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　　摘要：以巨菌草幼茎作为试验材料，研究不同浓度的防褐化物质对巨菌草组织培养褐化的影响，应用正交测验法
研究生长激素２，４－Ｄ、ＫＴ、ＩＡＡ不同的浓度对巨菌草愈伤组织诱导的影响。结果表明：最佳防褐化物质是１．０ｍｇ／Ｌ
ＰＶＰ；２，４－Ｄ对巨菌草幼茎愈伤组织诱导的影响最小，ＫＴ居于二者之间，没有达到显著水平，而 ＩＡＡ影响最大，达到
了显著水平（Ｐ＜０．０５）；巨菌草诱导愈伤组织的最佳培养基配方是 ＭＳ＋２，４－Ｄ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ
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　　巨菌草（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｐ．）属于单子叶植物禾本科狼尾草
属，是一种适宜在热带、亚热带和温带生长的高产优质菌草。

其抗逆性强，根系发达，为直立丛生的多年生植物，植株高大，

一般为３～５ｍ，有的也可达到６～８ｍ［１－２］。巨菌草是典型的
Ｃ４植物，光合效率很高，是其他阔叶树的４～７．４６倍，年产鲜
草达２００～４００ｔ／ｈｍ２［３］。巨菌草原产于南非，１９８３年引入我

国，并由于其巨大的经济价值得到了广泛推广。

　　巨菌草是一种高产优质的菌草，抗逆性极强，一般不会有
病虫害发生，管理简单，利用期长，生长速度快，粗蛋白含量很

高，营养价值丰富［３］，可作为生产饲料和保持水土、绿化环境

的优良草种［４］，也被用作香菇、灵芝、平菇、猴头菇等的栽培

培养料［５］。此外，巨菌草还是能源草的典型草种，可用于生

产乙醇等生物燃料。巨菌草种植简单，既可以进行有性繁殖，

也可以进行无性繁殖。无性繁殖一般用腋芽进行，有性繁殖

用种子，但是发芽率一般都很低［４］。目前，巨菌草在我国南

方的种植范围越来越广，由于不耐寒，在北方寒冷的冬季无法

自然越冬，使得在北方的推广受到严重限制［６］。

　　长期以来，巨菌草品种选育方面基本是依靠常规育种的
方法，因而无法快速解决巨菌草耐寒性、品质及产量改良等问

题。植物基因工程技术是解决品种改良的一种高效手段，而
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完整的巨菌草组织培养体系是对其进行基因工程遗传改良的

前提和技术保障。目前国内尚未见巨菌草组织培养体系构建

的报道。本研究拟参考其他禾本科植物如甘蔗、杂交狼尾草、

绒毛狼尾草等的组织培养方法，优选巨菌草诱导培养基，为巨

菌草品种改良提供试验依据，也为其更大范围的应用和推广

提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　试验材料为巨菌草幼茎，由福建农林大学国家菌草工程
技术研究中心提供。

１．２　方法
１．２．１　外植体的准备及消毒　选取幼嫩并且生长良好的巨
菌草茎秆，用７５％乙醇逐层擦拭较老的叶鞘表面并剥除直至
所需要材料的前２层，用刀切下茎尖部分，然后置于２％次氯
酸钠中消毒１０ｍｉｎ，用无菌水冲洗３～５次，在无菌滤纸上吸
干水分［７］。

１．２．２　防止褐化　为了防止外植体的褐变，采用组织培养中
常用的活性炭（ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ，ＡＣ）和聚乙烯吡咯烷酮（ｐｏｌｙ
ｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ，ＰＶＰ）２种防褐化物质，在相同培养基下添加
不同浓度的２种物质，观察对巨菌草出愈率的影响［８］。所用

培养基组合如表１所示。

表１　２种防褐化物质浓度设计

处理编号 防褐化物质 浓度（ｍｇ／Ｌ）
Ⅰ１ ＡＣ ０．１
Ⅰ２ ＡＣ ０．２
Ⅰ３ ＡＣ ０．３
Ⅰ４ ＰＶＰ ０．５
Ⅰ５ ＰＶＰ １．０
Ⅰ６ ＰＶＰ １．５

　　注：基本培养基均为ＭＳ＋２，４－Ｄ３．０ｍｇ／Ｌ。

　　用手术刀把茎尖分生组织部分切成０．１～０．２ｃｍ厚的小
薄片，接种于表１中培养基上，每瓶接种６块外植体，３次重复。
然后置于２６～２８℃的暗培养箱中培养［９－１０］，１０ｄ后比较出愈
情况，运用Ｅｘｃｅｌ和统计分析软件ＤＰＳ进行统计分析。
１．２．３　正交测验法筛选最佳诱导培养基配方　采用 Ｌ９（３

３）

正交设计，使用的正交表如表２所示［８］，设置３个影响因子，
分别为 ２，４－Ｄ、ＫＴ和 ＩＡＡ。基本培养基为 ＭＳ，３种激素
２，４－Ｄ、ＫＴ和ＩＡＡ各设３个浓度水平，２，４－Ｄ浓度为１．０、
２．０、３．０ｍｇ／Ｌ；ＫＴ浓度为 ０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ；ＩＡＡ浓度为
０．１、０．２、０．３ｍｇ／Ｌ［７，９，１１－１２］。共９个处理，每个处理接种３
瓶，每瓶５块外植体，３次生物学重复（时间重复），统计愈伤
率，运用Ｅｘｃｅｌ和ＤＰＳ进行方差分析和差异显著性测验，确定
最佳激素组合。

２　结果与分析

２．１　不同防褐化物质对愈伤组织诱导的影响
　　从表３可看出，在相同培养基 ＭＳ＋２，４－Ｄ３．０ｍｇ／Ｌ
下，采用不同浓度的防褐化物质 ＡＣ与 ＰＶＰ对巨菌草幼茎愈
伤组织诱导的效率明显不同。用 ＡＣ作为防褐化物质时，不
同浓度下出愈率虽然有变化，但差异不显著；用ＰＶＰ作为防

表２　巨菌草诱导培养基筛选Ｌ９（３３）正交试验设计

处理编号 ２，４－Ｄ ＫＴ ＩＡＡ
Ⅱ１ １ １ １
Ⅱ２ １ ２ ２
Ⅱ３ １ ３ ３
Ⅱ４ ２ ２ １
Ⅱ５ ２ ３ ２
Ⅱ６ ２ １ ３
Ⅱ７ ３ ３ １
Ⅱ８ ３ １ ２
Ⅱ９ ３ ２ ３

褐化物质时，在５％显著水平下，１．０ｍｇ／ＬＰＶＰ比１．５ｍｇ／Ｌ
ＰＶＰ对出愈率的提高有明显的效果，但未达到极显著差异
（Ｐ＜０．０１）。
　　２种不同防褐化物质 ＡＣ与 ＰＶＰ相比，采用 ＰＶＰ比 ＡＣ
产生的出愈率明显更高（表３）。从图１可以看出，巨菌草幼
茎在接种１０ｄ后，培养基加入ＰＶＰ的外植体已经长出一点愈
伤组织，而培养基加入 ＡＣ的外植体还没有长出愈伤组织。
特别是采用浓度为１．０ｍｇ／Ｌ的 ＰＶＰ产生的出愈率最高，故
本研究都采用此浓度。

表３　不同防褐化物质对愈伤组织诱导的影响

处理

编号
防褐化物质

浓度

（ｍｇ／Ｌ）
出愈率

（％）
Ｐ０．０５ Ｐ０．０１

Ⅰ１ ＡＣ ０．１ ２．９６ ｃ Ｂ
Ⅰ２ ＡＣ ０．２ １．８５ ｃ Ｂ
Ⅰ３ ＡＣ ０．３ ４．８１ ｃ Ｂ
Ⅰ４ ＰＶＰ ０．５ ５８．５２ ａｂ Ａ
Ⅰ５ ＰＶＰ １．０ ７６．３０ ａ Ａ
Ⅰ６ ＰＶＰ １．５ ５５．９３ ｂ Ａ

　　注：基本培养基均为ＭＳ＋２，４－Ｄ３．０ｍｇ／Ｌ。

２．２　正交测验法筛选最佳诱导培养基配方
　　生长素和细胞分裂素对植物生长影响很大，其浓度大小
是组织培养研究的关键环节，本研究以２，４－Ｄ、ＫＴ和ＩＡＡ作
为巨菌草外植体诱导愈伤组织的主要激素，并运用正交测验

法研究了三者不同浓度的组合对外植体诱导愈伤组织的

影响［１０－１１］。

　　以上述各处理的 ３次重复数据平均值为结果数据（表
４），运用Ｅｘｃｅｌ和ＤＰＳ进行数据的显著性测验和分析。从方
差分析结果（表５）可以看出，ＩＡＡ对巨菌草幼茎愈伤组织诱
导率的影响最大，达到显著水平（Ｐ＜０．０５），２，４－Ｄ的影响
最小，各因素的影响显著性依次为ＩＡＡ＞ＫＴ＞２，４－Ｄ。从单
因素的水平上来看，２，４－Ｄ的浓度差异对愈伤组织的诱导影
响不明显；而ＩＡＡ的浓度水平使愈伤组织的诱导率差异达到
显著水平，其中ＩＡＡ的浓度为０．２ｍｇ／Ｌ时的诱导率最高；不
同浓度的ＫＴ对愈伤组织的诱导率差异不显著。
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表４　正交试验设计巨菌草愈伤组织诱导结果

处理编号
２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

出愈率

（％）
Ｐ０．０５ Ｐ０．０１

Ⅱ１ １．０ ０．１ ０．５ １４．８１ ｃｄ ＢＣＤ
Ⅱ２ １．０ ０．２ １．０ ７０．３７ ａ Ａ
Ⅱ３ １．０ ０．３ １．５ １１．１１ ｄ ＣＤ
Ⅱ４ ２．０ ０．２ ０．５ ３１．４８ ｂ Ｂ
Ⅱ５ ２．０ ０．３ １．０ ２７．７８ ｂｃ ＢＣ
Ⅱ６ ２．０ ０．１ １．５ ２７．７８ ｂｃ ＢＣ
Ⅱ７ ３．０ ０．３ ０．５ ７．４１ ｄ Ｄ
Ⅱ８ ３．０ ０．１ １．０ １８．５２ ｂｃｄ ＢＣＤ
Ⅱ９ ３．０ ０．２ １．５ １８．５２ ｂｃｄ ＢＣＤ

　　注：基本培养基均为ＭＳ。

表５　正交试验结果的方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值
区组 ０．０１４４ ２ ０．００７２
２，４－Ｄ ０．１５２９ ２ ０．０７６５ １１．８９４２
ＩＡＡ ０．３０７３ ２ ０．１５３６ ２３．８９８２

ＫＴ ０．２４９６ ２ ０．１２４８ １９．４１４５
误差 ０．１０２９ １６ ０．００６４
总和 ０．９５８８

３　讨论与结论

　　褐化是植物组织培养中经常碰到的问题，本试验在未加
入防褐化物质前，也发现了大量的褐化现象，这严重影响了愈

伤组织的诱导。吸附剂活性炭（ＡＣ）和抗氧化剂聚乙烯吡咯
烷酮（ＰＶＰ）是高效的防褐化物质［１３］。前人研究表明，在甘蔗

茎尖诱导培养基中加入０．０２％ＡＣ或者加入适量的ＰＶＰ均能
够达到理想的防止褐化效果［１４］。在甘蔗培养基中加入

０．０３ｇ／ＬＡＣ和１．５ｍｇ／ＬＰＶＰ能有效防止褐化［９］。在本试

验巨菌草的防褐化研究中，ＡＣ和 ＰＶＰ也均能起到防止褐化
的作用，但是ＡＣ与ＰＶＰ相比，采用ＰＶＰ比采用ＡＣ产生的出
愈率明显更高，因此 ＰＶＰ比 ＡＣ的防褐化效果更好。在５％
显著水平下，１．０ｍｇ／ＬＰＶＰ比０．５ｍｇ／ＬＰＶＰ对出愈率的提高
有明显的效果，虽没达到显著差异，但是从实际效果来看，本

试验最终选择浓度为１．０ｍｇ／Ｌ的ＰＶＰ作为防褐化物质。
　　在应用正交测验法筛选最佳诱导培养基的试验中，采用
了２，４－Ｄ、ＫＴ和ＮＡＡ的组合进行研究。前人的很多研究结
果表明，２，４－Ｄ是诱导愈伤组织的必需激素，没有２，４－Ｄ就
不可能有愈伤组织出现，而且其用量在不同的植物种类中具

有一定的差异［９，１５－１６］。张晓莹等对紫穗狼尾草愈伤组织诱导

的条件也进行了正交试验和方差分析，结果表明，在不同的激

素组合中，２，４－Ｄ起了决定性的作用，而 ＫＴ浓度在０．５～
１．０ｍｇ／Ｌ对愈伤组织诱导具有促进作用［１１］。张艺等认为若

仅仅使用一种植物生长调节剂如２，４－Ｄ，则形成的愈伤组织
胚性不高，难于进行下一步的分化试验［１７］。本研究结果表明

２，４－Ｄ的浓度差异对愈伤组织的诱导影响最小，ＫＴ居于二
者之间且不同浓度的 ＫＴ对愈伤组织的诱导率差异不显著，
而ＩＡＡ浓度对巨菌草幼茎愈伤组织的诱导影响最大，当其浓
度为０．２ｍｇ／Ｌ时诱导率最高，达到了显著水平（Ｐ＜０．０５）。
而２，４－Ｄ是愈伤组织诱导的关键激素，所以诱导培养基中

必须加入２，４－Ｄ。因此，本试验最终采用的巨菌草幼茎诱导
愈伤组织的培养基配方是 ＭＳ＋２，４－Ｄ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ
０．２ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ１．０ｍｇ／Ｌ，在此条件下得到的巨菌草愈伤组织
见图２。
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