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　　摘要：研究了冷处理、基因型、消毒方法和不同培养基等对燕麦成熟胚愈伤组织诱导的影响。试验结果表明，在种
子消毒前，４℃冰箱冷处理３ｄ最为合适；在进行种子消毒时先用７５％乙醇处理１０ｍｉｎ，无菌水冲洗５ｍｉｎ，再用１０％
次氯酸钠（ＮａＣｌＯ，有效氯浓度≥１０％）处理１５ｍｉｎ，无菌水冲洗５ｍｉｎ的方法；在配制诱导培养基时，应选择Ｗ１４为基
本培养基，添加２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、１ｍｇ／ＬＮＡＡ、５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白（ＣＨ）、３０ｇ／Ｌ蔗糖、６ｇ／Ｌ植物凝胶，这样才会得到
更高的出愈率。在愈伤组织分化时，６－ＢＡ的质量浓度为０．５ｍｇ／Ｌ最佳。
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　　燕麦（ＡｖｅｎａｓａｔｉｖａＬ．），又名莜麦、雀麦、野麦子
等，属禾本科（Ｇｒａｍｉｎｅａｅ）燕麦属（ＡｖｅｎａＬ．），一年
生草本植物［１］，是一种集饲用、营养、药用于一身的

特色杂粮作物，对畜牧业发展和生态建设都具有重

要意义［２－３］。国内在燕麦方面的研究主要集中在品

种选育［４－５］、栽培技术［６－８］等。随着生物技术的发

展，对改良植物品质、增强植物抗性等方面，利用植

物基因工程是一项行之有效的方法，进行转基因育

种的前提是建立高效稳定的组织培养再生体系［９］。

在燕麦方面，已有不少学者以花药［１０］、颖片［１１］、幼

!

［１２］、幼胚［１３］、成熟胚［１４－１５］为材料建立了燕麦再

生体系，成熟胚与其他材料相比，材料丰富，保存期

长，易于获取，且不受植株发育时期和季节等因素

的限制，具备取材方便、操作简单等优点，是进行燕

麦基因转化的良好受体。为此，本试验以燕麦成熟

胚为试验材料，通过对不同消毒方法、不同基因型、

不同基本培养基、不同２，４－Ｄ浓度及冷处理等方
面的研究，探索影响燕麦成熟胚愈伤组织诱导的因

素，筛选适宜于燕麦成熟胚培养的培养基，旨在提

高愈伤组织分化和再生能力。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试品种为吉林省白城市农业科学院选育的

白燕１１号（Ｂ１１）和从加拿大引进的燕麦品种ＪＡ３。
１．２　试验方法
１．２．１　不同燕麦种子消毒方法消毒效果的比较　
选取成熟籽粒饱满的燕麦 ＪＡ３种子，用自来水冲洗
０．５ｈ，在超净工作台内，先用 ７５％乙醇处理 ３～
１５ｍｉｎ，无菌水冲洗 ５ｍｉｎ，再用 １０％次氯酸钠
（ＮａＣｌＯ，有效氯浓度≥１０％）处理１０～３０ｍｉｎ，无菌
水冲洗 ５ｍｉｎ。放入２５℃恒温培养箱中黑暗培养，
接种后的第１５天调查记录污染数和出愈情况。培
养基为ＭＳ＋４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３０ｇ／Ｌ
蔗 糖＋６ｇ／Ｌ植物凝胶，ｐＨ值为５．８。
１．２．２　不同培养基对愈伤组织诱导的影响　选用
不同基因型 ＪＡ３和 Ｂ１１的成熟胚，将燕麦种子置于
４℃冰箱中３ｄ后用处理５（表１）消毒，分别接种到
不同的培养基上：不同组合（表２）＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋
６ｇ／Ｌ植物凝胶 ＋５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白（ＣＨ），ｐＨ
值为５．８。放入２５℃恒温培养箱中黑暗培养１５ｄ
后，记录出现的愈伤组织数。计算其出愈率，选择

最适的诱导培养基，分析不同基因型、不同基本培

养基、不同２，４－Ｄ浓度对燕麦成熟胚愈伤组织诱
导的影响。

１．２．３　水解酪蛋白　以ＪＡ３为试验对象，在诱导处
理１培养基中添加５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白（ＣＨ），以
诱导处理１培养基作对照，１５ｄ后观察记录愈伤组
织的出愈率。

１．２．４　低温处理　以ＪＡ３为试验对象，将燕麦种子
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置于４℃冰箱中处理１、２、３、４ｄ，室温下未处理的种
子作为对照，处理５消毒后接种在组合７培养基，培
养条件均放入２５℃恒温培养箱中黑暗培养。１５ｄ
后观察记录愈伤组织的出愈率。

１．２．５　愈伤组织分化培养基的选择　有文献记载
６－ＢＡ对愈伤组织分化影响最大［１６］，为系统地探讨

６－ＢＡ对愈伤组织分化的影响，以Ｗ１４为基本培养
基附加不同质量浓度的６－ＢＡ（分别为 ０．５、１．０、
１５、２０ｍｇ／Ｌ）和３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋６ｇ／Ｌ植物凝胶 ＋
５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白（ＣＨ）＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＫＴ，ｐＨ值为５．８。置于（２５±１）℃下光
照培养，光照度为１５００～２０００ｌｘ，光周期１６ｈ／ｄ，
接种后１２ｄ统计分化率。
１．２．６　数据统计分析　试验数据用 Ｅｘｃｅｌ和 ＳＰＳＳ
统计软件进行分析。

污染率＝污染种子数／接种种子总数×１００％；
　　出愈率＝出现愈伤组织外植体数／接种外植体
总数×１００％；
　　分化率＝出现苗的愈伤组织数／转移的愈伤组
织总数×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同消毒处理比较
由表１可知，所有的处理组合都没有污染，都可

以有效消毒，但是不同处理ＪＡ３的出愈率有所不同，
可能是乙醇或者次氯酸钠的消毒时间过长对外植

体造成损伤影响出愈情况。处理５的出愈率最高，
达到６２．５０％，处理 ４的出愈率最低，仅 １６．６７％。
在乙醇处理时间相同的情况下，次氯酸钠消毒时间

越长，出愈率越低，对外植体的损伤越严重。

表１　不同灭菌组合处理时间及结果

处理

处理时间（ｍｉｎ） ＪＡ３

７５％
乙醇

次氯

酸钠

接种数

（个）

污染数

（个）

污染率

（％）
出愈数

（个）

出愈率

（％）

１ ３ ２５ ４８ ０ ０ １５ ３１．２５
２ ３ ３０ ４８ ０ ０ １２ ２５．００
３ ７ ２５ ４８ ０ ０ １０ ２０．８３
４ ７ ３０ ４８ ０ ０ ８ １６．６７
５ １０ １５ ４８ ０ ０ ３０ ６２．５０
６ １０ ２０ ４８ ０ ０ ２０ ４１．６７
７ １５ １０ ４８ ０ ０ １８ ３７．５０
８ １５ １５ ４８ ０ ０ １７ ３５．４２

２．２　不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响
在植物组织培养中，愈伤组织的产生是整个组

织培养的基础，培养基是最为关键的影响因素。统

计２种培养基的出愈率情况（表２）可以看出，在其
他条件都相同的情况下，基本培养基Ｗ１４要比基本
培养基ＭＳ出愈率更高。由表３可以看出，培养基
对愈伤组织出愈率的影响极显著（Ｐ＝０．００２＜
０．０１）。

表２　不同培养基成分及出愈情况

处理 ＪＡ３ Ｂ１１

组合 基本培养基
２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

接种数

（个）

出愈数

（个）

出愈率

（％）
接种数

（个）

出愈数

（个）

出愈率

（％）

平均出愈率

（％）

１ ＭＳ ４ １ ７６ ６７ ８８．１６ ８０ ３８ ４７．５０ ６７．８３
２ ＭＳ ３ １ ８０ ７３ ９１．２５ ７９ ３８ ４８．１０ ６９．６８
３ ＭＳ ２ １ ７８ ７０ ８９．７４ ７８ ４４ ５６．４１ ７３．０８
４ ＭＳ １ １ ７６ ６５ ８５．５３ ７２ ３８ ５２．７８ ６９．１６
５ ＭＳ ０．５ ０．１ ８０ ６０ ７５．００ ８０ ３０ ３７．５０ ５６．２５
６ Ｗ１４ ４ １ ７９ ７２ ９１．１４ ７２ ５０ ６９．４４ ８０．２９
７ Ｗ１４ ３ １ ７７ ７４ ９６．１０ ７９ ５５ ６９．６２ ８２．８６
８ Ｗ１４ ２ １ ７８ ７３ ９３．５９ ７０ ５８ ８２．８６ ８８．２３
９ Ｗ１４ １ １ ７３ ６６ ９０．４１ ７２ ４３ ５９．７２ ７５．０７
１０ Ｗ１４ ０．５ ０．１ ７９ ６１ ７７．２２ ５６ ２６ ４６．４３ ６１．８３

２．３　不同基因型对愈伤诱导的影响
由表２可以看出，不同燕麦基因型成熟胚的最

佳诱导培养基不同。ＪＡ３的最适愈伤组织诱导培养
基组合为Ｗ１４＋３ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１ｍｇ／ＬＮＡＡ，Ｂ１１
的最适愈伤组织诱导培养基组合为 Ｗ１４＋２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ＋１ｍｇ／ＬＮＡＡ。由表３可以看出，基因型对
出愈率的影响达到了极显著水平（Ｐ＜０．０１）。

２．４　不同质量浓度 ２，４－Ｄ对愈伤组织诱导的
影响

由表２、表３可以看出，２，４－Ｄ质量浓度对出
愈率的影响极显著。２种基本培养基中都是随着２，
４－Ｄ质量浓度增加出愈率先升高后降低，在２ｍｇ／Ｌ
时出愈率最高，在 ＭＳ中平均出愈率达到７３．０８％，
在Ｗ１４中平均出愈率达到８８．２３％。不同基因型

—８５— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第５期



表３　各影响因素的出愈率方差分析

变异来源 Ⅲ型平方和 ｄｆ 均方 Ｆ值 Ｐ值
校正模型 ６３４０．７１８ａ ６ １０５６．７８６ ２８．４７０ ０．０００
截距 １０４９０７．６１２ １ １０４９０７．６１２ ２８２６．２４８ ０．０００
基因型 ４７３６．４２６ １ ４７３６．４２６ １２７．６０１ ０．０００
基本培养基 ５４６．６４０ １ ５４６．６４０ １４．７２７ ０．００２
２，４－Ｄ质量浓度 １０５７．６５２ ４ ２６４．４１３ ７．１２３ ０．００３
误差 ４８２．５４７ １３ ３７．１１９
总计 １１１７３０．８７８ ２０
校正的总计 ６８２３．２６６ １９

２，４－Ｄ的最适质量浓度不同，ＪＡ３的最适质量浓度
为３ｍｇ／Ｌ，Ｂ１１的最适质量浓度为２ｍｇ／Ｌ。
２．５　水解酪蛋白

由图１可以看出，添加５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白处
理下ＪＡ３的出愈率为８１．１６％，不添加水解酪蛋白处
理下ＪＡ３的出愈率为６２．５０％，这表明水解酪蛋白在
燕麦成熟胚愈伤组织诱导中可以提高其出愈率。

２．６　低温处理
由图 ２可以看出，对照组中 ＪＡ３出愈率为

８１．１６％，随着处理天数的增加出愈率明显增加，当
冷处理３ｄ时出愈率达到最高水平（９６．７０％），这表
明适当的低温处理（４℃处理３ｄ）在燕麦成熟胚愈
伤组织诱导中可以提高其出愈率。

２．７　不同质量浓度６－ＢＡ对愈伤组织分化的影响
在不同质量浓度６－ＢＡ的培养基中愈伤组织

分化结果如表４所示，随着质量浓度增加，分化率降
低。分化率最高的质量浓度为０．５ｍｇ／Ｌ，平均分化
率为４１．３８％；１ｍｇ／Ｌ中的平均分化率为３４．４１％；
１．５ｍｇ／Ｌ中的平均分化率为３３．７２％；２ｍｇ／Ｌ中的
平均分化率为 ３０．５６％。其中，在相同质量浓度
６－ＢＡ的培养基中，Ｂ１１的分化率要比 ＪＡ３的分化
率高，说明Ｂ１１的分化能力比较强。本研究中的分
化率不高，没有达到５０％，除了与基因型和培养基
有关外，可能与愈伤组织的质量有关，在诱导出愈

伤组织后可以转移到继代培养基中进行继代培养，

改善愈伤组织后再进行分化。

表４　不同浓度６－ＢＡ对愈伤组织分化的影响

处理 ＪＡ３ Ｂ１１
组合 ６－ＢＡ（ｍｇ／Ｌ） 接愈数（个） 出苗数（个） 分化率（％） 接愈数（个） 出苗数（个） 分化率（％）

平均分化率

（％）

１ ０．５ ９１ ３５ ３８．４６ ７０ ３１ ４４．２９ ４１．３８
２ １．０ ９９ ３２ ３２．３２ ７４ ２７ ３６．４９ ３４．４１
３ １．５ ９１ ２９ ３１．８７ ９０ ３２ ３５．５６ ３３．７２
４ ２．０ １００ ３０ ３０．００ ９０ ２８ ３１．１１ ３０．５６

３　讨论与结论

低温具有增加核酸含量、诱导其蛋白质合成的

效应［１６］，还能改善幼穗及花药的出愈状态［１７］。本

试验表明，适当的低温处理（４℃处理３ｄ）在燕麦成
熟胚愈伤组织诱导中可以提高其出愈率。

种子表面灭菌处理可以创造一个无菌环境，有

利于愈伤组织的形成。在燕麦愈伤组织诱导中常
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用的消毒剂有氯化汞、乙醇和次氯酸钠。消毒剂的

选择和处理时间长短对试验能否成功非常关键。

李建民等采用的是乙醇和氯化汞相结合的消毒方

法［１８－２０］，可以有效消毒，但是氯化汞有剧毒，容易对

身体造成伤害，也容易对环境造成污染。罗志娜等

选用不同浓度乙醇和次氯酸钠相结合的消毒方法

也可以有效消毒［２１－２２］。本研究选用对人和环境友

好的乙醇和次氯酸钠，选出了最佳的消毒组合：先

用７５％乙醇处理 １０ｍｉｎ，无菌水冲洗 ５ｍｉｎ，再用
１０％次氯酸钠（ＮａＣｌＯ，有效氯浓度≥１０％）处理
１５ｍｉｎ，无菌水冲洗５ｍｉｎ，不仅能够有效地消毒，而
且不会对外植体造成损伤影响出愈情况。

　　常用的基本培养基有多种，胡晓旭比较了基本
培养基ＭＳ和 Ｎ６，结果表明，在２种不同的基础培
养基上进行愈伤组织的诱导差异显著，ＭＳ上愈伤
组织的出愈率和成活率明显高于 Ｎ６培养基［２３］；李

建民等在ＭＳ、Ｂ５、Ｎ６、改良Ｎ６（Ｎ６培养基中的盐酸
硫胺改为０．４ｍｇ／Ｌ，肌醇与ＭＳ同量）４种培养基上
诱导愈伤组织，结果发现在４种培养基上种子胚均
被诱导形成了愈伤组织，诱导率最高的为改良 Ｎ６
培养基［１８］。本研究对比了 Ｗ１４和 ＭＳ这２种基本
培养基，结果显示，在其他条件都相同的情况下，基

本培养基 Ｗ１４要比 ＭＳ出愈率高，并且基本培养基
对愈伤组织出愈率的影响极显著。

在禾本科植物愈伤组织诱导中，２，４－Ｄ通常是
起决定作用的植物生长调节物质［２４－２５］。Ｈａｓｓａｎ等
通过研究认为，２，４－Ｄ与愈伤的形成相关，能促进
愈伤的生长［２６］。Ｋｉｍ等研究得出只有适量浓度的
２，４－Ｄ才会增加外植体的出愈率，使用过量或低浓
度少量使用都不利于愈伤组织的形成［２７］。本试验

用ＪＡ３和Ｂ１１成熟胚为材料，２种基本培养基中添
加２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ时出愈率最高，在 ＭＳ中平均出
愈率达 ７３．０８％，在 Ｗ１４中平均出愈率达到
８８２３％，明显高于其他质量浓度，所以添加２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ为最佳质量浓度；但是不同基因型的最适
２，４－Ｄ质量浓度不同，ＪＡ３的最适质量浓度为
３ｍｇ／Ｌ，Ｂ１１的最适质量浓度为２ｍｇ／Ｌ，这与罗志娜
等的结论［２１］一致。所以在诱导燕麦成熟胚愈伤组织

时，２，４－Ｄ的质量浓度要根据基因型不同适量选择，
建议质量浓度为２～３ｍｇ／Ｌ。

有研究表明，水解酪蛋白（ＣＨ）可以提高燕麦
愈伤组织诱导率、改善愈伤组织的质量和提高再生

率［２２，２８］。本试验中发现，５００ｍｇ／ＬＣＨ有助于提高

燕麦愈伤组织的出愈率。

在植物组织培养中，６－ＢＡ的主要功能是促进
细胞的分裂和芽的形成，其活性较强，对于产生花

粉胚状体有明显的提高作用，而对于分化成苗

６－ＢＡ可以起到主导作用。本研究设置了 ０．５、
１．０、１５、２．０ｍｇ／Ｌ这４个不同质量浓度的６－ＢＡ，
试验结果表明，随着质量浓度增加，分化率降低，在

愈伤分化时，０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ为最佳质量浓度。
综上所述，在进行燕麦愈伤组织诱导时，种子

消毒前于４℃冰箱冷处理３ｄ最为合适；在进行种
子消毒时先用 ７５％乙醇处理 １０ｍｉｎ，无菌水冲洗
５ｍｉｎ，再用１０％次氯酸钠（ＮａＣｌＯ，有效氯浓度≥
１０％）处理 １５ｍｉｎ，无菌水冲洗５ｍｉｎ的方法；在配
制诱导培养基时，应选择 Ｗ１４为基本培养基，添加
２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、１ｍｇ／ＬＮＡＡ、５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白
（ＣＨ），这样才会得到更高的出愈率；在愈伤分化
时，６－ＢＡ的质量浓度为０．５ｍｇ／Ｌ最佳。
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梁山慈竹 ＳＳＲ－ＰＣＲ体系的优化
王丽丽，孙昌法，胡尚连

（西南科技大学生命科学与工程学院，四川绵阳６２１０１０）

　　摘要：以梁山慈竹为材料，提取叶片ＤＮＡ并将其作为模板，采用正交设计试验优化影响梁山慈竹简单重复序列－
聚合酶链式反应（ＳＳＲ－ＰＣＲ）体系的３个主要因素，并对２１个梁山慈竹不同品系进行稳定性验证，结果表明，优化的

２０μＬＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系为２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ８μＬ、模板 ＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）２．５μＬ、ＳＳＲ引物（１．０×１０－４ｍｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ，无菌蒸馏水补足至２０μＬ；使用 ＳＳＲ引物 ＢＭＫ．３８７５７对２１个梁山慈竹不同品系进行扩增，扩增产物大小在
１４０ｂｐ左右，共有４个多态性位点；使用ＳＳＲ引物Ｌ６、Ｒ８３对梁山慈竹进行扩增，均获得３个多态性位点，且条带清晰。
　　关键词：梁山慈竹；简单重复序列（ＳＳＲ）；聚合酶链式反应（ＰＣＲ）；正交试验；优化
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｈａｓｈａｎｇｌｉａｎ＠１２６．ｃｏｍ。

　　简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ）别
称微卫星ＤＮＡ（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ）［１］，由１～６个碱
基重复串联组成，其不同等位基因间的重复数具有

丰富的差异，而其两侧的序列高度保守，可以在重

复串联序列的两端设计引物，通过聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）扩增片段的长度检测等位基因的多态性。
ＳＳＲ是Ｓｋｉｎｎｅｒ等于１９７４年在研究寄居蟹时首次发

现的［２］，此后人们相继发现，ＳＳＲ广泛存在于真核生
物中，由于其具有多态性高、容易检测、共显性等特

点，ＳＳＲ标记技术很快在动植物遗传检测分析中得
到广泛应用［３－４］。

ＳＳＲ标记根据开发方法可分为基因组 ＳＳＲ
（ｇＳＳＲ）、表达序列标签ＳＳＲ（ＥＳＴ－ＳＳＲ）标记，随着
高通量测序技术的发展，转录组测序相对价格越来

越低，一些无参照基因组物种的 ＥＳＴ－ＳＳＲ开发也
越来越容易。西南科技大学生命科学与工程学院

实验室在梁山慈竹分子层面研究上取得一定进

展［５］，并获得多个品系梁山慈竹的转录组数据［６－７］，

这为梁山慈竹ＥＳＴ－ＳＳＲ分子标记的开发提供了坚
实的基础。在 ＥＳＴ－ＳＳＲ标记开发过程中，ＰＣＲ过

—１６—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第５期


