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披碱草组织培养体系的建立 

张 艺，李达旭，张 杰，赵 建，杨志荣 
(四川大学生命科学学院生物资源生态环境教育部重点实验室 ，成都 610064) 

摘 要：以青藏高原草地优质牧草一短芒披碱草为材料，通过对该植株再生条件的优化，获得 

了适宜短芒披碱草愈伤组织再生的外植体材料和基本培养基，建立了短芒披碱草愈伤组织再 

生体 系． 
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Establishment of regeneration system of Elymus dahuricus 

ZHANG Yi，L Da—Xu，ZHANG Jie，ZHAO Jian，YANG Zhi—Rong 

(Key Laboratory of Bio-resources and Eco-environment of Ministry of Education， 

College of Life Sciences，SiChuan University，Chengdu 610064，China) 

Abstract：High quality pasture Elymus dahuricus from Qinghai．．Tibet Platean had been studied to establish re—． 

generation system through optimizing regeneration condition．The moderate explant material and basic culture 

medium for regeneration had been obtained and regeneration system of Elymus dahuricus WaS established． 
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1 引 言 

短芒披碱草(Elyrnus breviaristatus)是我国二 

级保护禾本科植物，在分类上属禾本科披碱草属多 

年生草本植物，是重要的牧草植物．该品种具有抗 

逆性强、产草量高、利用年限长和饲草品质优等优 

点，现已成为川西北牧区建设高产优质打贮草基 

地、治理退化和沙化草地的主要栽培草种．但是披 

碱草的愈伤组织诱导相对困难，至今还没有建立起 

该植物稳定高效的再生体系，这就限制了对其进行 

遗传转化的研究．本研究通过对披碱草愈伤组织诱 

导、分化条件的优化，从外植体材料选择到愈伤组 

织的诱导与分化建立了一完整的技术路线，丰富了 

禾本科单子叶植物的组织培养技术，为披碱草的遗 

传转化利用，快速培育新品种奠定了基础． 

但对于多数单子叶植物来说，特别是禾本科牧 

草，通过组织培养再生植株难度较大⋯1．禾本科牧 

草的组织培养再生相对较难，主要是适用的外植体 

较单一 ，3j．Mcdonnel、Conger，Boyd和 Dale等人 

用草地早熟禾的成熟种胚作外植体，得到了愈伤组 

织和再生苗，但分化率很低_4．5j．迄今为止，只有部 

分禾本科作物和某些牧草可以通过组织培养再生 

出完整植株，如水稻[ ， ，玉米[ ，小麦[ ，芦 

苇l10]，狗尾草和香蒲⋯ J等． 

2 材料与方法 

2．1 试验材料 ： 

2．1．1 植物材料 短芒披碱草种子(由四川省草 

原研究院提供)． 

2．1．2 培养基 Murashige and Skoog medium 
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(MS培养基)[15]，N6培养基[16]，B5培养基[ ] 

2．1．3 主要试剂 包括植物生长调节剂及其它试 

剂，植物生长调节剂有：2，4一二氯苯氧乙酸(2，4一 

Dichlorophenoxyacetic acid，2，4一D)、3一甲基一2，4一戊 

二烯酸(Abscisic acid， 即脱落酸)、萘乙酸 

(Naphthleneacetic acid，NAA)，激 动素 (Kinetin， 

KT)． 

2．2 实验方法 

2．2．1 外植体的制备 选取成熟干燥的披碱草种 

子，脱去外颖壳，1％氯化汞表面灭菌，无菌双蒸水 

洗涤，无菌接种于愈伤组织诱导培养基和白琼脂培 

养基上，选取发芽后的幼叶及下胚轴，成熟种子胚 

3种外植体作诱导愈伤组织． 

2．2．2 诱导培养基的筛选 将外植体接种到含 

有不同激素配比的愈伤组织诱导培养基上，26℃ 

暗培养 20--30 d，统计算出愈率，以出愈率最高的 

作为愈伤组织的诱导培养基． 

2．2．3 继代培养愈伤组织 选择生长旺盛，颜 

色淡黄，结构紧密的愈伤组织，从外植体上剥离后 

接种到继代培养基上，每7 d更换新鲜培养基，继 

续 26℃暗培养20 d左右． 

2．2．4 愈伤组织的分化培养基筛选 分别选取继 

代培养 30 d、50 d、60 d、80 d、100 d后的愈伤组织 

于3种分化培养基上(以未添加水解酪蛋白的培养 

基作为对照)，观察愈伤组织的分化情况，记录分化 

率，确定最佳分化培养基配方及最佳继代时间． 

26℃，12 h光照培养 2周．统计分析再生植株培养 

结果，计算再生率． 

诱导率 =(出愈成熟胚数缑 种成熟胚数)× 

100％ 

分化率=(出芽愈伤数／接种愈伤数)×100％ 

生根率=(生根愈伤数／接种愈伤数)×100％ 

3 结果与分析 

3．1 愈伤组织的诱导 

分别以披碱草成熟种子、下胚轴和幼叶作为外 

植体，比较激素配比相同(5 mg／L2，4．D)的三种基 

本培养基(白琼脂培养基为对照)，研究结果见表 

1，以MS培养基的出愈率最高，故确定 MS培养基 

为披碱草诱导培养基的基本培养基；成熟种子胚的 

出愈率比另外两种组织的出愈率高，且在继代与分 

化时易于存活、分化，故采用成熟种子胚作为最佳 

外植体． 

表 1 不同基本培养基和外植体的出愈率 

Tab．1 Changes in the callus induction frequency of Elymus 

sibiricus as effeeted byousmedium 

表 2 2。4一D和 KT。ABA三因素四水平正交表 

Tab．2 The orthogonal tests of various growth regulators 

No 2，4-D ABA KT 诱导率 

O 

O．O5 

O．1 

O．2 

O 

O．O5 

O．1 

O．2 

O 

O．O5 

O．1 

O．2 

O 

O．O5 

O．1 

O．2 

0．14 

0．32 

0．25 

O．18 

0．45 

0．49 

0．43 

0．39 

0．35 

0．37 

0．34 

O．36 

0．2l 

0．25 

O．23 
●  

O．2O 

植物生长调节剂的筛选结果见表 2，从表 2中 

看出，单独使用 2，4．D或其它植物生长调节剂时， 

种子出愈率极低且愈伤组织胚性不高，难于再生． 

应用正交试验将 2，4一D和 KT，ABA作为影响出愈 

率的3个因素，设置四个水平，筛选最适激素浓 

度．根据 Duncan新复极差法分析得出，2，4．D的浓 

度为影响出愈率的主要因素． 主要用于抑制 

种子胚分化，对出愈率影响不大，但是添加2 mg／L 

的ABA可以抑制种子出芽，易于剥离愈伤组织．同 

时发现添加 1 mg／L左右的酪蛋白水解液能够明 

显提高愈伤组织的生长质量．因此确定最佳诱导培 

养基配方为： 

MS+ 5 mg／L 2．4一D + 0．05 mg／L KT + 

2 mg／L ABA+1 mg／L CH+3％蔗糖 +0．8％琼脂 

pH 5．8 

5  5  5  5  

O  O  l  2  O  O  2  l  l  2  2  O  2  l  O  O  

l 2 3 4 5 6 7 8 9 m n M 
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3．2 愈伤组织的继代培养 点．继代培养基配方为：1／2MS+B5有机物 +NAA 

披碱草成熟胚诱导后，选取结构致密，颜色淡 3 mg／L+KT 0．01 mg／L+2％蔗糖 +0．8％琼脂， 

黄的愈伤接种到继代培养基上．诱导出的愈伤组织 pH 5．8 

并不是全都能形成愈伤组织有再生能力的胚性愈 3．3 胚性愈伤组织的分化与再生 

伤组织，且沿用诱导培养基配方作为继代培养基 胚性愈伤组织的分化与再生研究结果见表 3， 

时，愈伤组织生长停滞甚至死亡．降低基本培养基 从表3中看出，培养时间为 50 d左右的愈伤组织 

无机盐浓度及替换有机物成分后，愈伤组织生长良 在 1号培养基的分化率最高，添加酪蛋白对愈伤组 

好，直径明显变大，且多数在分化培养基中出现绿 织的分化率影响不显著、 

表 3 不同继代时间愈伤组织的分化率 

Tab．3 Differentiation frequency of callus after different subculture time 

培养基类型 分 化 率(右边数据为对照，％) 

20d 30d 40d 50d 80d 

16 

8 

2 

1．1／2基本培养基无机盐 +B5有机物 +NAA 0．5 rng／L+KT 0．O1 rag／L；2．1／2基本培养基无机盐 +B5有机物 +NAA 

1 rag／L+KT 0．o1 rag／L；3．1／2基本培养基无机盐 +B5有机物 4-NAA 2 n1g／L+KT 0．01 mg／L 

图 1 继代 50 d后 的 

愈伤组织 

Fig．1 C~lls after subcaalture 

of 5O d 

图 2 继代 50 d后愈 伤组 织 

分化所得 幼苗 

Fig．2 Regenerated plants after 

differentiation 

将培养到最佳继代时间的胚性愈伤组织接种 

到分化培养基上约 2周左右，待生苗后将无根幼苗 

转移到生根培养基上培养至长出幼根，练苗后移栽 

至土中． 

4 讨 论 

4．1 愈伤组织诱导中的影响因素 

4．1．1 植物生长调节剂对披碱草愈伤组织诱导的 

影响 披碱草的组织培养建立在植物细胞全能性 

的基础上．在愈伤组织的培养过程中，植物生长调 

节剂起了极大的作用，没有激素，整个组培体系是 

无法构建起来的．植物激素是植物新陈代谢产生的 

化合物，以极微的量影响植物许多生理活动，在培 

养基的各种成分中，植物激素的影响最大．研究发 

现，单独使用细胞生长素时，披碱草的出愈率极低 

图3 不同基本培养基对愈伤组织 

诱导率的影响 

Fig．3 Influence of various basic cul— 

ture medium on callus induc— 

tion frequency 

或不出愈，且愈伤组织的副产品多，结构松散，易于 

死亡，分化能力弱．本研究采用了三种细胞生长素 

和分裂素的组合进行愈伤组织诱导：结果表明仅 

2，4一D+KT激素组合才能诱导出愈伤组织． 

2，4一D及 KT的浓度对愈伤组织的诱导也有 

很大的影响．在本研究中，当2，4一D浓度逐渐升高 

时，愈伤组织的出愈率与之并不成正比，而当 2，4一 

D浓度为 9 mg／L时，出愈率最高(60．68％)．考虑 

到2，4一D浓度过高会影响分化培养，因此选择 5 

mg／L作为 2，4一D浓度 ． 

4．1．2 基本培养基对披碱草愈伤组织诱导的影响 

基本培养基的成分对愈伤组织诱导的影响不如 

激素大，但在相同的激素条件下，不同的基本培养 

基出愈率仍然相差甚远，从图3看出，MS培养基 

的出愈率远远高于其它两种培养基．同时，愈伤组 
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∞ 加 m 

勰 

加 8 

6  

加 6 8 

8  6  
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8  4  
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织对培养基体系的pH相当敏感，当培养基的酸碱 

度在 5．8+(一)0．03之间波动时，才能出愈． 

4．2 继代培养中的影响因素 

披碱草的继代培养是披碱草再生体系建立的 
一

个重要环节，诱导出的愈伤组织生长到一定程 

度，生长停滞甚至褐化而死去．这说明2，4一D及 

KT的激素配比只能诱导出愈伤组织，而愈伤组织 

的继续生长需要另外的植物生长调节剂．在换成 

NAA+KT组合后，愈伤组织直径明显增大．褐化 

现象是继代培养中常出现的问题，可能是由于培养 

基的渗透压引起，尝试用以下几种方法解决：加人 

硝酸银或坏血酸，降低铵盐浓度，尽量减少培养基 

水分．结果表明，前一种方法虽然能有效减轻褐化 

现象，但同时也抑制了愈伤组织在继代过程中的生 

长．而降低铵盐浓度和减少培养基水分的相结合的 

方法，则能在有效减轻褐化的同时促进愈伤生长． 

许多学者在研究中发现，在培养基中加人蛋白 

水解物有利于促进胚性愈伤组织的启动、Shetty等 

在对一些重要的禾本科植物的研究中发先，脯氨酸 

和谷氨酰氨有利于组织培养中胚性愈伤组织的发 

生[18』．本试验中，水解酪蛋白能明显提高继代愈伤 

组织的质量，但对分化率没有显著影响(表3)． 

继代时间也是影响愈伤组织分化的一个重要 

因素．当诱导出愈伤组织后，如果在原来的培养基 

上继续培养愈伤组织，会由于培养基中营养不足或 

有毒代谢物的积累，导致愈伤组织停止生长，必须 

定期(每12 d)将它们接种到新鲜的培养基上，这样 

愈伤组织可以长期保持旺盛的生长． 

4．3 继代培养时间对分化的影响 

分别挑取 20 d，30 d，40 d，50 d，60 d后的愈伤 

组织接种于分化培养基，实验表明：继代时间过短 

或过长都会影响愈伤组织的分化率．培养时间为 

50 d左右的愈伤组织胚性最好，分化率最高，培养 

时间过短，则愈伤组织不易分化，继代时间过长，愈 

伤组织则会失去胚性而褐化死亡． 
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