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壳聚糖对狗牙根种子愈伤组织诱导和分化的影响 

张琪，姜茜，郑丽屏，蔡平 (苏州大学城市科学学院，江苏苏州215123) 

摘要 [目的]为优化狗牙根的组织培养体系。[方法]以普通狗牙根的成熟种子作外植体，研究了直接添加壳聚糖和用壳聚糖水溶液浸 

种对愈伤组织诱导和植株分化的影响。[结果]结果表明，N6培养基较适合用于诱导狗牙根种子的愈伤组织；壳聚糖的直接添加和浸种 

均能够显著提高愈伤组织的诱导率。其中，在N6培养基中，直接添加2 s／L壳聚糖时狗牙根种子出愈率最高，为88．00％。 培养基较 

适合用于狗牙根种子愈伤组织的分化，添加1异／L壳聚糖时愈伤组织分化率最高，为35．00％。 
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耵 Influeme of(]titasan帆 the h 啪n and Differeatiation of Bermuda grass 

G0i et al (School ofUrbanolcgy，Sl~ou U versity，Ji~ssu，SIl~lOU215123) 
Absa-act [Objective]1he study aimed to optimize the tissue culture system for Bermuda glass．[MethodJ Wjt}l iimture seed of Bermuda glaSS as ex· 
plant，the influence of cl~etly addition of chitosan and s0旧】(ing seeds in the water solution of chitosan on the callus induction and differentiation ofaennu— 

da grasswere studied．[Result]N6m~utnⅧ nlol~fittedf0rthe callusinduction ofBermuda grass seeds，and di tly addition of chitosan and s0al【ing 
seeds in the water solution of chitosan all could obviously improvethe callus induction rate．C~llus rateofColllnlon Bemmda ass seed in N6I~ iul2qwith 

2 L chitosan Was hi (88．00％)． nledilllTlⅧ better f0r the callus differentiation ofCommon Bermuda grass，and the callus ditie~mtiation rate 

inthetreatmentwith addition of1 L chitosanwas highest(35．00％)． 
Key聊 s Bermuda gl'~S；Tissue culture；Differentiation；Chitosan 

普通狗牙根[Cx．~on dactylon(L_)Pars．]又名百慕达、 

绊根草、地板根，为禾本科狗牙根属多年生草本植物，广布于 

温带地区，我国黄河流域以南各地均有野生，欧洲和非洲也 

有广泛分布⋯1。狗牙根根茎和匍匐茎在适宜的气候条件下， 

能形成致密、整齐的优质草坪，常用于温暖潮湿和温暖半干 

旱地区的草地、公园、公共场所、高尔夫球道、果岭、发球台、 

高草区及路旁、机场、运动场等地方_2 I3 J，是分布最广的暖季 

型草坪草之一。近年来，狗牙根与冷季型草坪草种混播用作 

公路、河堤等的水土保持护坡绿化工程，应用极为广泛。 

狗牙根有很多品种，生态特性有一定差别。普通狗牙根 

是最初从狗牙根属中选择出来并被广泛应用的草坪型狗牙 

根，其再生体系的建立，可为进一步采用生物技术进行品种 

改良，培育抗寒抗旱、耐盐耐阴、抗病和抗除草剂的新品种提 

供技术参考【 。草坪草的组培再生比较困难【5l，而相对于冷 

季型草坪草而言，暖季型草坪草的组培再生更加困难_6J。目 

前，以狗牙根种子为外植体的愈伤组织培养和植株再生仍是 
一 个难题[7l，虽然有报道成功地进行了愈伤组织的培养和植 

株再生，但该方面的文献甚少，并且组织培养和再生系统还 

有待于进一步优化。因此，笔者以普通狗牙根成熟的种子为 

材料，研究了不同基础培养基、2，4．D浓度及壳聚糖光暗条件 

的添加对狗牙根愈伤组织诱导和分化的影响，旨在为优化狗 

牙根的组织培养体系，提高遗传转化效率提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 普通狗牙根的成熟种子由苏州市星火绿化 

物资中心提供。 

1．2 试验方法 

1．2．1 诱导、继代和分化培养基。壳聚糖处理方式分为 2 

种，一种为直接添加于诱导和分化培养基中，愈伤组织诱导 

培养基类型及添加物见表 1。继代培养基为 1／2激素浓度原 

培养基。分化培养基类型及添加物见表2。另一种为壳聚糖 

水溶液浸种，所用诱导培养基为 MS+2，4．D 2 mg／L、N6+ 

2。 D 2 mg／L、135+2，4．D 2 mg／L，分化培养基为 MS+6-BA 2 

m异／L+NAA 0．5 m异／L、N6+6-BA 2 m异／L+NAA 0．5 m L、B5 

+6-BA 2 II L+NAA 0．5 II1g／L。上述培养基 pH值为 5．8， 

琼脂含量为0．8％。 

1．2．2 材料的前处理与消毒。选取普通饱满的狗牙根的成 

表 1 诱导培养基 

m出Ie 1 1lle．啪由lc nmedia 

基本培养基 添加物
A ve 

基本培养基 添加物
A tive 

基本培养基 添加物 
Iditive 

Basic rnedi Basic mo~oln Basicmed~Llm 

MS 2． D 2 N6 2， D 2 B5 2， D 2 

MS 2。 D 2+chitosan 10o N6 2． D 2+chitosan 10o 135 2，4-D 2+chitossn 100 

MS 2． D2+chitossn 500 N6 2． D 2+chitosan 500 135 2，4-D 2+chitosan 500 

MS 2． D 2+chitosan 1o00 N6 2． D 2+chitosan 1o00 135 2，4-D 2+chitosan 1o00 

MS 2， D 2+chitosan 2000 N6 2． D 2+chitosan 2000 135 2，4-D2+chitossn 2000 

MS 2。 D 2+chitosan 4OO0 N6 2． D 2+chitosan 4OO0 B5 2． D 2+chitosan 4O0o 

注：浓度单位为ms／L。下同。 

Note：Concentration unit wasmg／L The$a／F~asfollows 
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熟种子，浸于0．1％升汞溶液中8～10 win，滤去浮在表面的种 

子，剩下的种子分成 2种处理方式，一种用无菌水冲洗 7次 

后，以手术刀横断切开，接种于含不同浓度壳聚糖的愈伤组 
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织诱导培养基上，以不含壳聚糖的培养基培养为空白对照。 

另一种用不同浓度壳聚糖水溶液浸种 12 h，取出后以手术刀 

横断切开，接种于无壳聚糖的愈伤组织诱导培养基上，以灭 

菌蒸馏水浸种相同时间后接种为空白对照。壳聚糖水溶液 

浓度为：0．1、0．5、1、2、4 g／L，每瓶 15颗种子，每处理 5个 

重复。 

表 2 分化培养基 

ble 2 1tle ditTereiatiafion media 

基本培养基 添加物
A蛐 6ve 

基本培养基 添加物
A蛐 tive 

基本培养基 添加物
Addidve 

Basic n3edill／n Basic nlediulrl Basic nlediuin 

MS 6-BA 2+NAAO．5 N6 6-BA 2+NAAO．5 B5 6-BA 2+NAAO．5 

MS 6-BA 2+NAAO．5+chit0s锄 10o I',16 6-BA 2+N从 0．5+c hit0san10o B5 6一BA 2+NAA0．5+chjt0s锄 1∞ 

MS 6-BA 2+NAAO．5+chjt0s蛐 50o I',16 6-BA 2+NAA 0．5+c hit0san 50o B5 6-BA 2+NAA0．5+c}血0san 5o0 

h坞 6一BA 2+NAAO．5+chit0s锄 10oO N6 6．BA 2+NAA0．5+chit0san10()o B5 6-BA 2+NAA0．5+c hjt0san 10()o 

MS 6-BA 2+NAAO．5+chjt0s锄 2o0o N6 6-BA 2+NAA0．5+ch；t0s锄 200o B5 6-BA 2+NAA0．5+chit0san 2∞0 

1．2．3 愈伤组织的诱导和继代。将接种好的种子在 25 cc恒 

温箱进行暗培养。接种后第42天将愈伤组织取出，转移至基 

础培养基不变，激素浓度为诱导培养基激素浓度的 1／2的继 

代培养基中继代培养。每 14 d继代一次。 

1．2．4 愈伤组织的分化与植株再生。待愈伤组织长至一定 

大小(直径约 5 mm左右)后，分别转入分化培养基中光照培 

养(25 oC，12 h／d，光照强度 1 500～2000 1]【)。每瓶4团愈伤组 

织，每处理 10个重复。 

1．3 统计计算 愈伤组织诱导率(即出愈率)及再生植株率 

公式为： 

愈伤组织诱导率(％)=(愈伤组织块数／接种种子数)× 

100 

分化率(％)=(产生分化的愈伤组织块数／进行分化的 

愈伤组织总数)×100 

对试验数据采用 TIEST法显著性检验。 

2 结果与分析 

2．1 壳聚糖的直接添加对愈伤组织诱导的影响 由表 3可 

以看出，在各培养基中直接添加一定量的壳聚糖能够提高狗 

牙根种子的愈伤组织诱导率。在 IⅥS培养基中添加 0．5～4 

g／L胄聚糖时，诱导率均高于对照组，其中 1和4 g／L的添加 

量可以使愈伤组织诱导率显著提高，分别高出对照组 9．33％ 

和 12．00％。在N6培养基中添加 2 g／L壳聚糖时对愈伤组织 

诱导率促进作用显著，出愈率提高了 6．67％。在 B5培养基 

中加入 0．1～2 g／L的壳聚糖均能提高愈伤组织诱导率，其中 

0．5 g／L壳聚糖产生的促进作用最显著，出愈率提高 了 

10．67％；4 g／L壳聚糖的添加量对 B5培养基上的愈伤组织诱 

表3 壳聚糖的添加对愈伤组织诱导的影响 

功ble 3 EIlbds of dlit0saII伽  rate of mdueUm~ ％ 

注：*表／下在 0．05水平差异显著，**表示在 0．Ol水平差异极显著。下同。 

N0le：* means significant diffe~nee at O．051evel，* * means extremly signife~t differen~ at O．01 leve1．The哪 ne as below
． 

导率产生了一定的抑制，但作用并不显著。 有不同程度的促进作用。在 Ms培养基中添加0．5～2 g／L壳 

2．2 壳聚糖水溶液的添加对愈伤组织诱导的影响 由表 4 聚糖时，愈伤组织分化率均高于对照组，其中 1 g／L的添加量 

可以看出，采用壳聚糖水溶液浸种能够提高狗牙根种子的愈 可以使愈伤组织分化率显著提高，比对照组高出7．50％ 在 

伤组织诱导率。在Ms培养基中添加 0．1～2 g／L壳聚糖时， N6培养基中添加壳聚糖浓度除 1 ／L外，对愈伤组织分化也 

诱导率均高于对照组，其中采用 0．5和 2 g／L的壳聚糖水溶 有一定的促进，但作用并不显著，添加 0．5 mg／L壳聚糖时分 

液浸种可以使愈伤组织诱导率显著提高，高出对照组10．67％ 化率最高提高了5．00％。在 B5培养基中加入0．1～2 g／L的 

和6．67％。在 N6培养基上接种 1 g／L壳聚糖溶液浸种后的 壳聚糖均能提高愈伤组织分化率，其中2 g／L壳聚糖产生的 

狗牙根种子，愈伤组织诱导率显著提高，比对照组增加了 促进作用显著，分化率提高了7．50％。 

6．67％。在 B5培养基中，0．1～1 g／L的壳聚糖水溶液浸种均 3 结论与讨论 

能提高愈伤组织诱导率，其中1 g／L壳聚糖产生的促进作用 (1)壳聚糖(c~tosan)是氨基多聚葡萄糖的直链糖，是从虾、 

最显著，出愈率提高了7．33％。高浓度壳聚糖水溶液浸种对 蟹壳中提取的天然活性高分子化合物，可广泛应用于工业、生 

愈伤组织的诱导率有一定的抑制作用。 物医学等领域。近几年，有关壳聚糖在农业上的应用研究开始 

2．3 壳聚糖的添加对愈伤组织分化的影响 由表5可以看 有报道 。。，如壳聚糖具有促进作物生长的功能，用其浸种，可使 

出，一定浓度的壳聚糖的添加对狗牙根种子愈伤组织的分化 小麦产量提高，单位面积穗数增加，种籽蛋白质含量提高。目 
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前对壳聚糖的试验研究主要集中在种子处理以提高植物园艺 性状[ ，将壳聚糖应用于组织培养尚属首次。 

表4 壳聚糖水溶液浸种对愈伤组织诱导的影响 

lhble 4 Effeas of s0aldng seeds tll ehitosan solution onthe rateof ca]hisinduction ％ 

(2)在培养基中直接添加壳聚糖或用壳聚糖水溶液浸种 

后，狗牙根种子愈伤组织诱导率和分化率均有显著提高，其 

中在N6培养基中，直接添加 2 g／L壳聚糖时，出愈率高达 

88％，经继代后的愈伤组织在含 1 g／L壳聚糖的Ms培养基中 

分化率达到 35．0o％。结果表明壳聚糖可能成为提高草坪草 

组织培养效率的调节剂。在壳聚糖种子处理试验中，壳聚糖 

的水溶液较多地被采用，但试验结果表明在培养基中直接添 

加壳聚糖对愈伤组织诱导率的促进作用更加明显，这可能由 

于在组织培养过程中，培养基经过高压灭菌，使壳聚糖或部 

分壳聚糖物理降解，更加有利于植物组织培养。所以在培养 

基中直接添加壳聚糖粉末是有效的优化愈伤组织诱导及再 

生方法。 

(3)壳聚糖对愈伤组织诱导的促进作用可能通过多种途 

径实现。有文献报道壳聚糖溶液浸种能提高烟草种子活力， 

促进幼苗生长，可提高呼吸速率、幼苗可溶性蛋白含量及过 

氧化物酶、硝酸还原酶及淀粉酶活性_1 。杨越冬等研究发 

现 ，玉米 、小麦、花生 以壳聚糖浸种 ，可明显提高萌发种子胚 

乳和幼苗中GA3、IAA含量l I1 。壳聚糖溶液浸泡可使烟草 

叶、沿街草、早熟禾 、蚕豆和小麦叶片细胞膜透性增加[ I1 。 

壳聚糖处理对结缕草种子愈伤组织的诱导率和分化率的提 

高，也可能是通过酶活性、内源激索变化来作用的，相关研究 

正在进行中。 
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