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　　摘要：为了建立籼稻ＫｒａＤａｎｇＮｇａｈ的再生体系，以其成熟胚作为试验材料，研究不同种类植物激素及其浓度配比
对诱导愈伤率、愈伤组织形态学特征、分化及植株再生的影响。结果表明：２，４－Ｄ可诱导愈伤组织产生，但愈伤组织
诱导率极低；２，４－Ｄ和其他植物激素配合使用显著提高了诱导率，在２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、１ｍｇ／ＬＮＡＡ、１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
和０．５ｍｇ／ＬＫＮ的条件下可获得较高的愈伤组织诱导率，为５６．３％。继代培养基中添加激素浓度为诱导培养基中的
一半可获得较好的增生的胚性愈伤组织，形态学特征为淡黄色，比较致密、较硬、呈颗粒状结构，没有褐化出现，表现出

很强的分化能力。再生培养中，ＭＳ培养基中添加０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ、１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和２ｍｇ／ＬＫＮ可获得较高的分化
率（达到７５．５％）和再生率（３３．３％），表明６－ＢＡ和Ｋｎ的配合使用显著提高了分化率。
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　　利用转基因技术进行遗传改良是改善籼稻品质、提高抵
抗病虫害能力、培育新品种的重要手段之一，而高效的再生体

系是遗传转化成功的先决条件。近年来，研究者从幼穗、幼

胚、花药等部位诱导出愈伤组织和再生植株，愈伤组织诱导率

高、质量好，被广泛用于水稻的遗传转化、品种培育中［１］。但

是，上述材料多受季节限制，取材不便，阻碍了水稻组织培养

的进一步发展。从胚性愈伤中首先获得再生植株的是在粳稻

中［２］，在籼稻中由于受到许多因素的限制，比如品种具有倔

强的对抗外来刺激的特性［３］和具有基因型专一性［４－５］，使从

成熟胚中诱导胚性愈伤组织率和植株再生率很低，导致了籼

稻遗传转化很困难。

籼稻ＫｒａＤａｎｇＮｇａｈ是泰国南部的当地品种，因营养价值
很高且具有特殊香味而深受人们喜欢，但容易遭受病虫害的

危害。到目前为止没有关于籼稻 ＫｒａＤａｎｇＮｇａｈ再生体系的
研究报道。本研究为了建立ＫｒａＤａｎｇＮｇａｈ再生体系，为遗传
转化打好基础，以成熟胚作为试验材料，对其在不同激素及浓

度配比条件下的出愈率、愈伤组织状态及再生率进行研究，以

期获得状态较好的愈伤组织，建立高效的再生体系。

１　材料与方法

１．１　试验材料及种子灭菌
籼稻ＫｒａＤａｎｇＮｇａｈ（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）种子由泰国宋卡王

子大学自然资源学院提供。健康成熟的种子剥去外壳后浸入

７０％乙醇中１ｍｉｎ进行表面消毒，然后放入２０％次氯酸钠溶液

中，滴入２～３滴Ｔｗｅｅｎ２０５ｍｉｎ；最后在超净工作台中用无菌蒸
馏水洗４～５次；再将种子放在无菌滤纸上吸干水分，备用。
１．２　试验方法
１．２．１　愈伤组织的诱导　灭菌的种子接种到愈伤组织诱导
培养基上，即 ＭＳ培养基 ＋３％蔗糖 ＋０．７５％琼脂糖 ＋１～
４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，ｐＨ值调节到 ５．７。愈伤组织诱导在 ２５～
２７℃、１６ｈ光照条件下培养３０ｄ后，调查诱导率及愈伤组织的
状态，愈伤组织诱导率＝诱导出愈伤组织的种子数／接种的种
子数×１００％。然后将愈伤组织转接到继代培养基继代培养。
１．２．２　愈伤组织诱导率的提高及优化　为了提高愈伤组织
诱导率和质量，将灭菌种子接种到经“１．２．１”节试验筛选出
的较好的愈伤组织诱导培养基中，同时加入其他激素［（１）
１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．５ｍｇ／ＬＴＤＺ；（２）２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋
１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；（３）２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋
１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＮ；（４）２ｍｇ／Ｌ２，
４－Ｄ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＮ；（５）
４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０５ｍｇ／Ｌ
ＫＮ；（６）４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＫＮ］和１ｇ／Ｌ水解酪蛋白（ＣＨ），愈伤组织诱导的培
养条件如“１．２．１”节所述。经过３０ｄ培养后调查愈伤组织的
大小、形态和诱导率，然后转接到继代培养基中。

１．２．３　愈伤组织的继代培养　为了选取质量好的胚性愈伤
组织，将从成熟胚中诱导出的愈伤组织转接到添加激素及浓

度配比与愈伤组织诱导培养基相同或减半的 ＭＳ培养基中，
所有继代培养基中添加１ｇ／ＬＣＨ。培养３０ｄ后记录胚性愈
伤组织的诱导率和褐化率，并在立体显微镜下鉴别胚性愈伤

组织和非胚性愈伤组织，然后转接到再生培养基中。

１．２．４　植株再生培养　选取好的胚性愈伤组织，转接到添加
不同细胞分裂素及浓度配比的 ＭＳ培养基中，３０ｄ后调查再
生情况。
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１．３　数据统计
试验数据采用 Ｅｘｅｃｌ和 ＤＰＳ统计软件对愈伤组织诱导

率、褐化率和分化率进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　２，４－Ｄ浓度对愈伤组织诱导的影响
灭菌的水稻种子接种到含１～４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的 ＭＳ培

养上培养 ７ｄ后，种子开始膨胀，逐渐开始出现白色愈伤。
３０ｄ后统计愈伤组织情况见表１。结果表明，培养基中不添
加２，４－Ｄ时，没有愈伤组织形成；当 ２，４－Ｄ的浓度从
１ｍｇ／Ｌ增加到３ｍｇ／Ｌ时，诱导率从２０．０％提高到３３９％，
且愈伤组织的形态也随之变化，从紧密黄褐色、紧密黄色到颗

粒状微黄色；当２，４－Ｄ的浓度增加到４ｍｇ／Ｌ时，诱导率又
降低到３１．２％，且形态变为黄色松散状，有的黏液化（图１），

说明高浓度的２，４－Ｄ抑制愈伤组织的形成。本试验结果表
明，单独使用２，４－Ｄ诱导愈伤组织的诱导率很低，不适宜籼
稻ＫｒａＤｏｎｇＮｇａｈ愈伤组织的诱导。

表１　２，４－Ｄ浓度对愈伤组织诱导的影响

２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

诱导率

（％） 愈伤组织形态　

０ ０ｂ 没有愈伤组织形成

１ ２０．０ａ 黄褐色，紧密

２ ２５．０ａ 黄色，紧密

３ ３３．９ａ 微黄色，颗粒状

４ ３１．２ａ 黄色，松散

变异系数 ６１．３％

　　注：表中同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
下表同。

２．２　ＮＡＡ、６－ＢＡ、ＫＮ和ＴＤＺ对愈伤组织诱导率的影响
灭菌的种子接种到添加不同种类激素和浓度配比的 ＭＳ

培养基上后，３～４ｄ后就开始膨胀，７ｄ后愈伤组织形成，这
些愈伤组织随着培养时间延长不断增生，３０ｄ后调查愈伤组
织诱导率和形态，结果（表２）表明，培养基中加ＮＡＡ、６－ＢＡ、
ＫＮ可以显著提高诱导率，最高可以达到５６．３％；此外还可以
改进愈伤组织质量。从外形上看，这些愈伤组织量大、比较致

密、较硬，呈颗粒状结构较多，易于分化，在立体显微镜下观察

呈胚性愈伤组织（图２、图３）。而在只有２，４－Ｄ的培养基上
生长的愈伤组织比较松软，有的黏液化，有的有水泡，一般不

易于分化（图１）。当在ＭＳ培养基中加入１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和
１．５ｍｇ／ＬＴＤＺ时，形成极少的愈伤组织（诱导率２３．３％），其
形态特征为紧密、硬且为白色，与其他激素浓度配比诱导愈伤

组织较难增生。因此，２，４－Ｄ和 ＮＡＡ这２种细胞分裂素结
合６－ＢＡ和ＫＮ２种生长素可以获得最高的愈伤组织诱导率
和最好质量的愈伤组织，比单独使用２，４－Ｄ更能有效提高
愈伤组织诱导率。

表２　不同激素种类和浓度配比对愈伤组织诱导率的影响

处理
２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＮ
（ｍｇ／Ｌ）

ＴＤＺ
（ｍｇ／Ｌ）

诱导率

（％）

１ １ ０ ０ ０ １．５ ２３．３ｄ
２ ２ １ １．０ ０ ０ ２８．９ｃ
３ ２ １ １．０ ０．５ ０ ５６．３ａ
４ ２ ０ ０．５ ０．５ ０ ３５．３ｂ
５ ４ １ １．０ ０．５ ０ ３１．６ｃ
６ ４ ０ ０．５ ０．５ ０ ３８．９ｂ

　　注：诱导率变异系数为３３．２％。

　　当ＭＳ培养基中加入２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和其他生长素、细
胞分裂素时，形成大量的愈伤组织，形态学特征为致密、呈白

色、带有一些绿点，这些绿点最终发育成芽，经过立体显微镜

观察为胚性愈伤组织（图 ２）；当 ＭＳ培养基中加入 ４ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ和其他生长素、细胞分裂素时，诱导的愈伤组织形态
学特征为有些紧密、颜色从黄到白、比较小且有些褐化，只有

少数的愈伤组织发展成胚性（图 ３）。进一步证明，２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ配合其他植物激素更适合愈伤组织的诱导。因此
ＭＳ＋２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＫＮ是最好的愈伤组织诱导培养基。

２．３　不同激素浓度及配比对胚性愈伤组织的影响
继代培养３周后，发现诱导培养基和继代培养基对愈伤

组织的褐化和胚性愈伤组织的发育影响很大。结果（表４）表
明，愈伤组织转接到只添加２，４－Ｄ的ＭＳ培养基上褐化很严
重，随着２，４－Ｄ浓度增加，褐化率从１００％减少到０，但其胚
性愈伤的增殖很慢，表现出分化越来越困难。培养基中添加

１ｍｇ／Ｌ或２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ配合其他激素，褐化率比单独使用
２，４－Ｄ低，为０～２７．２％。当培养基中添加１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ、０．２５～０．５０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和０．２５ｍｇ／ＬＫＮ时，
愈伤组织没有褐化且出现更多绿芽（图４），表明激素浓度减
半更能促进胚性愈伤组织的发育和分化。说明ＮＡＡ、６－ＢＡ
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表４　不同激素及浓度配比对愈伤组织褐化的影响

处理
２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＮ
（ｍｇ／Ｌ）

褐化率

（％）

１ １ ０ ０ ０ １００
２ １ ０ ０ ０ ２６．７
３ １ ０．５ ０．５０ ０ ３．６
４ １ ０．５ ０．５０ ０．２５ ０
５ １ ０ ０．２５ ０．２５ ０
６ ２ ０ ０ ０ ２０．３
７ ２ ０．５ ０．５０ ０．２５ １６．０
８ ２ ０ ０．２５ ０．２５ ２７．２
９ ３ ０ ０ ０ １３．６
１０ ４ ０ ０ ０ ０

和ＫＮ能有效抑制愈伤组织的褐化，促进胚性愈伤发育，从而
提高分化能力。因此，这种培养基最适宜于愈伤组织继代和

分化培养。

２．４　不同配比的生长素和细胞分裂素对植株再生的影响
当胚性愈伤组织转接到表５中激素配比的培养基后，其

分化和再生情况如表５所示。结果发现，与其他激素相比，
ＴＤＺ可以加快胚性愈伤组织的分化，缩短再生时间，但分化率
和再生率较低（图４），分别为２９．６％、２１．５％。ＮＡＡ、６－ＢＡ
和ＫＮ配合使用显著提高了分化率，达４５．８％～７５．５％，说明
不同配比的细胞分裂素和生长素对植株再生有显著影响，当

细胞分裂素高于生长素时，促进植株的再生。因此，

０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ、１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和２ｍｇ／ＬＫＮ是最适宜愈
伤组织分化和再生的激素配比。

表５　不同激素和浓度对再生的影响

处理
ＴＤＺ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＮ
（ｍｇ／Ｌ）

分化率

（％）
再生率

（％）
分化时间

（ｄ）

１ １ ０ ０ ０ ２９．６ｃ ２１．５ｂ １４
２ ０ ０．５ １．０ ２ ７５．５ａ ３３．３ａ ２１
３ ０ ０．５ １．５ ２ ６９．３ａ ３２．１ａ ２１
４ ０ １．０ １．０ ２ ４５．８ｂ ２０．３ｂ ２１

变异系数 ２２．９％ ２１．９％

３　讨论与结论

籼稻的组织培养因品种不同，培养条件差异较大［６］，愈

伤组织的质量是影响籼稻再生频率的关键因素，而２，４－Ｄ
浓度对愈伤组织的数量及质量影响均较大。一般认为水稻愈

伤组织诱导必须在培养基中添加２，４－Ｄ，以提高内源 ＡＢＡ
的水平，促进胚性能力表达［７］，但仅添加２，４－Ｄ往往出愈率
较低，特别是籼稻。本研究结果也表明，在诱导培养基中仅使

用２，４－Ｄ时，诱导率比较低，说明籼稻ＨｏｍＫｒａＤｏｎｇ具有基
因型专一性。相同的结果在２０１０年被Ｚｕｒａｉｄａ等报道［８］。

田文忠在提高籼稻愈伤组织诱导率的研究中指出，在诱

导培养基或继代培养基中加入 ＫＮ和 ＮＡＡ能显著改善愈伤
组织的质量，提高分化率［９］。本研究证实了这一点，当 ＭＳ培

养基中加入２，４－Ｄ配合 ＮＡＡ、６－ＢＡ和 ＫＮ能够显著提高
诱导率和改善愈伤组织的质量，说明细胞分裂素 ＫＮ和
６－ＢＡ可以改善愈伤组织的质量并促其分化。因此本研究
以２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ、１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和
０．５ｍｇ／ＬＫＮ为最适宜的愈伤组织诱导培养基。

Ｚｕｒａｉｄａ等对籼稻 ＭＲ２１９的研究结果表明，细胞分裂素
６－ＢＡ和生长素 ＮＡＡ均对籼稻的分化培养有极显著的影
响［８，１０］。本研究在分化培养基中加入６－ＢＡ浓度在１．０～
１．５ｍｇ／Ｌ时，能够显著提高分化率；ＮＡＡ是一种生长素，浓
度过低则生长缓慢，浓度过高则在基部产生大量的愈伤组织

且分化率下降，当ＮＡＡ和ＫＮ配合使用时可以改进愈伤组织
质量。因此，０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ、１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和２ｍｇ／ＬＫＮ
浓度配比适合籼稻幼苗分化。本研究初步建立起了籼稻 Ｋｒａ
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ＤａｎｇＮｇａｈ的再生体系，为遗传转化奠定了基础。
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紫山药组织培养快繁技术研究
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（江西省科学院生物资源研究所，江西南昌３３００２９）

　　摘要：以紫山药的茎尖、茎段为材料，对茎尖、茎段诱导分化不定芽进行初步研究，结果表明，茎尖、茎段不定芽的分
化率随６－ＢＡ浓度的增加而提高，芽苗增殖率先由低到高，再降低；ＭＳ＋６－ＢＡ０．５～１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ培养基
对不定芽有较高的分化率和增殖率；茎尖、茎段培养２０ｄ为１个继代周期，茎段在第２次继代期、茎尖在第３次继代周期
培养时，不定芽的增殖率最高；不定芽苗２．０～３．０ｃｍ时从苗基部或分枝处剪下进行生根诱导，生根率在９５％以上。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｘｙｕ２０００＠１２６．ｃｏｍ。

　　紫山药俗称薯蓣、脚板薯、长芋，为薯蓣科薯蓣属（Ｄｉ
ｏｓｃｏｒｅａ）的一个地方品种，为多年生蔓性植物，块根呈块状或
圆柱状，表皮和肉质因呈紫红色而得名。紫山药肥大的肉质

块根细腻滑爽、口感极佳，富含黏性蛋白、紫色花青素、维生

素、胆碱和薯蓣皂（天然的 ＤＨＥＡ）等，内含各种荷尔蒙基本
物质，有促进内分泌荷尔蒙的合成等多种独特食疗价值，也称

“紫人参”。据《本草纲目》记载，经常食用紫山药，不仅可以

增加人体的抵抗力，降低血压、血糖，抗衰益寿等，而且还具有

固肾、润肺益精、软化血管等药用滋补功能，故又享有“蔬菜

之王”的美誉。病毒病是造成山药产量下降、品质退化的重

要因素。紫山药由于长期使用块茎繁殖，出现病毒积累，种性

退化，已危及到产品品质和产量，不但满足不了市场需求，还

严重影响和制约地方产业的发展和种植的积极性。山药感染

的主要病毒有坏死花叶病毒、绿色斑驳病毒、马铃薯 Ｙ病毒
和马铃薯卷叶病毒［１］，目前尚无有效药物可控制这些病毒病

的发生或蔓延。采用现代生物技术，选取优良无病株种苗进

行离体脱毒培养，以组培苗更替传统的营养繁殖可以从根本

上解决病毒病的问题。有关盾叶薯蓣、惠楼山药、怀山药等组

织培养与快繁的研究［２－５］已见报道，紫山药组织培养快繁技

术研究还末见报道。为此，本试验开展紫山药组织培养快繁

技术研究，以期为紫山药组培苗工厂化生产和应用提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
紫山药，由江西万载辉明有机农业科技开发有限公司提

供。选择个大无病虫、表面根毛少、肉紫色的块茎，经表面消

毒，在室（棚）温１５～２５℃ 于盆中沙藏催芽３０ｄ左右，待嫩
芽生长到２０～３０ｃｍ即可作为外植体取材。
１．２　试验方法
１．２．１　培养基　初始培养基：ＭＳ；诱导分化培养基：ＭＳ＋
６－ＢＡ０．１～２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ；生根培养基：
１／２ＭＳ＋ＮＡＡ０．１～０．５ｍｇ／Ｌ＋Ａｃ０．２ｇ／Ｌ。所用培养基均
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