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翦股颖不同外植体高频植株再生的研究
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　　摘要：以翦股颖品种高地的吸涨种子、胚芽生长点和胚根生长点为主进行不同外植体高频植株再生的研究，结果
表明，不论是愈伤组织的诱导还是胚性愈伤组织的形成以及丛生芽的分化，均以胚芽生长点为最高，其次是吸涨种子，

胚根生长点最低；高浓度的２，４－Ｄ有利于愈伤组织的诱导；但适时调整激素配比及继代时间对形成胚性愈伤组织及
丛生芽的分化更关键有效。试验分析得出高频胚性愈伤组织形成的激素配比为２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，高频丛生芽分化的激素配比为２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ。
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　　翦股颖（Ａｇｒｏｓｔｉｓｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒａ）是一种多年生冷季型草坪草，
耐低修剪、匍匐生长力强、叶片细密成坪速度快，易形成观赏

性高的草坪，在世界各地被广泛种植，也是我国北方地区高档

草坪及高尔夫果岭等运动场建植的常用草种［１］。我国目前

所用的多种翦股颖草种均由国外引进，由于生长环境差异大，

这些草种在我国很多地区表现不尽如人意，尤其是在华东及

其以南高温高湿的地区常常表现耐热性、抗病虫害能力弱、耐

磨性低等，使得草坪质量在使用过程中很快变差，养护管理成

本加大，易出现斑秃、绿期缩短等问题。因此，利用现代细胞

生物工程技术进行翦股颖品种改良将是一条快捷有效的途

径。而建立翦股颖合适的外植体高频组培再生体系是进行品

种遗传改良的重要前提。

本研究以翦股颖品种高地为主，选其３种外植体，以在
ＭＳ基本培养基中添加不同浓度激素的配方设计为处理，并
进行相应培养条件的调控，诱导３种外植体形成愈伤组织和
胚性愈伤组织，进而分化出丛生芽及完成种苗壮苗生根培养

等过程，摸索出翦股颖高频组培再生植株合适的外植体、适宜

的激素配比或配方、不同生长发育阶段合适的培养条件等，为

翦股颖进一步的品种改良打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试的翦股颖品种为高地（Ｈｉｇｈｌａｎｄ），种子由北京克劳

沃草业中心提供。

１．２　方法
１．２．１　试验时间和地点　试验从２０１６年３月至２０１８年３
月在江苏农林职业技术学院农学园艺学院组培实验室进行。

１．２．２　材料消毒与处理　将上述翦股颖成熟种子先用洗涤
剂浸泡１０ｍｉｎ，再用流水冲洗５～１０ｍｉｎ，之后用２％ ＮａＣｌＯ
溶液搅拌消毒１０ｍｉｎ，放入７５％乙醇浸泡４０ｓ，取出用０．１％
ＨｇＣｌ２搅拌消毒５～８ｍｉｎ，用灭菌水冲洗６～８遍，然后再放
入灭菌温水（３５～４０℃）浸泡，直至种子吸涨种皮变软后，用
无菌滤纸吸干水分，即可用于接种。

１．２．３　不同外植体的获得与初始培养　通过下述方法可获得３
种外植体用于初始培养。吸涨种子（Ａ）：取一部分种皮变软的吸
涨种子直接接种到诱导培养基上；带生长点胚芽（Ｂ）：将吸涨种
子先接种到只含琼脂的空白培养基上，待种子长出胚芽后，切取

０．５～１．５ｃｍ大小的具有生长点的胚芽作为外植体接种到诱导培
养基上；带生长点胚根（Ｃ）：将吸涨种子先接种到只含琼脂的空
白培养基上，待种子长出胚根后，切取０．５～１．０ｃｍ大小的带有
生长点的胚根作为外植体接种到诱导培养基上。

１．２．４　愈伤组织的诱导及继代胚性愈伤组织形成的培养　
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接种外植体的诱导培养基及继代培养基以 ＭＳ培养基为基本
培养基，其中又添加了不同生长素与细胞分裂素等激素调配

成不同浓度组成的配方；每个培养瓶接种１０个外植体，每个
配方接种３０瓶，放置在（２５±３）℃培养架上暗培养２５～３０ｄ
后，统计愈伤组织诱导率；中间继代１次，即５０～６０ｄ后，统
计胚性愈伤组织的形成率。

１．２．５　丛生芽的分化培养　将继代培养５０～６０ｄ的愈伤组
织，转接到设计好的添加不同浓度激素的以 ＭＳ培养基为基
本培养基的分化培养基上，每个处理每瓶接种６个愈伤组织，
每个配方接种２０瓶，进行分化培养。培养条件：白天 ２２～
２５℃，夜晚 １８～２０℃，光照时间 １６ｈ／ｄ，光照度 １５００～
２０００ｌｘ；５０～６０ｄ后，统计丛生芽分化率。
１．２．６　壮苗生根培养　将分化的丛生芽转接到设计好的添加
不同浓度生长素的以ＭＳ培养基或１／２ＭＳ培养基为基本培养
基的生根培养基上，每个处理每瓶接种６个丛生芽，每个配方
接种２０瓶，同样放置在白天２２～２５℃，夜晚１８～２０℃，光照
时间１６ｈ／ｄ，光照度２０００～２５００ｌｘ，进行壮苗生根培养，２０～
２５ｄ后，观察再生植株的生长情况并统计根的诱导率。
１．３　数据处理与指标计算公式

采用Ｅｘｃｅｌ２００７进行计算与制表，各项指标的计算公式
如下：

愈伤组织诱导率＝形成愈伤组织的外植体数／接种的外
植体数×１００％；

胚性愈伤组织形成率 ＝胚性愈伤组织数／接种的愈伤组
织数×１００％；

丛生芽分化率＝形成丛生芽的愈伤组织数／接种的愈伤
组织数×１００％；

生根率＝生根的丛生芽数／接种的丛生芽数×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同激素配比对不同外植体愈伤组织诱导及胚性愈伤
组织形成的影响

２．１．１　不同激素浓度配方对不同外植体愈伤组织诱导的影
响　在愈伤组织诱导培养基上，通过加入不同浓度的２，４－
Ｄ、６－ＢＡ和ＮＡＡ，设置６个配方处理，处理时间为３０ｄ，研究
其对翦股颖的不同外植体的愈伤组织诱导的影响。从表１可
以看出，３种外植体经过６个配方处理３０ｄ后，均能诱导出愈
伤组织，证明诱导愈伤组织的成败关键主要不是试验材料，而

是培养条件，尤其是激素成分配比很重要［２］；但出愈率高低

快慢是和取材的外植体部位有关系的。本试验结果表明，３
种外植体在同一配方条件下出愈率差异显著（Ｐ＜０．０５），其
中以胚芽生长点为最高，６个配方处理均高于吸涨种子和胚
根生长点；其次是吸涨种子，胚根生长点最低，说明胚芽生长

点细胞在离体状态下对培养条件特别是激素很敏感，可快速

进入脱分化状态，成为迅速增殖的愈伤组织。试验所设置的

６个配方之间出愈率差异也较大，总体趋势：随着２，４－Ｄ质
量浓度的升高，出愈率增加，当２，４－Ｄ质量浓度为３．０ｍｇ／Ｌ
（配方４）时，３种外植体出愈率均高于其他配方，达到最大；
随着２，４－Ｄ质量浓度的降低，３种外植体出愈率均下降，综
合顺序表现为配方４＞配方６＞配方３＞配方５＞配方２＞配
方１；其中配方１中无２，４－Ｄ，但添加较高浓度的ＮＡＡ，说明
生长素对愈伤组织的诱导起关键作用，但２，４－Ｄ对提高出
愈率更有利［３］。

表１　不同激素浓度配方处理对不同外植体愈伤组织诱导的影响

配方
激素及浓度（ｍｇ／Ｌ） 出愈率（％）

２，４－Ｄ ６－ＢＡ ＮＡＡ 吸涨种子 胚芽生长点 胚根生长点

１ ０ ０．１ ２．０ ２３．１ｂ ３１．５ａ １３．２ｃ
２ １．０ ０．１ ２．０ ５０．４ｂ ６０．７ａ ３３．２ｃ
３ ２．０ ０．１ ０ ５９．６ｂ ７９．６ａ ４０．８ｃ
４ ３．０ ０．１ ０ ６７．５ｂ ９２．５ａ ４４．７ｃ
５ １．０ ０．１ ０．５ ５４．８ｂ ７６．８ａ ４０．４ｃ
６ ２．０ ０．１ ０．５ ６３．６ｂ ８９．６ａ ４３．２ｃ

　　注：表中同行不同小写字母表示不同外植体间差异显著（Ｐ＜０．０５）。表２、表３同。

２．１．２　不同激素浓度配方处理对不同外植体胚性愈伤组织
形成的影响　３种外植体在６个配方处理下生长５８～６０ｄ
（中间继代１次）后，统计胚性愈伤组织形成率。由表 ２可
见，胚芽生长点经过６个配方６０ｄ左右处理后，除配方１外
其他５个配方胚性愈伤组织形成率明显高于吸涨种子和胚根
生长点；吸涨种子稍差，胚根生长点最差；说明胚芽生长点不

论是作为愈伤组织诱导还是胚性愈伤组织形成都是最好的外

植体。从６个配方处理来看：配方１处理胚性愈伤组织形成
率很低甚至没有，说明２，４－Ｄ是翦股颖外植体形成胚性愈
伤组织的关键因子；配方处理６胚性愈伤组织形成率最高，其
他配方依次下降，顺序为配方５＞配方４＞配方２＞配方３。
　　结合表１与表２结果发现，６个配方处理愈伤组织诱导
率和胚性愈伤组织形成率并不一致，愈伤组织诱导率受

２，４－Ｄ浓度的影响较大，而胚性愈伤组织形成率主要是培养

基中不同种类激素之间的相互作用的综合表现［２］。

２．１．３　继代培养时间对胚性愈伤组织形成的影响　脱分化
的细胞在形态发生上具有较大的可塑性［２］，３种外植体培养
２８～３０ｄ继代 １次，接种到新鲜的原培养基培养 ５０～６０ｄ
时，所有成熟细胞逐渐脱分化转变为由各种类型的细胞组

成的愈伤组织，随着继代次数的增加及培养时间的延长，３
种外植体不管是放在哪个配方下愈伤组织的分化能力都是

逐渐下降甚至消失的（图１、图２、图３和图４）；同时观察到，
经过长时间继代的愈伤组织易产生毛状物，褐变率也有明

显的上升。

　　导致愈伤组织分化能力下降的原因主要是愈伤组织的类
型有差异，主要分为３类：第１类生长迅速，初期愈伤组织乳
白色，但后期易发褐并产生纤细根毛，这种愈伤较难分化出

芽；第２类愈伤组织生长较快，呈淡乳黄色，黏性较大，触碰能
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表２　不同激素浓度配方处理对不同外植体胚性愈伤组织形成的影响

配方
激素及浓度（ｍｇ／Ｌ） 胚性愈伤组织形成率（％）

２，４－Ｄ ６－ＢＡ ＮＡＡ 吸涨种子 胚芽生长点 胚根生长点

１ ０．０ ０．１ ２．０ ０．３ ０．５ ０．０
２ １．０ ０．１ ２．０ １８．２ｂ ３３．８ａ ３．２ｃ
３ ２．０ ０．１ ０．０ １５．５ｂ ３１．３ａ ４．８ｃ
４ ３．０ ０．１ ０．０ ２２．６ｂ ３７．７ａ ９．５ｃ
５ １．０ ０．１ ０．５ ４４．９ｂ ６４．９ａ ２０．６ｃ
６ ２．０ ０．１ ０．５ ５８．６ｂ ７９．２ａ ２７．８ｃ

明显感觉到紧实的瘤状结构，这种愈伤大部分为胚性愈伤，易

萌出丛生芽；第３类愈伤组织呈水渍状易褐化，这种愈伤也较
难分化。３种外植体均可形成这３类愈伤组织但差异明显，
其中胚芽生长点易形成第２类胚性愈伤组织；吸涨种子以第
２类居多，第１类较少；胚根生长点主要是第１类。在６个配
方之间这３类愈伤组织也存在明显差异，其中配方１以第３
类愈伤为主；配方２、配方３、配方４以第１类愈伤居多，第２
类愈伤较少；配方５和配方６主要产生第２类愈伤。

２．２　不同激素浓度配方对不同外植体丛生芽分化率的影响
由表３可见，胚芽生长点的６个配方丛生芽分化率均明

显高于吸涨种子，吸涨种子又均明显高于胚根生长点，说明最

好的外植体是胚芽生长点。６个配方丛生芽分化率也有差
异，排序为配方５＞配方４＞配方６＞配方３＞配方２＞配方
１，可以看出最好的配方配比是配方５，最差的是配方１。
２．３　基本培养基营养减半及ＩＢＡ浓度不同对生根的影响

从表４可以看出，基本培养基营养成分是否减半对翦股
颖丛生芽的生根率没有明显影响，所以在实际应用时，若需大

量生产组培苗，为节约成本可以使用低浓度的无机盐培养基

即１／２ＭＳ。试验结果也表明培养基中添加不同浓度ＩＢＡ对生
根率影响不明显，但若无ＩＢＡ，则对生根率有明显的影响。

３　讨论

翦股颖组培外植体一般采用的是成熟种子，目前还未见有

以翦股颖吸涨种子、胚芽生长点及胚根生长点作为外植体，系

统地研究植株高效再生技术的报道。通常多细胞植物都有诱

导产生愈伤组织的潜在可能性［２］，但不同外植体的分化能力

会有明显的差异，其中胚性愈伤组织的诱导率可作为分化能力

的指标［４］。本试验结果也印证了上述说法，即３种不同外植体
间尽管都能诱导出愈伤组织，但不论是愈伤组织的诱导率还是

胚性愈伤组织的形成率以及丛生芽的分化率，均表现出了明显

的差异，而胚性愈伤组织的形成率和丛生芽的分化率表现出高

度的一致性，这也说明胚性愈伤组织的诱导率作为分化率的指

标是可行的。试验结果也说明了胚芽生长点具有很强的脱分化

及再分化形成再生植株的能力，是最佳的高频外植体，为建立一

个高效的翦股颖组培再生体系奠定了试验基础；其次吸涨种子也

可以作为一个备选外植体，但胚根生长点太低可以淘汰掉。

较高浓度的生长素和较低浓度的细胞分裂素或无细胞分

裂素的固体培养基对大部分草坪草愈伤组织的诱导是没有问
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表３　不同激素浓度配方对不同外植体丛生芽分化率的影响

配方
激素及浓度（ｍｇ／Ｌ） 丛生芽分化率（％）

６－ＢＡ ＮＡＡ 吸涨种子 胚芽生长点 胚根生长点

１ ０．０ ０．０ ２１．３ｂ ３９．５ａ ０ｃ
２ ０．５ ０．０ ３６．６ｂ ５３．２ａ ３．７ｃ
３ ０．５ ０．１ ４７．２ｂ ５８．５ａ ６．２ｃ
４ １．０ ０．１ ６３．７ｂ ７４．５ａ １０．７ｃ
５ ２．０ ０．１ ６９．５ｂ ７９．８ａ １１．６ｃ
６ ２．０ ０．５ ５６．４ｂ ６５．６ａ ８．５ｃ

表４　培养基营养减半及ＩＢＡ浓度不同对生根的影响

基本培养基
ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

生根率

（％）
１／２ＭＳ ０．０ ６６．６

０．１ ９５．５
０．２ １００．０

ＭＳ ０．０ ６７．９
０．１ ９６．３
０．２ １００．０

题的，但是否形成胚性愈伤组织乃至能否分化出丛生芽则与外

植体的年龄、生理状态、培养基的组成、激素的种类和浓度、培

养条件等有关，其中培养条件是关键［５］，尤其是激素成分及配

比很重要［２］，２，４－Ｄ是诱导胚性愈伤组织的重要激素［６］，较高

浓度的２，４－Ｄ也有利于胚性愈伤组织的形成［７－９］，但合适的

激素配比及继代时间对胚性愈伤组织的形成以及丛生芽的分

化更高效；依据本试验的结果，分析得出高频胚性愈伤组织形

成的激素配比为 ２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ；高频丛生芽分化的激素配比为 ２．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ。高浓度的２，４－Ｄ有利于愈伤组织
的诱导，但愈伤大多为松散的高度液泡化的薄壁细胞组成，所

以并不利于胚性愈伤组织的形成及丛生芽的分化，而诱导培养

基中加入少量的６－ＢＡ和ＮＡＡ反倒对胚性愈伤组织的形成
起促进作用并有利于丛生芽的分化。本试验的研究结果为建

立一个高效的翦股颖组培再生体系提供了一条有效地途径，图

５至图８是翦股颖高频组培再生植株的现场图片。
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