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高羊茅成熟种子组织培养的影响因素研究： 

Ⅱ．不同因素对胚性愈伤组织继代发生的影响 

吴关庭 ，胡张华 ，陈笑芸 ，郎春秀 ，王伏林 ，金 卫 ，陈锦清 ’，夏英武2 
( 浙江省农业科学院 病毒学与生物技术研究所 ，浙江 杭州 310(O1； 浙江大学 原子核农业科学研究所，浙江 杭州 3113029) 

摘 要：以从4个草坪型高羊茅品种成熟种子直接诱导获得的初始愈伤组织为起始材料⋯，研究 3种因素对 

胚性愈伤组织继代发生的影响。结果表明，继代培养基中添加 BAP和硫酸铜以及提高蔗糖浓度均能促进胚 

性愈伤组织形成，提高胚性愈伤组织频率，其适宜浓度分别为：BAP 0．1～0．2 mg／L，硫酸铜 2．5 mg／L，蔗糖 60 

L。这3种因素中，又以添加BAP的效果最好，添加硫酸铜次之。4个供试品种间胚性愈伤组织发生能力存 

在明显差异。 
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Abstract：The effects of three different factors on subculture production of embryogenic calli were investigatted with ones in— 

duced directly from matuIe seeds of four tuff-type tall fescue cultivars鹊 starting materials．The results showed that supple．· 

menting BAP and cupric sulphate and increasing sucrose concentration in subculture medium stimulated formation of embryo— 

genie calli，with appropriate concentration being 0．1—0．2 mg／L for BAP，2．5 mg／L for cupric sulphate，and 60 g／L for 

sucrose．Among these three factors，BAP addition Was the most effective，followed by supplementation of cupric sulphate． 

It Was also demonstrated that apparent出 ferences in productivity of emb ryogenic callus existed among the four tested culti— 

Vars． 
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高羊茅组织培养已由胚性愈伤组织、胚性悬 

浮培养物、原生质体、高频再生组织以及花药一 
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幼穗再生获得植株_2_2。胚性愈伤组织既是最基 

本的再生组织，又分别是胚性悬浮培养物和原生 

质体的主要直接来源和间接来源_3．4j，而高频再 

生组织也同样起源于胚性愈伤组织l55。因此，胚 

性愈伤组织的诱导获得是高羊茅组织培养的首 

要基础。然而，由高羊茅成熟种子直接诱导获得 

的初始愈伤组织质量往往不理想，绝大多数属于 
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非胚性类型，不同程度表现为松软、水渍状，半透 

明甚至透明，再生频率极低，必须加以继代改造。 

为此，作者建立高羊茅胚性愈伤组织高效植株再 

生体系，在为农杆菌介导转化的基础研究中，对 

胚性愈伤组织继代发生影响的几种主要因素进 

行研究，现将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

供试材料为草坪型高羊茅品种凌志、猎狗 5 

号、美洲虎3号和可奇思，其成熟种子由浙江绿 

洲生态股份有限公司提供。 

1．2 方法 

1．2．1 初始愈伤组织诱导 

4个供试品种的成熟种子人工去壳，70％酒 

精漂洗 30 s，在 30％左右的花王漂白水(2／3体 

积的无菌水加1／3体积的花王漂白水)中灭菌40 

min，然后用无菌水漂洗4～5次。灭菌种子逐个 

纵切，接种于含2，4一D 8 mg／L，ABA 2 mg／L，水解 

酪蛋白和谷氨酰胺各0．5 g／L的Ms诱导培养基 

上，在25±1℃的条件下暗培养4周左右，诱导获 

得初始愈伤组织。 

1．2．2 继代改造基本过程 

将诱导获得的初始愈伤组织转移到含 2，4一 

D 2 mg／L、水解酪蛋白和谷氨酰胺各 0．5异／L的 

MS培养基上进行继代改造，每处理接种的愈伤 

组织数为250±20块，培养条件为25±1℃，暗培 

养。从第一次继代开始，每3～4周转继 1次，连 

续转继 5次，每次转继时统计胚性愈伤组织数， 

并将所有愈伤组织(包括褐化的愈伤组织)转移 

到新的培养基上。胚性愈伤组织数占接种愈伤 

组织数的百分比即为胚性愈伤组织频率。 

1．2．3 继代改造影响因素及其设计 

(1)BAP添加：在继代培养基中添加细胞分 

裂素 BAP，浓度为0．05，0．10，0．20和0．40 mg／L， 

以不添加BAP作为对照。(2)硫酸铜添加：在继 

代培养基中添加硫酸铜，浓度为0．10，0．50，2．50 

和12．50 mg／L，以不添加硫酸铜作为对照。(3) 

提高蔗糖浓度：将继代培养基中的蔗糖浓度由通 

常的30 g／L提高到40，50和60 g／L，并以30 g／L 

作为对照。 

2 结果与分析 

2．1 添加 BAP对胚性愈伤组织继代发生影响 

在研究多种因素对高羊茅成熟种子愈伤组 

织诱导的影响时曾观察到，培养基中添加 BAP 

后，诱导获得的初始愈伤组织的状态普遍好于不 

加BAP的对照。为此，作者首先观测了BAP对 

高羊茅胚性愈伤组织继代发生的影响(表 1)，在 

不含 BAP的培养基上继代，高羊茅胚性愈伤组 

织也会发生，其频率随继代次数的增加逐步提 

高，但速度较慢；培养基中加入 BAP，促进了愈伤 

组织的胚性化，胚性愈伤组织数增加，每次继代 

后 ，4种 BAP浓度的胚性愈伤组织频率均高于对 

照。对胚性愈伤组织发生的促进作用以0．10～ 

0．20 L BAP浓度最大，只有品种凌志经 3次 

继代后的情况稍有不同，但仍以O．10—n异／L的胚 

性愈伤组织频率最高。BAP浓度提高到 0．40 

m L时，4个供试品种的胚性愈伤组织频率在 

表 1 继代培养基中添加细胞分裂素 BAP对高羊茅胚性 

愈伤组织发生的影响 

Table 1 Effects of addition of 6-benzylaminopurine(BAP)to 

subculture medium on induction of embryogenic callus in tall 

fescue 

品种 BAP／ 不同继代胚性愈伤组织频率／％ 

mg·L一 1次 2次 3次 4次 5次 
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各次继代中都无一例外地开始下降。不同品种 

间胚性愈伤组织发生能力和改造效果有较大差 

异，凌志的愈伤组织在含0．10 mg／L BAP的培养 

基上连续继代5次后，胚性愈伤组织频率达到 

39．8％，而美 洲 虎 3号 在 同样 条 件下 仅 为 

17．6％，两者相差 1倍以上。 

2．2 添加硫酸铜对胚性愈伤组织继代发生影响 

据报道高浓度 cu2 对愈伤组织筛选和植株 

再生具有明显效果[ 。本试验在继代培养基 

中添加 0．10～12．50 mg／L的硫酸铜，结果表明， 

愈伤组织转移到这些培养基上，大约从 10 d左 

右开始，一部分逐渐褐化，另有一部分停止生长 

或生长减慢，发生褐化和生长受到抑制的愈伤组 

织的比例随添加的硫酸铜浓度和继代次数的增 

加而提高。在连续继代过程中，从一些褐化的愈 

伤组织表面长出了结构疏松、鲜黄色呈颗粒状的 

胚性愈伤组织。由表2可知，0．50，2．50和12．50 

mg／L的硫酸铜对高羊茅胚性愈伤组织培养起到 

筛选作用，其中以2．50 mg／L的筛选效果最好， 

胚性愈伤组织频率最高。继代培养基中添加硫 

酸铜对4个供试品种的胚性愈伤组织筛选都有 

效，效果大小与品种本身的胚性愈伤组织发生 

能力有关。与添加 BAP试验相似，经 5次连续 

继代后，4个品种的胚性愈伤组织频率按高低 

依次为：凌志 >猎狗 5号>可奇思 >美洲虎 3 

号。 

2．3 提高蔗糖浓度对胚性愈伤组织继代发生的 

影响 

高浓度蔗糖能在一定程度上抑制非胚性愈 

伤组织生长，促进胚性愈伤组织形成l11,12J。本 

试验结果表明，高羊茅继代培养基中，提高蔗糖 

浓度有利于胚性愈伤组织的发生(表3)，将继代 

培养基中蔗糖浓度由30异／L提高到40，50和60 

异／L，各次继代后的胚性愈伤组织频率绝大多数 

高于30异／L，并随浓度的增加而提高。从连续 5 

次继代过程中胚性愈伤组织频率的增幅来看，其 

后3次尤其是第3和第4次继代的增幅较大，这 

说明在含高浓度蔗糖的培养基上对高羊茅愈伤 

组织进行继代改造，应尽可能继代4次以上。提 

高继代培养基中蔗糖浓度对促进4个供试品种 

的胚性愈伤组织发生均有效，且品种间的反应与 

BAP和硫酸铜添加试验中的结果一致。 

表2 继代培养基中添加硫酸铜对高羊茅胚性愈伤组织 

发生的影响 

Table 2 Effects of addition of cupric sulphate to subculture 

medium on induction of embryogenic callus in tail fescue 

品种 CoSO4·5 0 不同继代胚性愈伤组织频率／％ 

／mg·L一 1次 2次 3次 4次 

表3 提高继代培养基中蔗糖浓度对高羊茅胚性愈伤组 

织发生的影响 

Table 3 ts of increased sucro~ concentrations in subcu1． 

ture medium  on induction of embryogenic callus in tall fescue 

品种 蔗糖 不同继代胚性愈伤组织频率／％ 

／g·L 1次 2次 3次 4次 5次 

3 讨论 

对高羊茅组织培养的试验证明，以成熟种子 
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作为外植体，要获得较高的愈伤组织诱导率并不 

困难，但直接诱导获得的初始愈伤组织往往绝大 

部分为再生频率极低的非胚性类型，而再生能力 

强的胚性类型的比例非常低，这是目前高羊茅组 

织培养研究中存在的主要问题之一l 。在这种 

情况下，通过继代诱导产生足够数量的胚性愈伤 

组织就 自然成为高羊茅组织培养的一个重要环 

节。本研究结果表明，将初始愈伤组织转移到添 

加有 BAP的培养基上继代，能整体改善高羊茅 

愈伤组织质量，促进胚性愈伤组织发生，效果十 

分明显，其浓度以0．10—0．20 mg／L较为适宜。 

继代培养基中添加适当浓度的硫酸铜(2．50 mg／ 

L)也能对高羊茅胚性愈伤组织产生良好的筛选 

作用，据报道这是由于愈伤组织大多由多种类型 

的细胞组成_1 ，较高浓度的Cu2 有助于其中的 

胚性细胞的保留和增殖，同时又能抑制其它类型 

细胞的生长或致其死亡【mJ。提高继代培养基中 

蔗糖浓度同样有利于抑制非胚性愈伤组织生长， 

促进胚性愈伤组织形成l11,12]，从而使高羊茅胚 

性愈伤组织频率得到明显提高，其合适浓度为 

6o g／L。上述 3种影响因素中，按照各自适宜浓 

度条件下连续继代5次后的胚性愈伤组织频率比 

较，以添加 BAP的效果最好，添加硫酸铜次之。 

基因型是植物组织培养的一个重要影响因 

素。Dahleen LS等研究表明，高羊茅组织培养反 

应存在很大的品种间差异l14~ J。作者在研究多 

种因素对高羊茅成熟种子愈伤组织诱导的影响 

时，也观察到4个供试品种间出愈率有一定差 

异l_1』。本研究中，这4个供试品种的胚性愈伤组 

织继代发生能力同样表现出明显的不同，如诱导 

获得的初始愈伤组织在分别添加有 0．10 mg／L 

BAP，2．50 mg／L硫酸铜和蔗糖浓度为 6O g／L的 

培养基上连续继代5次，凌志与美洲虎3号的胚 

性愈伤组织频率相差 14．6～22．2个百分点，相 

差幅度均在 1倍以上。结果表明，在高羊茅组织 

培养中，品种的选择既要依据愈伤组织诱导率的 

高低，同时也必须考虑胚性愈伤组织发生能力的 

大小。 
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