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剪股颖愈伤组织诱导与植株再生 
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摘 要： 以匍匐剪股颖的成熟种子为外植体，对其愈伤组织诱导及再生体系进行了研究。结果表明：愈伤组织诱导合 

适的培养基为MS+6mg·L- 2,4一D+0．2mg·L- TDZ+500mg·L- CH，诱导率达到68．1~；MS+5mg·L- 2，4 +0．1 mg·L-1 

TDZ+500mg‘L- CH为愈伤组织继代较合适的培养基；愈伤组织分化的合适培养基为MS+0．3mg·L- TDZ+0．5mg· 6- 

BA，分化率达到52．7oA。随着愈伤组织继代次数的增加，胚性愈伤组织的分化能力没有明显的降低，这可为后续的遗传转化 

长期提供受体材料。 
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Abstract： Taking mature seeds as explant，the callus induction and plant regeneration system of Agrostis palustris 

Huds．Was optimized．The result showed that the suitable me~um for callus induction Was basic M S medium，supplemented 

with 6 mg·L～2,4一D、0．2mg·L TDZ and 500mg·L casein hydrolysate．and the ratio of callus induction Was 68．1％．The 

better medium for callus subculture Was basic M S medium，supplemented wi th 5 mg‘L一 2，4一D 、0．1 mg‘L一’TDZ an d 500 

mg‘L～ casein hydrolysate．The basic M S medium contained 0．3 mg‘L一 TDZ an d 0．5 mg‘L- 6-BA Was suitable for 

differentiation medium ，and the differentiation rate was 52． ．W ith subculture tilTles increased ，embryogenic caUus s611 

keep a high differentiation frequency，it could provide plan t material for gene tran sfer for a long term． 
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匍匐剪股颖(Agrostis palustris Huds．)属冷季型草坪草，原产于欧亚大陆，我国东北、华北、西北等地均 

有分布。草质柔软、细嫩、生长迅速，草坪优美、观赏性强，具有较强的耐寒性、耐旱性、耐瘠性、耐荫性，并 

耐修剪。常用于高尔夫球道、发球区和果领等高质量、高强度管理的草坪；可以广泛地运用于公园、庭院、厂 

区等地的绿化【 ， 。 

匍匐剪股颖在耐热性．耐践踏．抗虫、病等方面仍有不足之处。传统的育种手段费时、工作量大，且可利 

用的资源有限。植物基因工程为培育和改良作物品种提供了新的思路，打破了物种间基因交流的界限，而 

愈伤组织是基因枪法和农杆菌介导转化法很好的受体。目前。有关建立剪股颖愈伤再生体系方面的报道还 
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很少见，本研究以匍匐剪股颖种子为外植体，探索在不同激素组合下的愈伤诱导与分化效果 ，旨在建立剪 

股颖的植株再生体系，为剪股颖的遗传转化提供高效、稳定的受体材料。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

匍匐剪股颖成熟种子 ，品种 ：南岸(southshore)，由中种公司提供。 

1．2 方 法 

1．2．1 材料的处理与消毒 将种子去皮后用 自来水浸泡 10h，用 70％的酒精浸泡 1h，用无菌水冲洗 3次， 

再用 0．1％升汞浸泡 10h，用无菌水再冲洗 5~6遍 ，最后用无菌吸水纸吸干。 

1．2．2 培养基 诱导培养基为：MS基本培养基中分别添加 2，4一D(3、4、5、6mg·L )和TDZ(0、0．1、0．2mg·L )、 

3Og．L。 蔗糖、500mg·L。 水解酪蛋白、5g·L。 琼脂。愈伤继代与诱导使用相同的培养基。分化培养基为：MS 

基本培养基添加 TDZ(0、0．1、0．3、O．5mg·L。 )、6．BA(0、0．3、O．5mg·L )、30g．L 蔗糖 、500mg·L 水解酪蛋白、 

5g·L 琼脂。生根培养基为：MS培养基另加30g·L 蔗糖、5g·L 琼脂。所有培养基的pH值均调至 5．8，然后 

在 121℃下高压蒸汽灭菌 15min。 

1．2．3 培养方法及培养条件 将灭过菌的种子置于愈伤组织诱导培养基上 ，每个培养皿接种 4o粒，4个 

重复；7d后将种子的芽剪掉，促进愈伤生长；30d后统计愈伤诱导率和胚性愈伤诱导率 ，并将愈伤组织转接 

至继代培养基上，继代周期为 30d。继代2次后 ，将愈伤组织转入分化培养基上。愈伤组织诱导及继代为暗 

培养：分化及生根培养的光照强度为2 000Lx，光照时间为 12h／d，培养温度为 25+1 oC。 

1．2．4 数据处理 

种子发芽率=(发芽的种子总数／接种种子总数)x100％ 

愈伤组织诱导率=(形成愈伤的种子数／接种种子总数)×100％ 

胚性愈伤诱导率=(胚性愈伤数／接种种子总数)×100％ 

愈伤组织分化率=(有芽形成的愈伤组织数／接种的总愈伤组织数)×100％ 

2 结果与分析 

2．1 不 同激素浓度对愈伤组织诱导和继代 的影响 

将匍匐剪股颖灭菌种子接种到愈伤诱导培养基上，2d后开始发出小芽，7d后统计种子的发芽率，不同 

愈伤组织诱导培养基上种子的发芽率在 90．6％ 92．596之间，激素浓度对发芽率没有太大的影响。在 2，4．D 

浓度低的培养基上，出芽速度快于2，4．D高的培养基。7—10d后在种子的盾片处即可长出愈伤组织。30d后 

统计愈伤组织数，计算愈伤诱导率，不同激素浓度下愈伤诱导的结果见表 1。 

种子在诱导培养基上诱导的初始愈伤组织都是无色透明状的，且结构疏松。随着愈伤组织的继代培养 

后，逐渐形成 3大类不同愈伤；I类愈组织伤呈鲜亮的淡黄色或白色，结构致密，呈颗粒状，干燥易碎，生长 

迅速；Ⅱ类愈伤组织松软、湿润，部分长毛状根；Ⅲ类愈伤组织无结构，松软水渍。I类愈伤组织符合胚性愈 

伤特征，具有很强的分化能力；1I类和Ⅲ类愈伤组织结构较差。 

表 1结果表明，在 l2种不同激素浓度的培养基中，含 6rag·L～2，4．D和 0．2mg·L TDZ培养基的诱导率 

最高，达到 68．1％。其次是含 5mg·L～2，4．D和0．2mg·L TDZ达到 65．6％。在相同TDZ浓度时，2，4．D浓度的 

增加 ，愈伤诱导率呈较大上升趋势 ，并且差异明显；在相同2，4．D浓度时，TDZ浓度的增加对愈伤诱导率有 

一 定的促进作用。当2,4．D浓度达到5mg·L 与6mg·L 时，愈伤诱导率变化不大。但 2,4-D为 5mg·L～，TDZ 

为0．1mg·L 时，愈伤的质量最好 ，胚性愈伤的诱导率达到 45．6％。含 5mg·L～2,4．D和0．1mg·L TDZ的培 

养基适合愈伤组织的继代培养。在只含 2,4．D的培养基上，愈伤组织生长较慢，长毛的愈伤较多；而在添加 

TDZ的培养基上，愈伤组织生长较快，愈伤组织结构较好。 
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表 1 不同浓度的2。4-D和 TDZ对种子愈伤诱导的影响 

注 ： 、 接 种后 30d的 统计 结果 

2．2 不同培养基对愈伤组织分化的影响 

将继代 2次的胚性愈伤转移到分化培养基上培养，15d后愈伤组织开始出现绿色的芽点，40d后不定 

芽发育成小苗。此后不断有新的芽点发育成苗。分化过程可持续 3个月。分化 2个月后统计分化率，结果 

见表 2。 

表 2 不同浓度 TDZ和 6-BA对愈伤分化的影响 

注 ： 为分化 2个 月后 的统计 数据 

表2结果表明，愈伤组织在 8个分化培养基上均可分化出不定芽，但是分化率有一定差异。其中以含 

有0．3mg·L TDZ和0．5mg·L～6一BA培养基的分化率最高，可达到 52．7％，而且每块愈伤平均分化的株系在 

6个以上，较适合愈伤分化。在单独使用 0．5mg·L TDZ或 0．5mg·L～6一BA时，愈伤的分化率都不是很高， 

当TDZ和6一BA共同使用时，愈伤的分化率有不同程度的提高。但 TDZ和6一BA的合适浓度对分化率影响 

较大。 

2．3 不同继代 时间对愈伤分化 能力的影响 

将继代 3～5次的胚性愈伤，接种到含 0．3mg·L TDZ和0．5mg·L46一BA的再生培养基上 ，分化 2个月 

后统计分化率 ，结果如下。 

表 3结果表明，随着继代时间的延长，愈伤分化率有下降趋势 ，但继代 5次的愈伤组织仍然有 41．2％ 
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的出芽率，这对长期提供遗传转化的受体材料 

是很必要 的。 

2．4 再生植株 的生根 

将分化的芽长到 2～3cm高时转移到 MS培 

养基上 。一周后开始生根 ，在无激素的培养基上 

形 成发达 的根 系 ，等 植株长 到 6～8cm时 ，就 可 

以进行炼苗并且移栽到土壤中。 

表 3 不 同继 代 时 间对 愈伤 组织 分化 率的 影响 

图 1 匍匐剪股颖植株再生过程 

1 剪股颖种子的愈伤诱导 2 剪股颖愈伤的继代 3 剪股颖在分化培养基上 4 剪股颖再生植株的 

的愈伤分化 

3 讨论与结论 

3．1 讨论 

剪股颖作为遗传转化的受体 ，主要是愈伤组织和悬浮培养细胞 。目前有关建立剪股颖高效、稳定 

受体系统的报道还很少见。至今只有几个实验室获得了转基因剪股颖植株 ，但得到的植株数量远 

满足育种工作的需要。本研究以匍匐剪股颖成熟种子为材料，胚性愈伤诱导和再生频率都比较高。胚· 

伤继代 4～5次后仍能保持很高的再生频率，且再生植株中没有白化苗的出现，这为后续的遗传转化提 

很好 的条件。 

诱导愈伤时2，4．D浓度对愈伤的诱导率有很大影响，高浓度 2，4．D的诱导率较高，这与刘文真【s 

论相同。但如果继代培养不即时降低 2，4．D浓度，愈伤的状态会变差，从 I类愈伤转化为Ⅱ类愈伤，愈一 

再生频率下降。在 2，4．D浓度为 5mg·L。。，TDZ浓度为时 0．1mg·L 时胚性愈伤诱导率最高，TDZ的浓度 

节愈伤的状态有着很重要的作用，适当的TDZ与 2，4．D浓度有利于胚性愈伤的形成；但 TDZ的浓度 

时继代的愈伤有脱分化的趋势，开始长芽。因此，适合匍匐剪股颖愈伤诱导和继代的最佳培养基还需． 
一 步研究。 

在分化培养基上，单独使用 TDZ或 6．BA都未能达到很好的分化效果 ，在 TDZ与 6．BA的共同作斥 

由于激素的协同作用，使得分化频率大大提高，可见合理地调节不同激素水平是提高分化率的关键。， 

将3类愈伤组织放在相同的分化培养基上，I类愈伤组织分化能力强、且分化快；Ⅱ类愈伤可以分化，一 

化效率不高，分化速度比较慢，所得植株数也较少 ；Ⅲ类愈伤基本不能分化 ，可见愈伤组织的状态对愈一 

化率有直接影响。对愈伤诱导和分化是否添加水解酪蛋白进行比较试验．发现添加 500mg·L 水解酪： 

对于改善愈伤质量和促进分化都有很好的效果 ，这如 Artunduagat91的试验结果是一致的，但浓度超过 l 000r~ 

时没有明显的提高。 

3．2 结 论 
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因，封闭三孢布拉氏霉菌中CarR的表达，从而抑制分泌番茄红素环化酶 ，进而为抑制番茄红素向 B-胡萝 

卜素的环化打好坚实基础。 
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本试验以匍匐剪股颖成熟种子为外植体，建立了一个较好的组培再生体系，愈伤组织诱导率达到 

68．1％，胚性愈伤诱导率达到 45．6％，愈伤分化率达到 52．7％，能够满足下一步遗传转化条件的要求。本试验 

的再生体系还需要进一步提高分化率 。缩短植株再生周期 ，这些有待于进一步深入研究。 
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