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　　摘要：以３个基因型大豆无菌实生苗的真叶和胚轴为外植体，在ＭＳ培养基上附加不同浓度的 ＴＤＺ、ＮＡＡ、６－ＢＡ
以及２，４－Ｄ，研究不同激素浓度对大豆愈伤组织诱导及继代培养的影响，结果表明：在愈伤组织诱导阶段，以真叶为
外植体时，吉农２８＋１．５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２００ｍｇ／Ｌ活性炭为最佳组合；以胚轴为外植体，吉农 １７＋
１．０ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２００ｍｇ／Ｌ活性炭为最佳组合。在继代组织培养阶段，对真叶诱导形成的愈伤组织而
言，吉农１７＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ为最佳组合；对胚轴诱导的愈伤组织而言，
吉农１７＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ为最佳组合。
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　　大豆是全世界重要的粮食和经济作物，也是人类主要的
食用蛋白和工业原料来源，与人们的日常生活息息相关［１－２］。

大豆的组织培养技术起步较晚，直到２０世纪８０年代的中后
期大豆组织培养技术才取得了突破性的进展，大豆的原生质

体培养、子叶节培养和胚尖培养相继取得了成功［３－１３］。但大

豆愈伤组织诱导的研究相对较少，而愈伤组织诱导具有外植

体来源广泛，扩繁量大等优点［１４］。尤其是随着近些年来大豆

遗传转化的研究越来越多，能通过愈伤组织诱导建立一个高

效的遗传转化受体系统更具有重要的意义。本试验以 ＴＤＺ、
ＮＡＡ、６－ＢＡ、２，４－Ｄ为供试激素作为生长调节剂，以吉农
２８、吉农２７、吉农１７３种基因型为材料，进行大豆愈伤组织的
诱导和继代培养，以期找到最适合诱导和继代培养大豆愈伤

组织的培养基，为建立一个高效的大豆愈伤组织遗传转化受

体系统奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
吉农２８、吉农２７、吉农１７的种子均由吉林农业大学生

物技术中心提供。

１．２　试验方法
１．２．１　种子的萌发　挑取成熟饱满的大豆种子，先用７５％
的乙醇消毒３０ｓ，再用０．１％的升汞溶液消毒１０ｍｉｎ，无菌水
冲洗３～５次，接种到ＭＳ基础培养基上，培养７ｄ后取胚轴，
１４ｄ后取真叶作为外植体材料。

１．２．２　愈伤组织的诱导　以无菌实生苗的胚轴、真叶为外植
体，分别接种于添加不同浓度激素的 ＭＳ愈伤组织诱导培养
基中，采用四因素三水平的 Ｌ９（３

４）正交设计（表１），将各处
理放置于黑暗条件下培养７ｄ，然后置于恒温的黑暗１２ｈ，光
照１２ｈ的培养箱中，于２０ｄ后统计其愈伤组织诱导情况。

表１　大豆愈伤组织诱导正交试验因素及水平

水平

因素

Ａ：基因型 Ｂ：ＴＤＺ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｄ：活性炭浓度
（ｍｇ／Ｌ）

１ 吉农２８ ０．５ ０．１ ０
２ 吉农２７ １．０ ０．２ １００
３ 吉农１７ １．５ ０．３ ２００

１．２．３　愈伤组织的继代　将培养２５ｄ左右的愈伤组织置于
添加不同浓度激素的 ＭＳ继代培养基中培养，采用四因素三
水平的Ｌ９（３

４）正交设计（表２），并于２０ｄ后统计结果。

表２　大豆愈伤组织继代诱导试验因素及水平

水平

因素

Ａ：基因型 Ｂ：６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｄ：２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

１ 吉农２８ ０．５ ０．１ １．０
２ 吉农２７ １．０ ０．２ ２．０
３ 吉农１７ １．５ ０．３ ３．０

２　结果与分析

２．１　大豆真叶外植体愈伤组织的诱导
取培养１０ｄ后的无菌苗的真叶为外植体，接种到愈伤组

织诱导培养基上，２０ｄ后记录，结果见表３。由表３可以看
出，ＮＡＡ对以真叶为外植体影响最显著，其次为激素 ＴＤＺ，而
大豆基因型和活性炭的影响较小。同时组合 Ａ１Ｂ３Ｃ２Ｄ３对大
豆真叶外植体愈伤组织的诱导效果最好，即吉农 ２８＋
１．５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２００ｍｇ／Ｌ活性炭为最佳组合。
２．２　大豆胚轴外植体愈伤组织的诱导

取培养５ｄ后的无菌苗的胚轴为外植体，接种到愈伤组
织诱 导培养基上。２０ｄ后记录，结果见表４。由表４可以看
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表３　大豆真叶外植体愈伤组织诱导

处理 Ａ：基因型 Ｂ：ＴＤＺ
浓度

Ｃ：ＮＡＡ
浓度

Ｄ：活性炭
浓度

出愈率

（％）
１ １ １ １ １ ８．３
２ １ ２ ２ ２ ３３．３
３ １ ３ ３ ３ ４１．６
４ ２ １ ２ ３ ３３．３
５ ２ ２ ３ １ ２５．０
６ ２ ３ １ ２ １６．７
７ ３ １ ３ ２ ２５．０
８ ３ ２ １ ３ ８．３
９ ３ ３ ２ １ ３３．３
ｋ１ ２７．７ １１．１ １１．１ ２２．２
ｋ２ ２５．０ ２２．２ ３３．３ ２５．０
ｋ３ ２２．２ ３０．５ ３０．５ ２７．７
Ｒ ５．５ １９．４ ２２．２ ５．５

表４　大豆胚轴外植体愈伤组织诱导

处理 Ａ：基因型 Ｂ：ＴＤＺ
浓度

Ｃ：ＮＡＡ
浓度

Ｄ：活性炭
浓度

出愈率

（％）
１ １ １ １ １ ３３．３
２ １ ２ ２ ２ ２５．０
３ １ ３ ３ ３ ２５．０
４ ２ １ ２ ３ ８．３
５ ２ ２ ３ １ ８．３
６ ２ ３ １ ２ ２５．０
７ ３ １ ３ ２ ８．３
８ ３ ２ １ ３ ４１．６
９ ３ ３ ２ １ １６．７
ｋ１ ２７．８ １６．６ ３３．３ １９．４
ｋ２ １３．９ ２５．０ １６．７ １９．４
ｋ３ ４７．１ ２２．２ １３．９ ２５．０
Ｒ ３３．２ ８．４ １９．４ ５．６

出，以胚轴为外植体诱导形成愈伤组织时，基因型的影响最

大，ＮＡＡ、活性炭的影响其次，影响最小的因素是 ＴＤＺ。同时
最佳组合为Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３，即吉农１７＋１．０ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．１ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋２００ｍｇ／Ｌ活性炭对大豆胚轴外植体愈伤组织的诱导
效果最好。

２．３　大豆真叶愈伤组织的继代培养
继代培养１０ｄ后进行观察，结果见表５。由表５可以看

出，基因型对以真叶为外植体的愈伤组织生长影响最为显著，

其次是ＮＡＡ、６－ＢＡ，２，４－Ｄ对真叶为外植体的愈伤组织生
长影响最小。最优组合为 Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ３，即吉农１７＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ为最佳组合。
２．４　大豆胚轴愈伤组织继代培养

将以胚轴为外植体的大豆愈伤组织继代到以新的激素配

比而成的继代培养基中，１０ｄ后观察，结果见表６。由表６可
以看出，ＮＡＡ对以胚轴为外植体的愈伤组织生长的影响最
大，当浓度为０．２ｍｇ／Ｌ时愈伤组织呈现最好的生长状态。其
次为６－ＢＡ、２，４－Ｄ，添加６－ＢＡ、２，４－Ｄ后愈伤组织增殖变
快，基因型的影响相对来说较小。最优组合为 Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ２，即
吉农１７＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，
４－Ｄ为最佳的组合。

３　讨论

目前，大豆组织培养研究中虽然使用的外植体不同，但愈

表５　大豆真叶外植体愈组织继代培养试验结果分析

处理 Ａ：基因型 Ｂ：６－ＢＡ
浓度

Ｃ：ＮＡＡ
浓度

Ｄ：２，４－Ｄ
浓度

出愈率

（％）
１ １ １ １ １ ４１．７
２ １ ２ ２ ２ ３３．３
３ １ ３ ３ ３ ５８．３
４ ２ １ ２ ３ ６６．７
５ ２ ２ ３ １ ５８．３
６ ２ ３ １ ２ ４１．７
７ ３ １ ３ ２ ７５．０
８ ３ ２ １ ３ ５０．０
９ ３ ３ ２ １ ６６．７
ｋ１ ４４．４ ６１．１ ４４．５ ５５．６
ｋ２ ５５．６ ４７．２ ５５．６ ５０．０
ｋ３ ６３．９ ５５．６ ６３．９ ５８．３
Ｒ １９．５ １３．９ １９．４ ８．３

表６　大豆胚轴外植体愈组织继代培养

处理 Ａ：基因型 Ｂ：６－ＢＡ
浓度

Ｃ：ＮＡＡ
浓度

Ｄ：２，４－Ｄ
浓度

出愈率

（％）
１ １ １ １ １ ６６．７
２ １ ２ ２ ２ ５８．３
３ １ ３ ３ ３ ４１．７
４ ２ １ ２ ３ ５８．３
５ ２ ２ ３ １ ３３．３
６ ２ ３ １ ２ ７５．０
７ ３ １ ３ ２ ６６．７
８ ３ ２ １ ３ ４１．７
９ ３ ３ ２ １ ８３．３
ｋ１ ５５．６ ６３．９ ６１．１ ６１．１
ｋ２ ５５．５ ４４．４ ６６．６ ６６．７
ｋ３ ６３．９ ６６．７ ４７．２ ４７．２
Ｒ ８．４ ２２．３ １９．４ １９．５

伤组织的诱导多以一定浓度的２，４－Ｄ和６－ＢＡ配合使用，
朱学艺等［１５］在培养基中添加６－ＢＡ后，愈伤组织出愈率低，
形成的愈伤组织结构紧密，呈小颗粒状；ＮＡＡ和６－ＢＡ结合
使用诱导出的大豆愈伤组织也呈现质地坚硬的特点，愈伤组

织量也相对较少［１６］。ＴＤＺ是一种苯基脲衍生物，具有类细胞
分裂素活性，已被广泛用于大豆组织培养，在孙明杰［２４］等的

研究中使用低浓度ＴＤＺ和６－ＢＡ配比，通过愈伤组织途径获
得再生植株，提高了植株再生效率。本研究以３种不同基因
型大豆的真叶及胚轴为外植体，不同的激素配比进行大豆愈

伤组织诱导和继代研究，结果表明，在愈伤组织诱导阶段：以

真叶为外植体时，最佳的组合为吉农２８＋１．５ｍｇ／ＬＴＤＺ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２００ｍｇ／Ｌ活性炭；当以胚轴作为外植体时，
诱导愈伤组织最佳组合为吉农１７＋１．０ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．１ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋２００ｍｇ／Ｌ活性炭。在愈伤组织继代培养阶段：以真叶
作为外植体时，最佳的组合为吉农１７＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ；以胚轴为外植体时，最佳的
组合为吉农１７＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ。
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藜麦基因组 ＤＮＡ提取方法的比较
陆敏佳，莫秀芳，王　勤，陆国权，蒋玉蓉
（浙江农林大学农业与食品科学学院，浙江杭州３１１３００）

　　摘要：为了快速获取高质量的藜麦基因组ＤＮＡ，采用改良的ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法和高盐低ｐＨ值法等３种方法分别提
取藜麦不同组织（叶、茎、根部）的基因组ＤＮＡ。通过琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度法测定比较所提ＤＮＡ的质量和
产量，同时进行了ＰＣＲ－ＳＳＲ、ＳＳＣＰ等分子检测。用不同方法提取藜麦不同组织部位ＤＮＡ的结果表明：不同提取方法
的凝胶检测条带均比较清晰，且无明显降解；改良的ＣＴＡＢ法所提取的ＤＮＡ产率最高，ＳＤＳ法其次，而高盐低ｐＨ值法
最低；不同方法提取的叶片ＤＮＡ产率均明显高于根部和茎部；改良的ＣＴＡＢ法和高盐低ｐＨ值法所提取的 ＤＮＡ质量
较好，多酚类化合物和多糖等杂质去除得比较完全。ＰＣＲ－ＳＳＲ和 ＳＳＣＰ检测结果表明：不同方法和不同组织所提取
的ＤＮＡ均能跑出良好的条带，适合进行后续的分子生物学研究。
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　　藜麦（ＣｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍｑｕｉｎｏａＷｉｌｌｄ），又称南美藜、藜谷、奎
奴亚藜等，是一年生的藜科草本作物，原产于南美洲安第斯山

脉海拔２８００～４２００ｍ的地区，分布于１２°Ｎ～３９°Ｓ的范围，
在安第斯山脉已有５０００多年的种植历史，被印加人称为“谷
物之母”［１］。藜麦蛋白质含量高，具有近乎完美的氨基酸组

成，含有较高的钙磷铁，是联合国 ＦＡＯ唯一认定的完美营养
食品，被誉为“未来的超级谷物”“营养黄金”“有机谷类之

王”等［２－３］。研究表明，长期食用藜麦，对心脏病、高血压、高

血糖、高血脂等有很好辅助治疗作用，此外还有增强免疫力、

修复体力、补充营养、减肥等功效［４－５］。联合国大会宣布

２０１３为“国际藜麦年”，旨在让世界更多地关注藜麦的生物多
样性和营养价值在提供粮食和营养安全等方面所发挥的作

用。藜麦的营养和开发利用价值在最近几十年才得到人们的

广泛认识和重视。目前，藜麦的研究主要集中在生物学特

性［６－７］、化学成分［８－９］、抗逆性等生理学特性［１０－１１］方面。与

国外相比，我国对藜麦的研究还较少，尤其在藜麦分子生物学

方面的研究几近空白。获取高质量的 ＤＮＡ样品是植物分子
生物学研究的基础，而研究者对不同植物以及相同植物不同

部位的ＤＮＡ提取、处理方法又有所区别［１２－１６］，目前尚无关于

藜麦基因组 ＤＮＡ提取方法的报道。本研究用改良的 ＣＴＡＢ
法、ＳＤＳ法、高盐低ｐＨ值法３种不同方法分别提取藜麦的幼
叶、茎、根部基因组 ＤＮＡ，同时进行 ＳＳＲ和 ＳＳＣＰ等分子标记
检测，旨在筛选出一种快速、简便且可获得高质量 ＤＮＡ分子
的提取方法，为进一步开展藜麦分子生物学研究提供参考。
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