基质(草炭:蛭石=3:1, v/v)中, 并置于白天(12小时) 

25°C、夜间(12小时) 18°C的人工气候室中培养。 

2.5  数据统计与分析 

利用以下公式进行数据统计及处理 , 并应用SPSS 

19.0软件中的Tukey法对数据进行双因素无重复方差

分析。 

再生率(%)=(诱导出不定芽外植体数/接种外植体

总数)×100%;  

平均再生芽数(个)=总再生不定芽数/分化不定芽

外植体数。 

3  结果与讨论 

3.1  再生率和平均再生芽数的双因素无重复方差

分析 

由表1和表2可知, 在α=0.05的显著水平下, 不同浓度

6-BA和ABA对南瓜再生率及平均再生芽数有显著影

响 (6-BA和ABA浓度的P值均小于0.05)。以此为 

 

表1  南瓜再生率方差分析 

Table 1  Variance analysis of regeneration rate of pumpkin 

Source Type III Sum of squares  df Mean square F Sig. 

Corrected model 1.194a 10 0.119 19.893 0.000 

Intercept 11.738 1 11.738 1955.511 0.000 

6-BA concentration 0.932 5 0.186 31.040 0.000 

ABA concentration 0.291 5 0.058 9.699 0.000 

Error 0.144 24 0.006   

Total 13.664 35    

Corrected total 1.338 34    
a: R2=0.892 (调整R2=0.847)。a: R2=0.892 (Adjusted R2=0.847). 
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表2  南瓜平均再生芽数方差分析 

Table 2  Variance analysis of average number of induced shoots of pumpkin 

Source Type III Sum of squares df Mean square F Sig. 

Corrected model 20.734a 10 2.073 6.731 0.000 

Intercept 116.473 1 116.473 378.098 0.000 

6-BA concentration 11.488 5 2.298 7.458 0.000 

ABA concentration 10.032 5 2.006 6.513 0.001 

Error 7.393 24 0.308   

Total 151.118 35    

Corrected total 28.127 34    
a: R2=0.737 (调整R2=0.628)。a: R2=0.737 (Adjusted R2=0.628). 

 

表3  不同浓度6-BA对南瓜芽再生的影响 

Table 3  Effects of different concentrations of 6-BA on the bud induction of pumpkin 

Treatments 
6-BA 

(mg·L–1) 
Number of 
explants 

Number of explants with 
adventitious shoots 

Number of 
shoots 

Average number of 
induced shoots  

Rate of plant 
regeneration (%)

M1 0.5 60 39.78  73.60  1.85  66.31  

M2 1.0 60 41.51  72.22  1.74  69.18  

M3 1.5 60 34.01  50.00  1.47  56.69  

M4 2.0 60 29.88  33.46  1.12  49.79  

M5 2.5 60 27.16  31.50  1.16  45.26  
 

依据, 进行后续试验。 

3.2  不同浓度6-BA对南瓜不定芽诱导的影响 

以往对南瓜离体培养的研究表明, 6-BA是其再生的必

要激素(赵建萍等, 2000; 邹建等, 2003; 刘栓桃等, 

2004)。赵晓菲等(2014)在西葫芦的离体再生中也发

现, 不添加激素的对照组外植体虽能产生不定芽, 但

与添加激素的处理相比, 其再生能力最差。因此, 需

将子叶外植体接种至含有6-BA的不定芽诱导培养基

中。接种约4周可分化出芽原基, 7周时对不定芽进行

统计, 发现6-BA浓度对外植体再生能力有显著影响

(表1, 表3)。由表3可知 , 当6-BA浓度为0.5–1.0 

mg·L–1时, 南瓜子叶的再生率及平均再生芽数均较

高。当6-BA浓度在1.5–2.5 mg·L–1范围时, 随着6-BA

浓度的升高, 外植体产生不定芽的数量和质量明显下

降, 且当6-BA浓度为2.0 mg·L–1和2.5 mg·L–1时, 外植

体的平均再生芽数最低, 再生率也均低于50%。因此, 

当6-BA浓度在0.5–1.5 mg·L–1时, 有利于外植体产生

不定芽, 南瓜子叶的再生率较高, 再生苗质量也较好。 

3.3  不同浓度ABA对南瓜不定芽诱导的影响 

将子叶外植体接种在含有ABA的培养基中, 接种约4 

周可分化出芽原基, 7周时对不定芽进行统计, 发现

外植体再生率均小于36%。由表4可知, 当培养基中

ABA浓度为1.5 mg·L–1时, 南瓜外植体再生不定芽的

平均芽数及再生率均最高。当ABA浓度在0.5–2.5 

mg·L–1时, 随着ABA浓度的升高, 南瓜子叶的再生率

和平均不定芽数均呈现先升高后下降的趋势, 且当

ABA浓度为2.0 mg·L–1时外植体的再生能力最差。以

上结果表明, 在MS培养基中单独添加ABA时, 外植

体较难通过器官发生途径获得再生苗。 

3.4  6-BA与ABA组合对南瓜不定芽诱导的影响 

在培养基中单独添加6-BA或ABA时, 均能诱导南瓜

子叶外植体芽的再生, 但芽再生率及平均不定芽数均

较低(表3, 表4)。为进一步优化诱导南瓜不定芽的产

生, 在培养基中添加了不同浓度的6-BA和ABA (表

5)。由表5可知, 在培养基中同时添加6-BA和ABA有

利于进一步提高芽的再生率, 其中, 处理T6中外植体

的再生率及平均再生芽数均最高, 即当在MS培养基

中添加1.0 mg·L–1 6-BA与0.5 mg·L–1 ABA时, 南瓜外

植体的再生率可达90.26%, 平均再生芽数也达到最

高 (为4.21)。但高浓度激素不利于芽的诱导 , 2.0 

mg·L–1 6-BA与2.5 mg·L–1 ABA组合时, 外植体的再
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生率最低(为23.81%), 平均再生芽数为1.05。 

3.5  南瓜植株再生优化体系 

以南瓜近下胚轴的1/2子叶为外植体, 将其接种至不

定芽诱导培养基(添加1.0 mg·L–1 6-BA与0.5 mg·L–1 

ABA的MS培养基)中(图1A, B)。外植体首先由黄转绿

并伸展(图1B, C); 约20天, 靠近胚轴的切口处逐渐

膨大形成愈伤组织(图1D); 培养4周, 愈伤组织逐渐 

 

表4  不同浓度ABA对南瓜芽再生的影响 

Table 4  Effects of different concentrations of ABA on the bud induction of pumpkin 

Treatments ABA (mg·L–1) 
Number of 
explants 

Number of explants with 
adventitious shoots 

Number 
of shoots

Average number 
of induced shoots 

Rate of plant 
regeneration (%)

M6 0.5 60 15.35  16.27 1.06  25.58  

M7 1.0 60 18.63  20.31 1.09  31.05  

M8 1.5 60 21.52  24.75 1.15  35.87  

M9 2.0 60 13.12  13.26 1.01  21.87  

M10 2.5 60 14.85  15.74 1.06  24.74  
 

表5  不同浓度6-BA与ABA配比对南瓜芽再生的影响 

Table 5  Effects of different concentrations of 6-BA and ABA on the bud induction of pumpkin 

Treat- 
ments 

6-BA 
(mg·L–1) 

ABA 
(mg·L–1)

Number of 
explants 

Number of explants with 
adventitious shoots 

Number of 
shoots 

Average number 
of induced shoots 

Rate of plant 
regeneration (%)

T1 0.5 0.5 60 48.64 148.36 3.05  81.07  

T2 0.5 1.0 60 44.53 95.74 2.15  74.22  

T3 0.5 1.5 60 46.31 135.24 2.92  77.19  

T4 0.5 2.0 60 36.35 68.70 1.89  60.58  

T5 0.5 2.5 60 34.88 60.00 1.72  58.14  

T6 1.0 0.5 60 53.87 228.00 4.21  90.26  

T7 1.0 1.0 60 51.52 170.53 3.31  85.86  

T8 1.0 1.5 60 52.39 193.33 3.69  87.32  

T9 1.0 2.0 60 50.55 92.00 1.82  84.25  

T10 1.0 2.5 60 37.36 54.17 1.45  62.26  

T11 1.5 0.5 60 51.50 183.33 3.56  85.83  

T12 1.5 1.0 60 52.80 192.20 3.64  88.01  

T13 1.5 1.5 60 36.28 46.07 1.27  60.46  

T14 1.5 2.0 60 41.36 64.53 1.56  68.94  

T15 1.5 2.5 60 26.59 32.17 1.21  44.32  

T16 2.0 0.5 60 43.36 114.47 2.64  72.27  

T17 2.0 1.0 60 40.25 80.91 2.01  67.09  

T18 2.0 1.5 60 35.53 57.21 1.61  59.22  

T19 2.0 2.0 60 31.78 39.73 1.25  52.97  

T20 2.0 2.5 60 14.29 15.00 1.05  23.81  

T21 2.5 0.5 60 35.98 63.33 1.76  59.97  

T22 2.5 1.0 60 34.11 50.82 1.49  56.85  

T23 2.5 1.5 60 29.30 35.45 1.21  48.84  

T24 2.5 2.0 60 30.97 38.40 1.24  51.61  

T25 2.5 2.5 60 28.36 33.75 1.19  47.27  
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图1  南瓜子叶外植体的离体再生体系建立 

(A) MS培养基中萌发3天的种子(Bar=1 cm); (B)–(E) 在不定芽诱导培养基(含激素的MS培养基)中分别培养3天、10天、20天和4周

时的外植体, 其中, (D) 在切口处已见愈伤组织产生; (E) 已见芽原基((B)–(C) Bars=2 cm; (D) Bar=22.5 mm; (E) Bar=15 mm); (F) 

外植体接种7周产生的不定丛生芽(Bar=15 mm); (G) 伸长芽(Bar=1 cm); (H) 再生植株(Bar=2 cm); (I), (J) 炼苗移栽((I) Bar=35 

mm; (J) Bar=40 mm)。 

 
Figure 1  Establishment of plant regeneration of cotyledons of pumpkin 
(A) Cultivation for 3 days: seed germination in MS (Bar=1 cm); (B)–(E) Cultivation of explants in shoot regeneration medium 
(SRM, MS with hormone) for 3 days, 10 days, 20 days and 4 weeks, respectively, (D) Callus induction from explants; (E) Diffe-
rentiation of bud primordium from callus (Bars=2 cm in (B) and (C), Bar=22.5 mm in (D), 15 mm in (E)); (F) Cultivation for 7 
weeks: shoots induction in SRM (Bar=15 mm); (G) Elongating of shoots (Bar=1 cm); (H) Regenerated plant (Bar=2 cm); (I), (J) 
Exercising and transplanting((I) Bar=35 mm; (J) Bar=40 mm). 
 
 
 
 

分化出芽原基(图1E); 7周丛生出不定芽(图1F)。约第

8周, 自外植体膨大处切取南瓜不定芽(图1F), 并将

其转入新的培养基中。待不定芽伸长至3–4 cm时(图

1G), 将其转入生根MS培养基中, 再生芽容易生根

(图1H), 生根率为100%。约15天后, 对无菌苗进行炼

苗和移栽(图1I, J)。结果表明南瓜离体再生苗移栽至
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温室后易成活, 成活率为95%, 从子叶接种到苗再生

约需70天。 

3.6  讨论 

南瓜可通过体细胞胚发生与器官发生2条途径实现植

株再生(付洪冰等, 2010)。前人研究发现, 与体细胞胚

途径相比, 通过器官直接发生途径获得完整再生植株

的周期较短、再生率高、再生苗质量好(张若纬等, 

2009)。且在器官发生途径中, 外植体的选择是决定

植株再生能力的关键性因素。 以往研究表明, 葫芦科

植物可通过新鲜果皮壁 (Schroeder, 1968)、茎尖

(Paula, 1991)、下胚轴(Curuk et al., 2003)、胚珠(谢

冰等, 2006)、未受粉子房(闵子扬等, 2016)、子叶

(Gonsalves et al., 1995; 师桂英等, 2006; Ren et al., 

2013; Košmrlj et al., 2015)、子叶节(张玉园等, 2015; 

鲁晓晓等, 2017)及叶片(Kintzios et al., 2002; 冯凤

娟等, 2008)等器官发生途径实现植株再生。也有研究

表明, 在以葫芦科甜瓜子叶为离体培养的外植体时, 

不定芽多产生于近下胚轴端的切口处, 且与其它部位

相比, 子叶的不定芽诱导率较高、再生能力较强(师桂

英等, 2006)。因此, 本研究以南瓜京欣砧5号子叶为

外植体, 通过器官发生途径建立南瓜植株再生优化体

系。 

培养基中植物生长调节物质的种类和含量对植

株再生率的影响显著, 其对植物器官直接发生途径的

影响首先表现在对不定芽的诱导上(崔凯荣和戴若兰, 

2000; Ananthakrishnan et al., 2003; 耿新丽等 , 

2006)。前人在葫芦科植物再生的研究中发现, 6-BA

是外植体高效分化出不定芽的必要激素(张亚锋等, 

2007; 张若纬等, 2009; 肖守华等, 2010; 付秋实等, 

2015)。也有研究表明, 6-BA与ABA配合使用可以显

著提高不定芽的诱导率(Han et al., 2005)。从激素对

植物体的影响效应来看, 6-BA作为一种细胞分裂素对

植物的生长分化有促进作用, 而ABA是一种植物生长

抑制剂, 两者配合使用可能对于维持外植体的激素平

衡发挥重要作用(张若纬等, 2009)。但以往在南瓜属

植物再生的研究中, 多采用单独使用细胞分裂素或将

其与生长素结合使用的方法来诱导外植体产生不定

芽(Lee et al., 2003; 褚剑峰等 , 2004; 李贞霞等 , 

2005; Zhang et al., 2008; 赵晓菲等, 2014)。本研究

采用双因素无重复试验, 应用SPSS软件Tukey法分

析数据, 结果表明6-BA和ABA浓度对于南瓜不定芽

再生率及平均再生芽数有显著影响, 且6-BA和ABA

均有诱导京欣砧5号南瓜子叶产生芽的作用, 二者配

合使用可显著提高芽的再生率。在MS培养基中添加

1.0 mg·L–1 6-BA与0.5 mg·L–1 ABA时, 芽再生率高达

90.26%, 远高于Zhang等(2008)单独添加6-BA时的

63.7%及李贞霞等 (2005)配合使用6-BA与萘乙酸

(NAA)得到的86.7%芽再生率。 

本研究还表明, 单独添加ABA虽使南瓜子叶生长

速度减缓, 但有利于其生根, 因此推测ABA在离体培

养过程中还起到促进植物根系形成的作用; 不定芽周

围容易产生新的不定芽, 未见生长点的叶片处难生不

定芽, 这可能与细胞的特异性有关, 但其机理仍需进

一步探究。 

综上所述, 在南瓜的再生过程中, 以MS培养基

为种子萌发培养基, 采用近胚轴端的1/2子叶为外植

体, 并将其接种在含有1.0 mg·L–1 6-BA与0.5 mg·L–1 

ABA的MS培养基中, 可高效诱导出南瓜不定芽。后经

过生根培养即可获得完整再生植株, 实现南瓜再生体

系的优化。该再生优化过程所需时间为65–75天, 再

生率为90.26%。再生体系的建立为南瓜的生物技术

育种、抗逆砧木选育及其分子调控机制研究提供了技

术支持。 
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Establishing a High-efficiency Regeneration System in Pumpkin 
(Cucurbita moschata) 

Jia Guo, Yansu Li, Chaoxing He, Yan Yan, Xianchang Yu* 

Institute of Vegetables and Flowers, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China 

Abstract  To improve regeneration efficiency of pumpkin (Cucurbita moschata), a high-efficiency regeneration system of 

plantlets was established. Cotyledons were used as explants and cultured on MS supplemented with 35 concentrations of 

phytohormone to induce shoots. The frequency of regeneration plantlets was affected by the concentration and proportion 

of phytohormone in medium. Within a certain concentration, 6-BA appeared to promote the efficiency of shoot regenera-

tion. The addition of ABA in MS caused chlorosis of cotyledons; however, 6-BA and ABA combined could effectively 

promote the regeneration frequency of explants. Explants cultured on MS containing 1.0 mg·L–1 6-BA and 0.5 mg·L–1 ABA 

showed the highest frequency of shoot regeneration (90.26%). The elongated shoots were cultured on MS for rooting; 

plantlets appeared healthy after transplanting and nearly 70 days was required for explants to become a completely re-

generated plant with the high-efficiency regeneration system for pumpkin. 

Key words  cotyledons, phytohormone, plant regeneration, pumpkin 
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