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　　摘要：为了研究鹰嘴豆愈伤组织诱导的培养条件，确定了种子消毒方法为７５％乙醇处理３ｍｉｎ，５％次氯酸钠溶液
处理８ｍｉｎ，无菌水清洗后播种；鹰嘴豆萌发培养基为１／２ＭＳ；成苗培养基为１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ；外植体茎段长度
为０．８ｃｍ较为合适；２，４－Ｄ和６－ＢＡ激素浓度比例为１∶１时对愈伤组织形成有利，添加过多有抑制作用，诱导愈伤
组织形成的培养基为Ｂ５＋１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。
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　　鹰嘴豆（ＣｉｃｅｒａｒｉｅｔｉｎｕｍＬ．）是世界上栽培面积较大的食
用豆类作物之一，主要分布在世界４０多个国家，在我国主要
种植于新疆、甘肃等省区［１］。鹰嘴豆是豆科鹰嘴豆属植物，

起源于亚洲西部和近东地区，全球栽培面积超过千万公顷，大

多分布在印度、巴基斯坦和土耳其等干旱或半干旱地区，是世

界第三大豆科作物［２－４］。鹰嘴豆是我国维吾尔族人民喜爱的

一种副食品，在新疆已有 ２５００年的历史，种植面积在
２万ｈｍ２左右［５］。由于鹰嘴豆具有丰产耐旱、直立抗倒伏和

较耐高温的特点，因此十分适合在新疆等干旱和半干旱地区

种植。就其产量而言，目前鹰嘴豆的实际产量小于 １ｔ／ｈｍ２，
远低于其５ｔ／ｈｍ２的理论产量，导致其产量过低的主要因素
有干旱、低效落后的农业生产方式和病虫害破坏。此外，鹰嘴

豆作为一种大规模种植的豆科作物，其对于维持地球生物圈

氮循环具有重要意义［６－７］。

目前，国内对鹰嘴豆的研究还处在起步阶段，关于鹰嘴豆

的遗传转化体系在国内还未见报道，新疆农业大学拥有地理

和资源的优势，有利于开展对鹰嘴豆遗传转化体系的研究工

作。本研究以期为后续的鹰嘴豆转基因、分子育种、离体组织

培养等研究提供技术支持和理论依据，为鹰嘴豆经济效益的

提高和鹰嘴豆的高产提供一定的推动作用，对鹰嘴豆品种的

改良和推广具有积极的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
供试鹰嘴豆种子为迪西型鹰嘴豆，由实验室保存。

１．２　种子消毒方法的选择
选取成熟度好、大小均一的鹰嘴豆种子，分别以１００粒种

子为１份，进行３种消毒试验，每组试验重复３次。方法１：

７５％乙醇处理 ８ｍｉｎ后，无菌水清洗 ５～６次，无菌水浸泡
１ｄ，次日在超净工作台中，播种于１／２ＭＳ培养基中；方法２：
７５％乙醇处理３ｍｉｎ后，用５％次氯酸钠溶液处理８ｍｉｎ，然后
用无菌水清洗５～６次，无菌水浸泡１ｄ，次日于超净工作台中
接种于１／２ＭＳ培养基中；方法３：０．１％氯化汞处理１０ｍｉｎ，无
菌水清洗５～６次，无菌水浸泡１ｄ，接种于１／２ＭＳ培养基中。
用以上３种方法对鹰嘴豆种子进行消毒处理，过程均在超净工
作台中完成。成苗基本培养基配方为１／２ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋
Ｇｅｌｚａｎ（一种植物凝胶）２ｇ／Ｌ＋１．９７ｇ／Ｌ氯化镁＋０．４ｇ／Ｌ聚
乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）。接种 ３ｄ后，统计污染率，计算公
式为：

污染率＝污染种子数／接种总数×１００％。
１．３　鹰嘴豆萌发培养基选择

选择最佳消毒方法对鹰嘴豆进行消毒后，于超净工作台

中将其分别播种到 ＭＳ、１／２ＭＳ、Ｂ５和１／２Ｂ５４种不同的萌发
培养基上，以无菌水作对照。每种培养基３０瓶，每瓶接种３
粒种子，于（２６±２）℃温度、光照强度为２０００ｌｘ、１６－８ｈ光
暗交替培养，接种７ｄ后观察种子萌发及生长状况。
１．４　不同浓度ＩＢＡ对成苗的影响

将ＩＢＡ设置为５个浓度梯度（０、０．５、１、１．５、２ｍｇ／Ｌ），分
别加入到萌发培养基中，１５ｄ后观察其对鹰嘴豆成苗的影
响，每个浓度梯度 １０瓶，每瓶播种 ３粒鹰嘴豆种子，于
（２６±２）℃ 温度、光照强度２０００ｌｘ下１６－８ｈ光暗交替培
养，接种１５ｄ后观察种子萌发及生长状况。
１．５　外植体大小对愈伤组织形成的影响

采用鹰嘴豆的茎段为外植体，对其进行愈伤组织的诱导。

将生长１５ｄ的鹰嘴豆无菌苗分别切取成０．５、０．８、１．５ｃｍ３
个长度的外植体，每种长度接种１０瓶，每瓶接种６块外植体。
于（２６±２）℃温度下，先暗培养 ２ｄ，再在光照强度为
２０００ｌｘ、１６－８ｈ光暗交替培养，接种２５ｄ后观察茎段的出
愈情况及生长状态。

１．６　激素对愈伤组织形成的影响
将生长１５ｄ的鹰嘴豆无菌苗切成相同大小的茎段，放置

于以Ｂ５为基本培养基，添加不同浓度２，４－Ｄ和６－ＢＡ的诱
导愈伤组织的培养基中，每个浓度接种１０瓶，每瓶放置６块
茎段外植体，于（２６±２）℃温度、光照强度２０００ｌｘ、１６－８ｈ
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光暗交替培养，接种 ２５ｄ后观察茎段的出愈情况及生长
状态。

２　结果与分析

２．１　不同消毒方法的选择
分别用３种消毒方法处理后，将鹰嘴豆接种于１／２ＭＳ培

养基中，观察鹰嘴豆种子生长情况发现：用方法１消毒处理后
的种子在３ｄ后大部分污染，无法利用其形成的鹰嘴豆苗；方
法２消毒处理后的种子无污染，且长势较好；方法３消毒处理
后的鹰嘴豆种子在第３天开始出现褐变的现象，不久后死亡。
通过对上述结果的观察统计，可以确立鹰嘴豆种子的最佳消

毒的方法是方法２，即７５％乙醇处理３ｍｉｎ，用５％次氯酸钠溶
液处理８ｍｉｎ，然后用无菌水清洗５～６次并浸泡１ｄ，次日于
超净工作台中接种于成苗培养基中。不同消毒方法对鹰嘴豆

出芽率的影响如图１所示。

２．２　鹰嘴豆种子萌发培养基的选择
由图２可知，５种不同的培养基都可使鹰嘴豆种子发芽，

其中萌发率最高的是１／２ＭＳ。ＭＳ、Ｂ５、１／２Ｂ５培养基中鹰嘴豆
种子萌发率相差不大，但都不及１／２ＭＳ培养基，而鹰嘴豆种
子在水中的萌发率最低。因此，使用１／２ＭＳ培养基作为鹰嘴
豆种子萌发培养基。

２．３　不同浓度ＩＢＡ对成苗的影响
通过对添加不同浓度的 ＩＢＡ对鹰嘴豆成苗的结果进行

对比后发现：０．５、１ｍｇ／Ｌ的 ＩＢＡ对鹰嘴豆的成苗有促进作
用，且鹰嘴豆幼苗长势旺盛，相对不添加 ＩＢＡ的培养基成苗
周期缩短２～３ｄ，以０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ效果最佳；而１．５ｍｇ／Ｌ的
ＩＢＡ对鹰嘴豆的成苗有抑制作用，鹰嘴豆种子在该浓度的培
养基上生长缓慢，成苗周期延长（图３）。

２．４　外植体大小对愈伤组织形成的影响
通过对接种不同大小的外植体对鹰嘴豆愈伤组织形成结

果的观察，发现０．５、０．８ｃｍ的外植体在相同时间内都可形成
愈伤组织，但是０．５ｃｍ的茎段形成的愈伤组织过小，不利于
后续试验的进行；０．８ｃｍ的茎段形成的愈伤组织大小合适，
愈伤组织的状态良好；１．５ｃｍ的茎段形成的愈伤组织两头大
中间小，且有栓质化的情况出现。从图４可以看出，鹰嘴豆茎
段形成愈伤组织的大小以０．８ｃｍ左右较为适宜。
２．５　激素对鹰嘴豆愈伤组织形成的影响

通过对不同激素组合的出愈结果的统计（表 １），发现
２，４－Ｄ对愈伤组织的形成有重要影响，６－ＢＡ对愈伤组织的
形成效果不明显，但是对愈伤组织的分化有一定作用。因此，

诱导鹰嘴豆愈伤组织形成的最适培养基组合为 Ｂ５＋１ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ＋１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。

３　结论与讨论

３．１　种子消毒剂的选择
由于鹰嘴豆种子保存条件的限制，在试验中培育无菌苗

时会在一段时间后会出现一层黄色的细菌覆盖培养基，影响

鹰嘴豆发芽，因此应先对鹰嘴豆种子的消毒方法进行选择，以

获得长势优良的无菌苗。在消毒方法的选择上，由于氯化汞

对人体和植物都有毒害作用，且毒害不易被除去，还会导致鹰

嘴豆种子褐化而不发芽的问题，所以选择对鹰嘴豆种子毒害

较小且能有效杀菌的方法，本研究发现用７５％乙醇和５％次
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表１　不同激素浓度对鹰嘴豆愈伤组织出愈率的影响

培养基编号
２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

死亡率

（％）
出愈率

（％）

１ １ ０ １０．０ ９０
２ ２ ０ ０ １００
３ ３ ０ １０．０ ９０
４ １ １ １２．５ ８７
５ １ ２ ０ １００
６ １ ３ １５．０ ８５
７ ２ １ １２．５ ８７
８ ２ ２ １０．０ ９０
９ ２ ３ １０．０ ９０

氯酸钠溶液配合使用的方法可对鹰嘴豆种子进行有效消毒。

培养基中生长一段时间后出现的黄色细菌，分析认为可能是

鹰嘴豆的内生菌污染。

在进行鹰嘴豆愈伤组织诱导的过程中发现，不同激素组

合对鹰嘴豆愈伤组织形成和分化有明显的影响，单独使用２，
４－Ｄ的培养基对愈伤组织诱导有很好的效果，６－ＢＡ对愈伤
组织的诱导作用在本试验中表现不明显，但对愈伤组织的分

化具有重要作用，这与解继红等的研究结果［８］相符。

３．２　硝酸银对鹰嘴豆愈伤组织分化及诱导不定芽的影响
在鹰嘴豆不定芽的诱导试验过程中发现，一定浓度的硝

酸银溶液对鹰嘴豆愈伤组织的分化有较好效果，但可能会导

致愈伤组织出现畸形分化的现象，分析可能与银离子的毒害

作用有关，可以尝试在继代培养时采用隔代添加的方式来防

止这种毒害作用，但添加适宜浓度的硝酸银对不定芽的诱导

有利［９］；由于不同激素浓度对愈伤组织分化有比较大的影

响，也可能与培养基中２，４－Ｄ和６－ＢＡ浓度不合适有关。
３．３　防止外植体褐化的方法

植物离体培养所面临的一个主要的问题是外植体褐化，

外植体的褐化受多种因素影响。目前认为造成外植体褐化的

原因主要有２个方面，分别是生物体内的多酚氧化酶的氧化
作用引起的褐变和非酶促的褐变［１０］。植物组织离体培养过

程中使用防止外植体褐化的添加物种类繁多，为减少外植体

的褐化和坏死，通常需要在培养基中加入适当浓度的抗氧化

剂如二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、ＰＶＰ、Ｌ－半胱氨酸、维生素 Ｃ、活性
炭、２－（Ｎ－吗啉代）乙磺酸（ＭＥＳ）等，但是效果有较大的差

异，且存在物种的差异［１１－１２］。在继代过程中也可通过添加活

性炭来防止愈伤组织的褐化，活性炭是一种较强的吸附剂，它

可以吸附培养物分泌到培养基中的酚、醌等有害物质，从而有

效减轻褐变。需要注意的是，活性炭在吸附有害物质的同时

也吸附培养基中的生长调节物质，而使其失去作用，影响外植

体的正常发育。因此，在加入活性炭的培养基中应适当改变

激素配比，使得在防止褐变的同时，外植体能够正常的发育。

本研究发现，在培养基中添加抗氧化剂ＰＶＰ可以有效抑制鹰
嘴豆外植体的褐变。
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ｇｒｅａｔｅｒｕｓｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００３，１３１（３）：８７２－８７７．

［７］解继红，云锦凤，杨　斌，等．２，４－Ｄ和 ＢＡＰ对蒙古冰草幼胚愈
伤组织诱导及生长的影响［Ｊ］．中国草地，２００６，２８（２）：４４－４７．

［８］金宝燕，苏　华，任华中．硝酸银等因素对黄瓜直接不定芽诱导
的影响［Ｊ］．中国蔬菜，２００６（６）：２１－２２．

［９］ＡｓｍｕｓＢ，ＨａｎｎｅＨ．Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｂｒｏｗｎｉｎｇｏｆｖｅｇｅｔａｂｌｅｓｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎａｎｄ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｂｙｍｕｔｉｗａｙｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃｓＩｎｔｅｌｌｉ
ｇｅｎｔＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｙｓｔｅｍｓ，１９９６，３４（１）：８５－１０２．

［１０］刘兰英．‘薄壳香’核桃组培中的褐化及防止措施研究［Ｊ］．园
艺学报，２００２，２９（２）：１７１－１７２．

［１１］郑　颖，秦红玫，黎云祥．台湾桤木组织培养中污染和褐化的防
止［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（２）：６４－６５，１１７．

［１２］宋钦虎，郭新梅，裴玉贺，等．抑制玉米幼胚愈伤组织褐化的研
究［Ｊ］．农学学报，２０１２，２（５）：２４－２８．
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