
第 29卷 第 5期 

2007年 9月 

北 京 林 业 大 学 学 报 

JOURNAL OF BEUING FORESTRY UNIVERSITY 

V01．29．No．5 

Sep．，2007 

截 叶 胡 枝 子 组 织 培 养 的 研 究 

陈 佳 陈晓阳 李忠秋 骈瑞琪 丁 霞 

(1北京林业大学林木花卉遗传育种教育部重点实验室 

2中国科学院动物研究所) 

摘要：为胡枝子遗传转化奠定基础，对截叶胡枝子的组织培养进行了研究．结果表明：以2．1％ NaC10对种子灭菌 10 

min，发芽率较高，污染率为 0；初代培养6-BA最佳浓度为 1．0～2．0 mg／L，NAA为0．01 mg／L，2，4-D为0～0．01 mg／L， 

分化系数为 2 2．5；继代培养最佳配方为 MS培养基含 1倍量的大量元素+6-BA 2．0 mg／L+IBA 0．5 mg／L+2，4-D 

0．5 mg／L；生根培养中 IBA比 NAA更有利于有根苗的生长，随着 NAA浓度提高，对生根抑制作用加强，其浓度不宜 

超过 0．1 mg／L，IBA的最佳浓度为0．5～1．0 mg／L．分化苗在培养过程中出现严重的黄化现象，针对这一问题 ，开展了 

无机盐(NH4NO，、MgS04·7H：0、CaC1：·2H：O)、铁盐、糖的浓度和光的种类的比较试验．结果表明，氮、镁、铁对黄化有 

显著影响，当 MgS04·7H：0浓度为 300 mg／L、NH4 NO 浓度为 1 600 mg／L、Ms中铁盐浓度为 3倍时，黄化苗率最低，而 

其他 3种因素在该试验不同处理间的差异不显著；6种因素各处理间在子叶节的分化系数上的差异均不显著 ． 
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In order to develop the genetic transformation，tissue culture of Lespedeza cuneata was studied in this 

paper．The results indicated that the best time of seed disinfectant of 2．1％ NaC10 was 10 min．and the 

pollution percentage was zero under this sterilization condition． n1e optimal concentrations of prima ry 

differentiation were 6一BA 1．0—2．0 mg／L，NAA 0．01 mg／L and 2，4·D 0—0．01 mg／L， on which the 

differentiation index could reach 2-2．5． n1e optimal culture medium in secondary differentiation was MS 

medium containing original macroelements+6·BA 2．0 mg／L+IBA 0．5 mg／L+2，4-D 0．5 mg／L．IBA was 

more suitable than NAA for the rooting of plantlets． n1e optimum concentration of IBA was 0．5—1．0 mg／L． 

whereas that of NAA should be less than 0．1 mg／L，since high concentration of NAA had an inhibiting effect 

on rooting．In order to solve the serious problem of bud etiolation，experiments with different concentrations of 

NI4NO3，MgSO4’7H20，CaCl2’2H20，iron salt，sugar and types of lights were conducted．Th e results 

showed that the concentration changes of N，Mg and Fe had significant effects on inhibiting etiolation，and the 

optimal concentrations were N14 N03 1 600 mg／L，MgSO4‘7H20 300 mg／L，and iron salt 83．4 mg／L．Another 

three factors had no sign ificant effects on etiolation．And there were no significant differences in the generation 

index for all of the six factors in the etiolation experiments． 
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截叶胡枝子(Lespedeza cuneata)为多年生豆科胡 

枝子属草本植物，根系发达，抗病虫能力强，耐干旱 

和土壤贫瘠 ．它不仅对改 良生态和提高土壤肥力起 

良好作用 ，而且可 以作为饲 料 ．与二 色胡 枝子 

(L．bicolor)、短梗胡枝子(L．cyrtobotrya)等相 比较， 

截叶胡枝子单位面积年生物量较大 ，但耐冻性弱 ，适 

口性也稍差 ．因此，为进一步提高截叶胡枝子的抗逆 

性和改善饲料品质，就需要开展截叶胡枝子转基因 

工程，而解决截叶胡枝子组织培养的技术问题 ，则是 

转基 因工程的前提和基础 ．目前胡枝子的组织培养 

国内外还未有很详细的研究报道，仅安利佳等 在 

对豆科植物组织培养中对绢毛胡枝子(L．sericea)、 

短梗胡枝子和兴安胡枝子(L．daurica)，胡冬南等 

对美丽胡枝子(L．formosa)以及陈佳等 对二色胡 

枝子进行过研究 ，且只是侧重于对豆科植物 中的不 

同种类的比较，因此有 必要对胡枝子属植物做全面 

的组织培养研究．本文对截叶胡枝子进行了较为系 

统的组织培养研究，这 可为进一步开展胡枝子基 因 

工程遗传改良奠定基础． 

1 材料与方法 

1．1 启动与初代培养 

截叶胡枝子的种子来 自美 国密西西 比州 ，由中 

国林木种子公司代 购．分别采用升汞 0．1％(2、4、6 

min)和 NaC10 2．0％ 10 min对截叶胡枝子种子进行 

灭菌 ，种子接种于 MS培养基上 ．每瓶放置 50～80粒 

种子，接种 10瓶．待种子发芽后 15 d左右，取出种 

苗去掉顶端带芽茎段 ，并去掉底端胚根部分．即以带 

子叶片的节段(以下都称为子叶节段)接于分化培养 

基上 ，开展了两组正交试验 ．在第一组试验 中，6-BA 

的浓度分别为 0．2、1．0和 2．0 mg／L；NAA的浓度分 

别为 0、0．01和 0．1 mg／L；2，4-D的浓度 分别为 0、 

0．01和 0．1 mg／L．第二组试验增加 了各种生长调节 

剂浓度的差异幅度 ，6-BA的浓度分别为2．0、5．0和 

8．0 mg／L；NAA的浓度分别为 0．01、0．1和 0．5 mg／L； 

2，4-D的浓度分别为 0、0．01和 0．5 mg／L．正交试验 

设计均采用 k(3 )．每种组合接种 15个材料，重复 

3次 ． 

1．2 继代培养 

取子叶节分化苗 ，去掉顶芽 ，接种 ．MS培养基含 

大量元素分别为 114、112和 1倍；6-BA的浓度分别 

为 0．5、2．0和 8．0 mg／L；IBA的浓度分别 为 0、0．01 

和 0．5 mg／L；2，4-D的浓度分别为 0,0．01和 0．5 mg／ 

L．正交试验设计均采用 k(3 )．每种组合接种 15个 

材料 ，重复 3次 ． 

1．3 生根培养 

取带顶芽茎段 ，比较 MS培养基含全量大量元 

素(1倍量)和含 112大量元素(112倍量)对茎段生根 

的影响，分别 以 IBA和 NAA作单因素诱导 ，比较其 

生根条数及粗壮程度，选出最佳浓度．每种培养基接 

种 10个材料 ，重复 3次 ． 

1．4 降低黄化率的试验 

以子叶节段分化为材料 ，以 MS大量元素 中的 

NH NO3、MgSO ·7H2O、CaC12·2H：O以及铁盐 、光和 

糖分别作单因素试验(表 1)，而其他因素仍为 MS培 

养基中的浓度．此外 ，外源激素配 比为 6-BA 1 mg／L 

+2，4-D 0．01 mg／L．每种培养基接种 15个左右，重 

复 3次 ． 

表 1 培养基 矿质 元素 、糖、光试验设计 

TABLE 1 Experiment designs on the factors of 

abio—salt，sugar and light 

MgSO~‘7H20浓 CaCI2‘2H20 铁盐浓度，NH4NO3浓 糖浓度， * 

度，(Ⅱlg·L一’)浓度，(Ⅱlg·L一’)(Ⅱlg·L )度，(rIlg·L一’)(g·L ) 

注：铁盐为 FeSO4·7H2O和 Na2EDTA·2H2O鳌合物；MS中 MgSO4· 

7H2O为 370 mg／L、CaC12·2H2O为 440 mg／L、NH4NO3为 1 650 mg／L、 

铁盐为27．8 ms／L、糖为 30 g／L． 

以上所有的培养基 中除黄化试验 ，均添加 白砂 

糖 30 g／L，琼脂 5～6 g／L，pH值调至 6．5～6．8．培养 

室内均温为 20℃，光照时间为 14 h／d，光强为 2 200 

lx．文中的分化系数为分化苗与母芽的比值．另对各 

因素导致的黄化率利用 SPSS软件 中的 K-S test进 

行检验，均符合正态分布，故采用一元方差分析及多 

重比较 ． 

2 结果与分析 

2，1 启动培养 

用 0．1％升汞和 2．1％ NaC10对种子灭菌 ，接种 

10 d后观察污染率和发芽率(表2)．由表 2可知，随 

着灭菌时间的延长，污染率逐渐下降．经6 min的灭 

菌，污染率降为0，种子发芽率有明显提高；用 NaC10 

灭菌，10 min污染率为 0，而且发芽率较高．鉴于 

NaC10的毒性小于升汞，最好选择 2．1％NaC10． 

表 2 不同灭菌剂及不同灭菌时间对种子 

污染率和发芽率的影响 ％ 

TABLE 2 Effects of different sterilization reagent and time 

on the pe centag es of pollution and germination of seeds 
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2．2 初代培养 

以子叶节段为材料，做 了两组 正交试 验 ，23 d 

后观察分化情况 ．第一次 正交试验 6-BA最 佳浓 度 

为 1．0 mg／L，NAA最佳浓度为 0．01 mg／L，2，4-D最 

佳浓度为 0．01 mg／L，但经方差分析 ，3种调节剂在 3 

个浓度下的差异均未达到显著水平 ． 

第二次试验调整生长调节剂的浓度 ．6一BA浓度 

为 2．0～8．0 mg／L，NAA为 0．01～0．5 mg／L，2，4-D为 

0～0．5 mg／L(表 3)．由表 3可以看出 ，6一BA的最佳 

浓度为 2．0 mg／L，NAA 的最 佳浓 度 为 0．01 mg／L， 

2，4-D的最佳浓度为 0．其中，6-BA影响最大，2，4一 

D的作用最小．经方差分析(表 4)，6-BA和 NAA 3 

个浓度有显著差异 ，而 2，4-D在 0～0．5 mg／L仍没 

有显著影响 ．对 6-BA和 NAA 3种浓度进行多重 比 

较(表 5)，结果表明，6一BA 2．0 mg／L与 8．0 mg／L有 

显著差异，NAA 0．01 mg／L与 0．5 mg／L有显著差异 ． 

两次试验结果虽有差异，但并不矛盾 ，因为两次 

NAA的最佳浓度一致 ，虽然 6-BA两次最佳浓度不 
一 致 ，但在 1．0和 2．0 mg／L两者是无显著差异 的，因 

此 6一BA最佳浓度应在 1．0～2．0 mg／L之间 ． 

表 3 生长调节剂对初代培养增殖的影响 

TABLE 3 Effects of different growth regulators on the 

primary differentiation of buds 

表 4 生长调节剂对初代培养增殖效果的方 差分 析 

TABLE 4 Variance analysis of the effects of growth 

regulators on primary differentiation of buds 

注： 差异显著(a=O．05)，“差异极显著(a=0．O1)，下同 

表 5 6-BA和 NAA浓度两 因素的多重比较 

TABLE  5 Multiple comparisons between the concentrations 

0f6．BA and NAA 

2．3 继代培养 

取子叶节分化得 到 的去顶芽茎段进行增 殖培 

养 ，23 d后观察 ，结果见表 6．由表 6可以看出，MS大 

量元素浓度在 1倍 ，6一BA浓度在 2．0 mg／L，IBA浓度 

在 0．5 mg／L，2，4-D在 0．5 mg／L对茎段分化效果最 

佳 ．其中 6一BA的作用最大，IBA的作用最小 ． 

表 6 生长调 节剂对继代培 养增殖效果的影响 

TABLE 6 Effects of different growth regulators on 

the secondary differentiation of buds 

经方差分析(表 7)，MS培养基 、6-BA和 2，4-D 

不同浓度对茎段分化的影响达到显著水平 ，而 IBA 3 

个浓度 的差异不显著 ．经多重 比较(表 8)，MS大量 

元素浓度为 1倍 和 1／2倍时均与 1／4倍浓度有显著 

的差异；6一BA为 2．0 mg／L与 0．5 mg／L和 8．0 mg／L 

表 7 生长调节剂在继代培养 中增殖效果的方差分析 

TABLE  7 Variance analysis of the effects of growth 

regu lators on secondary differentiation of buds 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


北 京 林 业 大 学 学 报 第29卷 

的差异达到显著水平 ；2，4-D为 0．5 mg／L与 0 mg／L 

的差异达到显著水平． 

表 8 MS大量元素 、6-BA和 2，4-D浓度 三因素的 多重 比较 

TABLE 8 Multiple comparisons among the concentrations of 

macroelements，6一BA and 2-4一D 

因素 K／3 

MS大量元素 Xl=1．220 

X，=1．357 

X，=1．4o0 

6一BA X，=1．277 

X，=1．457 

X，=1．243 

2．4一D Xl= 1．287 

X，=1．323 

X = 1．367 

Se=0．005 77，Do 05 

X ：1
． 2一

X3I IXl—X2 

O．180“ 0．137“ 

0．043 

0．034 0．180“ 

O．214̈  

0．080 0．036 

0．044 

0．048，D0 01=0．109 6 

2．4 生根培养 

将增殖得到 的带顶芽茎段 分别用 IBA和 NAA 

诱导生根，其中用 IBA诱导时采用 MS培养基 1倍 

大量元素与 112大量元素作对 比，而 NAA诱导采用 

112大量元素 ．20 d后观察表 明，大量元素为 1倍 时 

生根率明显低于 112倍的生根率，因此选用减半的 

大量元素有利于生根，而随着 IBA浓度的升高，生根 

率先增加后减小，平均生根数和根均长都有增加．综 

合各 因素 ，可选择 IBA为 0．5～1．0之间的浓度(表 

9)．NAA为 0．1 mg／L时有 明显长根 ，但浓度增加后 

有利于愈伤组织形成 ，而不利于长根 ．因此 ，IBA比 

NAA更适合诱导截叶胡枝子长根． 

表 9 IBA对生根的影响 

TABLE 9 Effects of concentration of IBA on the rooting of buds 

2．5 降低黄化率试验 

截叶胡枝子组织培养过程 中黄化 现象较为严 

重 ．本文以 MS培养基中的大量元素以及铁盐 、光和 

糖分种类作单因素试验 ，分析这些元素对截 叶胡枝 

子子叶节分化及其分化苗黄化的影响． 

2．5．1 Mg2 浓度对分化 系数及黄化的影响 

由图 1可以看出，浓度低到 200 mg／L和高到 

500 mg／L时，黄化率都比较高；当其浓度为 300 mg／L 

一  
2oo．OO 300．OO 400．OO 500．OO 

MgS‘)．浓度，(mg-L一。) 

时，黄化率最低．随着 MgS04·7H：0浓度提高，分化 

系数有增大的趋势 ．根据方差分析 ，浓度之间在黄化 

率上达到显著水平 (F=4．052 ，P=0．016)，而在 

子叶节分化系数上 的差异没有达到显著水平(F= 

1．950，P=0．144)．由多重比较可知，300 mg／L浓度 

与500 mg／L和 200 mg／L在黄化率上的差异达到显 

著水平 (300 mg／L与 500 mg／L，P=0．003；300 mg／L 

与 200 mg／L，P=0．049)． 

4 OO 

3．OO 

籁 

2-O0 

1．0O 

O．OO 
2oo．OO 300．OO 400．OO 500．OO 

MgSO4浓度，(mg-L-。) 

图1 MgSO 浓度对截叶胡枝子黄化率和分化系数的影响 

FIGURE 1 Influence of concentration of MgSO4 on the etiolation rates and differentiation index of ．cuneo,t~ 

2．5．2 N浓度对分化 系数及黄化的影响 

由图2可知，N}{4NO 浓度高到 1 800 mg／L或低 

到 1 200 mg／L时，黄化率均较高．当其浓度为 1 600 

mg／L时，黄化率最低，不同浓度间在子叶节分化系 

数上的差异不明显．方差分析结果表明，NH4NO 不 

同浓度间在黄化率上的差异达到显著水平(F= 

7．865“，P=0．002)，在子叶节分化系数上的差异没 

有达到显著水平(F=0．676，P=0．579)．经多重比 

较，NIt,NO，浓度为 1 600 mg／L的黄化率与 1 800 mg／ 

L和 1 200 mg／L的有显著差异(1 600 mg／L与 1 800 

mg／L，P<0．001；1 600 mg／L与 1 200 mg／L，P= 

0．030)． 

∞ 如 加 如 加 m ∞ 

O  O  O  O  O  O  O  O  
．／o，得 槭 
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图2 N}I4N0，浓度对截叶胡枝子黄化率和分化系数的影响 

HGURE 2 Influence of concentration of Nth NO3 on the etiolation rates and differentiation index of L．cuneata 

2．5．3 铁 盐浓度对分化 系数及黄化的影响 

由图 3看出，随着铁盐浓度的增加 ，黄化率逐渐 

降低 ．方差分析表明，铁盐不同浓度间在黄化率上的 

差异达到极显著水平(F=39．298 ，P<0．001)；在 

子叶节分 化 系数 上 的差 异未 达 到显著水 平 (F= 

0．128，P=0．942)．当 MS中铁盐浓度为 3倍时，能 

1 00 

0．80 

60 

蓑0．40 
0．20 
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极大地降低其黄化率．其与 1倍和 112倍浓度达到 

极显著差异(3倍与 1倍，P=0．001；3倍与 112倍，P 

<0．001)，而且 2倍浓度与 1倍和 112倍浓度也达到 

极显著差异(2倍与 1倍，P=0．003；2倍与 112倍，P 

<0．001)． 

一 ．uu 一  曲 一  
图3 铁盐浓度对截叶胡枝子黄化率和分化系数的影响 

HGURE 3 Infl uence of concentration of iron salt on the etiolation rates and differentiation index of L． clzrteata 

2．5．4 Ca2 、糖和光对分化 系数及黄化的影响 

经方差分析，ca2 的浓度 、糖的种类和浓度以及 

光的种类各处理间在子叶节分化及分化苗黄化率处 

理间的均方比 F值分别为 ：ca2 分化系数 F=0．780 

(P=0．515)、黄化率 F=1．258(P=0．308)；糖分化 

系数 F=4．693(P=0．022 )、黄化率 F=0．777(P 

=0．529)；光分化系数 F=1．514(P=0．259)、黄化 

率 F=1．626(P=0．237)．可看出糖对分化系数差异 

显著，但方差不齐次 ，经过不齐次方差分析光对分化 

系数差异并不显著 ．因此这 3种 因子的影 响均未达 

到显著水平．这表明本试 验对这些 因素所设 的处理 

对分化系数及黄化的影响不大． 

3 结论与讨论 

本试验采取直接利用种子在培养基中发芽获得 

无菌体系，采用 2．1％ NaC10灭菌 10 min能达到外 

植体灭菌的目的．分化培养基配方的选择至关重要． 

安利佳等 在对豆科 31种材料进行研究时曾对绢 

毛胡枝子、短梗胡枝子、兴安胡枝子进行了简单的组 

培试验，在 MS和 B5基础上设计了基础培养基，激 

素浓度 为 2，4一D 0．5 mg／L+6一BA 1．0 mg／L+NAA 

0．2 ITIg／L+KT 1．0 mg／L+GA 1．0 mg／L，但分化效果 

不太好，分化率在 19．9％～62．3％之间．在初代培养 

中本文以子叶节为材料，分化率很高，根据两次正交 

试验，6一BA最佳浓度在 1．0～2．0 mg之间，NAA为 

0．01 mg／L，2，4-D最佳浓度应在 0～0．01 mg／L之间， 

分化系数在 2～2．5之间．在继代培养中，MS培养基 

大量元素的浓度、6一BA以及 2，4-D对分化均有显 

著影响，增殖的最佳配方为 MS含 1倍大量元素 + 

6一BA 2．0 mg／L + IBA 0．5 mg／L+2．4一D 0．5 mg／L． 

但分化系数不太高，仅在 1．2～1．5之间，因此，增殖 

培养还有待进一步研究． 

在生根培养中，MS培养基含 1／2倍大量元素生 

根率明显高于 1倍大量元素 ．诱导生根适用较高浓 

度的 IBA，而 NAA适用较低浓度，过高浓度时容易 

生成愈伤组织而抑制根的生成．有关文献报道，不同 

植物生根对生长素浓度(IBA或 NAA)变化的反应有 

差异，如在四倍体刺槐(Robinia pseudoacacia)的生根 

培养中，随着 NAA浓度从 0到 1．0 mg／L的升高过程 

中，其生根状况逐渐达到最佳 ，这与本研究 中 

NAA浓度的升高抑制生根的结果恰恰相反．但是， 

更多的研究表明，随着生长素浓度的升高，促进生根 
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的效果加强，当达到一定浓度后则抑制生根 ．此 

次试验 IBA最佳浓度为 0．5～I．0 mg／L，从总体上来 

说 ，IBA比 NAA更有利于根的生成和苗的生长 ． 

截叶胡枝子初代分化时，就出现苗黄化现象，严 

重时白化和落叶 ．而且 ，生根苗也出现黄叶和落叶现 

象．在试验所设置的不同处理之间，钙浓度、光的种 

类和不同糖及其浓度对截叶胡枝子分化苗的黄化率 

无显著影响，而镁、氮和铁盐的浓度对分化苗黄化率 

产生了显著影响 ．对于镁和氮 ，过高和过低的浓度都 

引起了较高的黄化率，适当的浓度能显著的降低黄 

化率，其浓度均接近 MS培养基中的浓度，黄化率大 

约都在 30％．而高浓度的铁盐有利于截叶胡枝子苗 

的生长 以 3倍 于 MS培养基中的铁盐浓 度能显著 

降低黄化苗的生长，黄化率降为 20％，而 MS培养基 

下黄化率仍为 30％左右 ．另外 ，这 6种因素对截 叶 

胡枝子子叶节分化都无显著的影响．植物黄化研究 

的大田试验报道较多 ，主要原因是土壤营养元 

素的缺乏，如氮、磷、钾、铁等元素的缺失．有研究认 

为，土壤氮、磷、钾养分状况对植物缺铁黄化发生有 

重要影响 ，如硝态氮的吸收和还原都将产生或释 

放相同数量的氢氧根离子 ，因此可引起植物质外体 

pH升高，铁的有效性降低，从而导致某些植物出现 

黄化。船]．可见，缺铁是植物黄化最直接的原因，因此 

增加铁盐浓度有较为明显的作用 ，这在此次试验 中 

也得到证实 ．调节适 当的氮、磷 、钾浓度对于植物正 

常生长有明显的作用 ，在黄瓜(Cucumis sativus)叶片 

黄化研究中发现，缺氮和氮过剩都会引起叶片黄 

化 J，这一点在此次试验中也得到证实．有些研究 

认为，植物缺铁性病害在盐碱地和石灰质过高 的地 

方表现严重  ̈' 。 ，因为在石灰性土壤 中，硝态氮 

是植物吸收的主要氮素形态，硝态氮与重碳酸根共 

同作用，导致质外体 pH升高 ，从 而抑制 了铁 的运 

输，导致黄化加重 ．因此，在以后的试验中，可在 

添加铁盐的同时，适当降低 pH值． 
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