
· 60· 

Chinese Agricultural Science Bulletin Vo1．22 No．1 1 2006 November 

http：／／www．casb．org．CH 

可控环境下培养基成分对大豆组培苗生根的影响 

鲍顺淑．贺冬仙 

(中国农业大学农业部设施农业生物环境工程重点开放实验室，北京 100083) 

摘 要：在植物组织培养过程中，温度、湿度、光照强度、CO2浓度等组培物理微环境对组培苗的生长 

发育有较大的影响。探讨在组培微环境控制的条件下，培养基成分对大豆(Glycine．mo2c L．)组培苗生 

根的影响以促进其生根并完善大豆再生体系 大豆外植体选用鲜重约85 mg的大豆组培单茎节移栽 

到添加了70 ml培养基的方型培养容器中。培养容器的容积为380 in1，其顶部留2个直径为10 InlTl 

的圆孔并覆盖高分子透气膜用来与容器外进行气体交换。试验区根据MS培养基中有糖、无糖和植 

物生长激素NAA与 IBA的不同浓度设置了6组．培育环境控制在温度 23+1℃、湿度 65+5％、光合 

有效光量子束密度 70+-9 lJ mol／(m2·s)、光周期 16 lgd，CO2浓度未控制。在该可控环境下培育21d 

后 。试验区S20一IBA1．0的大豆组培苗生根较好，净光合速率较高，显示出良好的生长趋势。试验表 

明：在该可控环境条件下利用添加 20 g／L蔗糖和 1．0 mg／L IBA的 MS培养基有利于大豆组培苗生 

根．同时控制C0 浓度可期待大豆无糖组培生根能取得更好效果。 
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Effects of Medium Components on Rooting of Soybean Plantlet under 

Controlled Environment 
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China Agricultural University，Beijing 100083) 

Abstract：Micro culture environmental factors such as temperature，relative humidity，light intensity，and 

C02 concentration are important to growth and development of plantlets in vitro．The aim of this study was 

to establish a culture process for soybean plantlet rooting under controlled environment．Single nodal 

soybean(G ine m倒 L．)explants each with 85 mg fresh mass were planted at two gas—permeable filtered 

culture vessels containing 70 ml medium and cultured at air temperature of 23+1。【=．relative humidity of 

65±5％，photosynthetic photon flux of 70~9 Ixmol／(m ‘s)，photoperiod of 16 h／d，and without C02 control 

f0r 21 days．The medium components were MS basic ingredient and B5 medium vitamins appending six 

combinations of sugar (0，20 g／L)and hormone (0．5 and 1．0 mg／L IBA；0．5 and 1．0 mg／L NAA)．The 

thickset rooting and growth of soybean plantlets were shown in all treatments and the treatment with 20 g／ 

L sugar and 1．0 mg／L IBA showed greater growth variables and net photosynthetic rate than other 

treatments．The culture process using photoautotrophic micropropagation could be superior for soybean 

plantlet rooting compared to conventional tissue culture process． 

Key words：Medium components，Photosynthesis，Photoautotrophic micropropagation，Soybean(G ine 
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组织培养微环境主要包括温度、湿度、光照强度、 

气体浓度、培养基成分等。长期以来，组培研究多注重 

培养基成分，特别是激素 比Ⅲ，以期获得理想的繁殖 

效率，较忽视温 ／湿度等物理环境要素对组培苗生长 

发育的影响。传统组培中，由于培养容器密闭，容器内 

外几乎没有气体交换，造成容器内相对湿度高 (通常 

96％以上)和CO 浓度低等异常环境。此外，培养基中 

含糖容易导致污染降低了繁殖效率，操作需要异常小 

心 。这种异常的组培微环境容易导致组培苗生理和 

形态发育异常、品质筹、驯化及移栽成活率低、操作复 

杂等一系列问题。光独立组培技术的研究表明，去除培 

养基中的糖，通过培养容器内外的气体交换和扩散可 

以有效地调节培养容器内的温度、湿度、CO：浓度等组 

培微环境，促进组培苗的生长和发育，还可减少污染几 

率、简化操作工序，从而降低组培成本[3--is)。 

大豆(G ine m L．)富含蛋白质和植物油，是世 

界上最重要的农作物之一。中困大豆{1-需求 达4000 

万吨左右，但年产量还 到 2000万吨，短缺部分依赖 

进u【l7】。因此，在不可能增加耕地面积的情况下，加强 

遗传转化研究，培育耐盐抗早品种以增产增收具有重 

要意义。但是，人 的再 繁殖 难、再生效率低，不同 

品种问的再生能力和繁 方法有较大著异，严重地影 

响了火豆高效再 体系的建 。大豆再，上体系一般包 

括种子萌芽、 定芽诱导、组培苗伸长和生根四个阶 

段，各阶段需要不同的培养条什。大豆再生体系的研究 

主要集中于前三个阶段 231，对生根阶段的研究较少， 

组培微环境变化对其影响的文献也少见报道。大豆组 

培苗生根较难，根系不健壮足造成其再生效率低的主 

要原因之一；组培苗根系健壮／1 仅能提高再生效率，还 

能促进其移栽后的生长和发 s”,9-1lj。因此，笔者利用 

光独立组培技术探讨在可控环境下有糖、无糖和添加 

不同激素的培养基成分对大豆组培苗生根过程的影 

响。 

1材料和方法 

1．1外植体的准备 

栽培大豆种子(Glyci几e max,L．中黄 13)在70％酒 

精中浸泡火菌30秒后用兀菌水冲洗4次，接着浸泡在 

0．1％升汞溶液中灭菌5min后用兀菌水冲洗 5次，然 

后在无菌水中浸泡 12h后培养于MS培养基。MS培 

养基添加了20 g／L蔗糖和 8 L琼脂，pH值调节在 

5．8—5．9之问，l兀激素添加。种子培育第7天予叶已展 

开，切丌子叶节作为外植体移植到添加 0．25 mg／L 6BA 

和 0．5 mg／L IBA的MS培养基进行诱导。子叶节在新 

培养基上培养2周后被诱 出新芽，切取3 cm高、鲜 

重约 85 mg的单苇节新芽作为本实验用外植体。 

1。2试验 区设 置 

大豆组培苗生根培养基为改 良的 MS培养基，即 

把 MS培养基中的维生素替换为B5培养基中的维生 

素成分，并添加8 g／L琼脂。根据MS培养基中有糖、 

无糖，及NAA与IBA激素的不同浓度设置了六个试 

验区(表 1)。培养容器的锌秋为 380 ml，在其顶盖留两 

个 10 mli1直径的圆孔，覆盖高分予透气膜 (Milliseal 

with pore diameter of 0．5 tJ ITI，Millipore，Japan)。每个培 

养容器内分装 70 ml培养基，移植 2棵大豆外植体。每 

个试验区设置 10个培养容器并培育3周，试验重复3 

次进行。 

1．3环境控制 

组培问内物理环境控制在温度(23±1)℃、相对湿 

度65+5％、光合有效光量子束密度 (70+9)u rnol／ 

(mz·s)、光周期 16 h／d。光照期内组培问的CO 浓度未 

控制，约为 480 u mol／mol。为避免外植体移植后过量 

的水分散失，大豆外植体移植第一天进行暗期处理。 

表 1大豆组培苗生根培养基的试验区设置 
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注：S代表蔗柑；H代表撤素。 

1．4参数测量 

生根培养第21天，测量各试验区巾大豆组培苗的 

株高、叶片数、叶面积、茎叶和根部的鲜／于重、净光合 

速率、蒸腾速率、气孔导度等形态和生理指标。叶而 

测量时先摘取叶片用扫描仪 (Scanner 5550T，BenQ 

Co．Ltd．．China)进行图像扫捕，然后利用面币J{计算程 

序 (LIA32 for Windows，K．Yamamoto，Japan)计算叶 

面 积 。组 培 苗 的革 叶 和 根 部 用 天 平 (BP221S， 

Sartorious Inc．，Germany)测量鲜重后，于 80℃的烘箱 

中烘72h后测量其干重。个叶的净光合速率、蒸腾速 

率、气孔导度测量采用了便携式光合仪 (LI．6400， 

LI．COR Inc．．USA)f~j拟南芥I1 r室。 

2结果与分析 

2．1大豆组培苗的生根 

试验区 $20．IBA0．5利 $20．IBA1．0在第 5天开始 

生根，试验区$20．NAA0．5和 $20 NAA1．0在第7天 

开始生根，未添加激素的试验区$20．H0和 SO．H0在 

第 10天开始生根。不同试验 的大豆组培苗在培育 

21d后，其根部在数量、质m干̈形状方面柯明显差异 

加肿触 
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(图 1)。培养基中 IBA或 NAA激素的添加促进了大 

豆组培苗的根部发育，但IBA浓度增加对根部发育影 

响不显著，根部的鲜／干重随着NAA浓度的增加而显 

著增加(表 2)。试验区 $20 IBA1．0的大豆组培苗根部 

发育好，呈浅黄色，有较多的侧根和须根且健壮，鲜／ 

干重达到了929 mg／73mg。添加了激素NAA的试验 

区的侧根短而粗壮、呈褐色，没有明显的须根，这与大 

田栽培中大豆的根系有较大区别。一般，缺少须根不利 

于组培苗对营养矿物质的吸收与利用，对其生长和发 

育有一定的阻碍。因此，添加激素 IBA对促进大豆组 

培生根具有更好的效果。 

未添加激素的试验区 $20．H0和 SO．H0在培育 

21d后，大豆组培苗的根呈乳白色，侧根与须根的分化 

明显，但根部发育明显劣势于激素添加的试验区。有糖 

试验区$20 H0的根较健壮，无糖试验区SO．H0的侧 

根和须根较少。蔗糖的添加对根部干／鲜重有显著影 

响，无糖培养技术的优势未能在本试验中得到体现。 

以上结果表明，添加了0．5和 1．0mg／LIBA激素 

和 20 L蔗糖的培养基适合于大豆组培苗生根，且 

$20．IBA1．0试验区具有明显的生长优势。因此，在本 

试验的可控环境条件下，适当浓度的IBA激素添加对 

大豆组培苗生根有促进作用。 

2．2 大豆组培 苗的 茎叶 生长 

培养基中IBA的添加促进了大豆组培苗的茎叶 

发育 ，试验 区 $20．IBA1．0的茎 叶 鲜 ／干 重达 到 

1259／161 mg，但IBA浓度增加对株高、叶片数、叶面积 

和茎叶鲜重的影响不大(表2)。试验区$20．IBA1．0的 

茎叶发育呈现出明显的生长优势，这与其根部发育的 

趋势一致。培养基中NAA的添加也促进了大豆组培 

苗的茎叶发育，试验区$20．NAA1．0的茎叶的鲜／干 

重达到 ll50／126 mg。随着NAA浓度的增加，大豆组 

培苗的鲜／干重显著增加，叶面积显著减小，但对株高 

和叶片数没有影响。未添加激素的有糖试验区$20．H0 

的大豆组培苗的株高、干重、叶面积明显优势于无糖试 

验区 SO．H0，但茎叶鲜重和叶片数没有显著性差异。 

2．3大豆组培苗的生理特性 

试验区$20 IBA1．0的大豆组培苗的净光合速率 

达到3．6 l|molCO~／(m ·s)，试验区$20．IBA0．5次之； 

添加了激素 IBA的试验区明显优势于未添加激素试 

验区$20．H0和SO．H0，也明显优势于添加了NAA激 

素的试验区 (表 3)。添加了NAA激素的试验区 

$20．NAA0．5和 S20-NAA1．0的净光合速 率只有 

1．8~1．9 l|molCOi(m ·s)，与无糖试验区S0．H0大致相 

同，劣势于未添加激素试验区$20．H0。与净光合速率 

对比，激素添加对蒸腾速率和气孔导度影响不大：未添 

加激素的试验区中，有糖试验区$20。H0的蒸腾速率 

明显高于无糖试验区 SO．H0，但气孔导度没有显著性 

差异。 

试验区 $20．IBA1．0和 $20．IBA0．5的大豆组培苗 

的净光合速率的趋势与其茎叶和根部生长发育的趋势 

图 l不同培养基处理的大豆组培苗在可控环境下第 2l天的生长状况 
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一 致。试验区$20一NAA0．5和 $20一NAA1．0的茎叶和 

根部发育明显优势于未添加激素试验区 $20．H0和 

SO—H0，但净光合速率却没有表现出优势。无糖试验区 

SO—H0的大豆组培苗虽然在茎叫 和根部的生长发育上 

没有表现出优势，但个叶的净光合速率却没有劣势。该 

光合特性表明，无糖试验区的大豆组培苗还有较大的 

生长潸力。有糖与无糖试验区的光合差异主要是由于 

无糖试验区大 组培苗的光合碳源完全依赖于培养筚≠ 

器中的CO ，而有糖试验区同时来自于培养基中的蔗 

糖和培养容器中的CO 。由于组培室内的CO 浓度没 

有调控，室内CO 浓度仪维持在 480 lJ mol／mol左右 

的较低水平，使得无糖试验区大豆组培苗没有足够的 

碳源进行光合作用。因此，低浓度 CO 环境抑制了光 

独立组培的光合活性，限制了无糖试验区大豆组培苗 

的茎叶和根部的发育。相反，有糖试验区$20．H0的大 

豆组培苗利用培养基中的蔗糖作为辅助碳源，有效地 

提高了光合效率，因此其茎叶和根部的生长发育明显 

优势于无糖试验区SO．H0。根据该可控环境下各试验 

区的生理特性可以推论，提高组培微环境的CO2浓 

度，无糖试验区将具有更好的生长潜力，光独立组培可 

以有效地促进组培大豆小植株生根。 

2．4环境控制对大豆组培的影响 

培养容器顶部有 2个直径为 10 mm的高分予透 

气孔与组培间进行气体交换，使得培养容器内的相对 

湿度明显降低、CO 浓度提高，这可从培养容器的内壁 

没有凝结水珠和有糖试验 具有相对生长优势得到佐 

图 2无糖试验区的大豆组培苗在可控环境下的生长和生根 

表 2不同培养基处理的大豆组培苗在可控环境下培养 21天后的生长参数 

注：os代表蔗糖，H代表激素： 同列不同英文字母代表a；OOl水平的差异显著性，相同字母表示无显著差异；“，++，NS代表在a s 0．05或a s 

O．叭 的 著性差异，或无显著差异。 

表 3不同培养基处理的大豆组培苗在可控环境下培养 21d后的生理参数 

江：os代表蔗糖，H代表激素； 间列英文字母代表a O．01水甲的差异显著性，含有相同字母的平均值没仃娃著差异；̈ ， ，Ns代表在a s 0．05 

或 a s O．01的娃著忭 _异，或无显著差异。 
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证(图2)。这种自然换气有效地改善了培养容器内相 

对湿度高和CO 浓度低的异常环境，有利于促进大豆 

组培苗的生长发育，并改善其品质。因此，组培微环境 

控制对大豆组培生根的促进作用不容忽视。 

长期以来，很少有人对大豆组培苗生根所需的温 

度、湿度、光照强度等环境条件做过系统的研究，对大 

豆无糖组培生根的研究也未见报道。在可控环境条件 

下进行大豆组培苗生根试验的结果表明，培养基成分 

尤其是激素添加对大豆组培苗的生根和生长有显著性 

影响，但组培微环境对其也有重要影响，其交互作用不 

容忽视。因此，对组培微环境进行综合调控，尤其是对 

温度、湿度、光照强度进行优化控制的基础上，提高 

CO：浓度将为大豆组培苗的生长提供足够的碳源，同 

时利用光独立组培技术去除培养基中的蔗糖和激素来 

发挥其生长潜力，将能有效地促进大豆组培苗的生根、 

节约组培成本、简化组培工序，从而改善大豆组培高效 

再生体系。 

3结论与讨论 

在温度23+1℃、湿度65+5％、光合有效光量子 

束密度70~9 lJ mol／(m2·s)，和光周期 16 h／d的可控环 

境下，利用不同生根培养基培育大豆单茎节外植体 

21d，添加了20 蔗糖和 1．0 mg／L IBA的MS培养 

基有利于大豆组培苗生根，无糖培养具有较大的生长 

潜力。因此，进一步综合调控组培微环境尤其是CO： 

环境，大豆的无糖组培生根可期待取得更好的效果，光 

独立组培技术可能成为解决大豆组培苗生根问题的有 

效的解决方案之一。 

参考文献 

【1] 粱一池，杨华．植物组织培养技术的研究进展．福建林学院学报。 

2002，22(1)：1~3 

【2] 曲英华，张立力，张光怡，等．植物组织培养新技术：光独立培养法．农 

业工程学报，2001，17(6)：90—92 

[3] 周耀红．组培微环境对草莓苗生根阶段及移栽驯化过程中生长和 

生理特性的影响：【硕士论文]．浙江：浙江大学，2003：2～8 

【4] 杨武振，王荔，侯典云，等．无糖组织培养技术研究进展、云南农业大 

学学报，2004，19(3)：239~254 

【5] 徐志刚，丁为民，丁永前，等．规模化组培育苗设施环境与控制的研 

究进展．农业机械学报，2002，33(1)：106～1 10 

【6] 何松林，孔德政，杨秋生，等，组织培养容器环境因子调控技术研究 

进展．河南农业大学学报，2003，37(1)：25 32 

【7】 李宗菊，周应揆，桂明英，等．满天星无糖组培快繁技术研究．云南大 

学学报，1999，21(2)：l34 l38 

Zobayed S M A，Afr(~n F，Kubota C，et a1．Mass propagation of 

Eucdyptus camaldulemis in a scaled-up vessel under in vitro 

photoautotmphic condition．Annals ofBotany，2000，85：587-592 

ZobayedA，Kubo~C，KozaiT，eta1．Supportingmaterial affectsthe 

growth and development of in vitro sweet potato plantlets cultured 

photoautotmphically．In Vitro Cell，Dev．Bio1．Plant，1999，35： 

47 474 

Kubota C，Kakizaki N，Kozai T，et ai．， Growth and net 

photosynthetic rate of tomato plantlets during photoautotrophic and 

photomixotrophic microprapogation．HortScience，2001，36：49-52 

Xiao Y L，Zhao J C，Kozal T．Practical sugar-free micropropagation 

system using large vessels with forced ventilation．Kubota．C．and C． 

Chun (eds)，Transplant Production in the 21‘Century，2000， 

266-273 

Nguyen Q T，Kozai T．Growth of in vitro banana shoots under 

photomixotrophic and photoautotrophic conditions．In Vitro Cell， 

Dev．Bio．Plant,2001，37：824-829 

Adelberg J，Fujiwara K，Kirdmanee C，et a1．，Photoautotrophic shoot 

and root development for triploid melon．Plant Cell Tissue，1 999，57 

(2)：95~104 

Nguyen Q T，Kozai T，Nguyen U V．Effects of sucrose concentration， 

supporting ma terial and number ofair exchanges ofthe vessel on the 

growth of fn vitro coffee plantlets．Plant Cell，Tissue and Organ 

Culture，1999，58：5 1~57 

Nguyen Q T，Kozai T．Growth of in vitro banana(Musa spp．)shoots 

under photomixotrophic and photoautotrophic conditions．In Vitro 

Cell，Dev．Bio．-Plant，2001，37：824~829 

宋翔．中国大豆产业发展的思考．饲料广角，2005，(1O)：13~15 

王升吉，吴元华，王洪岩，等．大豆不同外植体组织培养及再生研究． 

沈阳农业大学学报，1999，30(3)：255~259 

Gai J Y．Guo Z B．Efficient plant regeneration through smatuc 

embryogenesis from germinated cotyledon ofthe soybean．Soybean 

Genetics，Newsletter，l997，24(3)：41-44 

Wang L，Clemento T，Wang L Z，et a1．，Regeneration study of 

soybcan cultivars and their susceptibility to agrobacterium  

tumifaciens EHA101．Aeta Agronomica Sinica，2003，29(5)：664,-469 

Yue S Y，Wada K Futsuhal'a Y。 Comparative studies 0f 

organogenesis and plant regeneration in various soybean explants． 

Plant Science，l990，72：101~108 

Cheng L H，Sun Y，Liu S X．Study on regeneration of different 

explantlets of soybcan、China oil plants Acta Agronomica Siniea， 

1998，20(2)：21~24 

薛仁镐，刘淑兰，韩碧文．大豆再生植株的研究，延边农学院学报， 

l994，16(1)：1-5 

裒鹰，刘德璞，郑培和，等．大豆组织培养再生植株研究．大豆科学， 

2001，20(1)：9~14 

(责任编辑：秦守亮) 

嘲 量_ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

