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提高不同苜蓿品种体细胞胚发生潜力的研究 

王玉民，刘艳芝，于淑梅，姜 昱，谭 化，董英山 
(吉林省农业科学院，长春 1 30033) 

摘 要：在本项研究中，以来自中国东北和内蒙古地区7个商业苜蓿品种为材料，以无菌苗的子叶和叶片 

作为外植体，对其体细胞胚发生进行了研究。在我们所用的组织培养程序中，所有品种均有体外胚发生，但品 

种之间形成体细胞胚的能力差别很大。以从子叶和叶片再生植株的叶片为外植体，体细胞胚发生率明显提高， 

7个品种的平均值分别为73．01％和85．40％。由于体细胞胚诱导效率大大提高，建议在对再生频率低的优良苜 

蓿品种进行遗传转化时，使用再生植株叶片为外植体。 
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Improvement on the Potential of Somatic Embryogenesis in Different 

AIfalfa Cultivars 

WANG Yu-min，LIU Yan-zhi，YU Shu-mei，JIANG Yu，TAN Hua，DONG Ying—shan 

(Jilin A cademy ofAgricultural Sciences，Changchun 130033，China) 

Abstract：In this study．the invitro embryogenic responses of seven commercial alfalfa cultivars in 

the northeast and Inner Mongolia areas of China were tested using cotyledon and leaf as explants．All the 

euhivars gave positive responses in our tissue culture procedure and the ability of forming somatic em—— 

bryos varied greatly amongst cuhivars．The frequencies of somatic embryogenesis of regenerated plant 

leaves from both cotyledons and leaves were significantly improved．with a mean of 73．O l％ and 85．40％ 

respectively．Because of its high efficiency of somatic embryo induction，it is suggested that regenerated 

plant leaf be used as explants in genetic transformation of a1falfa．especially for the elite cuhivars of low 

regeneration frequency． 
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苜蓿(Medicago sativa L．)是世界上最重要的 

豆科牧草之一。具有饲用价值好(每千克干物质平 

均含 0．5个饲料单位 )、粗蛋白质含量高(占干物 

质的 20％左右)及其在生长期间不用大量施用 N 

肥(具有固 N根瘤菌 )等特点，在畜牧业生产中长 

期以来发挥着重要作用，被人们冠以“牧草之王”。 

在中国苜蓿种植面积约为 130万 hm ，但是苜蓿 

的遗传改良工作相对滞后，主要研究目标包括增 

加苜蓿产量，提高抗寒性及抗病虫性。常规育种可 

以有效改善苜蓿种群，但由于缺少遗传变异，对改 
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良抗虫性和抗真菌性上效率不高Il_。利用生物技 

术手段可以克服这种限制。目前通过基因工程手 

段已经获得对除草剂的抗性【2J，提高苜蓿的营养 

价值『3】，提高苜蓿对非生物胁迫耐受能力【41 1。研究 

表明通过遗传转化可以增加有用的遗传变异，但 

植株再生仍是应用转基因技术的先决条件『61。由 

于大多数苜蓿品种体细胞胚发生率较低，研究表 

明，如果进行足够的基因型筛选，在任何苜蓿种质 

资源都可以发现可再生基因型 91。国外研究人员在 

筛选高频再生苜蓿品种方面做了大量的工作 [10~15]， 

并将体细胞胚发生性状成功地转移到商业苜蓿品 

种中I1,16l。因此，在进行遗传转化之前，应对适应某 
一 地区品种进行体细胞胚发生能力筛选 ]。 

本研究 目的是通过组织培养手段，从适应中 

国东北和内蒙古地区的商业苜蓿品种中筛选出高 

频再生基因型，提高体细胞胚发生频率，以满足苜 

蓿遗传转化的要求。 
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1 材料和方法 

1．1 实验材料 

本实验选用广泛种植在中国东北和内蒙古地 

区的7个苜蓿品种：公农 1号 ，公农 2号 ，草原 1 

号，草原 2号 ，敖汉 ，超产苜蓿和龙牧 803，均由 

吉林省农业科学院草地研究所夏彤博士提供。每 

个品种取 100粒种子，浸泡在 0．1％(w／v)的 HgC1 

溶液中 30 rain，进行消毒；无菌水冲洗 4次，置于 

无菌水中 1 2～24 h，使种子充分吸胀 ，然后接种 

在 1／2MS基本培养基上以获得无菌苗。 

1．2 培养基和培养条件 

愈伤组织诱导培养基为 MSt 附加 2．0 mg／L 

2，4一D，0．25 mg／L KT，2 000 mg／L水解酪蛋 白， 

3％蔗糖。体细胞胚发生所用培养基为 MS培养基 

附加 O．05 mg／L NAA，0．5 mg／L 6一BA，3％的蔗糖。 

植株再生培养基为 MS培养基附加 3％的蔗糖 ，不 

添加任何生长调节剂。所有培养基均用 NaOH将 

pH值调整到 5．6—5．8，并添加 8 g／L琼脂进行固 

化 ，121℃灭菌 20 min。培养室温度控制在 25℃ 

和 16 h光照。 

1．3 外植体的制备和培养 

对于第一轮组织培养，每个品种取 10～14日 

龄无菌苗子叶45个 ，取 28～30无菌苗叶片 45 

个，15个外植体接种于一个培养皿作为一次处 

理，共 3次重复。每个培养皿都含有 50 mL培养 

基 ，诱导培养 4周。将愈伤组织转移到体细胞胚诱 

导培养基 ，4周后进行调查并统计不 同品种的体 

细胞胚发生率。 

每个品种来 自不同的子叶和叶片再生植株中 

分别选取 5株，每株上取 3个三出复叶接种，3次 

重复，用于第二轮的愈伤组织诱导和体细胞胚发 

生。所用培养基、培养时间及调查时间与第一轮组 

织培养相同。 

1．4 统计分析 

本研究所有实验均采用 3次重复，利用 SAS 

统计软件 1(SAS Institute，1989)，采用新复极差 

法(Duncan’s Multiple Range Test)对 4种类型外 

植体体细胞胚发生率 ，进行多重比较分析。 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织诱导和体细胞胚发生 

本实验中 7个品种子叶和叶片均成功地诱导 

形成愈伤组织。接种后 5～7 d，外植体开始产生 

愈伤组织。接种 28 d后 ，将愈伤组织转移到体细 

胞胚发生培养基。10 d后可以观察到体细胞胚形 

成(图 1A，1B)，胚性愈伤组织不断地产生体细胞 

胚，而非胚性愈伤组织没有体细胞胚产生。在本实 

验中，我们还观察到一些体细胞胚愈伤化 ，然后产 

生许多次生胚。此现象已有前人报道 】。 

A：无菌苗子叶 B：无菌苗叶片 

c：子叶再生植株叶片 D：叶片再生植株叶片 

图 1 百稽不 I司外植体体细 胞胚发 生 

2．2 不同品种体细胞胚发生能力 

不同品种的体细胞胚发生能力差别很大。这 

与前人的报道 1一致。对于子叶外植体 ，最低的 

是超产苜蓿 ，体细胞胚发生率为 12％，最高的是 

草原 1号和龙牧 803，其发生率为 34％。对于叶片 

外植体，最低的是公农 1号，发生率为 12％，最高 

的是公农 2号，发生率为 36％。与已报道的高频 

再生品种 Regen S⋯相 比，所有这些品种具有较低 

的体细胞胚发生率。 

2．3 再生植株叶片体细胞胚胎发生能力 

表 1 不同外植体体细胞胚发生率多重比较结果比较 

体细胞胚发生率(％) 

品种 无菌苗子叶子 荨 植无菌苗叶片叶篡 植 

注：相同宁母表示的平均数之问差异不显著，P<0．05。 

来源于子叶和叶片再生植株叶片的体细胞胚 

发生率的明显提高(图 1C，1D，表 1)。子叶培养再 

生植株叶片体细胞胚发生频率为 51．11％(敖汉 ) 

至 91．1 1％(超产苜蓿 )，平均 73．01％。叶片培养再 
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生植株叶片的体细胞胚发生率为 68．89％(敖汉) 

至 95．56％(草原 1号)，平均 85．40％。子叶培养再 

生植株叶片和叶片培养再生植株叶片的体细胞胚 

发生率存在着显著差异(表 1)。这种情况的原因 

可能是，某些基因型在以子叶为外植体时，体细胞 

胚发生能力较强，而以叶片为外植体时，体细胞胚 

发生能力较弱，尽管子叶和叶片的体细胞胚发生 

率差异不显著(表 1)。因此，从苜蓿品种筛选高频 

再生基因型时，应当使用叶片外植体，以提高体细 

胞胚发生率。 

3 讨 论 

在本实验中，第一轮组织培养就像一个筛选 

过程，具有高潜力再生的基因型通过这一过程得 

以选择。从理论上来说，再生植株叶片都携带决定 

其体细胞胚发生能力的基因，这意味着，每一个再 

生植物叶片都可以产生体细胞胚。然而在本实验 

中，没有发现全部 3次重复都获得 100％的体细 

胞胚发生。部分原因是基因型和培养条件之间的 

相互作用，但主要原因是每个重复实验中都有极 

少部分叶片不能诱导形成愈伤组织 ，因为所有来 

自再生植株叶片的愈伤组织都能产生体细胞胚。 

尽管如此，再生植株叶片的体细胞胚发生率已得 

到很大提高，可以满足遗传转化的需求，这是令人 

非常鼓舞的结果。 

苜蓿体细胞胚发生受多种因素的调控，如培 

养基的化学成分，外植体来源和其遗传潜力，而基 

因型和培养基的相互作用是次要的 ，"，H】。Chen， 

et a1．(1987)认为 ，成熟的叶片产生愈伤组织体细 

胞胚发生可以通过同一基因型子叶诱导的愈伤组 

织体细胞胚发生来预测。本研究中，大多数品种子 

叶外植体体细胞胚发生率(7个品种的5个)均高 

于叶片外植体的体细胞胚发生率。这表明，子叶外 

植体的体细胞胚发生和叶片外植体的体细胞胚发 

生并不总是相关的，有可能存在着外植体和培养 

程序之间的互作。 
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