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　　柳枝稷（ＰａｎｉｃｕｍｖｉｒｇａｔｕｍＬ．）为多年生草本 Ｃ４植物，在
北美洲广泛种植［１］。柳枝稷植株高大，具有根系发达、防风

固沙能力强、耐瘠薄等优点，是沙漠绿化的理想植物［２］。柳

枝稷可合成燃料乙醇、甲醇、沼气、氢气等，由于其能源产出率

高，在乙醇生产过程中易降解，被美国政府确定为替代玉米生

产燃料乙醇的首选能源植物［３］。保存并快速繁殖优质材料

是现代生物育种技术的重要研究内容。Ｘｉ等研究发现，柳枝
稷是一种异型杂交的多倍体单子叶植物，具有高度的自交不

亲和性［４］。因此，通过遗传转化获得具有高遗传力的柳枝稷

转基因品种变得尤为重要，转基因育种的前提是建立高效的

植物组织培养体系。现有的柳枝稷组培研究中，外植体多为

叶片、茎尖、节间及幼穗，以这些材料作为外植体，愈伤诱导率

普遍较低，且容易受生长周期及季节限制。本研究以柳枝稷

成熟种子为材料，探索愈伤诱导过程中最佳外源激素配比，从

而建立柳枝稷种子组培快繁体系，旨在为开发利用柳枝稷资

源提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

柳枝稷品种为Ａｌａｍｏ（北京市农林科学院），用自来水冲
洗脱壳后的成熟种子，去掉杂质，用无菌水浸泡１２ｈ，冲洗后
风干，置于４℃冰箱中备用。
１．２　方法
１．２．１　培养基配制　愈伤组织诱导及分化以 ＭＳ为基础培
养基，采用３因素３水平进行试验（表１），ｐＨ值为８．０。生根
培养基为 １／２ＭＳ＋ＮＡＡ（０．４、０．８、１．２、１．６ｍｇ／Ｌ）＋３％ 蔗
糖＋０．７５％ 琼脂，ｐＨ值为８．０。配制完成后，１２１℃高压灭
菌１５ｍｉｎ，待温度冷却至５０～６０℃时摇匀，倒入培养皿中，置
于超净台风干备用。

１．２．２　种子处理　挑选干燥饱满的种子，首先用６％ ＮａＣｌＯ
溶液消毒２．５ｈ，轻轻搅动使ＮａＣｌＯ与种子充分接触，然后用
无菌水清洗３～５遍，浸泡１２ｈ。之后用６％ ＮａＣｌＯ溶液消毒
２０ｍｉｎ，用无菌水清洗种子３～５遍［５］。在无菌条件下，将处

理好的种子接种到愈伤诱导培养基中进行培养。

１．２．３　培养条件　选择同一批成熟种子作为外植体进行愈
伤组织诱导及分化试验，每处理重复５次，每个培养皿中接种
３０粒种子，置于光照培养箱中培养。培养３０～４５ｄ后，选择
株高为２～４ｃｍ的再生苗，切下幼苗转入生根培养基中，继续
置于光照培养箱中培养，每个组培瓶接种１２个外植体，每浓
度重复４次，培养１０～１５ｄ。愈伤组织诱导培养基试验因素
及水平见表１。ＧＺＸ－３００ＢＳ－４光照培养箱（上海新苗医疗
器械制造有限公司）培养温度设置为２４℃，光照培养时间为
１６ｈ／ｄ，光照强度为１２０００ｌｘ。
１．２．４　生长指标测定　接种后，每３ｄ统计１次胚芽数目、
胚根出现时间及数目、愈伤组织出现时间及数目等指标。培

养３０～４５ｄ后，统计种子发芽率及愈伤诱导率，确定最佳愈
伤组织诱导培养基激素配比。在诱导培养基上培养一段时间

后观察愈伤组织的生长情况，观察并统计分化出的不定芽生
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表１　愈伤组织诱导培养基试验因素及水平

组合
２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

１ ６ ０．５ ０．２
２ ６ １．０ ０．６
３ ６ １．５ １．２
４ ４ ０．５ ０．６
５ ４ １．０ １．２
６ ４ １．５ ０．２
７ ２ ０．５ １．２
８ ２ １．０ ０．２
９ ２ １．５ ０．６

长情况及数目。愈伤诱导分化培养完成后，接种到生根培养

基中继续培养１０～１５ｄ，观察不同浓度ＮＡＡ对再生苗生根的
影响，记录生根外植体及根的数目。

２　结果与分析

２．１　不同激素配比对种子萌发时间及萌发率的影响
由表２可知，培养５～７ｄ后，大多数种子都能在愈伤组

织诱导培养基上萌发，且不同浓度激素对柳枝稷种子的萌发

时间及萌发率均有显著影响。当 ２，４－Ｄ浓度为 ６ｍｇ／Ｌ、
６－ＢＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ浓度为０．６ｍｇ／Ｌ时，种子接种
后３ｄ即开始萌发，萌发率达 ８２％。当 ２，４－Ｄ浓度为

６ｍｇ／Ｌ、６－ＢＡ浓度为１．５ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ浓度为１．２ｍｇ／Ｌ时，
种子萌发时间延迟，接种后 ７ｄ才开始萌发，且萌发率仅为
３５％。由此可知，柳枝稷种子萌发的最佳培养基为 ＭＳ＋
２，４－Ｄ６ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．６ｍｇ／Ｌ。

表２　不同浓度激素配比对芽形成及愈伤组织诱导的影响

组合
萌发时间

（ｄ）
芽形成数

目（个）

愈伤诱导率

（％）
愈伤出现

时间（ｄ） 生长情况

１ ４ ８０ ６０±６．５２ ７ ＋＋＋
２ ３ １０８ ８２±５．１５ ９ ＋＋＋
３ ７ ２８ ３５±４．１８ １０ ＋
４ ３ ４０ ４７±６．０４ １１ ＋
５ ３ ８０ ５９±５．３４ ７ ＋＋
６ ３ ６４ ５１±６．４０ ７ ＋＋
７ ５ ３２ ４３±４．６４ １２ ＋
８ ３ ４８ ５６±６．４０ ５ ＋＋
９ ４ ７６ ５０±５．７０ ９ ＋＋

　　注：“＋＋＋”表示愈伤组织长势极好，形成的愈伤组织数目、大小
均比较理想；“＋＋”表示长势良好；“＋”表示长势一般，形成的愈伤
组织数目较少，体积较小。

２．２　不同激素配比对愈伤组织诱导及分化培养的影响
经消毒处理的成熟种子培养５ｄ后，部分培养基上开始

有愈伤组织形成，随后逐渐变大，并且随着愈伤组织的增大其

表面逐渐变得干燥，质地紧密结实，颜色多为黄色、嫩绿色

（图１－ａ）。当 ２，４－Ｄ浓度为２ｍｇ／Ｌ、６－ＢＡ浓度为
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０．５ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ浓度为１．２ｍｇ／Ｌ时，形成愈伤组织所需的时
间最长，即培养１２ｄ后才能观察到愈伤组织的形成。不同激
素配比下，外植体愈伤组织的长势也有显著差别（图１－ｂ）。
在愈伤诱导培养基上培养２５ｄ后，不同激素配比处理下愈伤
组织在色泽、大小等指标方面差异较大，愈伤诱导率最高可达

８２％，最低仅为３５％（表２）。一部分愈伤组织色泽淡黄，体
积较小且表面干燥疏松；另一部分愈伤组织色泽嫩绿，体积较

大且表面紧实，具有较强的再分化能力，可用于诱导成苗。这

些生长状态良好的愈伤组织培养一段时间后体积逐渐增大，

且伴随出现一些白色颗粒状胚状体。继续培养１０ｄ后，有些
原本白色的胚状体凸起，分化为嫩绿色的幼芽（图１－ｃ）。随
着培养时间的延长，新形成的幼芽逐渐变绿，并且直立生长，

有的幼芽长势较快，接种到培养基上１５ｄ后可长至２～３ｃｍ。
体积较小的愈伤组织接种一段时间后，分化出一些零星的幼

芽，随后幼芽停止生长。将切割后的分化组织接种到新培养

基上培养２０ｄ，有的芽能长出长约４～６ｃｍ的新叶，并从嫩绿
色变成翠绿色（图１－ｄ）。愈伤组织诱导及分化的最佳培养
基为 ＭＳ＋６ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．６ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋３％ 蔗糖＋０．７５％ 琼脂，ｐＨ值为８．０。
２．３　不同浓度ＮＡＡ对不定芽生根的影响

在愈伤组织诱导及分化的最佳培养基上培养４０ｄ后，愈
伤组织开始分化出大小不一的不定芽。选择长势较一致的不

定芽切割后接种到含有不同浓度 ＮＡＡ的生根培养基上进行
生根诱导（图 １－ｅ）。结果表明，当 ＮＡＡ浓度为 ０．８ｍｇ／Ｌ
时，生根时间最短，７ｄ后即可观察到白色凸起并逐渐形成新
根，生根率可达 ９０％以上（表 ３），每棵再生苗均能诱导出
１５～２０条新生根（图１－ｆ）。当 ＮＡＡ浓度过低（０．４ｍｇ／Ｌ）
或者过高（１．６ｍｇ／Ｌ）时，新根都会延迟出现。在生根的同
时，新生苗新叶长势良好（图１－ｇ），平均长约 １０ｃｍ，部分甚
至高达２０ｃｍ（图１－ｇ）。

表３　不同浓度ＮＡＡ对不定芽生根率及生根数目的影响

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

外植体数目

（个）

生根数

（条）

生根率

（％）

０．４ ４８ ３２ ６６．６±３．４０
０．８ ４８ ４５ ９３．７±５．８９
１．２ ４８ ３４ ７０．８±５．３７
１．６ ４８ ２７ ５６．２±３．８９

２．４　炼苗
当大部分新生苗长出数量不一的新根后，将组培瓶上的

封口膜去掉，继续在培养箱中培养２～３ｄ，随后将培养基取出
置于室温下培养，并在培养基表面加入少许无菌水，继续培养

３ｄ后，将新苗从培养基中轻轻取出，避免损伤根部。用无菌
水将幼苗表面的培养基冲洗干净，移栽至花盆中继续培养，用

塑料薄膜覆盖以防止水分大量流失。每天用无菌水浇洒新

苗，待新苗长势稳定后，将花盆搬至室外继续培养炼苗（图

１－ｈ）。当培养条件适合时，大部分幼苗都能正常存活，并且
稳定生长（图１－ｉ）。

３　结论

Ｇｕｐｔａ等研究发现，２，４－Ｄ、ＴＤＺ结合使用对柳枝稷愈伤
组织的形成起促进作用［６］。Ｄｅｎｃｈｅｖ等认为，添加不同浓度

的２，４－Ｄ及６－ＢＡ对柳枝稷的愈伤诱导、分化再生有明显
影响［７］。传统的柳枝稷组培步骤较繁琐，包括愈伤诱导、继

代、分化及生根等环节，耗时较长，且产率较低。许文志等利

用柳枝稷成熟种子作为外植体进行愈伤组织的诱导及分化，

研究灭菌处理及不同浓度激素组合对愈伤组织诱导及分化的

影响，包括愈伤组织诱导、分化、生根等环节，耗时较长［８］。

在愈伤诱导过程中，添加一定浓度的６－ＢＡ可改变愈伤组织
的质量，提高植物分化再生频率［９］。有研究表明，２，４－Ｄ对
愈伤组织形成有比较明显的促进作用，很少被植物细胞所代

谢［１０］，且不同浓度的２，４－Ｄ与其他一些细胞分裂素结合，可
以建立高效组培体系［１１］。ＮＡＡ是广谱型植物生长调节剂，
能促进细胞分裂和扩大，诱导分化组织形成不定根［１２］。本研

究表明，不同浓度配比的激素愈伤诱导率差异较大，以 ＭＳ培
养基为基本培养基，添加 ６ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、
０．６ｍｇ／ＬＮＡＡ进行愈伤组织诱导，愈伤诱导率可高达８２％。
愈伤组织诱导增殖后，在最佳激素配比培养基上可直接进行

分化培养，能进一步分化出大量新生芽。本方法有效缩短了

再生时间，节约了试验成本，提高了效率。室内炼苗 ７ｄ后，
将柳枝稷新生苗移至室外培养，可正常存活。
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