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组培技术在四棱豆矮生种质幼胚挽救中的应用研究 

蒋向辉 一，陈东明 ，佘朝文 ，彭艳辉 ，蒋 勇 

(1．怀化学院生物工程系，湖南怀化 418008；2．怀化市生物育种与加工技术实验室，湖南怀化 418008) 

摘要：采用正交试验设计探讨不同的灭菌剂和杀菌时间、培养基在 四棱豆幼胚挽救 中的最佳组合。结果表 

明，生长30 d左右的四棱豆幼胚先用浓硫酸处理 8 min，然后用70％酒精消毒60 s、0．1％升汞消毒 10 min，灭菌效 

果最好。适合幼胚生长的基本培养基为 1／2MS培养基。在培养基中添加不同激素发现，单独添加 GA。1．5 mg／L 

有促进幼胚直接成苗的效果，添加6一BA和2，4一D有利于愈伤组织的分化。培养基 1／2MS+6一BA 1．25 mg／L 

+2，4一D 0．8 mg／L+蔗糖 25 L适合四棱豆不定芽诱导。 
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四棱豆[Psophocarpus tetragonolobus(L)D．c．] 

又名翼豆、翅豆、杨桃豆等，是豆科蝶形花亚科四棱 

豆属的一年生或多年生草本植物⋯。四棱豆原产 

于热带，近几年来在我国大部分地区，如云南、广西、 

广东、海南、湖南 、湖北、河南、福建等省(区)均有种 

植。其根 、茎、叶、花、豆荚和种子均含有丰富的营养 

成分，是一种食用兼药用的高蛋白作物，现已成为许 

多国家争相开发利用的一种植物资源。四棱豆属短 

日照植物，对光照和温度特别敏感，在长日照条件下 

易引起茎 、叶徒长而不能开花结果。在我国华中地 

区如果遇上 10～11月阴雨天较多的年份，经常收不 

到种子。因此，选育适合我国长江中下游地区种植 

的矮生、短生育期四棱豆品种已刻不容缓。 

矮生种质是四棱豆矮化育种必不可少的材料。 

中国农业科学院选育的矮生96—14—1是蔓生特异 

矮秆品种，它不仅植株矮(<50 cm)，生产上不须搭 

架，而且其坐荚率比其他品种明显高 ，是一种理 

想的育种材料。本研究借助组培技术探索在气候反 

常年份进行四棱豆矮生种质保存的有效方法。 

1 材料与方法 

以花后 30 d左右的矮生四棱豆幼胚为材料。 

首先对幼胚进行 3种前期处理：去种皮、不去种皮、 
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浓硫酸处理 8 min。然后用 70％酒精和 0．1％升汞 

进行不同时间的消毒处理。随后接种在大量元素用 

量各不相同的3种MS培养基上。以上各种因素和 

处理水平采用 (3 )正交试验设计方案，参照钟海 

雁等 的方法形成正交试验表(表 1)，摸索最佳灭 

菌方法和适合幼胚生长的最佳培养基。 

表 1 幼胚不同处理方法 k(3 )正交表 

在适合幼胚生长的最佳培养基中添加不同浓度 

赤霉素(GA3)，GA3设0、0．5、1．0、1．5、2．0 mg／L共 

5个浓度梯度，研究赤霉素处理对幼胚成苗的影响。 

另外，以幼胚为外植体，在不同的MS培养基中添加 

不同浓度的6一BA、2，4～D和蔗糖，探索四棱豆愈 

伤分化的最佳条件。培养基中琼脂为 0．7％，pH值 

5．8，每一处理接种5瓶，每瓶 6个幼胚。 

采用透明玻璃锥形瓶培养，每瓶含培养基约 25 

ml，培养温度为(26±2)cc，光照强度为 30～40 

i．zmol／(m ·s)，每13 10 h光照、14 h黑暗。培养基 

和接种所需各种器皿均经高压消毒灭菌。四棱豆幼 

胚接种于培养基25 d后统计成苗率和污染率，并进 
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行直观分析。统计方法参照盖钧镒的方法 ，数据 

分析用 SAS软件进行。 

2 结果与分析 

2．1 离体幼胚无菌培养体系的建立 

由表 2可知，不同的消毒时间和消毒方法对幼 

胚的消毒效果不同。酒精和升汞消毒时间越长，灭 

菌效果越好，但对幼胚的毒害作用也越大，尤其以幼 

胚被剥去种皮后的消毒处理较为明显。升汞处理时 

间由8 rain延至 12 rain时，毒害率 由 20％上升为 

27．5％，而愈伤组织诱导率比其他两种处理明显高， 

差异达到极显著水平(P<0．01)。灭菌之前种皮不 

进行任何处理时，污染率明显较高，平均达 35％。 

对各处理的成苗率进行 ，值测定表明，各处理间差 

异达极显著水平(F=6．43>Fo。 =5．47)，以第 9 

号处理效果最好 ，即在灭菌之前用浓硫酸处理 8 

min，不仅可以灭菌而且还有软化种皮的作用，然后 

用酒精消毒60 S、升汞消毒 10 min的灭菌效果最 

好，且对幼胚毒害较小。幼胚生长的基本培养基以 

1／2MS培养基较为合适。 

表2 不同灭菌方法正交试验的直观分析 

处理号 募 幂 笨 

2．2 幼胚的无菌萌发 

幼胚成苗有两种生长方式，即经过愈伤组织分 

化成苗与直接发育成苗。接种 20 d后观察发现，部 

分幼胚子叶基部产生少量愈伤组织，呈团状，生长致 

密，浅黄色，随后只有少量芽的分化。大部分子叶是 

直接产生幼苗，幼苗单生。 

2．3 赤霉素处理对幼胚成苗的影响 

由表 3试验数据可以看出，接种后20 d，在没有 

添加赤霉素的培养基上，幼胚成苗率明显较低，仅为 

56．7％。在添加赤霉素的培养基上幼胚成苗率明显 

较高，t测验差异达到显著水平(t=3．42>t0_0 = 

3．18)。在一定范围内随着赤霉素浓度的增加，幼 

胚成苗率呈现先上升后下降的趋势，而愈伤组织的 

诱导率逐渐上升，由此可知适宜的赤霉素浓度(1．5 

mg／L)能够促进幼胚的直接成苗。许传俊等 认为 

其原因可能与 GA通过影响生长素合成和运输、乙 

烯合成和反应，从而促进根 的形成和细胞的生长 

有关。 

表 3 不同浓度赤霉素对幼胚直接成苗和产生愈伤组织的影响 

2．4 6一BA、2，4一D对幼胚直接成苗和产生愈伤 

组织的影响 

6一BA、2，4一D对离体胚的直接成苗和愈伤组 

织的产生并不是必需的，在没有任何激素的情况下， 

幼胚也可以直接成苗，且有少量的愈伤组织产生。 

适量的6一BA、2，4一D能够促进幼胚的直接成苗和 

愈伤组织的产生。由表 4可知，在 MS培养基中加 

入一定浓度的 6一BA和 2，4一D，能够提高幼胚直 

接成苗率，不加激素的成苗率最高为 57．5％ (表 

2)，加人激素后成苗率达100％，并且合适的6一BA 

与2，4一D配比可诱导产生不定芽。高浓度的2，4 
一 D对愈伤组织的诱导也有明显增强作用，而对丛 

生芽的诱导有抑制作用，且易导致幼胚的褐化、坏 

死。金竹萍等 认为，当生长素浓度超过或低于适 
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宜浓度时，由于外源激素的过量而造成胚体自身激 

素合成量的降低或内、外源生长素总量的不足，导致 

幼胚的生长发育受到影响。在组合 6中每块愈伤组 

织不定芽诱导数达 7个，表明培养基 I／2MS+6一 

BA 1．25 mg／L+2，4一D 0．8 mg／L+蔗糖 25 g／L有 

利于四棱豆不定芽诱导。 

表4 不同种类、浓度的激素对离体胚直接成苗和产生愈伤组织的影响 

培养基号 6一BA 2．4一D 
(mg／L) (mg／L) 

接种数 死胚数 诱导愈伤 诱导愈伤 每块愈伤 
(个) (个) 组织数(个) 组织率(％)不定芽数(个) 

O．5 

1．O 

1．25 

O．5 

1．O 

1．25 

O．5 

1．O 

1．25 

对不同因子处理而诱导产生的不定芽数进行方 

差分析(表 5)，6一BA、2，4一D及蔗糖浓度对四棱 

豆不定芽诱导的影响显著，其中2，4一D和蔗糖浓 

度对不定芽诱导的影响达极显著水平，而培养基对 

不定芽分化的影响未达显著水平。多重比较分析认 

为，在I／2MS培养基中添加6一BA 1．25 mg／L、2，4 
一 D 0．8 mg／L、蔗糖25 g／L对四棱豆不定芽的分化 

效果最好。 

表5 不同因子处理的不定芽数方差分析 

注：“ ”在 d=0．05水平有显著性差异，“ ”在 d=0．O1水 

平有显著性差异。 

3 小结与讨论 

生长 30 d左右的四棱豆幼胚先用浓硫酸处理8 

min，然后用酒精消毒 60 S，再用升汞消毒 10 min灭 

菌效果最好。用赤霉素 1．5 mg／L对幼胚进行预处 

理，可以促进幼胚的无菌萌发。适量的 6一BA、2，4 
一 D能够促进幼胚的直接成苗和愈伤组织的产生， 

适合矮生四棱豆种质不定芽诱导的最适培养基为 

1／2MS+6一BA 1．25 mg／L+2，4一D 0．8 mg／L+蔗 

糖 25 g／L，过高浓度的2，4一D易导致幼胚的褐化、 

坏死。 

幼胚的取材对幼胚挽救成功与否极为重要。李 

志英等 在对神秘果幼胚离体培养中发现，子叶对 

幼胚萌发很重要，带子叶的幼芽生长健壮，而不带子 

叶的幼胚发芽缓慢。本试验中发现有同样的现象， 

不带子叶的幼胚由于受到损伤而容易产生愈伤组 

织，直接影响幼胚成苗，其具体机理有待进一步 

研究。 

四棱豆生育期长，一旦在开花后期遇上低温阴 

雨天气，经常无法收到种子。通过诱导愈伤组织，繁 

育组培苗的方法保存种质，因为繁育时期长，费用 

高，组培条件难以控制，在生产中无法实施。运用幼 

胚挽救技术对未成熟胚进行离体培养，不仅可节省 

保存种质的时间和费用，更为重要的是每年可赶上 

到海南加代的季节，加快育种进程。 
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