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青海春蚕豆组织培养技术研究 

刘 洋，高 霞 

(青海省农林科学院，青海 西宁 810016) 

摘 要：2001--2005年对蚕豆组织培养快繁技术体系的建立进行了整套、深入细致的研究，研究结果表明： 

蚕豆茎节是适宜快繁的外植体；芽增殖最适培养基(单4．#-：mg／L，下同)：N6+NAA0．1—1．0+BA0．5．_．4．0+肌醇 

l(D--300；壮苗培养基是：N6+NMo．一0．5+BAo．一0．5+多效唑 1．o__3．0；生根培养基是：N6+NAA0．4__o．5。 
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Study on T'tssue Culture of Spring Faba Bean in Qinghai 

LIU Yang，GAO Xia 

(Crop Institute，Qinghai Academy of Agriculture and Forestry，Xining Qinghai 810016，China) 

Abstract：Taking the stem segments with lateral buds aS explantsIthe tissue culture of faba bean were studied 

from 2001 to 2005．The results showed that the stem of faba bean is suitable explants for its rapid propagation；N6 

+NAA0．1——1．0 + BA0．5- 4．0 + Inositol 1OO——300 gave the best result for subculture of shoots and the 

multiplication rate；N6+NAAO-_0．5+BAO—_0．5+ppp1．O——3．0 for robust seedling；N6+NAA0．4-_0．5 for 

exvitro shoots rooting． 
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植物组织培养是植物脱除病毒和离体快速繁 

殖的一种新手段，另外在植物育种、种质保存和次 

生物质生产等方面也具有重要的作用和广阔的应 

用前景。在国内，组培快繁技术主要应用于花卉、 

瓜果、林木、蔬菜等，国外蚕豆组培研究始于上世 

纪七、八十年代，研究者认为茎尖、上胚轴、茎基节 

作外植体，在适宜的培养条件下，诱芽和生根的效 

果较好，继代多次仍然保持旺盛的芽分化能力 

(Jejkloua)等 (1984)、Thgan等 (1987)、Sagrgh 

(1988)，在黑暗条件下发芽成苗 14d的子叶节和 

茎基节为外植体培养得到的再生苗、后代性状与 

其原始群体种子繁殖的后代表现一致，Griga等 

(1994)以合子胚、茎尖为外植体进行培养，获得了 

开花的再生植株u 。Saye曲(1988)在 MS培养基 

添加无机盐、铁、生长素获得最佳诱导效果，以茎 

尖、茎基节为外植体，培养一周后出现芽，生根培 

养三周后生根率55％，第五周73％。在国内。20 

世纪8O年代初，上海农学院黄德俐等采用秋蚕豆 

品种三白豆和田鸡青的下胚轴、子叶和去子叶胚 

为外植体，经过培养获得了愈伤组织和 l1个绿 

苗，同期西南农业大学徐正华等报道，利用四川成 

胡 1O号蚕豆品种的上胚轴或下胚轴作外植体，经 

培养直接获得蚕豆绿苗 5株。以后国内外未见有 

关蚕豆组织培养的报道 】。 

1 材料 

1．1 最适外植体的选择 】：春蚕豆的幼叶、茎节、 

带子叶胚、下胚轴、茎段、顶芽。 

1．2 芽诱导和芽增殖：经初代培养的小芽。 

1．3 壮苗培养：经继代培养 2—3次，高2—3cm 

的芽。 

1．4 生根培养：经壮苗培养的试管苗。 

1．5 炼苗和移栽：具有≥3根(根长≥3cm)的试 

管苗。 

2 方法 

2．1 最适外植体研究方法：以N6为基础培养基， 

不添加任何生长调节剂、添加 6_-BA低浓度 

0．1mg，l和高浓度4．0m~l，分别接种上述各材料 

12个，三次重复。每次重复于接种后 15d，统计芽 

数。经筛选后，选择最适快繁外植体。 

2．2 芽诱导和芽增殖的研究方法：本实验包括下 

收稿13期：21X16-01．10 
作者简介：刘洋(1971一)，女，河南漯河市人，副研究员，主要从事蚕豆遗传育种研究。电话：(0 1)53l3063 

1 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


列因素，各因索浓度范围如下：细胞分裂索( 

BA)： ．0(n~1)；生长素( N从 )：o_-1．O(rI1g， 

1)，肌醇 1Oo_-500(n1g，1)为添加物，试验选用最优 

设计。以 N6为基础培养基，试验进行 8次重复， 

每处理接种 1O个外植体，于接种后 10d，20d统计 

芽数。10d统计的芽数用于芽诱导分析，20d统计 

的芽数用于芽增殖分析，经统计分析后选出最优 

的芽诱导和芽增殖培养基和生长调节剂浓度配 

比。 

2．3 壮苗培养的研究方法：本实验包括三个因 

素：NAA、6一BA、多效唑；每个因素包括两个水平： 

NAA_-o．1，0．2rI1g，l、6--B ．05，0．01roW!、多效 

唑一2．0，3．0rag／l；共 8个处理，每个处理 3次重 

复，每重复接种 1O瓶。基础培养基为N6。10d后 

和20d后分别统计叶片数和株高，并观测叶色，长 

相(随机取4瓶，编号)。 

2．4 生根培养的研究方法：以 N6为基础培养基 

添加 NAA浓度为 o_-o．5n1g，l，接种小苗大小一 

致，高度为 1．2·2．0em，2_3节的健壮苗，3次重 

复，每重复接种 1O瓶 ，30d后统计生根数目。 

2．5 炼苗和移栽方法： 

2．5．1 炼苗：自2003年分批次瓶苗假植9期共 

718株；2004年假植 5期共 823株。2003年假植 

苗在我院生物中心日光温室中培养，2004年 1月 

瓶苗假植在作物所土温室(塑料棚)中培养，因培 

养条件不适宜，移栽的500多株小苗全部死亡，又 

于 3月移至生物中心 日光温室培养。假植期间， 

室温一般为 6--33℃，湿度 32—46％，采用 自然光 

照。假植基质为蛭石加腐熟羊粪。5月中旬气温 

明显升高，将假植苗移至田间搭建的简易塑料小 

棚。顶部为可活动的遮阳网，每天 12：Oo_-16：00 

覆盖遮阳网。 

2．5．2 移栽：炼苗后移栽大 田。大田土壤准备： 

前作小麦，四月上旬浅翻整地，施入有机肥 45 · 

hm～，尿素75kg·}IIIl～，磷酸二胺 225kg·hm～。宽 

窄行移植，人工定点挖穴，带土移栽，压紧按实，浇 

水，小水细渗，浇透后覆土，使地表保持平、干、细 

碎状态。 

3 研究结果与分析 

3．1 最适外植体选择 

由表 l中可以得到，带子叶胚出芽最好、茎节 

次之，顶芽再次之，幼叶、茎段没有出芽，下胚轴仅 

个别有芽的出现。此结果说明，茎节、带子叶胚可 

以做快繁外植体，但带子叶胚产生的芽也可能是 

子叶为胚提供营养而发育成芽，另外胚中本来就 

有胚芽 )。另据有关资料茎节诱导产生的腋芽在 

培养过程中产生变异小，故认为茎节是最好的快 

繁外植体 ‘们。 

表1 不同外植体在MS培养基上出芽情况 

3．2 芽诱导与芽增殖培养 

10d统计的芽数用于芽诱导分析，经统计分 

析，得芽诱导的数学模型为(模型中X1、X2、X3分 

别代表NAA，6--BA和肌醇的浓度，下同) 

Y：54+7．895Xl+1．179X2+2．777X3—4．150Xl X2 

+7．833X1 一8．946x~)(3—2．357X1 一3．638X2 

一 8．421 X3 

对模型的F测验结果(表3)表明有 NAA、6-- 

BA和肌醇与蚕豆芽分化具有真实回归关系。经 

实际值与预测值模拟测验分析，实际值与预测值 

差异不显著，即此回归方程与实际吻合。 

表2 饱和D设计中10d、20d芽数统计表(8次重复平均小芽数) 
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N6+NAA0．1__0．75+BA0．5～2．0o+肌醇 

10o一30o(单位：mg／1) 

表 3 芽诱导方差分析表 

20d(表2)所统计芽数用于芽增殖分析，经分 

析得到芽增殖数学模型为： 

Y=3．380—0．4497X1—0．17227(2+0．3604x~ 

一 4．150XlX2+7．833X1X3—8．946XzX3—2．357Xl 

一 3．6387(2 一8．421x3 

对模型的 F测验结果表明 NAA、6_-BA和肌 

醇与蚕豆芽分化具有真实回归关系。经实际值与 

预测值模拟测验分析，实际值与预测值差异不显 

著，即此回归方程与实际吻合。 

经方差分析(表4)：各处理间差异极显著，采 

用频数分析法，得到芽增殖的最优培养基为：N6 

+BA0．5_-4．0o+肌醇 10o一30o(单位：mg／1) 

表4 芽增殖方差分析表 

3．3 壮苗培养： 

在本实验中，由于因素和互作的 V=1，t测 

验，q测验，SSR测验的结果和F测验的结果都相 

同，所以可根据 F测验的结果(表 5)直接作出判 

断。 

表 5 方差分析结果表 

由结果分析知：NAb_的浓度，低浓度要优于 

高浓度；6_-BA的浓度，高浓度要优于低浓度；多 

效唑的浓度，低浓度要优于高浓度。NAb_和6_- 

BA的互作极显著，NAb_和多效唑的互作极显著， 

因此壮苗培养的最优组合为：N6+o__o．5mg／L 

NAb_+0__o．5mg／L 6一BA+1． 3．0mg／L多效 

唑，该组合可同时取得有益的NAA、6一BA和多效 

唑主效应和 N从 ×6一BA、N从 ×多效唑的互作 

效应。 

3．4 生根培养： 

在表 6中N6+NAA0．4培养基的生根率最 

高，三次统计结果平均为 80．8％，其次为 N6+ 

NAA0．5的培养基生根率为66．7％。因此生根培 

养基为：N6+NAA0．4__o．5mg／I。 

3．5 炼苗与移栽： 

3．5．1 炼苗流程：瓶苗移至温室一开瓶炼苗3d一 

取出瓶苗—假植管理(日喷水 2次，中午室温≥ 

25℃开窗通风)—假植 30d，定植大田。 

3．5．2 大田移裁管理：栽后一周，叶面喷施营养 

液和多菌灵，以后每周喷施。定植后 1o_-12d，人 

工松土，除草，灌水后、雨后及时松土除草。试管 

苗植株茎秆生长细弱，易倒伏，于结荚期用细竹杆 

搭支架固定。 

表6 不同NAA浓度生根情况统计 

3．5．3 移栽成活率：大田移栽成活率较高，在适 

宜条件下，除个别因操作(下转第6页) 
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期目测效分别为 50．8％、71．9％、77．5％、85．6％、 

95．6％，剂量增加防除效果升高，结合对赖草抑制 

情况和总体控制效果，农民乐防除赖草以2 250g· 

hrn 为宜。对硬枝早熟禾、三脉紫菀及茵陈蒿抑 

制情况和防效分析，对硬枝早熟禾以2 250g·hm 

为宜、三脉紫菀、茵陈蒿防除应采用 3 000g·hm 

为宜。 

表 2 农民乐对西宁地区休闲地杂草优势种群的防除效果 

注：。CK中株防效、鲜重效、目测效栏中所对应数据的单位分别为株 nl～、g·nl～、cm。 

草甘膦 1500ml·hmI2处理，对赖草的控制效 1 500g·hm～，对野胡萝 卜为 750_-1 050g·hm～。 

果为73．8％，对其它三种杂草敏感性差。 赖草、硬枝早熟禾为2 250g·hm～，对西伯利亚蓼、 

3 结果与讨论 三脉紫菀、茵陈蒿为3 000g·hm～。从对杂草的敏 

草甘膦以植物的EPsP(5一烯醇丙酮酰一莽草酸 感性、总体控制效果上均优于同等剂量的10％草 
一 3一磷酸合成酶)为靶标酶，对绿色植物具有较高 甘膦水剂。 

的活性【2】。一般休闲地杂草基数大，而且在长期 参考文献： 

的生长竞争中逐渐演变为多年生杂草为优势种 [1)韩宝祥，邵凤成，孙桂风，等．新型除草剂——农民乐 

群，一年生杂草发生量小。采用农民乐防除休闲 [J)．农业科技通讯，2OOO，(4)：27． 

地杂草，速效性好，持效期长。在该试验条件和用 (2]张宏军，王萍，周志强，等 ．杂草对草甘膦抗性及抗性 

量范围内，74．7％农民乐对苣葜菜的适宜剂量为 治理[J]．农药科学与管理，2OO4，(5)：18-22· 

(上接第 3页) 

损伤外，有效成活率达 100％。除 2003年第一期 

移栽时，因地下害虫危害，导致成活率为 6o％~b， 

其余的均达 100％。适宜在4月下旬至6月上旬 

定植。 

3．5．4 生育表现：大田再生株的生育特点主要表 

现为生长缓慢，长势弱，生长量小，易倒伏，对逆境 

反应敏感，早熟，易早衰。 

3．5．5 主要产量性状：试管苗在大田定植后结荚 

少、粒稍小、平均每株产籽 10_-14粒，最多 44粒， 

少于对照 2o--58粒。组培苗子一代除百粒重在 

160g左右，低于对照外，生长正常。子二代、子三 

代生长正常，株高、分枝数、荚数趋于正常，百粒重 

达到 178．89g，和对照(百粒重：178．57g)无明显差 

异。 

4 讨论 

4．1 在蚕豆组织培养的过程中，部分培养物的褐 

化、玻璃化问题，是否因品种、生长调节剂种类与 

浓度、培养时间的不同而异，还需要进一步研究。 

4．2 试管苗子一代的百粒重低于对照，但子一代 

群体中无形态变异株和变异籽粒。子二代、三代 

生长正常，株高、分枝数、荚数、百粒重正常。子 
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一 代百粒重偏低的主要原因还需进一步研究。 
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