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[摘 　要] 　以 8 种基因型的羊草幼穗为材料 ,研究了与愈伤组织诱导、状态调控、分化等过程相关的因素。结果

表明 ,羊草愈伤组织的诱导率在不同基因型羊草幼穗之间存在较大差异 ,使用 N62MS 培养基交替继代 ,培养基中添

加 2. 0 mg/ L 2 ,42D、1. 0 mg/ L ABA、100 mg/ L 水解酪蛋白 (CH) 、300～500 mg/ L 谷氨酰胺 ( Gln)和 500 mg/ L脯氨酸

( Pro) ,可有效改善羊草愈伤组织的生长状态 ,使其保持良好的胚性并提高分化率。
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Abstract : With eight genotypes of Ley m us Chi nensis as t he subject ,induction ,regulation and differenti2
ation of callus were investigated in t his experiment . The result s showed t hat t he different genotypes of

Ley m us Chi nensis differed significantly in t he induction rate ,t he growt h states of callus were improved ef2
fectively ,embryogenic status was bet ter and the differentiation rate was increased when using N62MS medi2
um by t urns ,wit h 2. 0 mg/ L 2 ,42D and 1. 0 mg/ L ABA ,and supplying 100 mg/ L CH ,300 - 500 mg/ L Gln

and 500 mg/ L Pro in subculture.
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　　羊草 ( L ey m us chi nensis) 为禾本科赖草属多年

生根茎型禾草 ,在我国东北及内蒙古东部地区广泛

分布 ,具有产量高、抗逆性强、动物适口性好、营养丰

富等优点 ,是一种重要的牧草资源[ 1 ] 。近年来 ,随着

植物基因工程技术的迅速发展 ,利用转基因技术培

育和改良羊草品种逐渐替代传统的育种方法 ,已成

为一种便捷、实用的良种培育新途径。在对羊草组

织培养及农杆菌介导的转化体系研究中发现 ,羊草

幼穗愈伤组织较叶片和成熟胚愈伤组织容易诱导 ,

植株再生能力强[2 ] ,适宜作为转化受体。而制约羊

草转化率的根本原因在于受体愈伤组织的状态 ,淡

黄色、颗粒状、生长旺盛的胚性愈伤组织转化效率较

高 ,但羊草的愈伤组织多为柔软、粘稠 ,甚至水渍状 ,

且幼穗材料来源受季节限制 ,获得的愈伤组织需要

长期保存 ,而继代次数过多其胚性容易丧失[3 ] 。因

此 ,在转化前应先调整羊草愈伤组织的状态 ,以保证

获得较高的转化率。关于植物愈伤组织状态的调

控 ,前人已从培养基成分、培养方法等方面进行了研

究[4213 ] ,但主要集中在水稻、小麦等模式作物上 ,对

禾本科牧草和草坪草的相关报道较少。本研究以不
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同基因型羊草幼穗为材料诱导愈伤组织 ,并尝试通

过不同的方法改善愈伤组织生长状态 ,提高分化率 ,

以期为羊草高效转化体系的建立奠定基础。

1 　材料与方法

1. 1 　试验材料

选取中国科学院植物研究所试验田栽培的 8 种

基因型羊草幼穗吉生一号、栽培一号、栽培二号、栽

培三号、栽培四号、栽培五号、野生四号和野生七号。

于 2005205 上旬抽穗期采集 ,穗长 4～6 cm。

1. 2 　愈伤组织的诱导和继代

将包裹在叶鞘中的羊草幼穗置于超净工作台

上 ,用体积分数 70 %酒精消毒 1 min ,无菌水冲洗 3

次 ,再用 2 %NaClO 消毒 10 min ,无菌水冲洗 5 次。

然后剥去叶鞘 ,在无菌滤纸上将幼穗切成 4～6 mm

的小段 ,接种到诱导培养基上 ,每皿接种 20 个 ,3 周

后统计愈伤组织诱导率。将新长出的愈伤组织转接

到继代培养基上 ,每 3 周继代 1 次。

诱导和继代培养基为 :MS + 2. 0 mg/ L 2 ,42D +

3. 0 % Su + 0. 75 % Ag ,p H 5. 8。培养箱温度 26

℃恒温 ,暗培养。

1. 3 　愈伤组织状态的调控

以继代 3 次的栽培一号幼穗愈伤组织为材料 ,

采用以下方法调整其生长状态 ,观察愈伤组织颜

色、形态、硬度的变化 ,然后将其转接到分化培养基

上 ,1 个月后统计分化率 (分化率 / % = 分化芽的愈

伤组织数/ 最后 1 次继代愈伤组织总数 ×100 %) ,作

为评价指标。分化培养基为 :MS + 1. 0 mg/ L 62BA

+ 1. 0 mg/ L KT + 3. 0 % Su + 0. 75 % Ag ,p H 5. 8。

培养室温度 22～26 ℃,光照时间 12 h ,光照强度

1 500～2 000 lx。

1. 3. 1 　培养基交替继代调控 　将在 MS 培养基上

继代 2 次的愈伤组织转到 N6 培养基上 ,以 N62MS

培养基交替方式继代 ,并以 MS2MS 和 N62N6 继代

方式为对照 ,继代 3 次后观察羊草愈伤组织状态 ,并

统计其分化率。

1. 3. 2 　激素调控 　以含 2. 0 mg/ L 2 ,42D 的 MS 培

养基为对照 ,改变 2 ,42D 质量浓度 (1. 0 ,3. 0 ,4. 0

mg/ L) ,并添加 1. 0 ,2. 0 mg/ L ABA ,继代 2 次后观

察羊草愈伤组织状态 ,并统计其分化率。

1. 3. 3 　培养基添加物的调控 　以不含任何添加物

的继代培养基为对照 ,分别添加 100 ,300 ,500 mg/ L

水解酪蛋白 (CH) 、谷氨酰胺 ( Gln) 及脯氨酸 ( Pro) ,

继代 2 次后观察羊草愈伤组织状态 ,统计分化率。

1. 4 　统计分析

采用 SPSS FOR WINDOWS (Version 10. 0) 软

件中单因子变异数 , 以及可用于成对比较的

TU KEY法对试验结果进行显著性分析。

2 　结果与分析

2. 1 　基因型对羊草幼穗愈伤组织诱导率及状态的

影响

羊草幼穗在接种后 1～2 周逐渐形成可见的愈

伤组织。刚长出的愈伤组织生长很缓慢 ,呈白色 ,甚

至半透明的水渍状 ,且非常粘稠。不同基因型羊草

幼穗的愈伤组织状态相似 ,但愈伤组织诱导率不同。
表 1 　基因型对羊草幼穗愈伤组织诱导率的影响

Table 1 　Effect of genotype on the callus induction rate

of Ley m us chinensis young spikes

基因型
Genotype

外植体数
Number

of explant s

诱导愈伤组织数
Number
of callus

愈伤组织诱
导率/ %

Callus
induction rate

　吉生一号
　Gisheng21

200 73 36. 5 d

　栽培一号
　Zaipei21

200 179 89. 5 a

　栽培二号
　Zaipei22

200 106 53. 0 cd

　栽培三号
　Zaipei23

200 182 91. 0 a

　栽培四号
　Zaipei24

200 161 80. 5 ab

　栽培五号
　Zaipei25

200 137 68. 5 bc

　野生四号
　Yesheng24

200 95 47. 5 d

　野生七号
　Yesheng27

200 133 66. 5 bc

　　注 :小写字母相同者表示差异不显著 ,小写字母不同者表示差异

显著 ( P < 0 . 05) 。下表同。

Note : Same small let ters show no significant difference at t he

0. 05 level ; different small letters show significant differ2

ence at t he 0. 05 level .

由表 1 可见 ,栽培三号的愈伤组织诱导率最高 ,

达到 91. 0 % ,而野生四号仅有 47. 5 %。统计分析结

果表明 ,不同基因型羊草幼穗愈伤组织诱导率差异

较大。继代 1～2 次的羊草愈伤组织生长速度加快 ,

结构变得致密 ,水渍状况减轻 ,颜色加深变黄 ,但仍

然呈柔软状态 ,只有栽培一号、栽培四号有少数愈伤

组织在核心处有颗粒状出现。这种状态的愈伤组织

在进行农杆菌侵染后呈碎屑状 ,不易成活 ,抗性愈伤

率极低 ,不适于直接作为转化的受体。因此 ,选择愈

伤组织诱导率较高且生长较旺盛的栽培一号愈伤组

织为材料 ,进行状态调控试验。
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2. 2 　培养基交替继代对羊草愈伤组织状态的影响

有研究表明 ,N62MS 培养基交替继代方式有利

于水稻愈伤组织胚性的保持 ,并使植株再生能力的

下降有所减慢[425 ] 。本试验采用 N62MS 培养基交替

处理后发现 ,交替继代 3 次后羊草愈伤组织颜色呈

乳黄色 ,结构变得致密 ,并有明显颗粒状 ; N62N6 继

代的愈伤组织状态与 N62MS 继代类似 ,但生长较缓

慢且容易褐变 ;而 MS2MS 继代的愈伤组织颜色较

浅 ,结构较疏松 ,有些略感粘稠状 ,但生长速度较快。

这可能是由于在 N62MS 交替继代时 ,MS 培养基有

利于愈伤组织的增殖 ,而 N6 培养基有利于愈伤组

织形成致密的结构[4 ] 。由表 2 可知 ,N62MS 交替继

代的愈伤组织分化率高于其他两种方式 ,MS2MS 继

代与 N62MS 交替继代的羊草愈伤组织分化率差异

显著。而 MS2MS 继代的愈伤组织由于增殖量大 ,

即使分化率较低 ,得到的分化芽数与 N62MS 继代的

愈伤组织无明显差异。因此 ,在试验中若需要保持

一定数量的愈伤组织 ,则以 MS2MS 方式继代较快。

2. 3 　2 ,42D 与 ABA 对羊草愈伤组织状态的影响

对栽培一号愈伤组织进行 2 ,42D 与 ABA 不同

质量浓度处理发现 ,继代培养时 ,2 ,42D 质量浓度对

愈伤组织的状态基本无影响 ,但是当 2 ,42D 质量浓

度大于 3. 0 mg/ L 时 ,愈伤组织的生长随 2 ,42D 质

量浓度的增加而受到抑制 ;添加 ABA 的愈伤组织

状态则明显变得致密 ,呈淡黄色 ,有致密颗粒状出

现 ,但较高质量浓度的 ABA 导致愈伤组织褐变增

加。由表 3 可以看出 ,继代培养时 2 ,42D 质量浓度

越高 ,愈伤组织的分化率越低。愈伤组织分化前在

2 ,42D 质量浓度为 2. 0 mg/ L 的培养基上继代培养

1～2 次 ,然后再转移到分化培养基上 ,以及添加 1. 0

mg/ L ABA ,可显著提高愈伤组织分化率。
表 2 　培养基交替继代对羊草愈伤组织分化的影响

Table 2 　Effect of subculture by alternate culture media

on the differentiation of Ley m us chinensis callus

继代方式
Subculture

met hods

愈伤组织数
Number of

callus

愈伤组织分化数
Number of

differentiation

分化率/ %
Differentiation

rate

MS2MS 300 44 14. 67 b

N62N6 300 58 19. 33 ab

N62MS 300 64 21. 33 a

表 3 　2 ,42D 与 ABA 质量浓度对羊草愈伤组织分化的影响

Table 3 　Effect of 2 ,42D and ABA concentration on the differentiation of Ley m us chinensis callus

2 ,42D/
(mg ·L - 1) ABA/ (mg ·L - 1) 愈伤组织数

Number of callus
愈伤组织分化数

Number of differentiation
分化率/ %

Differentiation rate

1. 0 0 160 31 19. 38 b

2. 0 0 160 28 17. 5 bc

2. 0 1. 0 156 57 36. 54 a

2. 0 2. 0 149 33 22. 15 b

3. 0 0 140 6 4. 29 d

4. 0 0 139 7 5. 04 cd

2. 4 　培养基中添加物对羊草愈伤组织状态的影响

培养基中添加 CH、Gln 与 Pro 对羊草愈伤组织

的生长状态有一定影响 (表 4) 。

表 4 　培养基中添加物对羊草愈伤组织分化的影响

Table 4 　Effect of media accession on the differentiation of Ley mus chinensis callus

添加物
Media accession

质量浓度/ (mg ·L - 1)
Concent ration

分化率/ %
Differentiation rate

添加物
Media accession

质量浓度/ (mg ·L - 1)
Concent ration

分化率/ %
Differentiation rate

水解酪蛋白
CH

谷氨酰胺
Gln

0
100
300
500

0
100

17. 50 a
22. 64 a
21. 25 a
12. 50 a
17. 50 a
18. 75 a

谷氨酰胺
Gln

脯氨酸
Pro

300
500

0
100
300
500

18. 87 a
18. 13 a
17. 50 b
16. 25 b
16. 88 b
29. 11 a

　　由表 4 可见 ,添加 CH 和 Gln 愈伤组织颜色呈鲜

亮的淡黄色 ,生长速度加快 ;CH 添加量在 100～300

mg/ L 时 ,愈伤组织的分化率较对照明显提高 ; Gln

添加量在 300～500 mg/ L 时愈伤组织生长状态较

好 ,但 Gln 对分化率影响不显著 ;添加 500 mg/ L

Pro 时愈伤组织分化率显著增加 ( P < 0 . 05) 。

3 　讨　论

植物愈伤组织状态调控的影响因素主要有以下

几个方面。 ( 1 ) 氮源调控。主要通过无机态氮

N H4
+ / NO3

- 比率以及适量添加有机态氮来调控。

高铵态氮的 MS 培养基能刺激愈伤组织的胚胎发生
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和胚性细胞的增殖 ,高硝态氮的 N6 培养基有利于

形成致密的结构 ,保持愈伤组织的胚性 ,不因胚性细

胞过度增殖而丧失胚性[425 ] ,即用 N62MS 交替继代

方式 ,既可以使愈伤组织增殖又能保持其胚性 ,该方

法在水稻中已得到验证 ,在羊草中的应用也得到了

较理想的效果 ;添加 Gln 和 CH 有机氮源 ,可以有效

改善愈伤组织的状态[6 ] ,使其生长加速 ,并保持新鲜

状态。(2) 激素调控。激素是愈伤组织再生植株的

关键因素 ,也是比较难掌握的因素。高质量浓度 2 ,

42D 对愈伤组织胚性保持不利 ,较低质量浓度 2 ,42D

虽能适当保持愈伤组织的分化能力 ,但不利于愈伤

组织的生长[324 ] ;低质量浓度 ABA 对保持愈伤组织

的致密、稳定、结节状结构 ,提高愈伤组织的胚性具

有重要作用 ,对活力高和生长旺盛的松软状愈伤组

织 ,添加 0. 5～1. 0 mg/ L ABA 可以明显促进其向

胚性状态发展 ,但 ABA 质量浓度过高不利于愈伤

组织的胚性调整 ,且容易产生褐变[ 729 ] 。在羊草愈伤

组织的继代过程中 ,使用低质量浓度 2 ,42D (1. 0 ,

2. 0 mg/ L)并配合低质量浓度的 ABA (1. 0 mg/ L) ,

可使愈伤组织保持良好的胚性状态并获得较高的分

化率。(3) 渗透调控。提高培养基中蔗糖和琼脂用

量 ,适量添加 Pro 和 ABA ,采用干燥处理等方法的

目的都是要创造一个高渗条件 ,使愈伤组织在一定

时间内处于脱水状态 ,刺激细胞分裂和阻止 DNA

合成 ,抑制细胞生长 ,从而促使细胞分化 ,提高植株

再生率[425 ,7213 ] 。在愈伤组织继代过程中采用这种方

法调节 ,不但可以增加愈伤组织的保存寿命 ,还可以

在转化过程中得到较高的抗性愈伤率 ,对提高外源

基因转化率有重要意义[10 ] 。(4) 温度调控。分化前

将愈伤组织进行适当的低温预处理 ,可以提高愈伤

组织的再生频率[10 ] ;李双成等[5 ] 研究证明 ,高温处

理也有类似的效果。此外 ,还有通过分化 - 脱分化

处理[ 4 ] ,在培养基中添加 KCl [ 6 ] 、AgNO3
[5 ] 、DM2

SO [5 ,10 ]等方法来改善愈伤组织的状态 ,提高植株再

生率。这些方法是否都能够在羊草中起作用 ,还有

待进一步研究。

由于禾本科植物自身的特点 ,使得许多牧草和

草坪草的组织培养及再生体系极不完善 ,因此禾本

科牧草与草坪草的转基因研究 ,大多处于遗传转化

体系的建立和完善阶段 ,转化率很低[14 ] 。本研究对

羊草组织培养体系的进一步完善 ,对利用基因工程

改良羊草具有重要的推进作用 ,同时也为其他禾本

科牧草和草坪草组织培养系统、以及遗传转化系统

的完善提供了参考。
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