
第 36卷 第4期 

2006年7月 

吉 林 大 学 学 报 (工 学 版 ) 
Journal of Jilin University(Engineering and Technology Edition) 

Vo1．36 No．4 

July 2006 

文章编号：1671—5497(2006)04—0628—07 

基于组合试验设计的两种植物愈伤组织的培养基 
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摘 要：采用二次回归正交组合设计，进行西洋参愈伤组织、胡萝 卜愈伤组织生长率的研究。 

试验因子为3种植物激素：2，4．D、IAA和ZT。每个因子设5水平，共17个处理。首先利用 

SPSS统计分析软件对生长率试验结果进行参数回归分析和统计检验。然后用 Matlab软件分 

别绘制2种植物愈伤组织生长率趋势图。最后分别选择出有利于西洋参愈伤组织生长、不利 

于胡萝 卜愈伤组织生长的培养基(MS+2，4．D 1．14 ms／L+IAA 1．37 mg／L+ZT 0．47 mg／L)， 

有利于胡萝 卜愈伤组织生长、不利于西洋参愈伤组织生长的培养基(MS+2，4．D 3．30 mg／L+ 

IAA 0．55 mg／L+ZT 0．29 mg／L)和同时满足两种植物愈伤组织生长的培养基(MS+2，4．D 

1．67 mg／L+IAA 0．98 ms／L+ZT 0．47 ms／L)。 
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Effect of medium on callus of two different plants with orthogonal 

test design combinations 

Sun Li ，Zhao Lu 

(1．College ofBiological Scientific and Technical，Changchun Univemi@，Changchun 130036， 

Chinese Medicinal Materials，Jilin Agricultural Univemi~，Changchun 130118，China ) 

Abstract：Experimental materials are cotyledon of American ginseng／s(Panax quinquefolium linne)seed 

embryo，hypocotyl of CaITOt／S(Daucus carota)seedling from seed．Experimental design is the orthogonal 

design combination with quadratic regression．The experiment has 17 treatments with 3 factors those were as 

follows：2，4-D，IAA and ZT．Every factor supposed 5 levels．First
，
the regression parameters of the growth 

rate were carried out by SPSS statistical an alysis software based on test results．Then，tendency diagrams of 

the growth rates for two plants callus were drawn up by the Matlab software．Finally
，
the media with different 

function were chosen．The callus of the American ginseng preferred the medium(MS+2，4．D1．14 mg／L + 

IAA1．37 mg／L+ZT0．47 mg／L)．For the carrot，the greater rate of the callus growth was seen in the medium 

(MS+2，4-D 3．30 ms／L+IAA 0．55 mg／L+ZT 0．29 mgJL)．The rate of induction and growth of callus for 

both American ginseng and carrot was higher in the medium(MS+2，4-D 1．67 mg／L+IAA 0．98 mg／L+ZT 

0．47 mg／L)． 
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0 引 言 

原生质体融合是20世纪70年代初发展起来 

的一项生物技术。通过原生质体融合可以克服远 

缘有性杂交不亲和性，实现多基因、多性状的转 

移 ．̈2 J。利用这项技术迄今已获得了许多种、属、 

亚科及科间体细胞杂种 。原生质体融合的前 

提是需要获得大量生活力旺盛的原生质体，因此 

供体的选择就成为原生质体培养能否成功的关键 

因素之一。实践证明，由胚性愈伤组织游离出的 

原生质体能够在培养过程中持续分裂并具有较强 

的器官分化能力 。愈伤组织的诱导受到培养 

基成分中植物生长调节剂等因素的影响较大 。 

采用常规试验设计对各种植物生长调节剂的配比 

选择存在经验性、盲 目性和偶然性等问题。二次 

回归正交试验设计是一种处理多因素试验的方 

法，具有试验次数少、精确度高、数据处理简便并 

可进行优化分析等优点 J。二次回归正交试验 

设计在愈伤组织共培养方面的应用少见报道_9 。 

作者通过组合试验设计与优化，得到可同时满足 

西洋参与胡萝 卜愈伤组织生长的理想培养基，为 

2种植物的原生质体融合奠定了基础。 

1 材料和方法 

1．1 试验方案 

试验采用二次回归正交组合设计。设置 

2，4一D、IAA和ZT三个因子各5个水平，共 17个 

处理。利用 SPSS统计分析软件对试验结果做回 

归系数的计算和统计检验。 

1．2 试验材料 

为降低试验材料中激素背景的干扰，采用种 

子作为试验材料。西洋参种子取自吉林省华富参 

业有限公司。试验样品种子去皮、洗净后，用质量 

浓度为0．1％的升汞溶液消毒，取出种胚接种到 

培养基上，诱导愈伤组织。胡萝 卜种子购自吉林 

农业大学蔬菜种子商店。播种幼苗长至7 8 cm 

高时取出洗净，用质量浓度为 0．1％的升汞溶液 

消毒，取幼苗下胚轴，接种到固体培养基上，诱导 

愈伤组织。 

1．3 培养基与培养条件 

愈伤组织诱导、生长阶段和继代培养阶段均 

采用MS基本培养基，培养物在(24±1)℃、700 

勒克斯(自然散射光)下进行培养。在不同阶段 

附加不同质量浓度的2，4．D、IAA和 ZT。 

愈伤组织诱导、生长阶段附加的激素及配比 

见表 1。每次处理设 10个重复试验。继代培养 

阶段附加的Pub、ProA、ProC激素及配比见表 2。 

表 1 植物激素组合处理试验设计 

Table 1 Test design of phytohormone combination process 

试验 I(Ⅱ) 2( ) (11)) u／ v／ w／ 

号 (mg·L )(mg·L一。)(mg·L一 ) 

注：Ⅱ=2，4-D， =IAA， =ZT，以下同。 

表2 培养基激素质量浓度处理组合表 

Table 2 Combination of medium hormone concentration 

类别 培养基编号 u／(mg·L )‘v／(mg·L )w／(mg·L一 ) 

1．4 测试指标 

测试指标包括最早出现愈伤组织的时间、外 

植体愈伤率、愈伤指数和愈伤组织生长率。 
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根据外植体愈伤化程度，将愈伤指数分成 5 

级。外植体无愈伤化设为0级，愈伤化在0— 

25％内为 1级，在 26％ 一50％内为 2级，在 51％ 
～ 75％内为 3级，76％ 一100％内为4级。 

愈伤组织生长率= 曩 ×瑶 1 

2 试验结果与分析 

2．1 西洋参愈伤组织的诱导 

西洋参种胚在固体培养基上培养 30 d时，调 

查愈伤数、诱导率、平均愈伤指数。西洋参组织培 

养物生长较慢，生长 9—1O周时外植体脱分化才 

基本完成。生长 68 d时测定的生长率结果见表 

3。 

表3 激素的不同组合对西洋参愈伤组织诱导的影响 

Table 3 Effect of hormone concentration combinations on 

induction of American Ginseng~dllls 

注：接种数中不计算死亡的外植体数，以下同。 

从表3可知，除试验组9外，各处理组合的愈 

伤组织诱导率均较高，达到75％ 一100％。编号 

1 1—17的试验组外植体脱分化较快，平均愈伤指 

数达到3．5～4，外植体表面大部分被愈伤组织覆 

盖。 

此外，诱导率高的试验组的平均愈伤指数和 

生长率不一定高，如试验组7、8和 1O等。这说明 

激素的组合处理虽可诱导愈伤组织发生，但不一 

定有利于愈伤组织(特别是非胚性愈伤组织)的 

增殖。在培养终止时，分别测得7、8试验组的体 

细胞胚发生率为33．3％和45．4％，并可观察到球 

形胚、心形胚、鱼雷形胚和筒状子叶形胚。 

2．2 胡萝 卜愈伤组织的诱导 

在胡萝 卜幼苗下胚轴培养30 d时调查诱导 

率和平均愈伤指数。在培养55 d时测定其生长 

率，结果见表4。 

表4 激素的不同组合处理对胡萝卜外植体愈伤 

组织诱导的影响 

Table4 E ofhorm one concentration combinatiom on 

induction of carrot~lllUS 

从表4中数据可知，胡萝 卜外植体的诱导在 

各个试验组均有效。其中，试验组2、5、13、15、 

16、17的诱导率都在90％以上，试验组 13、15、 

16、17的愈伤指数和培养终止时的生长率比较 

高，分别达到 3．85—3．91和2．996 5．367。因 

此，胡萝 卜外植体愈伤组织诱导和生长最好的试 

验组是13、15、16、17。试验组8诱导率最低，生 

长率也较低。 

2．3 各种试验因素对试验指标的影响趋势 

将生长率值作为试验指标进行参数回归分 

析，分别求得西洋参二次回归方程和胡萝 卜二次 
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回归方程。 

西洋参生长率二次回归方程式为： 

y = 5．454 +0．875u+ 10．897v+2．972w 一 

0．396uv一0．244uw 一0．292vw 一 

0．125u 一5．097v (1) 

胡萝 b生长率二次回归方程式为： 

Y = 一22．208 + 1．385u +33．627v+ 

60．467w 一0．127uv一 11．241 一 

0．315u 一15．684v 一74．49w (2) 

式中：／ZV为2，4一D与IAA的交互作用；／ZW为2，4一 

D与ZT的交互作用； 为 IAA与 ZT的交互作 

用。 

对式(1)的回归参数进行 F检验，结果为：F 

= 477．36， =0．005。对式(2)的 F检验结果为： 

F：32．07，卢=0．04。 

式(1)和式(2)中的 ／Z、 和 分别在 0水平 

取值，可求得另外两种因素及其之间的交互作用 

对试验指标的影响，并将方程式用 Matlab软件绘 

出影响趋势曲面图。 

图1、图2、图3表示两种不同因素的交互作 

用对西洋参试验指标的影响方程及影响趋势。由 

图 1可 以看 出：当 2，4一D为 1．5 mg／L、IAA为 

1．01～1．02 mg／L时生长率最高(y=1．6566)。由 

图2可以看出，当2，4一D为 1．5 mg／L、ZT为0．44 

mg／L时生长率最高(Y=2．0884)。由图3可以 

看出当 IAA为 1．0 mg／L、ZT为0．4 mg／L时生长 

率最高(Y=1．9154)。从图1、图2和图3，当2，4一 

D为 1．5 mg／L、IAA为 1～1．02 mg／L和 zT为 

0．4-0．44 mg／L时，西洋参愈伤组织生长率最 

高 

1．8 

1．6 

l 4 

1．2 

1．0 

0．8 

O·6 

O．4 

0．2 

01 

图 1 lI- 对西洋参试验指标的影响 

Fig．1 Effect of variables lI and p on test index of 

America ginseng 

4 

图2 lI-'．’对西洋参试验指标的影响 

Fig．2 Effect of variables U an d W on test index of 

America ginseng 

。 

⋯  

- -一一- 
．． ．．． 

图3 -'．’对西洋参试验指标的影响 

Fig．3 Effect of variables p an d '．’on test index of 

America ginseng 

图4、图5、图6为与两种不因素的交互作用 

对胡萝 卜试验指标的影响方程及影响趋势。由图 

图4 lI- 对胡萝1-试验指标的影响 

Fig．4 Effect of variables lI an d p on test index 

of carrot 

4 
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图5 U·’．，对胡萝卜试验指标的影响 

Fig．5 Effect of variables u and’．，on test 

index of carrot 

图6 ’．，对胡萝 卜试验指标的影响 

Fig．6 Effect of variables and’．，On test 

index ofcarrot 

l_4 

4可见，当2，4一D为 2mg／L、IAA为 0．96 mg／L时 

生长率最高(Y=5．0843)。由图5可见 ，当2，4一D 

为2 mg／L、ZT为 0．33 mg／L时生长率最高(Y： 

5．1776)。由图6可见，当 IAA为0．95 mg／L、ZT 

为0．33 mg／L时，生长率最高(Y=5．1696)。从 

图4、图5和图6还可知，当2，4．D为 2 mg／L、ZT 

为0．33 mg／L和 IAA为 0．95—0．96 mg／L时，胡 

萝 卜的愈伤组织生长率最高。 

2．4 共同培养基质的筛选 

利用式(1)和式(2)在约束条件下求满意解 

的方法，求出对两种植物的愈伤组织诱导与生长 

有良好影响的3种试验因素的取值区间。在 3个 

区间构成的区域内选择4个试验点 Pub 、Pub 、 

Pub 和 Pub 进行试验，基本培养基为 MS，每种 

重复处理 5次。对照处理的西洋参为试验组 3 

(MS+2，4一D 3．40 mg／L+IAA 0．63 mg／L+ZT 

0．45 mg／L)，对照处理的胡萝 卜为试验组 lO(MS 

+2．4一D 0．1 mg／L+IAA 1．0 mg／L+ZT 0．3 ms／ 

L)，采用第二次继代培养物，生长率结果见表5。 

由表5的方差分析表明，在这几种培养基上， 

两种植物愈伤组织的F值分别为 1．448和1．76， 

均小于 Fo．晒=2．87。这说明两种植物材料在各 

处理之间生长差异不显著，与对照差异也不显著 ， 

可以选用其中任何一个配方进行共同培养。 

用此方法，也可以选出促进西洋参愈伤组织 

生长而相对抑制胡萝 卜愈伤组织生长的培养基 

ProA和促进胡萝 卜愈伤组织生长而相对抑制西 

表5 在共同培养基上的西洋参、胡萝 卜愈伤组织生长结果 

Table 5 Growths of America Ginseng and ca rrot callus on the CO．culture medium 

注：数据为5次重复结果的平均值。对照③J②、⑩J②分别为表1中试验号3、10用第二次继代培养的愈伤组织为材料取得的实验 

结果。J为继代培养，②为第二次继代培养，以下同。 
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洋参愈伤组织生长的培养基 ProC。在 ProA区域 

选择4个试验点 ProA1、ProA2、ProA3和 ProA4；在 

ProC区域选择 3个试验点 ProC1、ProC2和 ProC3。 

对各试验点进行验证性试验，结果见表6和表7。 

表6 在 ProA区域试验点上西洋参、胡萝 卜愈伤组织生长结果及愈伤组织生长率多重比较 (SSR法) 

Table 6 Multi．comparison(SSR)on growth rate and growth result of America ginseng and carrot callus 

at alternative tests of medium ProA 

注：数据为4次重复结果的平均值。 

表 7 在 ProC区域试验点上西洋参、胡萝 卜愈伤组织生长结果及愈伤组织生长率多重比较(SSR法) 

Table 7 Multi-comparison(SSR)on the growth rate of America ginseng and carrot callus 

at alternative tests of medium ProC 

注：数据为4次重复结果的平均值。 

从表 6的结果可知，西洋参愈伤组织在 ProA 

及对照培养基上的生长率无显著差异。4个试验 

点均满足要求，可选用任意一个处理。胡萝 卜愈 

伤组织在ProA及对照培养基上的生长率，各处理 

间差异很显著。通过 SSR法可知，处理与对照间 

的差异达到显著性水平。所以，试验的4个处理 

均符合要求，其中ProA 和 ProA 对胡萝 卜愈伤 

组织的抑制作用最明显。 

表 7的结果表明，在 ProC培养基上除胡萝 卜 

0．01置信水平外，两种材料的对照与处理间差异 

达到显著水平。在 ProC的3种处理中，ProC 对 

西洋参愈伤组织的抑制作用最明显。 

3 结束语 

利用二次回归正交组合设计试验方法对植物 

愈伤组织培养中2，4一D、IAA和 ZT的交互作用进 

行了研究。利用统计分析方法对试验结果进行了 

回归系数的计算和统计检验。在MS+2，4一D 2．0 

mr／L+IAA 1．0 mr／L+ZT0．5 mr／L(或0．3 mr／ 
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L)的培养基上，西洋参愈伤组织的诱导率和生长 

率均高；在 MS+2，4一D 3．4 ms／L+IAA 1．37 ms／ 

L+ZT 0．15 ms／L和 MS+2，4-D 2．0 ms／L+ 

IAA1．0 ms／L+ZT 0．5 ms／L的培养基上，胡萝 卜 

愈伤组织的诱导率和生长率均很高。MS+2，4一D 

1．14 ms／L+IAA 1．37 ms／L+ZT 0．47 ms／L的培 

养基(记为 ProA )，有利于西洋参愈伤组织生长， 

不利于胡萝 卜愈伤组织生长；MS+2，4一D 3．30 

ms／L+IAA 0．55 ms／L+ZT 0．29 ms／L培养基 

(记为 ProC )，有利于胡萝 卜愈伤组织生长，不利 

于西洋参愈伤组织生长。MS+2，4一D1．67 ms／L 

+IAA 0．98 ms／L+ZT 0．47 ms／L培养基(记为 

Pub )可满足两种植物愈伤组织的生长要求。二 

次回归正交组合设计能够增强试验的可靠性、选 

择性，减少试验工作量。采用传统设计，3因子5 

水平需要做 5 =125次试验，而组合设计最少只 

做 15次试验。通过有效控制试验过程干扰，可以 

提高试验精度，获得完整的有代表性的试验数据。 
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