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高羊茅成熟种子组织培养的影响因素研究： 

Ⅲ．多种因素对胚性愈伤组织分化的影响 
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摘 要：研究_I，多种因素对高羊茅胚性愈伤组织分化的影响。结果表明，BAP在高羊茅胚性愈伤组织分化中 

的作用要比KT大，但两者配合使用效果更佳，其适宜组合为2．0 mg／l BAP+0．5 mg／L KT。在该细胞分裂素 

水平下，生长素NAA宜用0+5 m L。胚性愈伤组织先在蔗糖浓度较高的分化培养基上预分化，以及经高渗预 

分化后的致密愈伤组织在琼脂浓度较高的分化培养基上分化，都能较好地促进愈伤组织植株再生，蔗糖和琼 

脂的适宜浓度分别为6o和 1O L。分化培养基中添加脯氨酸导致总的愈伤组织再生率降低，但同时有减少 

白化苗再生的趋势 
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Factors affecting tissue culture responses of mature seeds in tall fescue(Festuca 

arundinacea Schreb．)：Ⅲ．，I1le effects of multiple factors on differentiation of em． 

bryogenic calli 

WU Guan．ring 0，HU Zhang—hua 
，CHEN Xiao—yun ，LANG Chun—xiu ，WANG Fu．1in ，JIN Wei ，CHEN 

Jin—qing ’ ．XIA Ying—wu 

( Institute ofVirology arm Biotechnology，ZtwjiangAcademy ofAgricultural Scier~'es，Hangzhou 310021，China； Institute 

ofNuclear-Agricultural&iences，Zhefiang Uthversity，Hangzhou 310029，Chiru~) 

Abstract：The l~flluenees of multiple fact()rs on diffemntiation Of tall±f scue embryogenic calli were investigated．The results 

showed that cytokinin BAP was more effective than KT for plant regeneration of embryogelfic calli，but joint application of 

them produced a little better effects with optimal combination being 2 mg／L BAP + 0．5 mg／L KT．At this cytokinin levd， 

the appropriate concentration of auxin NAA was 0．5 m L_Pre—differentiation of embryogenic calli on medium containing 

high concentrations of sucrose and differentiation of high-osmoticum pre—difl；emntiated compact calli on medium solidified 

with high concentrations of agar obviously promoted plant regeneration，the suitable concentration for SUCI'~ and agar being 

6o L and 10 g／L，res~ctively．Supplementation of L-proline in differentiation medium led to decrease in frequency of re— 

generated callus，but simultaneously displayed a tendency to reduce regeneration of albino plantlets． 
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在高羊茅成熟种子组织培养研究中，通过继 

代培养诱导和繁殖足够数量的胚性愈伤组织是 
一 个关键环节，而获得胚性愈伤组织后，如何有 

效地再生出尽可能多的植株也是建立高羊茅胚 

性愈伤组织高效植株再生体系的重要研究内容 
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之一。愈伤组织高频植株再生主要受细胞分裂 

素和生长素的种类、浓度及其比值的影响，除此 

以外，在水稻、小麦、玉米等作物和百慕大等草坪 

草上的研究表明，高渗预分化和提高分化培养基 

中的琼脂浓度也能促进愈伤组织植株再生_1～ 。 

为此，本文就这些因素对高羊茅胚性愈伤组织分 

化的影响进行了研究。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

供试材料为国内外广泛用于草坪建植的高 

羊茅品种凌志、猎狗 5号、美洲虎 3号和可奇思， 

种子由浙江绿洲生态股份有限公司提供。 

1．2 方法 

1．2．1 胚性愈伤组织的获得 

4个供试品种成熟种子人工去壳，经70％酒 

精漂洗 30 s后，在 30％左右的花王漂白水中灭 

菌40 min，然后用无菌水漂洗4 5次。灭菌种 

子逐一纵切，接种于含 2，4一D 8 mg／L，ABA 2 mgZ 

L，水解酪蛋白和谷氨酰胺各 0．5 L的 MS诱导 

培养基上，在(25-4-1)oC的条件下暗培养 4周左 

右，诱导获得初始愈伤组织。将初始愈伤组织转 

移到含 2，4一D 2．0 mg／L，BAP0．1 mg／L，水解酪蛋 

白和谷氨酰胺各 0．5 L的 MS培养基上，在同 

样条件下继代培养，每3 4周转继一次，连续转 

继多次，诱导和繁殖足够数量胚性愈伤组织 

1．2．2 分化试验的基本步骤 

将上述胚性愈伤组织接种于 MS分化培养 

基上，每处理 50块左右，置于光照培养箱内，在 

10 h光照，(25±1)oC与 14 h黑暗，(21±1)℃交 

替，光照强度3 000～4 000 lx条件下进行植株再 

生。分化开始后3—4周，调查统计再生绿苗、同 

时再生绿苗和白苗以及完全再生白苗的愈伤组 

织数并计算其频率，三者相加得到总的愈伤组织 

再生率。 

1．2．3 分化影响因素及其设计 

(1)BAP与KT配比：在含 NAA 0．3 mg／L，蔗 

糖 30 L，水解酪蛋白0．5 g／L，琼脂 8 g／L的Ms 

分化培养基中，BAP与 KT组成 8种配比(BAP+ 

KT，mg／L)：0+2．0，0．5+2．0，1．0+2．0，1．0 

+ 1．0，1．5 + 1．5，2．0 + 0，2．0 + 0．5和 2．0 

+1．0。(2)NAA浓度：在含 BAP 2．0 mg／I ，KT 

0．5 mg／L，蔗糖 30 L，水解酪蛋白0．5 g／【 ，琼 

脂 8 L的 MS分化培养基中，NAA浓度设置为 

0．1。0．3，0．5和0．7 mg／L。(3)高渗预分化：先将 

胚性愈伤组织接种于蔗糖浓度为45，60和75 g／ 

L的MS分化培养基 MSDM(含BAP 2．0 mg／L，KT 

0．5 Tl1g／L，NAA 0．5 mg／I ，水解酪蛋白0．5 g／L， 

琼脂8 L)上进行高渗预分化，同时以蔗糖浓度 

为30 L的作为对照。预分化条件为28±2℃， 

暗培养。约 7～10 d后，再挑选乳白色、结构致 

密、有颗粒状突起的胚性愈伤组织转移到蔗糖浓 

度为30 g／L的MSDM分化培养基上进行植株再 

生。(4)琼脂浓度：将蔗糖浓度为 30 g／I 的Ms— 

DM分化培养基中的琼脂浓度由8 g／L提高到 

l0，l2，14，16 g／L，并以8 g／L作为对照。(5)脯 

氨酸添加：在蔗糖浓度为 30 g／L的 MSDM分化 

培养基中，添加0．5，1．0，1．5 s／L的脯氨酸，以不 

添加作为对照。 

2 结果与分析 

2．1 BAP与KT配比对胚性愈伤组织植株再生 

的影响 

BAP和 KT是分化培养基中使用的两种主 

要细胞分裂索。本试验以各为 0～2 mg／L的 

BAP与 KT进行配比，研究其对高羊茅胚性愈伤 

组织分化的影响(表 1)。在所有 8种配比中，凌 

志、猎狗5号和可奇思的总愈伤组织再生率均以 

2．0 mg／I BAP+0．5 mg／L KT最高，美洲虎3号 

的总愈伤组织再生率虽是2．0 mg／L BAP稍高于 

2．0 mg／I BAP+0．5 mg／L KT，但再生绿苗愈伤 

组织频率仍是后者高于前者 单就 BAP浓度进 

行比较，可以看到，总愈伤组织再生率随 BAP浓 

度的增加而提高。只含 2．0 mg／L BAP而不含 

KT的总愈伤组织再生率明显要比只含2．0 mg／L 

KT而不含 BAP的高，高出的幅度为 38．3％～ 

88．9％ 表明在高羊茅胚性愈伤组织分化时， 

BAP比KT具有更大的作用。 

表 1还表明，4个供试品种的胚性愈伤组织 

植株再生能力存在较大差异，以猎狗 5号的总愈 

伤组织再生率最高，美洲虎3号最低。在再生的 

愈伤组织中，包含3种类型，即全部再生绿苗、同 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


· 414 · 浙江农业学报 第 l8卷(2o06) 

表1 细胞分裂素BAP和 KT的不同配比对高羊茅胚性 

愈伤组织植株再生的影响 

Table 1 Effects of different combinations of BAP and KT 0n 

plant regeneration of emb ryogenic callus in tall fescue 

时再生绿苗和白苗以及完全再生白苗，4个品 

种、各种BAP与KT配比均有高低不一的再生绿 

／白苗和再生白苗愈伤组织频率，但品种间的表 

现不尽相同。凌志的再生绿／8苗愈伤组织频率 

普遍高于再生白苗愈伤组织频率，而猎狗5号刚 

好相反，另两个品种则没有这种明显趋势。 

2．2 NAA浓度对胚性愈伤组织植株再生的影响 

在上述 BAP与 KT的配比试验中，分化培养 

基中的 NAA浓度为 0．3 mg／L。表 2表明，在细 

胞分裂素水平为2．0 mg／L BAP+0．5 mg／L KT 

的条件下，将NAA浓度由0．3 mg／L提高到0．5 

表2 激素 NAA浓度对高羊茅胚性愈伤组织植株再生 

的影响 

Table 2 Effects of NAA concentrations on plant regeneration 

of embryogenic callus in tall fescue 

mg／L，可以获得更高的总愈伤组织再生率和再生 

绿苗愈伤组织频率，且4个供试品种的反应一致。 

2．3 高渗预分化对胚性愈伤组织植株再生影响 

将高羊茅胚性愈伤组织先接种于蔗糖浓度 

为45，60，75 L的分化培养基上，在暗培养条件 

下进行高渗预分化，然后再挑选乳白色、结构致 

密、有颗粒状突起的胚性愈伤组织转移到蔗糖浓 

度为 30 L的相同分化培养基上光照培养，结 

果使所有4个供试品种的总愈伤组织再生率和 

再生绿苗愈伤组织频率得到明显提高，3种蔗糖 

浓度中，以60 L的效果最好(表 3)。 

2．4 琼脂浓度对胚性愈伤组织植株再生的影响 

将经过高渗预分化的高羊茅致密愈伤组织 

转移到琼脂浓度为8—16 g／L的分化培养基上 

进行分化，结果表明，适当增加琼脂浓度能够提 

高高羊茅胚性愈伤组织的植株再生频率。从表 

4可以看出，4个供试品种中，猎狗5号和可奇思 

的总愈伤组织再生率和再生绿苗愈伤组织频率 

在琼脂浓度为 1O L时最高，继续提高浓度则 

会下降，而另两个品种凌志和美洲虎3号的总愈 

伤组织再生率虽在琼脂浓度为 l2 L时最高， 

但与 1O g／L的相差不大，而且再生绿苗愈伤组 
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表3 高渗预分化对高羊茅胚性愈伤组织植株再生影响 

Table 3 Effects of high—osmotieturl pr~lifferentiation on f)1 I 

regeneration of embryosenie callus in tall rescue 

表 4 不同琼脂浓度对高羊茅胚性愈伤组织植株再生的 

影响 

Table 4 Effects of diffe~nt agar concentrations on plant re 

generation of end)ryogenic callus in tall rescue 

织频率也是 10 L时最高。由此可见，高羊茅 

胚性愈伤组织分化时，分化培养基中的琼脂浓度 

以 10 g／L较为适宜。 

2．5 添加脯氨酸对胚性愈伤组织植株再生的影响 

在吴关庭等l8,9j的研究中，4个供试品种的 

各种处理均有不同频率的愈伤组织完全再生白 

苗及同时再生绿苗与白苗。作为克服这种白化 

现象的一种可能措施，本试验研究了分化培养基 

中添加脯氨酸对高羊茅胚性愈伤组织植株再生 

的影响(表5)。分化培养基中添加0．5—1．5 I 

脯氨酸对4个供试品种的总愈伤组织再生率有 
一 定影响，但再生绿苗愈伤组织频率均高于不加 

脯氨酸的对照，而再生白苗和再生绿／白苗的愈 

伤组织频率基本上都低于对照，呈下降的趋势， 

表明分化培养基中添加脯氨酸对绿苗再生有利， 

可减少白化苗的产生。 

表5 分化培养基中添加脯氨酸对高羊茅胚性愈伤组织 

植株再生的影响 

Table 5 Effects of addition 【】f L-praline to differentiation 

meditun on pla．t regeneration of embryogenic callus in tall fes- 

CUe 

3 讨论 

本研究结果表明，采用合适的激素配比和高 

渗预分化以及适当增加分化培养基中的琼脂浓 
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度，均可使高羊茅胚性愈伤组织再生频率得到提 

高。BAP在高羊茅胚性愈伤组织分化中的作用 

要比KT大，但两者配合使用能够获得更佳效 

果，其适宜组合为2，O mg／L BAP+0．5 mg／L 

KT。在该细胞分裂素水平下，生长素NAA用0．5 

mg／L，总愈伤组织再生率最高。高羊茅胚性愈 

伤组织先在蔗糖浓度较高的分化培养基上预分 

化，以及经高渗预分化后的致密愈伤组织在琼脂 

浓度较高的分化培养基上分化，都能较好地促进 

愈伤组织的植株再生，其适宜浓度分别为蔗糖 

60 g／L和琼脂 10 g／L。此外，脯氨酸对高羊茅胚 

性愈伤组织的分化也有一定影响，一方面，导致 

总的愈伤组织再生率降低，另一方面，有减少白 

化苗再生的趋势，这与Takamizo TLⅢj结果一致。 

高羊茅作为一种禾本科植物，再生植株白化 

现象尤为突出。在本研究中，再生植株白化现象 

也比较严重，再生白苗愈伤组织频率最高达 

14．3％(猎狗5号)和14．O％(可奇思)，分别占总 

愈伤组织再生率的近1／5和1／4。随着高羊茅培 

养物培养时间的延长，再生植株中自苗的比例提 

高_11． J。高羊茅愈伤组织继代 1次后就转移到 

分化培养基上再生，白化现象较轻。本研究用于 

分化试验的胚性愈伤组织都是经多次继代改造 

后获得，而在早先的非正式试验中，仅继代 1～2 

次的少量胚性愈伤组织再生白苗的频率明显要 

低得多(数据未提供)。作者据此认为，快速获得 

足够数量的胚性愈伤组织对减轻高羊茅再生植 

株白化现象至关重要。而要达到这一目的，可以 

通过 3条途径来实现：一是增加种子接种量，从 

初始愈伤组织中尽可能获得较多的胚性类型；二 

是在对高羊茅胚性愈伤组织发生的影响因素进 

行更多研究的基础上，改进诱导和继代培养基， 

提高胚性愈伤组织直接诱导和继代发生频率；三 

是对业已获得的胚性愈伤组织分割繁殖。 

本研究结果还表明，4个供试品种的胚性愈 

伤组织植株再生能力存在明显差异，如在 BAP 

与KT配比、NAA浓度、高渗预分化和琼脂浓度 

试验中，各自适宜浓度条件下，猎狗5号的总愈 

伤组织再生率比美洲虎3号高23．8 29．3个百 

分点。该结果提示我们，在高羊茅组织培养中， 

应重视对品种的选择。然而，结合供试品种完全 

相同的愈伤组织诱导和继代改造影响因素研究 

的结果L8I9 J一起分析，同一高羊茅品种在愈伤组 

织诱导 、胚性愈伤组织发生和植株再生 3个方面 

的反应并不完全一致：出愈率很高，但胚性愈伤 

组织发生和分化能力不一定很强；胚性愈伤组织 

发生能力很强，但再生频率未必很高；相反，愈伤 

组织诱导率很低，但其植株再生能力可能很强。 

因此，在选择高羊茅品种时，应根据愈伤组织诱 

导、胚性愈伤组织发生和植株再生3个方面的能 

力进行综合考虑。 
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