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花生幼叶丛生芽高效诱导的制约因素研究 

苗利娟 ，黄冰艳，张新友 ，梁会娟，易明林 ，陈占宽 

(河南省农作物新品种重点实验室 ，河南 郑州 450002) 

摘要 ：以花生品种豫花 14号 4 d苗龄的幼叶为外植体 ，对花生幼叶高频不定芽诱导进行研 究。在 

MS培养基的基础上，添加了芽诱导常用的细胞分裂素6一BA、生长素NAA及两种不太常用的脱 

落酸(ABA)、噻重氮苯基脲(TDZ)，结果表明，单独使用6一BA，NAA或TDZ，不定芽诱导率较低； 

采用较高浓度的 6一BA(8 mg／L)、较低浓度的 NAA(1 mg／L)，添加低浓度的 ABA(1 mg／L)，不定 

芽诱导率可达8O 以上。最佳诱导培养基为 MS+6一BA 8mg／L+NAA 1 mg／L+ABA 1 mg／L 

+AgNO。2 mg／L，从整体上观察，最佳继代培养基为 MS+6一BA 5 mg／L+NAA 2 mg／L+ 

AgNO。2 mg／L。同时研究发现 ，花生幼叶近叶柄基部切 口处不定芽诱导率较 高，是较理 想的不定 

芽诱导部位。 
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The Restrictive Factors for Efficient Induction of 

Adventitious Buds from Peanut Leaflet in vitro 

MIAO Li—j uan，HUANG Bing—yan，ZHANG Xin—you 

LIANG Hui—juan，YI Ming—lin，CHEN Zhan—kuan 

(Henan Provincial Key Laboratory for Crop Improvement，Zhengzhou 450002，China) 

Abstract：The efficiency of adventitious bud induction from leaflet were investigated using the 4一 

day seedlings of peanut variety Yuhua 14．The M S medium was added with commonly—used kinin 

6一BA．kinetin NAA ．and uncommonly—used ABA and thiadiazole Diazo phenyl urea TDZ．Results 

showed that the adventitious bud induction rate was low in the MS added with only 6一 BA，NAA 

and TDZ，but reached to 80 in the MS added with high concentrations of 6一BA (8 mg／L)，lOW 

concentrations of NAA (1 mg／L)and low concentrations ABA (1 mg／L)，indicating that the MS 

medium+8mg／L 6一BA+1 mg／L NAA+1 mg／L ABA+2mg／L AgNO3 had the best result for 

inducing the adventitious buds．The best medium for subculture was MS+5 mg／L 6一BA+2 mg／ 

L NAA+2 mg／L AgNO3．It was also observed that the underside cut near the petiole presented a 

higher rate of adventitious buds，SO was the ideological explant for adventitious bud induction． 

Key words：Peanut；Tissue culture；Adventitious buds induction；Regeneration 

花生是重要的油料和经济作 物，在世界油脂生 

产 中占有举足轻重的地位。随着我国人民生活水平 

的提高、种植业结构 的调整和对外贸易的扩大 ，根据 

不同的市场需要 ，农业生产上对花生品种的需求也 
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向多元化和专用型发展，选育不同脂肪酸含量和比 

例的加工型(高硬脂酸含量)、保健型(高多不饱和脂 

肪酸)、出口型 (高 O／L比)花生新种质是花生新品 

种选育的重要 目标[1]。实践证 明，利用基 因工程技 

术进行油料作物脂肪酸含量和组分调控是种质创新 

的有效途径 卜 。花生组织培养及高效植株再生体 

系的建立是基 因转化及外源基 因利用的基础 ，但 目 

前花生的组培植株再生体系不够理想，成为基因转 

化的限制因素之一[5]。为此 ，选用河南省大面积推 

广的花生品种豫花 14号的幼叶作外植体 ，采用不同 

激素配比的诱导培养基进行了高效丛生芽诱导和植 

株再生体系研究，旨在 为进一步研究基 因转化和脂 

肪酸调控奠定基础 。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 植物材料 豫花 14号花生品种 ，亚油酸含 

量42 ，系河南省农业科学院经济作物研究所培育 

的高亚油酸品种，由河南省农业科学院经济作物研 

究所提供。 

1．1．2 外植 体 分 别采 用 萌发 4 d的幼 叶为 外 

植体 。 

1．1．3 植物激素 N一苯基一N 一1，2，3一噻二唑 
一 5一脲 (噻重 氮苯基脲 ，TDZ)；6一苄基嘌呤 (6一 

BA)；a一萘乙酸(NAA)；脱落酸(ABA)以及其他常 

用化学试剂 ，均为国产分析纯。 

1．1．4 培养基 种子预培养培养基为 MS培养基 。 

诱导培养基 ： 

Y1：MS+6一BA 5mg／L+NAA 0．5mg／L+ 

AgNO3 2mg／L 

Y2：MS+ 6一 BA 5mg／L+NAA 1mg／L+ 

AgNO3 2mg／L 

Y3：MS+6一BA 8mg／L+NAA 0．5mg／L+ 

AgNO3 2mg／L 

Y4：MS+ 6一 BA 8 mg／L+ NAA 

AgNO3 2mg／L 

Y5：MS+TDZ O．2 mg／L+AgNO3 2 mg／L 

Y6：MS+6一BA 8 mg／L+ NAA 1 mg／L+ 

ABA 1 mg／L+AgNO3 2 mg／L 

Y7：MS+ TDZ O．3 mg／L+NAA O．4 mg／L+ 

6一BA O．5 mg／L+AgNO3 2 mg／L 

Y8：MS+ TDZ O．2mg／L+NAA O．4mg／L+ 

6一BA O．5 mg／L+AgNO3 2mg／L 

Y9：MS+ TDZ O．05mg／L+NAA 0．4mg／L 

+ 6一BA 0．5mg／L+AgNO3 2mg／L 

继代培养基 ： 

F1：MS+ 6一BA 3 mg／L+ NAA 1 mg／L+ 

AgNO3 2mg／L 

F2：MS+ 6一BA 3 mg／L+ NAA 2 mg／L+ 

AgNO3 2mg／L 

F3：MS+ 6一BA 5 mg／L+ NAA 1 mg／L+ 

AgNO3 2mg／L 

F4：MS+ 6一 BA 5 mg／L+ NAA 2 mg／I + 

AgNO3 2mg／L 

ABA，TDZ宜过滤灭菌。 

1．2 试验 方 法 

1．2．1 种子预培养 选取颗粒饱满、较大、表面无 

裂痕、没有出胚芽的花生种子 ，用镊子加入无菌三角 

瓶中，先用 7O 乙醇浸泡 30 s，再用 0．1 HgC1 溶 

液消毒 8 min，用无菌水冲洗 5～6次 ，然后在无菌水 

中浸泡 2～3 h，待花生种皮舒展之后 ，用镊子在超净 

工作台上将花生种皮去掉，再去掉一片子叶，将剩下 

带有胚芽的另一半子叶接种于装有 MS培养基的无 

菌罐头瓶 中。接种 时种子不宜插入过深 ，插 入太深 

种子变黄不能正常 出芽 。置光照培养室 中，在 25～ 

26℃，光照 14 h／d条件下培养。 

1．2．2 外植体制备 制备预培养 4 d的幼叶外植 

体 ：用镊子将花生 的子叶掰掉 ，之后夹紧胚轴 ，再用 

无菌刀片将花生幼叶从基部切下，将幼叶横切平均 
一 分为三或从近叶柄部 1／3处一分为二，切时应注 

意将顶端的芽点去除 ，4 d苗龄 的花生幼 叶较小 ，尚 

未展开，操作时一定先用镊子将子叶去掉，用镊子夹 

叶片时一定要轻，否则会将材料夹伤，影响诱导率。 

1．2．3 不定芽的诱导和分化 将外植体分别接种 

在诱 导培养 基 上，置光 照培 养室 25～ 26℃、光 照 

14 h／d条件下培养，两周后，分别转到继代培养基上 

使芽点进一步分化 ，再培养 3周后统计诱导率。 

2 结果与分析 

2．1 不定芽高诱导率外植体部位选择 

外植体部位不同可能会导致诱导率不同，本试 

验采用两种不同切法的外植体进行 比较 ，用无菌刀 

片将花生幼叶横切平均一分 为三作为幼 叶外植 体 

1；将花生幼叶从近叶柄部 1／3处 一分为二作为幼 

叶外 植 体 2，接 种于 两 种不 同诱 导 培 养基 Y1和 

Y3上 。 

从表 1可 以看 出，幼 叶外植体 2的不定芽诱导 

率高 于外 植体 1，而 且 ，从 不 定 芽 的发 生 部 位看 
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(图 1)，不定芽大都在近叶基部切口叶脉处形成，幼 

叶切得过小不利于不定芽的形成。后续试验均采用 

幼叶外植体 2。 

表 1 幼 叶外植体不 同部位 的不 定芽诱导率 

图 1 花生幼叶诱导产生的不定芽点 

2．2 不同诱导培养基对花生幼叶芽诱导的影响 

幼叶接种于诱导培养基，4d后叶片开始膨大， 

10d后有绿色小突起出现 ，逐渐长大形成丛生芽(图 

1)，丛生芽形成频率及快慢因培养基而不同。在诱 

导培养基 Y6(MS+6一BA 8mg／L+NAA 1 mg／L 

+ABA 1 mg／L+AgNO。2 rag／L)上的外植体膨大 

不太明显 ，但切 口处大部分都能出现丛生芽点 ，且形 

成速度比较快。 

2．2．1 不同细胞分裂素与生长素配比对芽诱导的 

影响 从 图 2可 以看出，不 同浓度 的 NAA 和 6一 

BA配比对不定芽诱导率影响较大，诱导率从 39．9 

到 58．6 ，以 Y3培 养基 (MS+6一BA 8 mg／L+ 

NAA 0．5 mg／L+AgN03 2 rag／L)的不定芽诱导率 

最高。 

§ 

曲 

憋 

Y1 Y2 Y3 Y4 

诱导培养基 

图 2 不同浓度的 NAA和 6一BA配 比对芽诱导的影响 
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2．2．2 ABA对芽诱导的影响 从培养效果看，Y6 

培养基 的叶片膨大不太明显 ，而且叶片颜色发黄 ，而 

其他培养基的叶片膨大较明显，颜色浓绿。但 Y6 

培养基 的叶片切 口处大部分都有绿色的丛生芽点出 

现。由图 3可看 出，Y6(MS+ 6一BA 8 mg／L+ 

NAA 1 mg／L+ABA 1 mg／L +AgNO3 2rag／L)培 

养基 的诱 导率 比 Y4(MS+6一BA 8mg／L+NAA 

1mg／L+AgNO。2rag／L)高 出 26个百分点 ，而 Y6 

只比 Y4增加 了 1mg／L ABA，而且 Y6比只使用生 

长素和细胞分裂素的 Y3培 养基 (6一BA 8mg／L+ 

NAA 0．5 mg／L+AgNO。2 mg／L)的诱导率也提高 

14个百分点，可见 ，ABA与适 当的 6一BA与 NAA 

配合，对幼叶的不定芽分化有明显促进作用。 

8O 

7O 

6O 

50 

赫4o 
30 

20 

lO 

O 

Y4 Y6 

诱导培养基 

图3 ABA对芽诱导的影响 

2．2．3 TDZ对芽诱导 的影响 单独使用 TDZ 

0．2 mg／L时 (Y5培 养基 )，不 定 芽 的诱 导率 只 有 

27％，而 TDZ与 6～BA，NAA结合使用时，诱导率 

提高到 52 ，可见 TDZ与 6一BA，NAA配合使用 

比单独使用时效果 明显 (图 4)。当 6一BA，NAA浓 

度相同时，不定芽诱导率则随着 TDZ浓度的降低而 

升高，表 明低 浓 度 的 TDZ有 助 于花 生 丛 生 芽 的 

形成。 

： 

Y5 Y7 Y8 Y9 

诱导培养基 

图 4 TDZ对芽诱导的影响 

2．3 丛生芽的继代培养 

将诱导所产生的具芽点外植体分别继代于4种 
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继代培养基 ，不同继代培养基 的平均分化率从 43 

到 57 ，变幅不大(图 5)，但从表 2可以看 出，继代 

培养基与诱导 培养基互作 明显 ，Y6诱 导培养基 与 

F1继 代培养基组合 的不定 芽诱导 率达 83．9 ，而 

继代于 F3培养基诱导率 只有 50．8 ；相反 ，Y7诱 

导培养基与 F1继代培养基配合 ，诱导率仅 19．5 9，6， 

但与 F3继代培 养基配合 ，诱 导率提高 至 43．6％。 

诱导培养基与继代培养基的不同组合诱导率差异很 

大，从表 2可以看出，最佳组合是 Y6与 F1，诱导率 

达 83．9％。 

．}}{L 
Ⅲ 

憋 

继代培养基 

图 5 不同继代培养基的不定芽诱导率 

表 2 不同诱导培养基与继代培养基组合的不定芽诱导效果 

3 结论与讨论 

3．1 外植体及不定芽高诱导率部位 

本研究在以往对不同外植体不定芽诱导率研究 

的基础上 ]，进一步研究发现 ，花生幼叶的不同部 

位不定芽诱导频率明显不同。幼叶近叶柄基部切口 

不定芽诱导率较高，是较理想的不定芽诱导部位 。 

3．2 诱导培养基及继代培养基的培养时间 

在一定激素配比的培养基上培养的时间长短， 

对于芽分化也非常重要。丛生芽到丛生苗是决定最 

终成苗数量的一个关键步骤，有时丛 生芽 的状态很 

好，如果所继代的培养基不适合或者时间不合适，则 

会造成丛生芽不伸长，或者出现扁化苗 、畸形苗等情 

况 。我们除 了采用常规激素外 ，主要观察 ABA和 

TDZ的作用效果 ，ABA与 TDZ对丛生芽的诱导效 

果不错 ，但是通过观察发现 ，在含有 ABA培养基上 

的丛生芽两周后有变黄现象，也许丛生芽在含有 

ABA培养基上时间过长会影响丛生芽的生长发育， 

这些问题有待进一步研究 。因此本次我们采用较短 

的诱导时间，诱导两周后及时转至细胞分裂素浓度 

较低的继代培养基上，以促进丛生芽点进一步分化 。 

诱导培养基采用较高浓度 的细胞分裂素 ，两周后转 

至较低浓度细胞分裂素的继代 培养基 ，可获得较高 

的不定芽诱导率。 

3．3 ABA 与 TDZ的作 用 

本试验结果表明 ，以幼叶诱导不定芽 ，较低浓度 

的生长素和较高浓度的细胞分裂素配合另添加低浓 

度的 ABA效果较好 。ABA是一种具有倍半萜结构 

的植物激素，是一种较强的生长抑制剂，可抑制整株 

植物或离体器官的生长，很少有报道 ABA诱导丛 

生芽的。本试验在 6一BA与 NAA浓度不变 的条 

件下 ，加入 1mg／L ABA不定芽诱导率显著提高 ，可 

见 ABA可以促进花生幼叶丛生芽的分化 。 

TDZ是一种苯基脲衍生物 ，具有很强的细胞分 

裂素活性，已被用于组织培养Clo,n]，本试验中，TDZ 

对诱导丛生芽的作用表现 出一定 的规律 ，较低 的浓 

度能促进不定芽产生 ，但对不定芽进一步分化 的影 

响有待进一步研究 。 
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气象因素对黄淮海夏大豆脂肪含量的影响 

曲 杰 ，海亚耕，庞建新，谷传彦 

(山东省菏泽市农业科学院，山东 菏泽 274000) 

摘要：运用多种数理统计方法，对 1998～2003年黄淮海夏大豆区试南组各试点参试品种的大豆脂 

肪含量与平行观测的气象资料进行分析 。结果表 明：在黄淮海夏大豆区影响脂肪含量的综合 气候 

关键期为 9月上、中旬(鼓粒 中后期)，主导气象因子为 日照时数 ，气温 日较差对其也有重要影响。 

关键词 ：气象因素；大豆 ；脂肪 

中图分类号 ：$565．1 文献标识码：A 文章编号 ：1004—3268(2008)01—0044—03 

脂肪含量是检验大豆品质的重要指标之一 。大 

豆脂肪含量除受品种遗传特性、栽培措施[1 等因素 

影响外 ，还受气象条件[2 的制约。研究表明，纬度 、 

海拔、播期等条件 的改变是通过光、温、水等气象因 

子的变化而影响脂肪含量的。同一地点多年种植同 

一 品种，脂肪含量的变化主要是 由气象条件的改变 

引起的。本研究根据 1998～2003年黄淮海夏大豆 

区域试验南组各试点参试品种 的大豆脂肪含量及其 

对应试点的气象资料，定性并半定量分析大豆脂肪 

含量与气象条件的关系 ，旨在为生产上改进栽培措 

施，提高大豆品质提供依据。 

1 材料和方法 

1．1 资料来源 

以 1998~2003年黄淮海 区试南组郑州、徐州 、 

菏泽、济宁、临沂 5个试点 21个品种(系)的脂 肪含 

量及各试点 同期气象资料(生育期间浇水 1次 ，灌溉 

量按 50mm计)为分析数据 。 

1．2 脂 肪含 量测 定方 法 

脂肪含量测定采用 GB2902— 82索 氏提取法 ， 

以占干物质重量的百分率表示。 

1．3 数 据 分析 方 法 

各试点大豆一般于 6月下旬播种 ，7月下旬 开 

花 ，8月下旬进人鼓粒盛期 ，9月底成熟 。对各试 点 

自7月下旬(开花期)至 9月下旬(成熟期)按旬统计 

的平均气温 T(℃)、温度 日较差 D(℃)、降水量 R 

(ram)和 日照时数 S(h)，与对应试点 的脂肪含量进 

行分析 。各试点每年的大豆脂肪含量均取供试 品种 

的平均值。 

运用相关分析方法确定大豆脂肪含量与各时段 

气象因素的相关系数；利用积分回归分析中的偏 回归 

系数 A(t)值反映气象要素对脂肪含量的影响；用主成 

分分析法决定综合气候关键期；通过计算积分回归中 

偏回归系数 A(t)值的相对变差确定主导气象因素。 
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