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　　摘要：高粱是重要的杂粮作物之一，其组织培养研究对高粱再生体系建立以及高粱转基因育种具有重要意义。以
６个基因型的高粱幼穗为外植体，研究光照、激素、基本培养基以及基因型对幼穗愈伤组织诱导和分化的影响。结果
表明：对于高粱幼穗愈伤组织的诱导培养，光照有利于幼穗愈伤组织的诱导；２，４－Ｄ和ＫＴ混合使用的效果比２，４－Ｄ
单独使用好；３种基本培养基对幼穗愈伤诱导影响差异不显著；不同基因型对幼穗愈伤诱导影响差异显著，且５种不
同基因型材料的愈伤诱导能力大小为Ｍ８１－Ｅ＞０７－２７＞ＢＪ－２８５＝考利＞罗马。对于高粱幼穗愈伤组织的分化培
养，３种培养基中只有 ＭＳ培养基和 ＮＢ培养基分化出再生苗；６种基因型中只有忻粱 ５２分化出绿苗，分化率
为１１４９％。
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　　高粱是一种高光效的Ｃ４植物，具有生物产量高、耐旱、耐
盐、耐贫瘠、适应性强、种植范围广等特点［１］，且高粱是重要

的杂粮作物之一，其籽粒可以作为粮食，在非洲等干旱地区是

主要的粮食作物之一，茎秆是良好的青贮饲料［２－３］。但是，高

粱种质资源比较匮乏［４］，传统的育种应用受到限制，致使其

品种改良和新品种选育进程缓慢。转基因育种的快速发展，

为高粱育种带来生机。然而，高粱被认为是组织培养比较困

难的植物之一，虽然高粱的幼胚［５－１４］、花 药［１５－１８］、幼

穗［１１，１８－２２］、幼叶［１０，２３］、茎尖［１９，２４－２９］、成熟胚［１０－１１，３０－３１］、未成熟

胚［１２］、成熟种子［１１，３０，３２－３３］、原生质体［３４］的体外培养可以初步

获得再生植株，但是以组织培养为基础的高效再生体系建立

比较困难。

目前，高粱幼穗被认为是建立再生体系比较容易的外植

体之一。本试验以６个基因型的高粱幼穗为外植体，研究光
照、激素、基本培养基以及基因型对幼穗愈伤组织诱导及分化

的影响，试图建立幼穗高效再生体系，从而为高粱转基因育种

提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
６个高粱品种及品系：忻粱５２、ＢＪ－２８５、０７－２７、Ｍ８１－

Ｅ、罗马及考利，均由天津农学院作物遗传重点实验室提供，
种植于天津农学院东校区作物标本园，取旗叶期的幼穗先用

７５％乙醇擦拭苞叶，用保鲜膜包装后置于４℃预处理１２～
２４ｈ备用。
１．２　方法
１．２．１　培养基　所有培养基用１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ调节 ｐＨ值
为５８，分化培养基和生根培养基加３ｇ植物凝胶、８．０ｇ山梨
醇和０．２ｇ天冬氨酸，其他培养基均加０．３ｇ酸水解酪蛋白、
０５ｇ脯氨酸、０．５ｇ谷氨酰胺以及 ６．８ｇ琼脂，继代培养
基为ＭＳ培养基，在 １．１ＭＰａ大气压 １１３℃下灭菌 ２０ｍｉｎ
（表１）。

表１　培养基配方

培养基 基本培养基
２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

诱导培养基 ＭＳ ２．０ ０／０．５
ＮＢ ２．０
ＭＢ ２．０

分化培养基 ＭＳ ２．０ ０．１５ ０．５
ＮＢ ２．０ ０．１５ ０．５
ＭＢ ２．０ ０．１５ ０．５

生根培养基 １／２ＭＳ

１．２．２　幼穗愈伤组织的诱导　将预处理后的幼穗用７５％乙
醇表面消毒，在超净工作台内小心取出约７ｃｍ长幼穗，在无
菌滤纸上用解剖刀切成０．１～０．２ｃｍ的茎段，接种于诱导培
养基上。除忻粱５２有处理置于（２５±１）℃的恒温培养箱中，
每天光照１６ｈ，光照度为２０００ｌｘ。其余皆置于（２５±１）℃
的黑暗条件下培养，１０～１４ｄ统计出愈率。
１．２．３　愈伤分化、生根培养及移栽　继代培养７～１４ｄ，挑取
黄色、质地紧密的愈伤组织转接到分化培养基上，置于（２５±
１）℃的恒温培养箱中，每天光照１６ｈ，光照度为２０００ｌｘ。经
过２８～３５ｄ的分化培养，再生芽长到３ｃｍ左右时，并统计分
化率。待再生芽长到５ｃｍ左右时，转移到生根培养基上。待
再生苗根系健壮时，移栽到含有蛭石和营养土的盆中于温室

中培养至植株成熟。
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１．２．４　数据统计分析
愈伤诱导率＝（愈伤组织块数／外植体数）×１００％；愈伤

分化率＝（出再生芽愈伤组织数／接种愈伤组织数）×１００％。
数据经转换后，用 ＤＰＳ统计软件进行方差分析，用

Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进行显著性水平分析。

２　结果与分析

２．１　高粱幼穗愈伤诱导
２．１．１　光照条件和激素对高粱幼穗愈伤组织诱导的影响　

经过１０～１４ｄ的愈伤诱导培养，幼穗切段在切口处产生淡黄
色或白色的愈伤组织。除忻粱５２以外其他５个材料均不同
程度产生褐色物质（图１）。光照和激素对忻粱５２幼穗愈伤
组织诱导影响的方差分析结果（表２）表明，忻粱５２在光照条
件的愈伤诱导率与黑暗条件下的愈伤诱导率差异显著，说明

光照有利于幼穗愈伤组织的诱导。而在相同条件下，忻粱５２
在添加 ０．５ｍｇ／ＬＫＴ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ情况下的愈伤诱导
率显著高于只添加２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的愈伤诱导率，表明２，
４－Ｄ和ＫＴ混合使用的效果比２，４－Ｄ单独使用要好。

表２　激素和光照对高粱幼穗愈伤组织诱导的影响

基因型 培养条件
激素配比

（ｍｇ／Ｌ）
愈伤诱导率

（％）

忻粱５２ ＭＳ光 ２，４－Ｄ２．０ １９．００±６．５ｂｃ
忻粱５２ ＭＳ光 ２，４－Ｄ２．０＋ＫＴ０．５ ２９．３６±４．２ａ
忻粱５２ ＭＳ暗 ２，４－Ｄ２．０ １５．４７±５．４ｃ
忻粱５２ ＭＳ暗 ２，４－Ｄ２．０＋ＫＴ０．５ ２５．５１±１．６ａｂ

　　注：愈伤诱导率值是３次重复试验的平均值，同列数据后不同小
写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

２．１．２　基本培养基对高粱幼穗愈伤组织诱导的影响　本试
验将ＭＢ、ＭＳ、ＮＢ等培养基对幼穗愈伤组织诱导的统计数据
进行方差分析，结果（表３）表明，高粱幼穗在不同基本诱导培
养基上的愈伤诱导率差异不显著（Ｐ＜０．０５）。说明 ＭＢ、ＭＳ、
ＮＢ３种培养基对幼穗愈伤组织诱导影响不大。

表３　基本培养基对高粱幼穗愈伤组织诱导的影响

培养基 愈伤诱导率（％）
ＭＢ ５２．９３±０．５０ａ
ＭＳ ５２．００±０．３２ａ
ＮＢ ５１．７３±０．６４ａ

２．１．３　基因型对高粱幼穗愈伤组织诱导的影响　本试验将
５种基因型材料幼穗愈伤组织诱导的统计数据进行方差分
析，结果（表４）表明，不同基因型幼穗愈伤诱导率差异显著
（Ｐ＜０．０５），其中 Ｍ８１－Ｅ的平均愈伤诱导率最高，为

７５７８％，其次依次为 ０７－２７＞ＢＪ－２８５＞考利 ＞罗马，
ＢＪ－２８５和考利差异不显著。

表４　基因型对高粱幼穗愈伤组织诱导的影响

基因型 愈伤诱导率（％）
Ｍ８１－Ｅ ７５．７８±０．４３ａ
０７－２７ ６１．１１±０．０５ｂ
ＢＪ－２８５ ４９．４４±０．５２ｃ
考利 ４６．４４±０．４１ｃ
罗马 ２８．３３±０．２０ｄ

２．２　高粱幼穗愈伤分化
２．２．１　基本培养基、基因型对高粱幼穗愈伤组织分化的影响
　将幼穗愈伤组织接种到含有３种基本培养基的分化培养基
上培养，除忻粱５２产生绿苗之外，其他材料的愈伤则大量形
成根（图２）。对３种基本培养基的愈伤分化率进行统计，结
果（表５）表明，忻粱５２在ＮＢ分化培养基上的分化率明显高
于ＭＳ，而其他材料无论是在ＭＳ分化培养基还是 ＭＢ分化培
养基上均不出现绿点，没有再生苗的出现。说明基本培养基、

基因型对愈伤分化影响较大。

２．２．２　再生苗生根培养及移栽　待丛生芽幼苗长到 ３～
５ｃｍ时，剪去假根，并将其转接到１／２ＭＳ生根培养基上，待长
３～４条根时，将瓶盖打开适应１～２ｄ后，洗净根部的培养基，
移栽到含蛭石和营养土的盆中生长１４～２１ｄ，其间通过浇营
养液来维持植株生长所需营养物质，然后移栽到温室生长至
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表５　高粱幼穗愈伤组织分化结果

基因型 培养基
转接的愈伤

组织数（个）

出芽的愈伤

组织数（个）

分化率

（％）

忻粱５２ ＭＳ １００ ６ ６．００
忻粱５２ ＮＢ ７４ １４ １８．９２
０７－２７ ＭＢ ５９ ０ ０
ＢＪ－２８５ ＭＢ ６４ ０ ０
Ｍ８１－Ｅ ＭＳ １９ ０ ０

植株成熟（图 ３）。移栽时注意不伤及根系，并保持营养土
湿润。

３　结论与讨论

幼穗是高粱组织培养中１个重要的外植体，对愈伤组织
诱导非常有利，韩福光等的研究认为幼穗也是高粱优良的外

植体［１０－１１，３４］。本研究取旗叶期７ｃｍ的幼穗为外植体进行组
织培养，愈伤诱导率达８４％，分化率为１１．４９％。而石太渊等
研究认为３ｃｍ长的幼穗比较适合愈伤组织的诱导，诱导率可
达１００％［２０］，由此可见，幼穗的取材时期对愈伤诱导非常关

键。同时本研究在愈伤诱导过程中，发现２，４－Ｄ和ＫＴ配合
使用的效果比单独使用２，４－Ｄ好，而且基因型对愈伤诱导
和分化的影响很大，研究结果与石太渊等的结果［３５］比较一

致。同时本研究利用的 ＭＢ、ＭＳ、ＮＢ３种基本培养基对愈伤
诱导的影响差异不显著，但石太渊等认为 ＭＳ培养基更适合
高粱组织培养［３５］。至于光照对愈伤诱导的影响，ＶａｎＮｇｕｙｅｎ
等认为愈伤在诱导阶段培养７ｄ后转移至低光条件下继续培
养，有利于愈伤的诱导［２２］，同样本试验研究也证明光照有利

于幼穗愈伤组织的诱导。
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［１５］锦州农业科学研究所．高粱花药培养研究初报［Ｊ］．辽宁农业科
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［３１］丛靖宇，董婷婷，刘国军，等．甜高粱组织再生研究［Ｊ］．作物杂
志，２０１１（３）：２４－２８．
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（３）：１２９－１３２．
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桃甲基化敏感扩增多态性（ＭＳＡＰ）技术体系的建立
蔡志翔，沈志军，严　娟，马瑞娟，俞明亮

（江苏省农业科学院园艺研究所／江苏省高效园艺作物遗传改良重点实验室，江苏南京２１００１４）

　　摘要：为建立适合桃的甲基化敏感扩增多态性（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＭＳＡＰ）反应体
系，以桃ＰＣＭ－１Ｒ、ＰＣＭ－１Ｇ为材料，对ＭＳＡＰ技术中的关键因素进行优化。结果表明，５００ｎｇ基因组 ＤＮＡ用 ＥｃｏＲ
Ⅰ、ＨａｐⅡ或ＭｓｐⅠ各１０Ｕ（０．５μＬ，２０００Ｕ／ｍＬ），３７℃保温１２ｈ，即可酶切完全；２５μＬ选择性扩增体系中，含有２μＬ
１０倍稀释的预扩增产物、各１μＬ上下游引物、２．５μＬ１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ、２．５μＬｄＮＴＰｍｉｘ（各０．２ｍｍｏｌ／Ｌ）、２．５μＬ
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、０．２５μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶。在该体系下选用２５６对引物对桃叶片进行甲基化模式分析，经筛选获得

２３对扩增条带清晰、重复性好的引物，ＰＣＭ－１Ｒ、ＰＣＭ－１Ｇ总甲基化率分别为２８．０％、２５．７％。
　　关键词：桃；ＤＮＡ甲基化；ＭＳＡＰ；体系优化
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作者简介：蔡志翔（１９７９—），男，江苏南京人，硕士，助理研究员，主要
从事桃种质资源收集、保存、评价工作。Ｔｅｌ：（０２５）８４３９０８５５；
Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｚｘ１ｙ０５＠１６３．ｃｏｍ。

　　ＤＮＡ甲基化是真核细胞基因组主要的修饰方式之一，
ＤＮＡ甲基化特别是胞嘧啶甲基化具有表观遗传效应和突变
效应，与基因表达调控、细胞分化、基因组印记、性染色体失活

及细胞记忆等生物学过程密切相关［１－４］。１９９５年，Ｖｏｓ等首
次将随机扩增多态性与限制性内切酶片段长度多态性２种分
子标记有机结合［５］，建立了扩增片段长度多态性分析技术。

１９９７年，Ｇｏｎｚａｌｇｏ等已经尝试用随机引物和对甲基化敏感不
同的同裂酶ＨｐａⅡ、ＭｓｐⅠ来进行甲基化分析［３］。Ｘｉｏｎｇ等于
１９９９年首次证明甲基化敏感扩增多态性（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＭＳＡＰ）是一种可靠的检测植
物ＤＮＡ甲基化的方法［６］，它操作相对便捷，可检测出样品

ＤＮＡ中大量甲基化位点，因多态性高、引物设计简单等优点
而被广泛应用。目前，ＭＳＡＰ方法在脐橙［７］、萝卜［８］、杂交籼

稻［９］、橡胶树［１０］、苹果［１１］等多种植物中都有应用，但在桃的

相关研究中尚未见应用报道。ＰＣＭ－１Ｒ（叶片紫红色）、
ＰＣＭ－１Ｇ（叶片绿色）为 ＰＣＭ－１（叶片紫红 －绿杂色）的无
性繁殖后代植株，本研究以这２个植株为试验材料，建立桃
ＭＳＡＰ体系，并进行引物筛选，以期为进一步研究桃 ＤＮＡ甲
基化奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
ＰＣＭ－１Ｒ、ＰＣＭ－１Ｇ，由国家果树种质南京桃资源圃

提供。

１．２　仪器与试剂
主要仪器有 ＢｉｏｍｅｔｒａＴ－ＧｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

５８１０Ｒ冷冻离心机、ＢｉｏＲａｄ电泳仪等。
主要试剂：ＥｃｏＲⅠ、ＭｓｐⅠ、ＨｐａⅡ，ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ；

ＴａｑＤＮＡ聚合酶，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；其他试剂为国产或进口分
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