
书书书

黎　萍，黄秋伟，彭靖茹，等．木薯胚性愈伤组织诱导及其离体保存的研究 ［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（２）：４８－５２．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０２．０１４

木薯胚性愈伤组织诱导及其离体保存的研究

黎　萍，黄秋伟，彭靖茹，石兰蓉，李慧敏
（广西壮族自治区亚热带作物研究所，广西南宁５３０００１）

　　摘要：以４个不同木薯品种（ＳＣ２０５、ＧＲ３、ＧＲ８９１、ＧＲ９１１）的无菌苗幼叶或带有腋芽的茎段为试验材料，研究不同
植物生长调节剂浓度及组合对其胚性愈伤组织诱导的影响，并对其离体保存条件进行了研究。结果表明：２，４－Ｄ和
毒莠定对４个不同木薯品种的幼叶及腋芽均能诱导出胚性愈伤，诱导能力为ＧＲ３最高，其次为ＳＣ２０５。４个品种以幼
叶或腋芽为试料，在毒莠定或２，４－Ｄ为１２ｍｇ／Ｌ时（除ＧＲ９１１幼叶、ＧＲ８９１腋芽），诱导效果最佳；相同木薯品种在不
同激素组合的诱导条件下，ＩＢＡ＋６－ＢＡ浓度为（１．５＋０．８）ｍｇ／Ｌ组合诱导胚性愈伤分化数量多于单独使用 ＩＢＡ、
６－ＢＡ，表现出一定的显著差异性。在２０℃条件下，将ＧＲ３木薯胚性愈伤组织保存在添加比久（Ｂ９）或烯效唑浓度为

６ｍｇ／Ｌ的保存培养基（含 １２ｍｇ／Ｌ毒莠定＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋６．５ｇ／Ｌ脂琼的ＧＤ培养基，ｐＨ值５．８）中，保存效果最佳，
继代时间延长至８０ｄ。
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　　木薯（Ｃａｓｓａｖａ）是大戟科（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ）木薯属（Ｍａｎｉ
ｈｏｔ）的灌木状植物，是世界３大薯类作物之一［１］，在我国广为

栽培，主要栽培于热带和亚热带地区。木薯的栽培及加工利

用在农业生产中占有重要的地位，目前世界各木薯生产国收

集保存的木薯种质已有８５００多份［２］，国内主要采用种质资

源圃的形式对木薯种质资源进行保存，这种保存方式需要大

量的土地和人力资源，成本高，保存数量有限，且易遭受各种

自然灾害的侵袭［３］。离体保存技术的迅速发展［４］，为长期有

效地保存木薯种质资源提供了新的有价值的手段，由于其具

有省时、省地、省空间和无病虫害侵害等优点，目前正广泛用

于生产实践的各个领域。有关木薯胚性愈伤组织离体保存的

研究较少，因此，笔者以广西壮族自治区亚热带作物研究所提

供的木薯品种为试验材料，进行了木薯胚性愈伤组织诱导及

其离体保存的研究，以期为木薯种质资源的长期离体保存提

供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试品种　供试木薯品种 ＳＣ２０５、ＧＲ８９１、ＧＲ９１１、
ＧＲ３均由广西木薯研究所、广西亚热带作物研究所提供。
１．１．２　试验仪器　主要仪器有电子分析天平、超净工作台、
高压灭菌锅、紫外可见分光光度计、电热恒温培养箱、循环水

真空泵。

１．１．３　试剂　甲醇、保险粉（Ｎａ２Ｓ２Ｏ４）、氧化三苯基四氮唑
（ＴＴＣ）粉、石英砂、蔗糖、琼脂、２，４－Ｄ、６－ＢＡ、ＩＢＡ、毒莠定、

Ｂ９、烯效唑等。
１．２　试验方法
１．２．１　诱导改良分化培养基配制　Ｍ１培养基：ＭＳ＋２ｍｏｌ／Ｌ
ＣｕＳＯ４＋２％蔗糖 ＋０．３％琼脂，ｐＨ值６．０；Ｍ２培养基：Ｍ１＋
１２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；Ｍ３培养基：Ｍ１＋毒莠定或２，４－Ｄ；Ｍ４培
养基：Ｍ１＋６－ＢＡ／ＩＢＡ，或Ｍ１＋６－ＢＡ＋ＩＢＡ。
１．２．２　无菌外植体获取　取上述４个不同木薯品种无菌苗
茎切段在Ｍ１培养基上继代培养扩繁，获得大量无菌苗备用。
１．２．３　腋芽及幼叶的膨大诱导　取在 Ｍ１培养基上培养４
周的无菌苗，切取１．０～１．５ｃｍ带腋芽的茎段或者幼叶，将其
水平放置在Ｍ２培养基上，３０个／皿，培养温度２６℃，每天光
照１６ｈ（８００～１０００ｌｘ），膨大培养３～７ｄ，观察记录。
１．２．４　胚性愈伤组织的诱导　２，４－Ｄ及毒莠定是２种最常
用的诱导胚性愈伤的激素，优化激素浓度组合研究中设定２，
４－Ｄ及毒莠定的浓度梯度均为６、１２、１４、１８ｍｇ／Ｌ。在 Ｍ１中
分别添加不同浓度的２，４－Ｄ或毒莠定，即为诱导培养基Ｍ３。
挑取已膨大的芽点（约１ｍｍ）或者从茎尖挑取１～２ｍｍ幼
叶，转移到Ｍ３培养基，３０个／皿，５皿／处理，２６℃暗培养。每
２ｄ在体视显微镜下观察胚性愈伤的发生情况，第４天开始记
录，统计外植体形成初生胚的数目，计算出胚率。当球形或鱼

雷形胚出现，则将其转移、继代到新鲜Ｍ３培养基上备用。
１．２．５　体细胞胚的继代、成熟　将Ｍ３培养基上诱导获得的
初生胚状体从培养块分离、转移到新鲜的 Ｍ４上继代培养，诱
导次生胚状体发生和增殖，２周继代１次，建立循环培养；观
察、统计增殖速率。

１．２．６　胚性愈伤组织保存条件的筛选方法　选择由品种
ＧＲ３腋芽诱导出的颗粒状胚性愈伤组织，在显微镜下用针头
挑出较纯化的胚性愈伤，以含有１２ｍｇ／Ｌ毒莠定、３０ｇ／Ｌ蔗
糖、６．５ｇ／Ｌ琼脂的ＧＤ培养基（ｐＨ值５．８）为常规保存培养
基，每２０ｄ继代１次，培养条件为温度２５℃，光照度８００～
１０００ｌｘ，光照时间１２ｈ／ｄ。
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１．２．７　离体保存试验方法
１．２．７．１　不同浓度蔗糖处理对木薯胚性愈伤保存的影响　
将愈伤组织接种在分别附加 １０、２０、３０、４０、５０ｇ／Ｌ蔗糖的
ＧＤ＋１２ｍｇ／Ｌ毒莠定＋６．５ｇ／Ｌ琼脂固体培养基中，以添加
２５ｇ／Ｌ蔗糖的培养基为对照。
１．２．７．２　生长抑制剂处理对木薯胚性愈伤保存的影响　将
待保存的愈伤组织接种在分别附加２、４、６、８、１０ｍｇ／Ｌ的 Ｂ９、
烯效唑（Ｓ３３０７）的 ＧＤ＋１２ｍｇ／Ｌ毒莠定 ＋６．５ｇ／Ｌ脂琼 ＋
２５ｇ／Ｌ蔗糖固体培养基中，以不附加抑制剂为对照。

不同浓度蔗糖浓度和生长抑制剂处理的愈伤组织均放置

在培养温度２０℃、光照度１５００～２０００ｌｘ、光照时间１２ｈ／ｄ
的条件下，第１次于培养２０ｄ观察，以后每１５ｄ观察１次，测
定其生长量和细胞活力。

１．２．７．３　不同温度处理对木薯胚性愈伤保存的影响　将正
常保存接种后的材料分别于 ０、１０、１５、２０、２６℃下保存，以
２６℃ 下正常培养的材料为对照，光照时间和测定内容与上
述方法相同。

１．２．７．４　细胞活力测定方法　木薯胚性愈伤细胞活力的
ＴＴＣ法测定参照白宝璋的方法［５］并略有改动。主要步骤如

下：（１）取０．２５ｍＬ０．４％ ＴＴＣ溶液，加９．７５ｍＬ乙酸乙酯和
少量保险粉于１０ｍＬ容量瓶中，充分摇动，以所生成的红色
ＴＴＦ溶液作为已知母液，取５支１０ｍＬ容量瓶，按照表 ｌ所给
数据配制系列浓度溶液，并用甲醇定容。用紫外分光光度计

比色，以甲醇作空白对照，检测波长４８５ｎｍ，记录 Ｄ４８５ｎｍ值。
并以Ｄ４８５ｎｍ值为纵坐标、以ＴＴＦ的含量为横坐标，绘制出以甲
醇为溶剂的标准曲线，详见图１。

表１　ＴＴＦ系列浓度溶液的配制

每管ＴＴＦ含量
（μｇ）

试剂用量（ｍＬ）
母液 甲醇

２５ ０．２５ ９．７５
５０ ０．５０ ９．５０
１００ １．００ ９．００
１５０ １．５０ ８．５０
２００ ２．００ ８．００

　　（２）称取以上各处理保存时间分别在２０、３５、５０、６５、８０ｄ
的愈伤保存材料各０．５ｇ，放入小烧杯中，加入０．４％ＴＴＣ溶
液和磷酸缓冲液（ｐＨ值７．０）各５ｍＬ，使愈伤组织充分浸没
在溶液内，在３７℃下暗保温１ｈ，此后立即加入２ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２ＳＯ４溶液以停止反应（与此同时做空白试验，先加硫酸，再

加样品，３７℃下暗保温１ｈ）。
　　（３）将胚性愈伤取出，用循环水真空泵滤干水分，再用滤
纸压干愈伤水分，放入试管中，加入５ｍＬ甲醇溶液，然后将试
管置于３５℃保温箱３ｈ，使愈伤组织完全变白。将红色提取
液移入容量瓶，最后加甲醇，使总量为１０ｍＬ，用分光光度计
在波长４８５ｎｍ下比色，以空白对照试验作参比测出吸光度
Ｄ４８５ｎｍ，查标准曲线，求出ＴＴＣ还原量。

（４）结果计算：愈伤组织活力值［ｍｇ／（ｇ·ｈ）］＝ＴＴＣ还
原量（μｇ）／［愈伤组织质量（ｇ）×时间（ｈ）］；生长量（ｇ）＝愈
伤组织的终质量（ｇ）－愈伤组织接种质量（ｇ）。

２　结果与分析

２．１　２种植物生长调节剂对诱导幼叶愈伤组织的影响
表２试验结果表明，２，４－Ｄ和毒莠定对４个木薯品种的

幼叶均能诱导胚性愈伤。运用ＤＰＳｖ７．０５软件ＬＳＤ法分析可
知，不同木薯品种在相同的诱导条件下，ＧＲ３的幼叶诱导胚
性愈伤的平均数量多于ＳＣ２０５、ＧＲ８９１、ＧＲ９１１，说明ＧＲ３的幼
叶诱导能力最高，其次为ＳＣ２０５，ＧＲ８９１、ＧＲ９１１的诱导能力较
差；相同木薯品种在不同激素水平诱导条件下，２，４－Ｄ浓度为
１２、１４ｍｇ／Ｌ时，除ＧＲ９１１、ＧＲ８９１外，幼叶诱导胚性愈伤的数
量均高于浓度为６、１８ｍｇ／Ｌ；毒莠定浓度为１２、１４ｍｇ／Ｌ时，
幼叶诱导胚性愈伤的数量高于浓度为６、１８ｍｇ／Ｌ，而且差异
显著。４个品种中，除ＧＲ９１１在２，４－Ｄ为１４ｍｇ／Ｌ时诱导效
果好于１２ｍｇ／Ｌ外，其余３个品种均在２，４－Ｄ为１２ｍｇ／Ｌ时
诱导效果最好。综合２种生长调节剂在不同浓度下的诱导愈
伤效果来看，以幼叶为材料，４个品种均在毒莠定为１２ｍｇ／Ｌ
时的诱导效果表现较好，木薯品种间的基因型对诱导胚性愈

伤的能力表现出明显差异。

表２　２，４－Ｄ及毒莠定对４个木薯品种幼叶诱导胚性愈伤的影响

激素种类
浓度

（ｍｇ／Ｌ）
诱导形成的愈伤数量（个）

ＳＣ２０５ ＧＲ８９１ ＧＲ９１１ ＧＲ３
２，４－Ｄ ６ １０．０±２．５５ｂ １０．０±１．８７ｂ ８．０±２．３５ｂ １４．０±２．７４ｂ

１２ １４．０±３．０８ａ １３．０±２．３４ａ ８．０±１．８７ｂ ２０．０±１．８７ａ
１４ １３．２±１．９２ａ １０．０±１．８７ｂ １４．０±５．０９ａ ２０．０±３．３２ａ
１８ ９．０±２．３５ｂ ９．０±１．２２ｂ ９．０±１．８７ｂ １３．０±３．０８ｂ

毒莠定浓度 ６ １０．０±４．８５ｂ １０．２±２．０５ｂ １１．０±１．４１ｂ １４．０±２．３５ｂ
１２ １５．０±３．０８ａ １５．２±２．２８ａ １４．０±３．６７ａ ２０．０±２．６５ａ
１４ １３．０±５．２４ａ １２．０±４．３６ａ １３．０±２．０ａ ２０．０±２．００ａ
１８ ９．０±１．２２ｂ ９．０±１．５８ｂ ９．０±１．２２ｂ １３．０±１．００ｂ

　　注：数据为平均值±标准误（ｎ＝５）；同一行／列的不同小写字母表示处理间的指标表现差异显著（Ｐ＜０．０５）。表３、表４同。
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２．２　２种植物生长调节剂对腋芽诱导愈伤组织的影响
表３试验结果表明，２，４－Ｄ和毒莠定对４种木薯栽培品

种的腋芽均能诱导出胚性愈伤。运用ＤＰＳｖ７．０５软件ＬＳＤ法
分析可知，不同木薯品种在相同的诱导条件下，ＧＲ３、ＳＣ２０５
的腋芽诱导胚性愈伤的数量多于ＧＲ８９１、ＧＲ９１１，与幼叶诱导
效果一致。２，４－Ｄ和毒莠定在１２、１４ｍｇ／Ｌ浓度下对４个品

种的诱导效果均明显好于６、１８ｍｇ／Ｌ，且４个品种均在毒莠
定、２，４－Ｄ为１２ｍｇ／Ｌ时诱导效果最好（除ＧＲ８９１）。综合２
种生长调节剂不同浓度的表现来看，以腋芽为材料，品种间诱

导胚性愈伤的能力有较大差异，大致可以分为２组，即 ＧＲ３、
ＳＣ２０５为１组，ＧＲ８９１、ＧＲ９１１为１组，且前１组的诱导效果要
明显好于后１组。

表３　２，４－Ｄ及毒莠定对４个木薯品种腋芽诱导胚性愈伤的影响

激素种类
浓度

（ｍｇ／Ｌ）
诱导形成的愈伤数量（个）

ＳＣ２０５ ＧＲ８９１ ＧＲ９１１ ＧＲ３
２，４－Ｄ ６ １４．０±３．１６ｂ １３．０±３．７４ｂ １３．０±２．７４ｂ １９．０±２．００ｂ

１２ ２７．０±２．４５ａ １７．０±１．４１ａ １７．０±１．７３ａ ２８．０±２．００ａ
１４ ２５．０±４．３０ａ １８．０±１．５８ａ １５．０±２．５５ａ ２６．０±３．８７ａ
１８ １４．２±２．９５ｂ １０．０±１．７３ｂ １０．０±０．７１ｂ １８．０±１．８７ｂ

毒莠定 ６ １８．０±３．３９ｂ １４．２±２．６８ｂ １３．０±４．０６ｂ １８．０±１．７３ｂ
１２ ３０．０±０．００ａ １９．０±１．７３ａ １４．０±４．７４ａ ２８．０±０．７１ａ
１４ ２３．０±２．７４ａ １６．０±２．５５ａ １３．０±２．６５ｂ ２６．０±２．４５ａ
１８ １７．２±３．１１ｂ １１．０±２．００ｂ １０．０±１．８７ｂ １９．０±１．８７ｂ

２．３　植物生长调节剂组合对诱导愈伤组织分化的影响
运用ＤＰＳ７．０５软件ＬＳＤ法对表４试验结果进行分析可

知，除 ＧＲ８９１，相同木薯品种在不同激素组合的诱导条件下，
ＩＢＡ＋６－ＢＡ诱导胚性愈伤分化数量多于ＩＢＡ、６－ＢＡ，且存在
显著差异；而ＩＢＡ、６－ＢＡ间的差异性不明显，诱导效果优越性
排序为 ＩＢＡ＋６－ＢＡ＞ＩＢＡ＞６－ＢＡ。除ＧＲ９１１，相同木薯品种
在不同激素水平诱导条件下，ＩＢＡ浓度为１．５、２．０ｍｇ／Ｌ时，诱
导胚性愈伤分化数量的数量多于１．０ｍｇ／Ｌ，表现显著差异；
相同木薯品种在不同激素水平诱导条件下，６－ＢＡ浓度为
０８ｍｇ／Ｌ时，诱导胚性愈伤分化数量多于０．４、１．２ｍｇ／Ｌ，表

现显著差异；相同木薯品种在不同激素水平诱导条件下，

ＩＢＡ＋６－ＢＡ浓度为（１．５＋０．８）ｍｇ／Ｌ诱导胚性愈伤分化数
量多于（１．５＋０．４）、（１．０＋０．４）ｍｇ／Ｌ，差异明显或显著。

ＩＢＡ、６－ＢＡ单独使用均能使木薯４个品种的胚性愈伤
发生不同程度的分化，但二者的组合均比单独使用时效果明

显提高，说明二者之间具有一定程度的协同作用。１．５ｍｇ／Ｌ
ＩＢＡ＋０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的组合诱导４种木薯品种胚性愈伤的
分化效果最好。从品种间整体愈伤诱导差异来看，ＧＲ３略优
于ＳＣ２０５，但均明显优于 ＧＲ９１１，整体愈伤诱导最差的是
ＧＲ８９１，说明不同品种间的差异还是比较明显的。

表４　不同激素组合水平对４个木薯品种胚性愈伤分化的影响

激素种类
浓度

（ｍｇ／Ｌ）
诱导形成的愈伤数量（个）

ＳＣ２０５ ＧＲ８９１ ＧＲ９１１ ＧＲ３
ＩＢＡ １．０ １０．４±１．８２ｂ １０．０±３．０８ｂ １１．０±２．２４ａ １２．４±２．７９ｃ

１．５ １８．８±２．１７ａ １３．２±１．１０ａ １０．０±２．４５ａ ２２．０±３．７４ａ
２．０ １６．０±３．７４ａ １２．６±２．８８ａ １１．０±２．５５ａ １６．８±３．０３ｂ

６－ＢＡ ０．４ １４．０±１．４１ａ １３．０±４．００ａ ８．０±１．８７ｂ １２．８±３．９０ａ
０．８ １５．０±２．４５ａ １３．６±１．９５ａ １１．４±２．５１ａ １３．４±３．９１ａ
１．２ １１．０±２．００ｂ １２．０±３．２４ｂ ８．８±２．２８ｂ １１．４±１．３４ｂ

ＩＢＡ＋６－ＢＡ １．０±０．４ １８．４±１．５２ｂ １０．４±０．８９ｂ １６．２±２．９５ｂ １８．８±３．７０ｂ
１．５±０．４ ２０．６±３．１３ａ １１．８±３．９６ｂ １７．４±３．４４ｂ ２１．０±２．３５ａ
１．５±０．８ ２１．２±２．５９ａ １５．２±１．４８ａ １８．０±２．１２ａ ２２．０±４．８５ａ

２．４　不同处理对木薯胚性愈伤保存的生长量及细胞活力的
影响

从表５可见，随着保存时间的延长，各处理组及对照组均
表现出生长量增加、细胞活力下降的趋势，但生长量和细胞活

力下降幅度各异，其中生长抑制剂Ｂ９、烯效唑浓度均在６ｍｇ／Ｌ
时表现效果最佳。

　　在蔗糖浓度低于３０ｇ／Ｌ时，随着蔗糖浓度升高，木薯愈伤
组织的周期增殖量总体看来也在增大，添加３０ｇ／Ｌ蔗糖的处
理，２０ｄ增殖量达到２．０４ｇ，细胞活力值达０．５４５ｍｇ／（ｇ·ｈ），
细胞活力高于对照；而后随着蔗糖浓度继续升高，愈伤组织增

殖量反而有所下降，因为愈伤组织不能进行光合作用，完全处

于一种异养状态，当培养基中的碳源供应不足时，组织长期处

于碳饥饿状态，生长受阻；当蔗糖浓度继续提高时，培养基渗

透压增加，超出一定浓度，愈伤组织吸收水和养分受阻，抑制

了生长［６］。

　　Ｂ９能够提高培养基的渗透压，从而抑制材料的生长，因
此常作为生长调节物用于缓慢生长保存，本试验用Ｂ９保存也
得到了较好的结果，添加６、８ｍｇ／ＬＢ９，经过５０ｄ保存后，愈伤
组织生长量分别达到２．８７、２．４５ｇ，细胞活力分别达到０４２６、
０．３１１ｍｇ／（ｇ·ｈ），细胞活力明显高于对照；随着Ｂ９浓度继续
升高，添加１０ｍｇ／ＬＢ９，对愈伤组织的生长及细胞活力影响明
显，严重抑制材料的增殖，并影响到其活力，因此，添加６ｍｇ／Ｌ
Ｂ９有利于提高木薯胚性愈伤组织生长量和细胞活力。
　　在常规保存培养基中添加不同浓度的生长抑制剂烯效唑
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表５　不同保存条件下木薯胚性愈伤组织生长量和细胞活力的比较

保存处理
不同保存时间愈伤组织的生长量（ｇ） 不同保存时间愈伤组织的细胞活力［ｍｇ／（ｇ·ｈ）］

２０ｄ ３５ｄ ５０ｄ ６５ｄ ８０ｄ ２０ｄ ３５ｄ ５０ｄ ６５ｄ ８０ｄ
蔗糖１０ｇ／Ｌ １．５０ １．８４ ２．０５ ２．１２ ２．１４ ０．２７９ ０．２３４ ０．１８４ ０．０６３ ０．０５７
蔗糖２０ｇ／Ｌ １．４６ １．８９ １．９５ ２．１２ ２．４５ ０．３６７ ０．３１７ ０．２５４ ０．１９６ ０．１４５
蔗糖３０ｇ／Ｌ ２．０４ ２．７８ ３．００ ３．０５ ３．１２ ０．５４５ ０．５２６ ０．３７５ ０．２８６ ０．２１３
蔗糖４０ｇ／Ｌ １．４２ １．７９ ２．０１ ２．３７ ２．５８ ０．４２５ ０．３７１ ０．３３７ ０．２０６ ０．１２７
蔗糖５０ｇ／Ｌ １．２０ １．２５ １．５６ １．８９ ２．０１ ０．２７１ ０．１７７ ０．１５７ ０．１２９ ０．１１８
Ｂ９２ｍｇ／Ｌ １．１２ １．８２ ２．０７ ２．４８ ２．８６ ０．３０６ ０．２５６ ０．１９８ ０．１５５ ０．１３１
Ｂ９４ｍｇ／Ｌ １．４３ ２．２１ ２．８７ ３．２３ ３．４５ ０．４３６ ０．３０２ ０．２３５ ０．１９１ ０．１７４
Ｂ９６ｍｇ／Ｌ １．９８ ２．３６ ２．８７ ２．９４ ３．５６ ０．５８０ ０．４８５ ０．４２６ ０．３６９ ０．２２０
Ｂ９８ｍｇ／Ｌ １．８９ ２．２３ ２．４５ ２．８７ ３．１０ ０．５０８ ０．４８１ ０．３１１ ０．２４９ ０．１６７
Ｂ９１０ｍｇ／Ｌ １．７５ １．８９ ２．２３ ２．４５ ２．７５ ０．４１０ ０．３２３ ０．２９５ ０．２０５ ０．１５４
烯效唑２ｍｇ／Ｌ １．２３ １．５６ ２．０５ ２．３５ ２．８７ ０．３９８ ０．３３７ ０．２６８ ０．２２１ ０．１５３
烯效唑４ｍｇ／Ｌ １．５６ １．７９ ２．２６ ２．７５ ２．９０ ０．４８５ ０．３５２ ０．２３１ ０．１８９ ０．１２８
烯效唑６ｍｇ／Ｌ ２．０２ ２．３６ ２．７２ ２．９８ ３．７８ ０．５４２ ０．４７１ ０．３５１ ０．２２９ ０．１９７
烯效唑８ｍｇ／Ｌ １．８５ ２．１４ ２．３６ ２．８５ ３．１８ ０．４１５ ０．３０８ ０．２１９ ０．１７８ ０．１１２
烯效唑１０ｍｇ／Ｌ １．４２ １．６８ １．９６ ２．１０ ２．２３ ０．３１８ ０．２７９ ０．１７１ ０．１１９ ０．１０１
温度０℃ ０．２１ ０．２５ ０．２８ ０．３０ ０．３４ ０．１１９ ０．０６２ ０．０５２ ０．０００ ０．０００
温度１０℃ ０．５４ ０．６５ ０．８７ ０．８９ ０．９７ ０．１５６ ０．０８３ ０．０５２ ０．０３４ ０．０１３
温度１５℃ １．０６ １．３４ １．３９ １．４２ ２．０３ ０．２１５ ０．１８２ ０．１６４ ０．１０２ ０．０９４
温度２０℃ １．４２ １．８９ ２．３２ ２．５８ ２．６７ ０．３５４ ０．３２５ ０．２９８ ０．２２１ ０．１７５
ＣＫ ２．１８ ２．６９ ３．１２ ３．５４ ３．８２ ０．３４２ ０．２４２ ０．１０１ ０．０４７ ０．０１２

（Ｓ３３０７），对木薯胚性愈伤组织的保存作用也有影响，效果与
Ｂ９差异不明显，说明这２种生长抑制剂均能延缓木薯胚性愈
伤保存时间。在培养基中添加６ｍｇ／Ｌ烯效唑，保存３５ｄ，愈
伤组织生长量为２．３６ｇ，稍低于对照（２．６９ｇ），但细胞活力保
持在０．４７１ｍｇ／（ｇ·ｈ），高于同期对照组的细胞活力。烯效
唑浓度提高至１０ｍｇ／Ｌ时，仅保存２０ｄ，愈伤组织的细胞活力
就下降至０．３１８ｍｇ／（ｇ·ｈ），稍低于对照，由于愈伤组织的存
活受到抑制，因此，添加高浓度的烯效唑不利于愈伤组织的

保存。

在木薯愈伤组织保存过程中，温度具有重要作用。当温

度处于０～１０℃时，愈伤组织几乎无法存活，即使转入常温也
无法生长。继代２０ｄ后，ＴＴＣ法测其活力，其活力值很低，仅
为０．１５６ｍｇ／（ｇ·ｈ）（温度１０℃），生长量仅为０．５４ｇ，几乎
没有增殖；在１５、２０℃条件下，虽然愈伤组织生长量增殖不
大，但保存５０ｄ时，２０、２６℃（对照）处理愈伤组织活力差异很
明显，分别为０．２９８、０．１０１ｍｇ／（ｇ·ｈ），保存６５ｄ时，２６℃处
理几乎没有细胞能力，２０℃处理活力仍高，说明２０℃有利于
木薯愈伤组织保存，常温保存时，在短时间内愈伤组织增殖量

大，衰老很快，而低温可以延缓衰老，并降低短时间内的增

殖量。

３　结论与讨论

在植物组培中，植物生长调节剂是影响愈伤组织诱导的

重要因素，植物生长调节剂的种类、浓度以及它们之间的组合

影响着愈伤组织的诱导和分化［７］，合适的细胞分裂素和生长

素的组合，能促进愈伤组织的形成及分化。何亚文等将木薯

ＮＺ１８８无菌苗茎段接种在ＭＳ附加ＩＢＡ、ＢＡ固体培养基上，能
诱导出愈伤组织［８］；覃艳等用不同浓度２，４－Ｄ和６－ＢＡ组
合能从木薯腋芽诱导出愈伤组织［９］。席世丽等用不同浓度

６－ＢＡ和ＮＡＡ组合能从木薯花药诱导出愈伤组织［１０］。本试

验比较了单独使用２，４－Ｄ、毒莠定、ＩＢＡ、６－ＢＡ及 ＩＢＡ＋６－
ＢＡ组合生长调节剂对４个不同木薯品种愈伤组织诱导的效
果，结果显示，使用２，４－Ｄ、毒莠定浓度为１２ｍｇ／Ｌ时能从幼
叶或腋芽诱导出木薯胚性愈伤组织且效果最好，１．５ｍｇ／Ｌ
ＩＢＡ＋０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的组合诱导４种木薯品种胚性愈伤的
分化效果最好，能够将水浸状愈伤组织继续分化成浅绿色颗

粒状愈伤组织，且品种间差异较明显。

由表２、表３、表４的结果可以看出，取不同品种的无菌苗
幼叶及腋芽为接种材料，在相同的培养基上诱导愈伤组织的

差异较大，这种差异反映了不同基因型对相同生长调节剂或

组合的反应不同，而且在本试验中也反映了同一基因型对不

同的生长调节剂或组合的反应也不同，这可能由材料本身的

内源激素造成的。而组合１．５ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．８ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
中的激素配比可能与多数品种的内源激素之间产生协调关

系，因此这个处理对多数品种愈伤组织的分化最适合。

离体保存成功的关键因素之一是使用合适的植物生长抑

制剂［１１］。在种质资源离体保存过程中，缓慢生长法是通过调

节培养温度和改变培养基成分来抑制保存材料的生长和延缓

材料衰老从而延长继代时间的１种保存方法［１２］。本研究中，

经单因素试验比较，得出在２０℃条件下在常规培养基（含
２ｍｇ／Ｌ毒莠定＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋６．５ｇ／Ｌ脂琼的 ＧＤ培养基，
ｐＨ值５．８）中添加６ｍｇ／ＬＢ９或烯效唑的方法，可将木薯品种
ＧＲ３胚性愈伤组织的继代时间延长至８０ｄ，且继代细胞活力
率较高，可作为木薯胚性愈伤离体保存方法之一。

从试验结果可以发现，适当低温培养有利于提高木薯胚

性愈伤组织的细胞活力。常规保存（２６℃）下，培养６５ｄ的
木薯胚性愈伤组织完全失活，愈伤老化，呈褐色颗粒状，而生

长量增多；随着培养温度的降低，愈伤组织细胞活力增强，适

合离体保存方法。该结论与洪森荣等报道降低培养温度是植

物组织培养缓慢生长保存最常用的方法［１３］一致，本试验得出，
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温度在２０℃时最适合木薯胚性愈伤组织保存的结论。蔗糖
是影响木薯胚性愈伤组织生长的关键因素，提高蔗糖浓度可

增加培养基的渗透压，使愈伤组织对水分和养分的吸收受阻，

从而延缓离体保存材料的生长速度，但在保存后期却能加剧

愈伤组织的褐变，不利于愈伤组织稳定保存，因此在保存过程

中不宜采用增加蔗糖浓度的方法。本试验结果表明，蔗糖浓

度在３０ｇ／Ｌ时有利于木薯胚性愈伤组织的保存。
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旱稻成熟胚愈伤组织诱导的影响因素
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（河北科技大学生物科学与工程学院，河北石家庄０５００１８）

　　摘要：以旱稻品种鲲旱１号的种子为材料，研究了不同培养基成分及不同浓度的激素对愈伤组织诱导效率的影
响。结果表明，ＮＢ培养基较ＭＳ培养基更加有利于旱稻愈伤组织的诱导和继代培养；当２，４－Ｄ浓度为２ｍｇ／Ｌ时的
愈伤组织出愈率最高；添加脯氨酸不利于鲲旱１号愈伤组织的形成和生长；选用麦芽糖作为碳源可明显提高愈伤组织
的诱导率。
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　　旱稻是适于在旱地种植的栽培稻，属于水稻的变异型，栽
培历史悠久，可追溯至数千年前，目前在世界范围内种植面积

大约占到稻米总种植面积的１２％。旱稻具有耐瘠、耐旱、适
应性广的特点，在目前我国水资源短缺及耕地面积不断减少

的严峻形势下具有明显的发展优势。干旱缺水已成为制约我

国粮食生产的关键性因素［１］，我国人均占有水资源量只有世

界人均占有量的四分之一。水稻作为我国重要的粮食作物，

其用水量巨大，加之现有选育和推广的栽培稻品种普遍存在

不抗旱的不足，因而水资源短缺已经成为严重影响水稻产量

的原因之一。在此形势之下，加快选育旱稻新品种，能够节约

大量农业用水，扩大稻谷种植面积，增加粮食产出渠道，提高

农业生产的经济效益［２］。大力发展旱稻品种选育，获得抗

逆、优质、高产的旱稻品种，既可以克服干旱对农业生产的危

害，又为培育优质的稻类新品种提供重要的基础。通过基因

工程的方法对其进行改良是目前的研究热点［３－８］。胚性愈伤

组织作为遗传转化体系的最常用受体材料，其诱导条件成为

稻类组织培养研究的重要方面。本研究以粳水稻、粳旱稻、爪

哇稻进行三交杂交育种得到的耐旱高产的粳旱稻品种———鲲

旱１号的成熟种子作为材料，研究在不同培养基成分及不同
外源激素浓度配比情况下，旱稻愈伤组织的生长状态及诱导

效率的差异，以期获得大量适于遗传转化的优质愈伤组织，并

为进一步建立稳定高效的旱稻转化体系奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
旱稻品种鲲旱１号（由河北鲲鹏种业提供）的成熟种子

作为愈伤组织诱导的材料。
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