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摘 要：以新牧 1号和新疆大叶两个苜蓿品种为试材，研究了7个培养基对不同无菌苗外植体愈伤组织诱导 

和生长影响，以及不同浓度的植物生长调节物质6一苄氨基腺嘌呤(6一BA)和萘乙酸(NAA)对愈伤组织生长 

及分化的作用。结果表明：(1)浓度在2—8 ms／L，NAA有利于苜蓿愈伤组织的诱导，随浓度的增大星促进作 

用，而在1—3 ms／L，lms／L 6一BA有利于苜蓿愈伤组织的诱导，随浓度的增大星抑制作用；(2)MS+2，4一D 2 

mg／L+N从 4 ms／L+6一BA 1 ms／L即MS4为新牧 1号的较佳诱导培养基，Ms+2，4一D 2 ms／L+NAA 8 m#L 

+6一BA 1 ms／L即MS5为新疆大叶苜蓿的较佳诱导培养基；(3)以无菌苗下胚轴、子叶及叶片为外植体，确定 

下胚轴为诱导愈伤组织的最佳外植体。 
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Abstract：The paper studied effects of seven kinds of medium on induction and growth of callus。using differ— 

ent of explant of Medicago varia．CV．Xinmu No．1 and Medicago sativa L．CV．Xinjiang Daye，antl effects ofdi~'er— 

ent concentration of 6一BA(6一Benzylaminopurine)and NAA(1一Naphthyacetlc Acid)Oil induction，dif- 

ferentiation callus．The results ale as follows：(1)The concentration of 2—8 m#L，NAA is benefit to induce 

callus，if it’S concentration was higher，the callus of alfalfa were better．The concentration of 1～3 m#L。lmg／L 6 

一 BA is benefit toinduce callus，ifit’S concentration was higher。the callus of alfalfa were worse．(2)MS+2，4一 

D 2 mg／L +NAA 4 mg／L +6一BA 1 mg／L was the better induction medium of Xinmu No．1．MS+2。4一D 2 

mg／L+NAA 8 mg／L+6一BA 1 mg／L was the better induction medium of Xinjiang Daye．(3)Using the explant of 

h~ tyls，cotyledon and leaves as explants，h)~ocotyls was the best explant of induction callus medium ． 

Key words：alfalfa；callus；explants；6一BA(6～Benz? laminopurine)；NAA(1一Naphthyacetic Acid) 

~ (Medicago )是多年生豆科草本植物，是世界公认的优良牧草，受到很多国家的重视[ 。 

有关苜蓿不同组织器官的离体再生组织培养已有报道[ 刈 ，其中添加的植物生长调节剂种类和水平是 

获得高效再生植株的重要影响因素之一。实验通过研究苜蓿无菌苗的子叶、下胚轴和叶片的愈伤组织 

培养，探讨其生长过程中不同激素浓度配比对不同外植体的影响，从而筛选出最适的培养基及其最佳的 

外植体，为进一步研究利用提供参考。 
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1 材料与方法 

1．1 材 料 

材料选取国家注册的新牧 1号杂花苜蓿品种(Medicago varia．CV．Xinmu No．1)、大叶苜蓿(Med／cago 

sat／va L．CV．XinJiang Daye)地方品种，所有供试种子均为原种，由新疆农业大学草业工程学院牧草育种与 

生产教研室提供。 

1．2 方 法 

1．2．1 外植体来源 

将新牧 1号、新疆大叶苜蓿种子用75％的乙醇浸泡30 8，在0．1~x-xscl2溶液中浸泡并不断搅拌 lO 
一 15 min，无菌水冲洗3 5次后，接种于无激素的1／2MS培养基上使其发芽。取5 7 d苗龄的无菌苗 

下胚轴、子叶和15d苗龄的无菌苗叶片，分别切成3—4 film长的小段，接种于7种附加不同浓度6一BA 

和NAA的MS愈伤组织诱导培养基上。表 1 

表1 不同阶段的培养基组合 

Table 1 Composition of media in dl~erent stage 

不同阶段培养基用途 基本成分 

Use 0fn础 ain different gIa Basic canl~ifion 

无菌苗的形成F~mafion 0f sterility 8eedlin 

愈伤组织诱导hhI吐 《~ellus 

增殖阶段 Proliferation plla∞ 

分化阶段 M e~mtiation pII姗 

生根阶段 Rooting culture 

1／2MS+琼脂ASer+蔗糖Suttee 

MS+2，4一D+NAA+6一BA+ 泉脂A圆日r+蔑E糖s嗽∞e 

MS+2，4一D+NAA+6一BA+ABA+琼脂ASer+赢#糖s嗽∞e 

MS+NAA+6一BA+琼脂A圆日r+蔗l糖Suc~ee 

MS+NAA+6一BA+ r+琼脂ASer+蔑 糖Suttee 

1／2MS +琼脂ASer+蔗糖Suttee 

注：ABA．脱落酸Ab日ci8ic acid，KT：6一糠氮基嘌呤6一Furfurylamlnopufine，除分化阶段的琼脂为0．8％，蔗糖4％，生根阶段的琼脂为 

0．7％，蔗糖2％，其他阶段均为0．7％，蔗糖3％ 

Note：ABA：Al3eeislcacid，KT：6一FurfI|ry1鲫i ne，日gBr( diffe~mtiation phase)is 0．8％，mlts,1．oeeis 4％，agarin咄 pe~edis 

0．7％，in other p簋iod8，agaris 2％，Mcl~eeis 3％ 

1．2．2 培养条件 

在愈伤组织的诱导和增殖阶段，将材料置于(25±2)oC黑暗条件下培养。分化、生根阶段则转人 l6 

h／d，2 000 l】【条件下光照培养。表2 

表2 不同浓度的6一BA和NAA配比 

Table 2 Different concentration composition of 6--BA and NAA 

堕羞墨叁呈 ： 
MSt MS2 MS3 MS4 峨 h MS, 

注：MS 为基本培养基，附加2ms／L2。4一D和以上不同浓度的6一BA、NAA 

Note：MSis basicIIl~ Unl，added 2ms／L2，4一D andthe above 6一BA，NAA 0fdifferent eonc~ttration ~ontx~ition 

2 结果与分析 

下胚轴、子叶和叶片在7个附加不同浓度激素的诱导培养基上培养4周，下胚轴在第2 3 d首先开 

始出现愈伤组织并能快速的生长，子叶在5 7 d出现愈伤组织，生长较缓慢，而叶片则需要7 10 d才 

有愈伤组织的出现，而且生长很缓慢。3种不同外植体在7个不同诱导培养基上培养均能诱导出愈伤 

组织，但生长状况差异显著，说明不同外植体适宜的激素浓度各不相同。经过4周的观察，在 7个诱导 

培养基上选择出最佳的外植体为下胚轴。 
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2．1 不同培养基对不同外植体形成愈伤组织及其生长的影响 

2．1．1 下胚轴在7个不同诱导培养基上愈伤组织的生长情况(表3) 

下胚轴在7个不同诱导培养基上生长均良好，但品种间的差异明显，如新疆大叶1周在Ms5上出愈 

率高达92．3％，而新牧1号只有50％。 

培养2 4周时，两个苜蓿品种的愈伤组织生长迅速发生了明显变化，第4周时在7个培养基上都 

能达到出愈率 100％，但生长状态有明显差异。 

新牧 1号愈伤组织在诱导培养基MS 上的生长良好，明显比新疆大叶要大，而新疆大叶在诱导培养 

基 MS 上愈伤组织大小明显比新牧 1号要大。 

在第2 4周，两品种的愈伤组织在7个培养基上表现有区别。在诱导培养基MSl、MS2、MS3上的愈 

伤组织均呈乳白色、水样状，表面光滑无突起，质地柔软，在 MS6、MS7上的愈伤组织呈现黄褐色，表面干 

燥无突起，质地硬实，第4周时出现褐化现象，细胞开始死亡。 

在诱导培养基MS4、MS5上两品种均表现良好，愈伤组织呈黄绿色，表面干爽有大量鱼雷状突起，质 

地松脆。只是两品种间稍有差异，在 MS4上新牧 1号优于新疆大叶，而在 MS5上新疆大叶优于新牧 1 

号。 

由此看出，新牧 1号的最佳诱导培养基是MS4，而新疆大叶的最佳诱导培养基是M％。 

表 3 7个不同诱导培养基对两个苜蓿品种下胚轴愈伤组织诱导及生长的影响 

Table 3 Effect of seven kinds ofinduction media on callus induction 

and growth of two varieties of hypocotyls of alfalfa 

注：xM：新牧 1号，DY：新疆大叶，FI司 

Note： nn砌1，DY：Xinjiang Daye，The 帅e aS below 

2．1．2 子叶在7个不同诱导培养基上愈伤组织的生长情况 

两个苜蓿品种的子叶在7个诱导培养基上均能诱导出愈伤组织，经过4周观察，新牧 1号在MS 上 

出愈率最高，可达到92．5％，新疆大叶在 上也能达到93．75％。在这两种培养基上，两品种的愈伤 

组织质地都明显优于其它的培养基，颜色鲜亮，且有少量突起物。表4 
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2．2 不同浓度的激素对两品种愈伤组织诱导、生长及其分化的影响 

2．2．1 不同浓度的6一BA和 NAA对两品种愈伤组织诱导及生长的影响 

经过对两品种下胚轴诱导愈伤组织诱导及其生长的4周观察，在2～8 mg／L，NAA有利于苜蓿愈伤 

组织的诱导，随浓度的增大呈促进作用，而在 1～3 mg／L，1 mg／L 6一BA有利于苜蓿愈伤组织的诱导，随 

浓度的增大呈抑制作用。另外添加适宜的生长素有助于愈伤组织的生长。表 3 

2．2．2 不同浓度激素对两品种愈伤组织分化的影响 

愈伤组织经过20 d的增殖培养后，将其接种到分化培养基上，新疆大叶接种后第 5 d出现了体胚， 

新牧 1号接种后第 10 d才出现体胚。配合适宜的6一BA和NAA浓度，体胚的分化率随KT浓度的增加 

而增加，其中以 KT 1．0 mg／L为最佳，至第4周的分化率新牧 1号为 16．67％，新疆大叶为 34．78％。但 

在同一品种内的不同基因型个体表现差异明显，新牧 1号有2个基因型、新疆大叶有5个基因型表现出 

较高的体胚发生能力，颜色呈乳白色，表面鲜亮光滑。当6一BA为0．5 mg／L，KT为0 mg／L，NAA为 1．0 

mg／L时，有大量根产生；当6一BA为0．1 mg／L，KT为0．5 mg／L，NAA为0．5 mg／L时，愈伤组织膨大，有 

少量的芽和根；当6一BA为0．1 mg／L，KT为0．5 mg／L，NAA为1．0 mg／L时，有大量幼芽的产生。表 5 

表 5 

Table 5 

不同浓度的激素对两个苜蓿品种愈伤组织分化的影响 

Effects of different phytohormone concentration on callus 

differentiation of two varieties of alfalfa 

3 结论 

3．1 植物组织培养中通常采用的植物生长调节物质主要有细胞生长素和植物细胞分裂素。主要应用 

的植物生长素有2，4一D、NAA和 ，在离体培养中主要诱导愈伤组织形成和根的发育。而细胞分裂 

素主要应用的则是6一BA、ZT、KT和2ip，当生长素与分裂素比值低时，有利于芽的分化，比值均衡时，同 

时产生茎芽和根或愈伤组织，比值高时，有利于根的诱导[2]。实验结果证明，当细胞分裂素 6一BA、KT 

与生长素 NAA的比值小时有利于芽的分化。 

3．2 在 Brassicajuncea和B．napus进行体胚杂交时，G．Q．Zhang等[ ]发现在Ms培养基中添加0．3 mg／ 

L NAA+1．5 mg／L 6一BA和0．3 mg／L NAA+2．0 mg／L 6一BA能获得最佳的体胚数，在两种培养基上形 

成愈伤组织和植株再生能力分别能达到55．43％和26．65％，66．98％和24．61％。Y．BAI and R．0u ]在 

对草坪型酥油草的研究中发现6一BA能明显提高愈伤组织的再生能力。另外，6一BA和NAA在提高植 

物愈伤组织的体胚的发生能力和植株的再生能力上发挥着不可忽视的作用[7-9]。 

3．3 6一BA和NAA的组合在实验中的浓度较适宜下胚轴愈伤组织的培养，并且已获得大量再生植株， 

子叶及叶片的愈伤组织在分化培养基上逐渐褐化死亡，分化成苗率很低，因此愈伤组织的外植体来源和 
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培养基成分应十分重视，实验结果将为两个苜蓿品种在突变体植株的诱导育种工作提供重要的理论指 

导和技术基础。 
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