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高羊茅组培再生体系建立的研究 
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摘 要：植物组培再生体系的建立是进行基因转化的前提．本文对高羊茅的组培再生体系的建立进行了初步研究．(1) 

研究了不同的种子灭菌处理方式对高羊茅种子萌发率和污染率的影响，结果显示：高羊茅种子最佳灭菌方式是将种子 

先在无菌水中浸泡 1～3 h，然后用 70％酒精灭菌 30 s，无菌水冲洗 5次，再用 50％次氯酸钠灭菌20 min，无菌水冲洗 

6次．采用此灭菌方式，种子萌发率约为 80％，而污染率为 0％．(2)将高羊茅下胚轴接种在含有不同浓度 2,4．D的 MS 

培养基上进行愈伤组织诱导，结果表明：10 mg／L的2,4．D是下胚轴愈伤组织诱导的最佳浓度，过高的 2,4．D浓度对愈 

伤组织的形成有负作用．(3)将高羊茅下胚轴接种在含有 10 mg／L2,4．D的 MS、B5、N6培养基上进行愈伤组织诱导，结 

果表明：3种不同培养基中，MS培养基为最适培养基． 
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高羊茅(Festuca arundinacea)又称苇状羊茅，系禾本科(Gramineae)羊茅属(又名狐茅属)植物，是一种多年生 

冷季型草坪草，其营养价值极高，是世界上重要的牧草．由于它具有抗干旱、耐瘠薄、抗病、适应性广等特点， 

在城市绿化和运动场地的建设中有广泛应用．⋯ 。同时，高羊茅具有绿期长、耐修剪、观赏性高等优点，在世 

界各国广泛应用，是我国北方地区建植草坪和用于水土保持的重要草种．但是，高羊茅的抗旱、耐寒性还需进 
一 步提高，采用转基因技术培育抗旱节水、耐寒的高羊茅新品种是目前研究的热点．[2166 

要进行高羊茅的遗传转化，必须建立组织培养体系．研究表明，高羊茅的成熟种子【3】2钉、成熟胚【4】3卯、幼 

穗【5】4 、节外植体【 】 都可用于胚性愈伤组织的诱导．在高羊茅的组织培养中，种子的萌发，愈伤组织诱导和分 

化的难点在于高羊茅共生着一种顶孢霉属真菌(Acremonium coenophialum)，诱导时容易污染、出愈时间过长及 

分化率低等．【l】 6。4 本文拟通过改进高羊茅种子的处理方式，以提高种子的萌发率，降低污染率，同时，通过调 

节植物激素浓度配比，首次用高羊茅下胚轴诱导愈伤组织，优化愈伤组织诱导条件，以便建立较完善的组织培 

养体系，为高羊茅的转基因研究打下良好的基础． 

1 材料和方法 

1．1 材料 

本实验所用高羊茅品种羚羊种子由北京草业与环境研究发展中心提供． 

1．2 方法 

1．2．1 高羊茅种子最佳灭菌方式的选择 

实验前，将高羊茅种子用70％的酒精灭菌30s，无菌水冲洗5次，然后用 10~50％的次氯酸钠对种子进行 
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不同时问的灭菌处理．(1)用 10％、20％、30％、40％、50％的次氯酸钠灭菌 20min，无菌水冲洗 6次．(2)用 50％ 

的次氯酸钠分别灭菌 5min、10min、20min、30min、40min，无菌水冲洗 6次；最后，挑取灭菌后的种子接种在 

培养基 MS+6一BA 1mg／L+IAA0．1mg／L，蔗糖 30g／L，琼脂 5g／L，pH5．8 ，每个j角瓶接种 20粒，每个处理做 

5个重复 接种完后，放入培养室中，26+1℃，光照 12 h／d，观察并记录种子萌发和污染情况． 

1．2．2 筛选适宜的高羊茅愈伤组织诱导的激素浓度 

高羊茅下胚轴的愈伤组织诱导是高羊茅植株再生的关键，本实验以MS培养基为基本培养基，蔗糖 30g／L， 

琼脂 5g／L，附加不同浓度2，4一D，pH值调节至 5．8，配制成愈伤组织的诱导培养基．无菌条件下，取高羊茅下 

胚轴接种在不同的诱导培养基上，每个三角瓶接种2O个，每个处理做4个重复，接种完后，放入培养室中，26-a：1℃， 

黑暗条件下培养，观察并记录下胚轴愈伤组织的发生情况．研究 2，4一D在高羊茅 F胚轴的愈伤组织诱导中的作 

用效果，筛选高羊茅下胚轴愈伤组织诱导的最佳激素浓度． 

1．2．3 适合高羊茅愈伤组织诱导的培养基类型的筛选 

无菌条件 F，取高羊茅 F胚轴接种在含 2，4一D浓度为 10mg／L的 MS、B5、N6诱导培养基上，每个三角瓶 

接种 2O个，每个处理做 4个重复，接种完后，放入培养室中，26+1℃，黑暗条件下培养，观察并记录下胚轴愈 

伤组织的发生情况． 

1．2．4 高羊茅愈伤组织分化培养 

以MS培养基为基本培养基，蔗糖 30g／L，琼脂 5gm，附加 6-BA lmg／L、IAA 0．1mg／L，pH值调节至 5．8， 

作为愈伤组织分化培养基．将愈伤组织分离下来，接种于分化培养基上，放入培养室中，在26-a：1℃条件下，光 

照 12 h／d，进行分化培养． 

1．2．5 生根培养 

以MS培养基为基本培养基，附加KT 0．2mg／L、IAA 0．5mg／L，蔗糖30g／L，琼脂5gm，作为生根培养基， 

进行高羊茅无性系的生根培养． 

1．2．6 数据处理 

将实验中统计的数据进行如下处理： 

种子萌发率(％)=(萌发的幼苗数÷接种的种子数)×100 

种子污染率(％)=(污染的种子数÷接种的种子数)×100 

愈伤组织诱导率(％)=(产生愈伤组织的下胚轴数÷接种的 F胚轴数)×100 

2 结果与分析 

2．1 高羊茅种子的最佳处理方式 

组织培养过程中，选择外植体的最佳处理方式是实验成功的基础．结果见图l和图2． 

2．2 适宜的高羊茅愈伤组织诱导培养基 

无菌条件下，将高羊茅下胚轴接种在8种浓度梯度的2，4一D的MS培养基上，26-a：1℃条件下，黑暗培养28d 

后发现，当2，4-D浓度为 10mg／L时，愈伤组织诱导率最高(见表 1)． 

2-3 不同培养基对愈伤组织诱导的影响 

无菌条件下，将高羊茅下胚轴接种含2，4一D浓度为10mg／L的MS、B5、N6诱导培养基上，26-a：1℃条件下， 

黑暗培养28d后发现，3种培养基中，MS培养基诱导率最高(见表2)． 

2．4 高羊茅组培再生 

将高羊茅愈伤组织接种在MS+6一BA lm L+IAA0．1mg／L培养基上，蔗糖 30g／L，琼脂5gm，pH5．8，26a：1~C， 

光照 12h／d．约 7d后生出绿点并逐渐发育成新的再生小植株．然后，移入 MS+IAA 0．5 mg／】 KT 0．2 mgm 的生 

根培养基中，20d开始生根，30 d后植株根长0-3～0．8 cm(见图3)． 

3 讨论 

3．1 外植体的处理方式 

为有效解决种子的高污染问题，把次氯酸钠浓度由2～10％提高到20％、30％、40％、50％，灭菌时问为20min， 

以摸索次氯酸钠灭菌的最适浓度和最佳时问．从图 l可以看出，50~,4次氯酸钠灭菌 20min时，萌发率最高(约 
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80％)，而污染率最低 (O％)．得到初步实验结果为：50％次氯酸钠灭菌 20min．然后，选择最佳灭菌时问，用 50％ 

次氯酸钠，灭菌时问设置为 5、10、20、30、40min，从图2可以看出，当灭菌时 
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图 1不同表面处理方式对种子的影响 

1．10％次氯酸钠灭菌 20 mira 

2．2O％次氯酸钠灭菌 20 min； 

3．30％次氯酸钠灭菌 2O min； 

4．40％次氯酸钠灭菌 2O mira 

5．50％次氯酸钠灭菌 2O min． 

图2不同表面灭菌方式对种子的影响 

1．50％次氯酸钠灭菌 5 min： 

2．50％次氯酸钠灭菌 10nlin~ 

3．50％次氯酸钠灭菌 20 mira 

4．50％次氯酸钠灭菌 30rain： 

5．50％次氯酸钠灭菌 40rain． 

表 1不同 2。4一D浓度对愈伤组织诱导率的影响 

表 2不同培养基对愈伤组织诱导率的影响 

问最短为20min时，污染率为 O％，萌发率为最高(约 80％)，因此，对于高羊茅来说，种子经 70％的酒精灭菌 

30s后，用50％的次氯酸钠对种子灭菌20 min，即可达到灭菌目的．虽然用50％的次氯酸钠对种子灭菌处理30min 

和40min时，污染率也为O％，但萌发率有所降低，同时，从节约处理时间考虑，宜采用 50％的次氯酸钠对种 

子灭菌 20min的处理方式． 

3．2 最佳激素浓度的选择 
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实验中，设置0，2，4，6，8，1O，12，14mg／L共8个浓度梯度，来筛选高羊茅 F胚轴愈伤组织的最佳激 

素浓度．从表l可知，随着2,4一D浓度的增加，高羊茅 F胚轴的愈伤组织诱导率逐渐升高，当2，4．D浓度为10mg／L 

时，诱导率高达 7O％ j_，而当2，4一D浓度超过 10mg／L时，愈伤组织的诱导率反而会 F降，且愈伤组织的质量 

也不高，因此，选用的2,4．D浓度为 10mg／L． 

3-3 培养基类型的筛选 

为了筛选适合高羊茅愈伤组织诱导的培养基类型，将高羊茅 F胚 

轴接种在含 2，4一D浓度为 10mg／L的 MS、B5、N6诱导培养基上．从 

表 2可知，MS培养基为最适培养基． 

通过本实验不仅得到高羊茅种子的最佳处理方式：将种子先用 

70％酒精灭菌 30 S，无菌水冲洗 5次，5O％次氯酸钠灭菌 20min，再用 

无菌水冲洗 6次．采用此处理方式，种子萌发率约为80％，污染率为 

O％．而且也得到高羊茅下胚轴愈伤组织诱导的最佳组合：2，4．D 浓度 

为 10 mgm，最适培养基为 MS培养基．采用这种组合，愈伤组织诱 

导率高达 70％以上．本研究建立的高羊茅组织培养体系，为高羊茅品 

种的遗传改良奠定了基础． 
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Abstract：The establishment of tissue culture regeneration system for tall fescue is the foundation for its transformation． 

In this paper,the establishm ent oftall fescue tissue culture regeneration system was studied．(1)Different ways ofseeds 

treatment were done to investigate their effects on the germination and pollution of seeds，and the results showed that 

the optimum method for the sterilization oftall fescue seeds is to soak the seeds for 1"--3 h in sterile water and 30 S in 

7O％ alcoho1．wash them 5 times with sterile water,then sterilize them for 20 min in 50％ sodium hypochlorite and 

wash them 6 times with sterile water．Using this sterilization method．the ratio of germination is 80％．while that of 

pollution is O％．(2)Th e lower plumular axes of tall fescue were inoculated on the MS mediums with different 2，4一D 

concentration to induce calli，and the results indicated that 10 mg／L 2，4一D was the optimum concentration on calli 

induction of tall fescue，hi【gh concentration of 2,4一D had negative effect on callus induction．(3)The lower plum ular 

axes of tall fescue were inoculated on the MS、B5、N6 mediums with 10 mg／L 2,4一D concentration to in~ ce calli， 

and the results indicated that MS is the optimal medium  in all of the three media tested． 

Key words：tall fescue(Festuca arundinacea)；lower plumular axes；2,4一D：callus induction 
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