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激素配比对白三叶草叶片愈伤组织诱导的影响 

赵松峰 (河南省烟草技工学校，河南许昌 461000) 

摘要：用白三叶草叶片作外植体，以MS为基本培养基，用不同比例的细胞分裂素 (BA)和生长素 (NAA)进 

行了愈伤组织诱导研究。结果表明：以3．0 mg／L的细胞分裂素和3．0 mg／L的生长素组合对白三叶草叶片分化 

具有较好的促进作用，即适宜的培养基为MS+BA 3．0 mg／L+NAA 3．0 mg／L，诱导率为53．3％。 
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Effects of Hormone Combinations on Callus Induction of Trifolium repens Leaves 

ZHAO Song-feng (He’nail Tobacco Technical School，Xuchang 461000，China) 

Abstract：Trifolium repens leaves were cultured as explants in MS medium combined NAA and BA with different 

concentration．The results showed that the best medium for callus differentiation directly was MS+BA 3．Omg／L+NAA 

3．0 mg／L．and the leaf inducing rate was 53．3％． 
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白三叶草 (Trifolium repens)又叫白车轴草，是一 

种匍匐生长的豆科草本植物，具有营养丰富、适应性 

强、适口性好和耐践踏等特点，是温带地区优良的豆科 

牧草。 

虽然对白三叶草组织培养的研究已有一些报道⋯， 

但是对影响白三叶草叶柄诱导愈伤组织产生的不同激素 

配比的研究报道却较少。同时由于组织培养是提高植株 

优良记忆型的选择效率、加速优良基因型纯合过程的有 

效手段和途径，而受基因型的影响，不同品种之问的组 

织培养特性表现出一定的差异。因此，探讨不同植株组 

织分化的培养条件，特别是培养基中不同激素的适宜配 

比仍具有重要价值。以白三叶草为材料，研究不同时长 

的升汞消毒处理和不同激素浓度配比对白三叶草组织分 

化频率的影响，试图找出合适白三叶草组织分化的最佳 

升汞消毒时长和最佳激素配比的培养基，旨为大量扩繁 

集约化生产提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 供试材料 

试验所用的白三叶草取 自许昌烟草技工学校苗圃， 

外植体为去除叶脉的叶片。 

1．2 试验方法 

1．2．1 培养基 将 NAA和 6-BA浓度均设 0．1、0．5、 

1．0和 3．0 mg／L共 4个梯度。以 MS为培养基 ，附加不 

同浓度的NAA和6-BA组合 (表 1)，观察不同激素浓 

度配比对自三叶叶片植株再生的影响。所有培养基保持 
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121 oC灭菌 20 min之前 pH值调至 6．0，琼脂粉 7．5— 

8．0 g／L，蔗糖为 30 g／L，基本培养基为 MS。 

1．2．2 无菌材料的获得 2008年 4月上旬采集白三叶 

草的新鲜叶片，除去颜色黯淡的老叶和幼嫩的新叶，从 

中选取颜色鲜艳的叶片用 自来水冲洗 60 min后，去除其 

表面黏附物。然后在超净工作台上，用70％的酒精浸 

泡30 S，0．1％的氯化汞消毒 5 min，而后再用无菌水冲 

洗3次·，每次 3 min。取灭过菌的滤纸吸干外植体表面 

的水分，在超净工作台上切取合适大小的叶片作为外植 

体进行愈伤组织诱导。 

1．2．3 外植体接种培养方法 在超净工作台上将消毒 

灭菌过的叶片切成0．75 cm×0．75 cm的正方形小块 ，接 

种于 MS培养基上。接种密度均为 10个／皿 (培养皿直 

径 7．5 Cff1)。在温度 (25±1)℃、光强 1 500—2000 lx、 

光周期 14 h光／10 h暗的条件下培养，每2周继代1次。 

2次重复，每次重复至少采用 30个外植体 (培养皿 

3个，外植体 10个／IK)。 

1．2．4 数据统计 对接种到添加不同浓度 NAA和 6．BA 

组合的培养基上的诱导愈伤组织，3 d后进行观察记录， 

20 d后统计叶片愈伤组织边缘产生的直径 >2 mm的愈 

伤组织的比例。 

2 结果与分析 

BA和 NAA混合使用时，以 MS+BA 3．0 mg／L+ 

NAA 3．0mg／L组合对愈伤组织的诱导率最高，达到了 

53．3％ (表 1)。说明细胞分裂素与生长素配合使用， 

二者的浓度较高且比值相等时，有利于诱导愈伤组织的 

产生。此外，MS+BA 3．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L处理组 

合对于愈伤组织的生理状态也较其它处理组合要好。综 

合来看，培养基 MS+BA 3．0 mg／L十NAA 3．0 mg／L较 
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适合白三叶草初代培养愈伤组织的形成。 

表 1 不同浓度的NAA和 BA配比对愈伤组织诱导的影响 
Table 1 Effects of diffbrent concentrations NAA 

and BA on caUus induction 

NAA 6 BA 冁d衙嘉辫 搿 长势 ——组织时间组织数量 长势 一 () (个) 

}每处理外植体数量均为 3O个 。产生愈伤组织时l司为 0，表不外 

植体在该培养基作用下，在规定的统计时间内未能诱导出愈伤组织。 

3 结论与讨论 

3．1 NAA和6一BA对白三叶草叶片的诱导结果分析 

通过参考 NAA和6．BA对白三叶草叶片诱导试验结 

果发现，相同的激素配比，对白三叶草茎段和叶片的诱 

导存在很大差异 。这与其生理功能有关，叶片为白三 

叶草的代谢源，叶薄壁组织高度分化，而其茎段主要起 

输导作用，分化程度较低，这一生理特点使得叶片脱分 

化时间较长或部分丧失脱分化的能力，结果许多叶片外 

植体始终不能产生愈伤组织，表现为叶片再生能力低于 

叶柄，这可能与叶片和叶柄的易褐化程度不同以及两者 

的内源激素含量存在差异有关 。在与叶片诱导试验的 

对比中可以看出，白三叶草叶片外植体产生愈伤组织的 

时间、产生愈伤组织的个数及诱导率均低于相同条件处 

理的月季叶片，而且白三叶草叶片易污染和产生褐化现 

象 ，可能是由于白三叶草的基因型的缺陷所致。尽管白 

三叶草叶片外植体作为试验材料具有以上劣势，但叶片 

外植体与培养基接触面积大，营养吸收更充分 ，这对于 

白三叶草再生体系的建立十分有利 。此外，本试验的 

研究也为将外源基因导人白三叶草植株，进行分子育种 

方面的研究，实现种质资源的改良打下了坚实的基础 。 

3．2 材料选取和培养基的问题 

3．2．1 外植体 外植体的大小 以及取材部位和时间等 

直接影响试验结果，选择合适的外植体是顺利统计试验 

结果的保证。一般说来，外植体越大越好，因为幼小的 

外植体在经过消毒灭菌时容易被杀死，以至难以长出愈 

伤组织。但过老的三叶草叶片其脱分化时间较长，部分 

甚至不能长出愈伤组织。本次试验外植体材料的采集时 

间在4月上旬，三叶草生长茂盛，在选取时应选生长茁 

壮、颜色鲜艳的叶片，最好在叶面处带有黏液。除去老 

叶和幼叶。本试验中发现部分外植体出现褐变现象，可 

在培养基中加入硝酸银，能有效解决这一问题。 

3．2．2 培养基 培养基是植物组织和细胞离体培养成 

功的重要因素，直接影响外植体能否分化和愈伤组织诱 

导率的大小 。对于白三叶草叶片，基本培养基成分并 

未从根本上影响其愈伤组织产生的能力。白三叶草叶片 

的愈伤组织诱导率较低，但是，在高微量元素和高维生 

素的培养基上诱导率相对有所提高。也就是说，高微量 

元素和维生素含量的培养基比MS常量培养基更能有效 

地诱导白三叶草叶柄愈伤组织的形成 。本试验采用的 

是MS培养基，与大多数培养基一样，MS培养基的培 

养成分 (主要是各类无机盐浓度和糖分)和物理化学 

性能 (琼脂含量、pH值)影响着试验的顺利进行。在 

第 1批探索试验阶段，由于琼脂含量较低以及 pH值过 

低导致大量培养基未能凝固或凝得过于松动 ，不能起到 

支持外植体的作用。培养基的 pH值并非保持恒定 ，在 

培养基的准备阶段 (尤其是高压灭菌后)和外植体的 

生长过程中都发生着变化，试验中需要不断对培养基的 

pH值进行实时测量和调整。培养基 pH值不断变化的一 

个重要影响因素是NO；和NH；之间供应与吸收的不平 

衡。在植物生长过程中，培养基的pH值一般呈现先降 

低后升高 。所以试验中对培养基pH值的调整直接关 

系到培养基能否凝固和愈伤组织的长势。几乎所有的培 

养基中都要加入糖。糖作为碳源，为细胞提供合成新化 

合物的碳骨架，为细胞的呼吸代谢提供底物与能源；培 

养基的渗透调节也是靠糖来完成的 。 

3．2．3 培养条件及其它 影响组培的外界条件还有光 

通密度 (PPFD)、温度以及添加剂等。接种后，培养皿 

应搬入恒温室中培养 ，培养条件是温度22～26℃、光照 

l2～14 h／d、光照强度 1 500～2 000 lx。温度过高、光照 

时间过短，会导致培养皿中有水滴，出现水渍现象 ，易 

发生污染，不利于愈伤组织的诱导 。 

三叶草外植体组培时除考虑以上因素外，在实际的 

外植体培养中还需要考虑光敏色素、CO，浓度等众多其 

他因素，通过对这些影响因素合理的调配，才能保证外 

植体生长良好。 

本试验对白三叶草 (叶片 )的组织培养进行了探 

讨，在不同浓度梯度和浓度组合的NAA和 6-BA影响 

下，我们可以得出最适合白三叶草外植体生长的NAA 

和6-BA组合。MS培养基是植物组织培养中最常用的培 

养基 ，其维生素含量较 B 培养基低。在 MS大量和铁盐 

的基础上增加微量元素和维生素含量，对诱导叶柄愈伤 

组织的产生效果更好。有关高浓度微量元素对小麦 j和 

大豆 组织培养诱导愈伤组织的促进作用，与本试验 

结果相似。 

(下转第 49页) 
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4．1 地块选择 4次。(1)第1次为蕾期化控。现蕾时进行，根据棉株 

壤类型、肥力、水浇条件和种植模式来灵活确定。该品 抗虫棉的大面积种植，使棉田害虫的优势种群发生 

种下部营养枝生长健壮，发育快，适合稀植大棵、免整 了变化，盲蝽象已成为当前棉田的主要虫害 ，主要是 

棉株20 cm采用宽沟施并盖土。 ． 在的问题及对策 [J]．作物杂志，2005，(5)：62—63． 

4．4．3 根外施肥 棉花生长后期 ，根的吸收能力降低。 [2]刘仕远，刘济朝．西瓜测土配方施肥结合施绿源生物有机 

根部追肥易造成贪青晚熟，影响吐絮质量。可用磷酸二 肥肥效试验 [J]·广西农学报，2006，21(6)：17—19· 

氢钾进行叶面喷施，自7月25日起每隔7 d喷1次，连 [3]谭亮萍，寿 森·萝 卜肉质根形成与膨大的生理研究 
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由于时间的限制，只完成了对白三叶草叶片的初代 

培养，成功地诱导出愈伤组织。倘若条件允许，还将进 

一 步诱导白三叶草叶片不定芽的产生以及进行继代培养 

方向的研究，可为白三叶草系统化组织试验提供有效的 

数据资料，进而为白三叶草品种改良及广泛种植提供可 

靠的理论依据。 
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