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苜蓿不同品种愈伤组织诱导、分化和再 
生能力的比较研究 
张 何 。黄其满 

中国农业科学院生物技术研究所 ，北京 100081 

摘要 以新疆大叶、甘农 1号、甘农 3号和陇东4个苜蓿品种的下胚轴、子叶和子叶节为外植体，比较了不同苜蓿品种及外植体愈 

伤组织诱导、分化及再生能力的差异，研究了不同浓度及配比的植物生长调节物质对愈伤组织诱导和芽分化再生的影响。结果表 

明 ，4个苜蓿品种再生能力依次 为新疆大叶>甘农 3号>甘农 1号>陇东苜蓿 ，下胚轴 外植体在愈伤诱导培养基 (MS+2 mg／L 2，4一 

D+O．2 mg／L ZT)上出愈率分别为 94％ ，83％ ，71％和 58％，胚性愈伤组织在分化培 养基 (MS+O．2 mg／L ZT+50 mg／L谷 氨酰胺 )上 

分化率分别 为 15．8％ ，9．2％，7．1％和 4．5％；下胚轴再生能 力优 于子叶节和子叶 ；丛生芽在生根培 养基 (1／2 MS)上 生成 完整的根 ； 

备品种 的再生苜蓿植株均成功移栽到土壤 中。成活率 100％。上述 4个苜蓿 品种分化再 生能 力的阶段 性研 究结果为今后 通过基 因 

工程方法改 良苜蓿奠定 了基础。 
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gbtamet In this paper,a comparison is made on callus induction， ： 

differentiation and regeneration capacity of cotyledons，cotyledonary 

nodes and hypocotyls of four alfalfa cuhivars：XinjiangDaye， } 

Longdong，Gannong No．1 and Gannong No．3．The effects of different 

combinations and concentrations of plant growth regulators on callus 

induction and shoot difierentiation are studied．Th e results show that 

the regeneration capacity of different cuhivars is in the following 

orden XInjiangDaye>Gannong No．3>Gannong No．1>Longdong，with 

hypocotyls being better than cotyledons and cotyledonary nodes． ： 

Callus formation frequencies of hypocotyls on MS+2mg／L 2 4一D+ 

0．2mg／L ZT are，respectively，94％ ，83％ ，71％ and 58％ ．Shoot 

differentiation frequencies on MS 4-0．2rag／L ZT+50mg／L Glutamine l 

are，respectively，15．8％，9．2％ ，7．1％ and 4．5％ ．Th e regenerating 

shoots would develop rooting systems，which grow well on 1／2 MS 

media．All regenerated alfalfa plantlets were successfully transferred 

into the soil．This study on alfalfa regenerated capacity provides a 

~undation for further alfalfa improvement through genetic 

engineering strategies． 

Ksyworas alfa~a；callus induction；differentiation and regeneration； 

tiss1Je culture 

0引言 

苜蓿 (Medicago sativa L．)是我国也是世界上重要的豆科 

牧草之一 ，在我国已有两千多年的栽培历史．其营养价值被列 

在各种牧草的首位，素有“牧草之王”的美誉[1l。但现有 的苜蓿 

品种 已经不能满足畜牧业对牧草品质 日益提高的需求 ，迫切 

需要培育优质的苜蓿新品种。现代生物技术的迅速发展为苜 

蓿品种的改 良提供了新的手段 ，而采用生物技术方法改良苜 

蓿新 品种的前提是要利用植物组织培养技术建立 高效的再 

生系统。 

1972年 ．Saunders等[21从苜蓿未成熟的花药 、子房 、子叶 

愈伤组织分化再生植株获得成功 ，标志着苜蓿组织培养研究 

的开始。1981年。杨燮荣等同在 国内首次报道利用苜蓿叶片 、 

叶柄和茎段为外植体诱导愈伤组织 共获得 33株再生植株。 
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苜蓿再生体系的研究 中，国内对新疆大叶 、甘农苜蓿等品种的 

报道不多 ，马海燕等以新疆大叶苜蓿无菌苗下胚轴为外植体， 

研究两种诱导培养基对愈伤组织生长 的影响以及增殖培养 

基中附加谷胱甘肽对愈伤组织增殖 、分化及再生的影响 ，筛 

选出新疆大叶苜蓿具有高分化能力的基因型 6个I4] 经过多 

年实验，研究人员发现包括苜蓿叶片 、叶柄 、子叶 、子叶节、胚 

轴 、根等很多部位都可以作为外植体再生植株 ，其中应用最 

多的是子叶和下胚轴[5-91。在诱导苜蓿愈伤组织和分化再生时， 

许多研究者 的工作证明 2，4一D，ZT，KT，BA等植物激素 的 

合理组合都能成功地诱导植株再生 。Stuart等报道加入氨 

基酸对紫花苜蓿的体胚形成有一定 的影响ll8 。本研究以新 

疆大叶 、甘农 l号 、甘农 3号和陇东苜蓿 4个品种 的下胚轴 、 

子叶和子叶节为外植体，比较不同苜蓿品种及外植体分化再 

生能力 ，研究了不同浓度及配 比的植物生长调节物质对愈伤 

组织诱导和芽分化再生的影响，为下一步进行苜蓿遗传转化 

研究奠定了重要基础。 

1材料和方法 

1．1实验材料 

陇东苜蓿、新疆大叶、甘农 l号和甘农 3号的苜蓿种子由 

北京林业大学卢欣石教授赠送。 

1．2实验方法 

1．2．1种子萌发 

将饱满的苜蓿种子在灭菌蒸 馏水 中浸泡 l0 min后 ．用 

75％酒精处理 2 min，然后用 0．1％升汞溶液消毒 lO min，无菌 

水洗涤 3～5次，接种在 1／2 MS培养基上 ，26％条件下暗培养 2 d， 

待种子萌发后转为光照培养 ，光照周期 为光照／黑暗=16 h／8 

h，培养温度为 26％／21℃。 

1I2_2愈伤组织诱导 

待 3 d子叶完全展开而真叶尚未长出时 ，切取其下胚 

轴、子叶和子叶节进行暗培养。所用的愈伤组织诱导培养基以 

MS为基本培养基仁q，分别添加不同浓度的 2 4--D，ZT和 KT，每 

隔 3周继代一次，培养 30 d后统计出愈率并观察生长情况。 

1_2．3愈伤组织分化 

外植体在上述培养基上培养生成愈伤组织后 ．转入 以 

MS为基本培养基并添加不同浓度 ZT和谷氨 酰胺 的分化培 

养基上光照培养 ，每隔 3周继代一次 ，培养条件与种子萌发 

相同。试验筛选出愈伤组织分化频率相对较高的培养基组合 

并观察后期生长情况。 

1_2．4再生植株获得 

将分化得到的不定芽转至 1／2 MS生根培养基上进行培 

养。20 d左右待幼苗长出 3～4条根，打开瓶盖炼苗 l d，小心 

取出幼苗用 自来水将根部的培养基洗掉 ，再移至土壤 中(土 ： 

草碳 ：蛭石=3：2：1)培养 ，以获得再生植株。 

2实验结果 

2．1不同苜蓿品种及外植体出愈率的比较 

在含有 1．0 mg／L 2,4一D的 MS培养基上 ，不同苜蓿品种 
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及相同品种的不同外植体间出愈率差异很大。新疆大叶苜蓿 

下胚轴的出愈率可以达到 91％，而陇东苜蓿 出愈率仅为 51％。 

不同苜蓿品种间出愈率差异为 ：新疆大叶>甘农 3号>甘农 l 

号>陇东苜蓿 ；下胚轴出愈率优于子叶节和子叶(见图 1)。因 

此，选择新疆大叶苜蓿下胚轴为最佳的愈伤诱导外植体。 

luu 
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图 1 不 同苜蓿品种及外植体 出愈率的 比较 

Fig．1 Comparison of callus formation frequency of 

different alfalfa cultivars and explants 

2．2不同激素配比诱导愈伤及愈伤组织生长情况 

将新疆大叶、甘农 3号 、甘农 l号和陇东 4个苜蓿品种的 

下胚轴在含两种不同浓度激素 的 MS培养基上进行愈伤组织 

的诱导培养(见表 1)，观察愈伤组织形成的情况(见图2)。从 

本实验可知 ，在 2．0 mg／L 2．4一D和 0．2 mg／L ZT组合下愈伤组 

织的诱导能力最强 ，出愈率达到 94％。 

表 ' 不同激素组合对愈伤组织诱导的影晌 

， I，e。 1 Effec~ different phytohormone 

combinations on callus in~ tion 

2．3不 同植物生长调节剂配比对分化率的影响及分化情况 

将新疆大 叶、甘农 3号 、甘农 l号 、陇东 4个苜蓿 品种的 

愈伤组织在含 ZT、谷氨酰胺两种植物生长调节物质的 MS培 

养基上进行分化培养(见表 2)，观察愈伤组织的分化情况 (见 

图 3)。从本实验可知 ，在 MS+0．2 mg／L ZT+50 mg／L谷氨酰胺 

的培养基中分化能力最强 ，分化频率达到 15．8％。 

2．4生根和移栽 

将出现的分化芽转接到 1／2 MS生根培养基上，26℃光照 

培养 3周后根生成 。当再生的小植株 出现多条健壮根时 ，经 

过炼苗 ，将幼苗从 三角瓶 中取出并移栽于土壤 中，移栽成活 

率 lO0％(见图 4)。 
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图 2 不同品种 苜蓿下胚轴在愈伤 诱导培养基上形成的愈伤 ，从左到右 

依次为新疆大叶，甘农 1号 ，甘农 3号和 陇东苜蓿 4个 品种 

Fig．2 Explants were developed into calli on callus-induction media，left to right are XinjiangDaye 

Gannong No．1，Gannong No．3 and Longdong，respectively 

0l√ 0lll i00 0●≯ | 莠2 雕 笏兰 博旁瘌愿 分 摹 簟 譬|“l 
番尊雾臻誊 |势 稳螽群z蘑黪警嚣誊|勰0。 | ． | |■ 囊磨t越 Ⅲ-≯l √ t ill l7 静 f毋 船 of diffemnt~ ntrations of nt growth regulators 011 shoot diffemn绪 。。磐|擘 嚣 

植物生长调节剂浓度／(mg·L ) 分化率／％ 

图 3 愈伤在 分化培养基上形成 的再 生芽 ，从左到右依次为新疆大叶、甘农 1号 、甘农 3号和陇东苜蓿 4个 品种 

Fig．3 Calli were developed into shoots on shoots-differentiation media，left to right are XinjiangDaye，Gannong No．1 

Gannong No．3 and Longdong，respectively 

图 4 移栽到土壤中的不同品种再生苜蓿植株。从左到右依次为新疆大叶、甘农 1号、甘农 3号和陇东苜蓿 4个品种 

Fig．4 Different regenerating alfalfa plantlets in the soil，left to right are XinjiangDaye，Gannong No．1，Gannong 

No．3 and Longdong，respectively 
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3讨论 

目前 ，苜蓿基因转化的受体主要来源于组织培养途径 ， 

作为遗传转化的受体系统，要求具有较强的再生能力、较高 

的遗传稳定性 、稳定的外植体来源等优点 。尽管国内开展苜 

蓿组织培养及遗传转化的研究工作很多 ，但许多再生体系的 

方案比较脆弱。即使对同一个 品种，不同的研究者得 出的结果 

也不尽相 同。根据国内外文献的报道 ，影响苜蓿组织培养效 

果的因素很多，品种基因型、外植体类型 、培养基种类以及激 

素浓度配置组合都会影响苜蓿 的分化再生。 

本研究通过对新疆大叶 、甘农 3号 、甘农 1号和陇东4个 

苜蓿品种分化再生能力进行 比较 ，发现新疆大叶再生能力优 

于其他品种。新疆大叶苜蓿是新疆地区培育出的一种地方栽 

培品种 ，具有产量高 、抗寒性强等优 点 ，但对盐碱 的耐性弱 ， 

建立新疆大叶苜蓿组织培养再生体系可以为培育耐盐等抗 

逆苜蓿品种奠定基础 。此外 ，研究发现相 同苜蓿 品种的下胚 

轴 、子叶等不同外植体间的愈伤组织诱导率和体胚分化率都 

表现出很大差异 ，下胚轴再生能力最好 ，这与梁惠敏 、王强龙 

等报道的结论一致 [681。在不同的激素组合培养基的筛选实验 

中 ，最佳 愈伤 诱导 培养 基 与潘 竞丽 等报 道 在 MS+2．0mg／L 

2’4一D+0．2 mg／L KT培养基上得到最好诱导效果的结论不同l2l1： 

在不定芽的分化诱导中，最佳培养基为 MS+0．2 mg／L ZT+50 

mg／L谷氨酰胺 ，国内还未见有关谷氨酰胺和 zT组合对苜蓿 

分化再生影响的报道。目前存在 的问题是分化频率不高和再 

生周期长，在今后的实验中还需要进一步研究添加其他植物 

生长调节物质对提高分化频率和缩短再生周期的影响。另 

外 ，对再生体系建立过程中一些植物 内源激素变化 和形成机 

理的探索也将有助于苜蓿再生体系的深入研究。 

从 20世纪 80年代后期开始 ，国外基因工程 中的许多先 

进技术已被广泛应用于苜蓿研究 的各项领域 ．并在苜蓿抗性 

育种 、减少臌胀病危害 、提高 干物质消化率等方 面取得 了进 

展。我国在上述方面的研究起步较晚，研究水平亟待加强。目 

前 ，我国苜蓿种植面积已达约 133．3万 hm ，专家预计到 2010 

年可达约 600多万 hm2。我们相信，随着苜蓿种植面积的迅速 

增加以及苜蓿产品深加工市场将逐步扩展 ，苜蓿 的经济效益 

和生态效益将得到更充分 的体现lll，苜蓿组织培养及遗传转 

化 的成果将发挥越来越重要的作用 ．这必将对我 国草业科学 

的发展起到重要推动作用 
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