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苜蓿组织培养体细胞胚发生体系的建立 

刘艳芝，王玉民，邢少辰，王中伟，董英山 
(吉林省农科院生物技术研究中心，吉林 公主岭 136100) 

摘要：采用17个农艺性状优良的苜蓿 Medie’ago sativa丰产品种，诱导体细胞胚发生。结果表明：苜蓿无菌苗 

子叶在舍有2．0 mg／l 2，4-D和0．25 mg／l KT的MS培养基(有机物质有改变)上诱导出愈伤组织；愈伤组 

织在含有0．05 mg／[ NAA和0+5 mg／I 6-BA的MS培养基上形成胚性愈伤组织。并伴随着体细胞胚的发 

生；发育到子叶期的体细胞胚在不加任何激素的 MS培养基上瓤可以萌发 ，再生成完整植株。 
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建立一个好的受体系统是实现基因转化的先 

决条件，关系到基因转化的成败，而受体系统的建 

立主要依赖于植物组织培养技术。植物组织培养 

再生途径有 2种，一种是器官发生途径，另一种是 

胚胎发生途径。体细胞胚的发生是指二倍体或单 

倍体细胞在未经性细胞融合的情况下，模拟有性 

合子胚发生的各个阶段而发育形成一个新个体的 

形态发生过程。经体细胞胚发生的在形态结构和 

功能上类似有性胚的结构称之为胚状体，它们可 

以像有性胚那样发育成完整的植株。体细胞胚发 

生不仅具有普遍性L】]，而且具有数量多、速度快、 

结构完整的特点__2]，是最为理想的基因转化受体 

系统。建立高效的体细胞胚发生体系可为高等植 

物在细胞水平上进行遗传操作及品种改良提供有 

效途径 。 。 

苜蓿Medicago sativa是豆科多年生草本植 

物，是世界公认的优良牧草，受到很多国家的重 

视。在发达国家，转基因技术已经被广泛用于苜 

蓿研究的许多领域，并在苜蓿抗性育种、减少膨胀 

病危害、提高干物质消化率、生物可降解材料开 

发、生物土壤改良、生物疫苗及活性制剂等方面取 

得了进展和突破。我国在苜蓿转基因研究方面进 

展不是很快，其原因是起步较晚、尚不完善的组织 

培养体系成为主要的制约因素。为此采用 l7个 

农艺性状优良的紫花苜蓿丰产品种，诱导体细胞 

胚发生，直至获得再生植株，建立了1个适应范围 

较为广泛，并具有可重复性的再生体系，为实现外 

源基因的高效遗传转化奠定了基础。 

1 材料和方法 

1．1愈伤组织的诱导 苜蓿种子经常规灭菌 

后接种于不含激素的 MS培养基上，1周后取无 

菌苗子叶作为外植体，子叶近轴面向上，接种于 

MS+ 2，4一D 2 mg／I + KT 0．25 mg／I + 水解 

酪蛋白 2 000 mg／i 的诱导培养基上。培养温度 

为(25±1)℃，每天光照 16 h，光照强度 1 500 lx。 

培养 8 d左右，愈伤组织从叶柄处形成，2周后几 

乎整个外植体都愈伤组织化。 

1．2胚性愈伤组织的获得 将整块的愈伤组 

织转 移到 MS十NAA 0．05 mg／I +6一BA 0．5 

mg／I 培养基上，逐渐地有黄色的颗粒状愈伤组 

织出现，2周后出现大量的胚性愈伤组织。 

1．3体细胞胚发生与萌发 挑取颗粒状的胚 

性愈伤组织转 移到 MS十NAA 0．05 mg／I + 

6一BA 0．5 mg／I 培养基上，10 d左右逐渐地出现 

绿色的簇状胚状体。将胚状体进行快速干燥处 

理，然后转入无激素的 MS培养基中，1周即可萌 

发成完整的植株。 

2 结果与分析 

2．1愈伤组织的形成 苜蓿无菌苗子叶在诱 
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导培养基上培养 2周 ，即可形成大量的淡黄色、疏 

松的愈伤组织。l7个品种全部都可以诱导出愈 

伤组织，诱导率均为 100 ，且在这一阶段各品种 

的愈伤组织形态差别不大。不同的外植体在初期 

诱导形成的愈伤组织类型有明显的不同，而外植 

体最初形成的愈伤组织形态类型能够影响后期胚 

状体的产生。宫相忠【5 利用无菌苗下胚轴诱导出 

的初期愈伤组织为白色、疏松状，是典型的非胚性 

愈伤组织；李望丰 ]从无菌苗根诱导出的愈伤组 

织呈粘稠浆糊状，最后结果是产生少量的胚状体； 

梁慧敏_7 对诱导出的愈伤组织进行了分类。I型 

为浅黄色，表面有不规则的突起，松软粘连、无组 

织结构、生长迅速；Ⅱ型为白色至浅黄色。有致密 

紧实的绿色内核，表面有突起；[1I型为浅黄色．表 

面为细小突出颗粒。无组织结构，干燥易碎。其中 

I型和Ⅲ型不能产生胚状体，Ⅱ型愈伤组织在继 

代中有极少量可直接产生胚状体，转入胚状体诱 

导培养基后能产生胚状体。笔者得到的愈伤组织 

与Ⅲ型非常相似，但结果却不同，获得大量的胚状体 

可能是由于后来继代培养基的激素调控所导致的。 

2．2胚性愈伤组织的获得 将诱导出的愈伤 

组织全部转移到去除 2，4一D、附加 6一BA的培养基 

上，部分愈伤组织逐渐出现黄色的、颗粒状结构， 

甚至整块都呈现颗粒状的松散形态，同时还伴随 

着绿色胚状体的出现。徐恒[{；]利用下胚轴、嫩茎、 

子叶和根作外植体最终诱导的胚性愈伤组织也都 

表现出同样的形态。试验的 17个品种都获得了 

胚性 愈伤 组织，诱 导率 最高 为 78 。最低 为 

6．7 。不能形成胚性愈伤组织的愈伤组织有的 

仍然快速生长，有的几乎停止生长，并逐渐褐化， 

这2种状态的愈伤组织最后都没能产生胚状体。 

为此认为，培养基中的2，4一D和 6-BA在愈伤组 

织中。只有达到一个最佳的平衡状态，才能诱导产 

生胚性愈伤组织，如果 2。4一D在愈伤组织中过多 

积累就导致了细胞生长势大于细胞分裂势，从而 

使非胚性细胞大量增殖；反之2，4一D积累的水平 

不够，也不能与 6 BA共同在愈伤组织内产生 良 

好的协同作用，诱导出胚状体。张万军[9]在试验 

中也发现，苜蓿体细胞胚发生是 2，4一D和．KT协 

同作用的结果。 

2．3胚状体的产生与萌发 挑取颗粒状的胚 

性愈伤组织转移刘减低 6-BA浓度的培养基上，在 

愈伤组织表面很快产生胚状体。因为胚状体是持 

续不断地产生。因此能看到各个发育阶段的胚状 

体，最多的是球形胚和簇状的子叶胚，每簇有胚状 

体20~30个。将发育到子叶期的胚状体进行快速 

的干燥处理，然后转入去除激素的 MS培养基中， 

胚状体 1周左右即可萌发，形成完整植株。当植株 

长至5～6 dm高。有3～5条根时，即可练苗移栽， 

移栽成活率达 95 以上。分析萌发率和移栽成活 

率都较高的原因，是体细胞胚具有良好的极性，体 

细胞胚发生的植株具有较高程度的完整性。 

3 讨论 

3．1在苜蓿体细胞胚发生时，胚状体大部分出现 

在愈伤组织的表面，也有少部分出现在愈伤组织 

的内部。贺晓Do7对发生过程进行了观察，发现苜 

蓿体细胞胚是起源于愈伤组织中的一些胚性细 

胞，这些细胞或成群发生于愈伤组织表面，或单个 

发生于愈伤组织深处。宫相忠[5 的观察结果也证 

实苜蓿体细胞胚的发生是起源于单个的胚性细 

胞，至于体细胞胚与其发生的位置究竟有什么必 

然联系，还没有很好的解释。 

3．2苜蓿体细胞胚发生是一个持续的过程，胚性 

愈伤组织可长期保持发生潜力。梁慧敏[jI]在试 

验中连续 8次继俺保持了稳定的胚状体分化能 

力。在该试验中诱导获得的胚性愈伤组织已经保 

持 1年多，仍然可再生植株。在试验中还发现次 

生胚现象，就是在一些发育畸形的胚状体上出现 

大量新的胚状体，且发生率很高，分离后可正常萌 

发，获得再生植株。梁慧敏[7]也在试验中发现了 

次生胚的形成，并且发生周期短、数量大，认为它 

也可以作为很好的转化受体。 

3．3以胚性愈伤组织或胚状体进行外源基因转 

化，其优点是胚性组织生长迅速，细胞处于旺盛的 

分裂状态，更有利于接受外源基因。苜蓿体细胞 

胚发生体系作为转基因受体系统 除具有上述优 

点外，还因为苜蓿无论是哪一种体细胞胚发生形 

式，都表现出再生频率高、周期短的特点，并且再 

生基因型范围也较为广泛，因此是转基因的首选 

受体系统_l 。 
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Establishment of alfalfa somatic embryogenesis system from tissue culture 

I IU Yan-zhi，WANG Yu-min，XING Shao chen。WANG Zhong—wei，DONG Ying—shan 

(Bi0technol0gical Research Centre，Jilin Academy of Agrieultural Sciences， 

Gongzhuling 136100，China) 

Abstract：Callus were induced from seedling cotyledon of alfalfa on MS medium containing 2．0 mg／I 

2．4一D and 0．25 mg／I KT．Embryogenic callus accompanying somatic embryogenesis formed on MS 

containing 0．05 mg／L NAA and 0．5 mg／I 6一BA．Somatic embryos germinated on MS basa1 medium 

free of plant growth regulators developed into plantlet． 

Key words：alfalfa；callus；somatic embryogenesis；plant regeneration 

大米草有望变害为宝 

外来人侵物种大米草有望变害为宝，成为清洁的生物能源。2005年底，由山东大学等单位完 

成的大米草气、电、热三联供技术研究课题已通过项目鉴定。 

该项目采用热解气化技术，用大米草生产可燃气体用于炊事、发电、供热等。据项目示范工程 

专家组副组长黄寿祺介绍，该项目采用热解气化技术，将大米草在缺氧状态下加热反应，使碳、氢等 

元素变成一氧化碳、氢气、甲烷等可燃气体，通过净化处理后，经输配管网输送用于炊事、发电或供 

热等，终端是清洁廉价的绿色能源产品。0．5 kg大米草可生产 1 m。可燃气体，3 kg大米草便可生 

产三口之家一天用的可燃气体。2 m。可燃气体可发电 1 kW ·h。 

大米草是美国的互花米草与欧洲米草的杂交种，我国 1963年引进，用于保滩护岸、促淤造陆。 

然而大米草每年以五六倍的速度自然繁殖扩散，成为草害，大米草草场年产鲜草 15~30 t／hmz。 
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