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普通荞麦愈伤组织诱导及其分化的正交设计试验研究 

王爱国 张以忠 任翠娟 陈庆富 

(贵州师范大学生物技术与工程学院植物遗传育种研究所 贵阳 550001) 

摘要：用正交设计法研究不同激素处理及不同外植体对普通荞麦愈伤组织诱导及分化过程中的影响。结果表明，在本实 

验设计中，2，4-D是诱导普通养麦愈伤组织的主要因素；诱导愈伤组织的最佳培养基为MS+2．0 mg／L 2，4-D+1．5 ms／L 

6-BA；愈伤组织分化的主要因素是6-BA；愈伤组织分化的最佳培养基为Ms+2．5 mg／L 6-BA+1．0 mg／L KT。 
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Abstract：Effects of various plant growth substances and different explants on callus induction and callus dif- 

ferentiation in Fagopyrum esculentum Moench were studied by orthogonal design statistic analysis．The results 

indicated that the main factor which influenced callus induction is 2，4-D，the optimal medium for callus in— 

duction is MS+2．0 mg／L 2．4-D+1．5 mg／L 6-BA；Th e results also showed that the main factor which influ— 

enced callus differentiation is 6一BA and the optimal medium for caius differentiation is MS+2．5 mg／L 6-BA 

+1．0 mg／L KT． 
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普通荞麦(Fagopyrum esculentum Moench)属于被子植物门种子植物亚门双子叶植物纲蓼 目蓼科荞麦 

属  ̈J，它在世界上分布较广，几乎遍及所有种植有粒作物的国家 ．】 。在我国主要分布于边远落后山区，其遗 

传改良程度很低，因此开发荞麦产业有很大的发展潜力，对促进我国落后地区的经济发展有重要意义。 

养麦种子中蛋白质含量较高，氨基酸组成十分平衡，非常适合人类的营养结构，对儿童的生长和智力的开发 

也很有帮助。荞麦含有丰富的黄酮类化合物芦丁(Rutin，也称芸香苷、维生素 P、紫槲皮苷)，是惟一富含芦丁的 

粮食作物。芦丁具有降低毛细血管通透性、维持血管正常的渗透压，有助于保持、恢复毛细血管的正常弹性功能， 

对多种炎症具有良好疗效；芦丁能治疗闭塞性脑血管症，临床用于脑血栓所致的偏瘫、失语以及动脉硬化等 

症 ]。 

目前国内提取芦丁的原料主要为槐花，资源稀少，不能充分满足市场需求。对荞麦进行组织培养，通过组织 

培养生产芦丁是解决问题的途径之一。关于荞麦组织培养研究，日本、韩国、俄罗斯开展得较好。Yamane 

(1974)[191以下胚轴为外植体培养取得成功；Srejovic and Neskovic(1981)̈ 以子叶为外植体培养取得成功；Nesk- 

ovic et al(1987) 未成熟胚为外植体培养取得成功；Lachmann and Adachi(1991)̈钊分别将源于下胚轴的原生 

质体为外植体进行植株再生培养取得成功；Adachi(1989)̈ 以花药为外植体进行植株再生培养取得成功。我国 
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金红等(2002) m】、郝建平等(2oo1) ， 、侯建华等(1995) ” 、王茅雁等(2000) H】、吴清等(2001) 。 也在荞麦组 

织培养上取得成功。上述研究大多数是利用种子胚轴等胚性组织，很少使用茎叶等器官进行荞麦组织培养。在 

有些研究中如荞麦三体繁殖，由于单种子鉴定染色体数目十分困难，需要利用组织培养形成愈伤组织系，通过愈 

伤组织系的染色体观察鉴别三体，也可以将已鉴定的三体植株进行组织培养和植株再生、扩大繁殖。因此需要探 

索荞麦茎叶组织培养技术，以适应相关研究的需要。 

本实验以荞麦茎段、叶片、叶柄为外植体，配以含有不同激素组合的培养基，由此探讨荞麦叶、叶柄及茎段生 

产愈伤组织的技术体系，为荞麦育种以及荞麦药用成分的组织培养工业化开发提供指导。 

1 材料和方法 

1．1 供试材料 

供试材料为普通荞麦(Fagopyrum esculentum Moench)遵义甜荞品种(ES 2003110101)。种子发芽后移栽进 

贵州师范大学生物技术与工程学院植物遗传育种研究所生长室花盆土壤内，于1O～3O℃条件下生长。 

l，2 实验方法 

(1)外植体取材与愈伤组织诱导：于荞麦初花期剪取荞麦完全展开的幼叶、幼茎及叶柄，流水清洗后沥干。 

在超净工作台上进行如下操作：用75％酒精浸泡30 s，0．1％升汞(含少量吐温8O)溶液中浸泡 15 rain，无菌水冲 

洗5次；将幼茎及叶柄切成0．5 ca长的切段，幼叶切成0．5 cm 的方块作外植体，分别接种于附加不同激素组合 

的愈伤组织诱导培养基上进行愈伤组织诱导。 

(2)继代培养与器官分化：愈伤组织继代培养后再接人愈伤组织分化培养基上进行器官分化培养。 

1．3 培养基及培养条件 表1 (3 )正交试验表头设计 

MS为基本培养基，附加3％蔗糖、500 mg／L水解乳蛋 

白、0．85％琼脂，pH 5，8。材料均培养在温度(25 4-2)℃的 

光照培养箱内，愈伤组织诱导阶段不需要光照，分化阶段光 

照强度 3 000 lx。 

1，4 考察记录的参数 

采用 (3 )正交表，根据设计安排组织了9次实验。因子水平安排见表 l。 

表2、表5中培养基均按正交法设计。每组接种2O瓶，每瓶接种5块外植体。每天观察愈伤组织诱导情况。 

接种后18 d，统计愈伤组织诱导率。 

愈伤组织的诱导率为产生愈伤组织的外植体块数占接种总块数的百分率。器官发生率为分化出器官的愈伤 

组织块数占接种愈伤组织总块数的百分率。计算器官发生频率时，将褐化、白化考虑在内(污染不计入)。同时 

观察记录愈伤组织颜色，用数码相机拍照保存。 

1．5 统计分析方法 

运用正交设计助手Ⅱv 3．1(共享版)软件进行培养基配方设计。统计分析方法为方差分析。 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织诱导及其分化 

本研究将叶片的基部叶段、叶柄、植株中上部生长旺盛的茎段分别接种于表2所列的9种培养基上，于黑暗 

条件下培养10 d左右，发现外植体均有不同程度的伸长。愈伤组织从伤口处长出来，颜色很浅，较疏松，用枪形 

镊子很容易夹取、接种。继代培养于光照强度3 000 lx的条件下进行，18 d左右发现叶柄及茎段外植体两端不同 

程度膨大并呈不对称哑铃形，愈伤组织生长表现出一定的极性(见图l、2)，其形态学下部的生长量大于形态学上 

部的生长量；叶片愈伤组织的极性生长表现得不很突出，但也能观察到其形态学下部(近叶柄一端)的生长量大 

于形态学上部(近叶尖一端)的生长量(见图3)。3种外植体形成的愈伤组织从形态、质地上均可分为4种类型。 

类型 1为黄绿色，质地紧密，用解剖刀才能剥离(图8)；类型2为浅绿色，质地较为疏松(图9)；类型3为粉红色 

(图4)，质地紧密；类型4，愈伤组织表面为白色，质地紧密(图7)。试验中观察到愈伤组织多为黄绿色致密愈伤 

组织，随着培养时间的延长，黄绿色愈伤组织表面有时也会有浅黄色或白色疏松愈伤组织生成。 
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试验过程中配制了Ms。培养基(未加激素)作对照，并计算诱导率：叶片为35％，叶柄为56％，茎段51％，均 

低于正交表中所设计的培养基的愈伤组织诱导率。 

普通荞麦愈伤组织诱导率、平均诱导率及其方差分析结果分别见表2～4。 

图1～9 普通荞麦茎段、叶柄和叶段所产生愈伤组织的形态 

图1．叶柄愈伤组织；图2．茎段愈伤组织；图3．叶愈伤组织；图4．叶柄红色愈伤组织；图5．叶柄红色愈伤组织发状根；图6．茎段绿色愈伤组织 

形成胚状前体(箭头所示)；图7．叶柄愈伤组织表面为白色；图8．叶柄绿色愈伤组织；图9．叶段绿色愈伤组织生产绿色芽点(箭头所示)。 

从表2和表3可以看出：A因素的极差最大，D因素的极差最小。即2，4一D的诱导能力最大，而外植体类型 

的影响最小。方差分析表明(见表4)，不同浓度的2，4一D对愈伤组织的诱导率有极显著性差异，不同浓度水平的 

6一BA对愈伤组织的诱导作用差异显著。因此，2．0 mg／L 2，4-D和I．5 mg／L 6 BA配比的8号培养基为诱导愈伤 

组织的较合适培养基。 

2．2 愈伤组织分化 

将得到的愈伤组织，转入表5(e列为空白列，方差分析时将试验误差放于该列)各分化培养基中。 

结果表明，不同激素条件下器官分化频率有明显差别。绿色的愈伤组织继代2次后，有的愈伤组织开始出现 

绿色的芽点(图9中箭头所示)，有的分化出白色发状根(图5)，有的直接长出胚状前体(图6中箭头所示)。粉 

红色及白色愈伤组织继代2次后逐渐变成绿色。继代培养2次后，在2、3、4、5号培养基上继代的愈伤组织也出 

现了根的分化。当高浓度的6-BA(2．5 mg／L)和KT(1 mg／L)配合使用时(8号培养基)，分化芽的频率最高为 

82．5％ 。 

普通荞麦愈伤组织器官分化率、平均器官发生率及其方差分析结果见表6、7。 

从表6中极差分析可以看出，对愈伤组织分化的作用从大到小依次为：6一BA、KT、外植体类型。说明不同外 

植体(愈伤组织来源类型)对愈伤组织分化的影响最小，而6-BA对愈伤组织分化的影响最大。 

表7中方差分析可以看出，6-BA、KT、外植体类型对愈伤组织分化的效应均达到显著性水平。其中，6-BA、 

KT的效应均达到极显著性水平。说明不同浓度的6-BA、KT对愈伤组织分化的效应差异极显著，不同外植体对 

愈伤组织分化的效应差异显著。 

随着继代培养时间的延长，有的愈伤组织开始出现褐化。可以将褐化的愈伤组织接种于补加2，4一D(1．0 

mg／L)的培养基上，会逐渐转绿，但是这种褐化后又逐渐转绿的愈伤组织分化能力较差，很少分化出根或芽。 
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表 2 荞麦愈伤组织诱导率 

表3 不同因素下的荞麦愈伤组织平均诱导率 

3 讨论 

表4 荞麦愈伤组织平均诱导率的方差分析 

注：‘表示在o．05水平上差异显著；“表示在o．O1水平上差异极显著。 

表5 荞麦愈伤组织分化的器官发生率 

侯建华，耿庆汉(1995)̈副以成熟胚、幼胚、下胚轴为外植 

体进行组织培养，其愈伤组织诱导率较低，其最高诱导率为 

50％；金红等(2002) 叫以养麦无菌苗的下胚轴切段为外植体 

进行组织培养，发现了愈伤组织的极性生长，但没有指出哪一 

端的生长量大一些；本研究的愈伤组织诱导率较高．最高达 

100％，并明确指出了其形态学下部的生长量大于形态学上部 

的生长量的结果。愈伤组织的极性生长与生长素的极性运输 

有关，生长素只能从形态学上部运向形态学下部。 

另外，本研究没有采用种子、成熟胚、幼胚、胚轴等胚性器 

官，而是直接取材于大田植株的叶、叶柄及茎段，对于植物育 

种具有重要意义。以养麦的叶柄为外植体属于首创，效果很 

好，愈伤组织诱导率最高达glJ98．3％。在试验过程中还发现 

了表面为白色的愈伤组织，此前未见报道，其原因尚不清楚。 

胚性愈伤组织的分离和增殖是植物组织培养过程中的关 

键问题，也是从事植物组织培养工作人员的头等大事。许智 

宏也曾在2004年全国植物生理学会年会(贵阳会议)上作主 

题发言时提到这个问题。笔者在从事养麦组织培养过程中观 

察到胚性愈伤组织表面光滑，表现出很光亮的嫩绿色，较软， 

不宜过早分离，要等胚性愈伤组织长成体积较大的圆球体时， 

才能进行分离和增殖。 

(下转第13页) 
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表6 荞麦愈伤组织的平均器官发生率 

表7 荞麦愈伤组织平均器官发生率的方差分析 

注：’表示在o．05水平上差异显著；一表示在0．O1水平上 

差异极显著。 
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50 mol／／L的铝对水稻幼苗生长有促进作用 ，低浓度的铝处理提高荞麦种子的萌发率及有利于种子萌发后根 

的生长 M 等。这可能与不同植物对铝的耐性不同相关，大豆、水稻、荞麦等是耐铝的植物，而益母草对铝比较敏 

感。 

本实验的结果可能说明，益母草是一种铝敏感性植物，高铝含量对其种子萌发有明显的抑制作用，因而在益 

母草生产中要注意对铝毒的预防。 
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