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　　摘要：结缕草从愈伤组织发育成胚性愈伤再进一步分化为完整植株一直是该领域的研究重点与难点。本研究通
过试验建立起一套完善的无种质基因型限制的结缕草组培快繁体系。结果表明，愈伤组织诱导培养基为ＭＳ＋２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋４０ｇ／Ｌ蔗糖最为合适，体胚细胞诱导培养基为改良ＭＳ＋２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋４０ｇ／Ｌ蔗糖最为合适，胚状体增殖与生长培养基为ＭＳ＋０．１～０．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
０１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖最为合适，成苗快繁培养基为ＭＳ＋０．０２～０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１～２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３０ｇ／Ｌ
蔗糖最为合适，生根培养基ＭＳ最为合适。
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　　结缕草属（Ｚｏｙｓｉａ）植物主要分布于亚洲东部广
大区域内，在我国主要分布于从东北辽宁到南方广

西等地的沿海狭长地带。由于结缕草生态环境复

杂多样，具有典型严格的异花授粉特性，导致结缕

草种间杂交及天然杂种大量存在，种内变异很大，

也使得天然野生种群个体间保持了丰富的自然变

异、基因型差异及遗传多样性。

利用生物技术结合常规育种方法进行结缕草

新品种的选培育，是提高结缕草育种效率的有效途

径。采用生物技术进行品种或种质基因型改良及

种质快繁最有效的途径就是建立高频体细胞胚再

生技术体系，因为体细胞胚是单细胞起源的，体细

胞胚再生途径不但重演了合子胚形态发生的过程，

实现了再生种子的来源，也是种质保存、诱导体细

胞变异或基因转化的理想受体。体细胞胚快繁不

仅能保证优良种群个体基因遗传一致性和稳定性，

还能保持新种质的特异性。所以，体细胞胚再生技

术是植物组培克隆中最具吸引力的研究力向。

结缕草是禾本科中较难培养的物种，大部分研

究选择的材料是以１～３个种或种质基因型为主，牵
涉的种质基因型数量较少，且以多细胞的器官发生

途径为主［１－４］，从愈伤组织变成胚性愈伤组织及再

生植株都较困难，组培再生率低，再生过程长。有

研究提出，结缕草体细胞胚的产量和质量依赖于对

培养基组成和植物激素等条件的优化［５］，但这方面

的研究较少。因此，建立结缕草无种质基因型限制

的高频体胚再生培养技术是实现结缕草种质改良

与高效利用的关键，具有重要的现实意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０１８—２０２０年间在江苏农林职业技术

学院江苏现代园艺工程技术中心开展，以分别来源

于辽宁、青岛半岛、江苏及长三角周边地区、广东及

周边地区的野生或育成的结缕草５个种８个种群的
种质基因型为材料，包括结缕草［Ｚｏｙｓｉａｊａｐｏｎｉｃａ
Ｓｔｅｕｄ．（Ｚ１）］、中华结缕草［ＺｏｙｓｉａｓｉｎｉｃａＨａｎｃｅ
（Ｚｚ）］、沟叶结缕草［Ｚｏｙｓｉａｍａｔｒｅｌｌａ（Ｌ．）Ｍｅｒｒ
（Ｚｇ）］、大穗结缕草［ＺｏｙｓｉａｍａｃｒｏｓｔａｃｈｙａＦｒａｎｃｈ．ｅｔ
Ｓａｗ．（Ｚｄ）］、细叶结缕草［ＺｏｙｓｉａｔｅｎｕｉｆｏｌｉａＷｉｌｌｄ．ｅｘ
Ｔｒｉｎ．（Ｚｘ）］、青岛结缕草 ［Ｚｏｙｓｉａｊａｐｏｎｉｃａｃｖ．
Ｑｉｎｇｄａｏ（Ｚｑ）］、兰引Ⅲ号结缕草［Ｚｏｙｓｉａｊａｐｏｎｉｃａｃｖ．
Ｌａｎｙｉｎ３（Ｚ３）］、华南半细叶结缕草［Ｚｏｙｓｉａｍａｔｒｅｌｌａ
ｃｖ．Ｈｕａｎａｎ（Ｚｈ）］等，分别用符号Ｚ１、Ｚｚ、Ｚｇ、Ｚｄ、Ｚｘ、
Ｚｑ、Ｚ３、Ｚｈ表示。
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１．２　试验方法
１．２．１　外植体处理及无菌苗获取　切取生长期的
８种结缕草半嫩茎带２～４节匍匐茎段，先用洗洁精
水冲洗 １０ｍｉｎ左右，再用 ３％次氯酸钠溶液消毒
１５ｍｉｎ，在无菌室用７５％乙醇消毒３０ｓ，无菌水冲洗
４次，０．１％氯化汞消毒７ｍｉｎ，无菌水冲洗７次，灭
菌吸水纸吸干水分，剪取含２～３个节外植体接种到
无菌芽苗培养基上进行无菌芽苗的萌动生长驯化

培养与预筛选（培养基配方：１／４ＭＳ＋０．１ｍｇ／Ｌ
ＧＡ３＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２０ｇ／Ｌ蔗糖），每瓶接种５
棵苗，共接种 ２００瓶，在 １０００～１５００ｌｘ光照下
１６ｈ／ｄ，培养２６～２８ｄ。培养温度为白天室温（２８±
２）℃，夜晚（２０±２）℃。
１．２．２　愈伤组织的获取　每种结缕草选择开始萌
动生长但未污染的芽苗原基６００个，接种到３种不
同配方的愈伤诱导培养基上，培养基配方如表１，每
个处理每培养皿接种４０个外植体，试验重复５次，
培养温度同上，暗培养２８～３０ｄ后统计胚性愈伤组
织的诱导率。

愈伤组织诱导率＝产生愈伤的外植体数量
接种外植体总数

×１００％。

表１　愈伤诱导培养基配方

配方 培养基
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

蔗糖浓度

（ｇ／Ｌ）

１ ＭＳ ０．２０ ２ ４０

２ ＭＳ ０．１５ ２ ４０

３ ＭＳ ０．１０ ２ ４０

１．２．３　体胚细胞的诱导　选择愈伤分化最好的配
方处理下的愈伤组织，继续培养。培养基采用改良

ＭＳ（用乙二胺四乙酸铁钠盐替代硫酸亚铁和乙二胺
四乙酸二钠，微量营养元素配方采用 ＳＨ配方的浓
度，有机试剂采用 Ｂ５配方的浓度）＋２，４－Ｄ＋
ＮＡＡ＋６－ＢＡ＋４０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋０．７％琼脂的完全组
合（表２）。每个处理每瓶接种 １２个愈伤，重复 ４
次，暗培养下发育１４ｄ，培养温度同上，观察胚状体
发育情况。

胚状体发生率＝发育成胚状体的愈伤数
愈伤组织总数

×１００％。

１．２．４　胚状体的增殖与生长　选取发育状态良好、
生长至鱼雷期的胚状体继续进行增殖与生长培养。

培养基采用ＭＳ＋（０．１、０．２ｍｇ／Ｌ）２，４－Ｄ＋（０．５、
１．０ｍｇ／Ｌ）ＮＡＡ＋（０．０５、０．１０ｍｇ／Ｌ）６－ＢＡ＋
３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．７％琼脂的完全组合（表３）。每瓶

表２　体胚细胞诱导培养基配方

配方 培养基
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

４ 改良ＭＳ ０．０５ ０．１ ４

５ 改良ＭＳ ０．０５ ０．１ ２

６ 改良ＭＳ ０．０５ ０．２ ４

７ 改良ＭＳ ０．０５ ０．２ ２

８ 改良ＭＳ ０．１０ ０．１ ４

９ 改良ＭＳ ０．１０ ０．１ ２

１０ 改良ＭＳ ０．１０ ０．２ ４

１１ 改良ＭＳ ０．１０ ０．２ ２

接种９个胚状体组织，重复４次，在１０００～１５００ｌｘ
光照下 １６ｈ／ｄ，培养 ２６～２８ｄ。培养温度同上。
４５ｄ后观察胚状体的生长分化状态，统计丛芽萌发率。

丛芽萌发率＝ 萌发的丛芽数量

接种的胚状组织总数
×１００％。

表３　胚状体增殖生长培养基配方

配方 培养基
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

１２ ＭＳ ０．０５ ０．５ ０．１

１３ ＭＳ ０．０５ ０．５ ０．２

１４ ＭＳ ０．０５ １．０ ０．１

１５ ＭＳ ０．０５ １．０ ０．２

１６ ＭＳ ０．１０ ０．５ ０．１

１７ ＭＳ ０．１０ ０．５ ０．２

１８ ＭＳ ０．１０ １．０ ０．１

１９ ＭＳ ０．１０ １．０ ０．２

１．２．５　结缕草的成苗快繁培养　将分化好、生长状
态优的结缕草丛生芽接种到成苗快繁培养基上，进行

继代培养。培养基采用 ＭＳ＋（０．０２、０．０５ｍｇ／Ｌ）
ＮＡＡ＋（１、２ｍｇ／Ｌ）６－ＢＡ＋０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．７％琼脂
的完全组合（表４）。每个处理下每瓶接种６个丛生
芽，重复４次，在１０００～１５００ｌｘ光照下１６ｈ／ｄ，培
养２６～２８ｄ。培养温度同上。３０ｄ后进行继代培
养，并统计不同处理下的丛生芽增殖系数。

丛生芽增殖系数＝增殖芽数／接种芽数×１００％。

表４　成苗快繁培养基配方

配方 培养基
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

２０ ＭＳ １ ０．０２

２１ ＭＳ ２ ０．０２

２２ ＭＳ １ ０．０５

２３ ＭＳ ２ ０．０５
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１．２．６　丛生芽的壮苗生根培养　将快繁后获得的
结缕草成苗转接到壮苗生根培养基上进行生根培

养。培养基采用 １／２ＭＳ＋（０、０．０５、０．１０ｍｇ／Ｌ）
ＩＢＡ＋２０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．７％琼脂的完全组合（表５）。
每个处理下每瓶接种１０个结缕草丛生芽，重复４次，
２０００～２５００ｌｘ光照强度下培养２６～３０ｄ，培养温
度同上，统计再生植株的生根率。

生根率＝生根的丛生芽数
接种数

×１００％。

表５　壮苗生根培养基配方

配方 培养基
ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

２４ １／２ＭＳ ０

２５ １／２ＭＳ ０．０５

２６ １／２ＭＳ ０．１０

１．２．７　再生植株的移栽　将壮苗生根培养后得到
的生根的再生植株移栽到温室小花盆中，盆土组分

配比为蛭石 ∶泥炭土 ∶园土＝２∶４∶４；移栽后遮阴
处理，初期每天浇水１～２次，成活后逐渐减少浇水
次数，１５～２０ｄ后统计成活率。

成活率＝移栽后的成活数
移栽总数

×１００％。

２　结果与分析

２．１　愈伤组织的诱导
如图１所示，在不同配方处理下的８种结缕草

愈伤组织诱导率不尽相同。Ｚ１、Ｚｚ、Ｚｇ、Ｚｈ这４种结
缕草在不同配方处理后，愈伤诱导率均有显著性差

异，且都以配方１处理下产生的愈伤居多。而 Ｚｄ、
Ｚｘ、Ｚｑ、Ｚ３这４种结缕草在不同的培养基配方处理
后，愈伤诱导率未出现显著性差异。从图１也可以
看出，除Ｚｘ与Ｚｑ是在配方２处理下的愈伤诱导率
最高以外，其余的均是以配方１处理下的愈伤诱导
率最高。

　　在对外植体进行脱分化培养时，产生的愈伤组
织颜色与质地明显存在差异且部分外植体出现了

再分化的现象。本试验中规定若超过２／５的外植体
出现再分化的现象，则认为该培养基可导致植物再

分化。从表６中可以发现，配方１处理下的８种结
缕草外植体形成的愈伤组织颜色均为黄色或黄白

色，质地紧实，Ｚｚ、Ｚｇ、Ｚｈ这３种结缕草则出现了球
形胚、鱼雷胚等典型的胚状体组织，这表明，配方１
在一定程度上可以直接诱导结缕草外植体分化成

为胚性愈伤组织。在配方２、配方３处理下外植体
产生的愈伤组织，均有部分存在松散、紧密性差的

情况，而有些则再分化成了根，这表明配方２、配方３
也可以诱导结缕草产生愈伤组织，但产生的愈伤组

织多为普通的愈伤组织。

２．２　体胚细胞的诱导
将愈伤组织转接到体胚细胞诱导培养基上进

行进一步培养，可获取体细胞胚状体。随着时间推

移，用肉眼即可观察出胚状体的发生情况与发育状

态。本试验以出现肉眼可见的胚状体（即球形胚、

心形胚、鱼雷形胚、子叶形胚）为判定标准。从表７
可以看出，总体以配方１１处理下的８种结缕草愈伤
组织出现的胚状体数量最多，胚状体发生率最高。

Ｚｄ、Ｚｘ这２种结缕草愈伤组织在不同配方处理下，胚
状体发生率无显著性差异；而其余品种结缕草在不同

配方处理下，存在显著性差异。配方７、配方８也能适
合大多数的结缕草愈伤组织发育成为胚状体。
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表６　不同培养基处理下８种结缕草愈伤形态观察

处理 形态
愈伤形态观察结果

Ｚ１ Ｚｚ Ｚｇ Ｚｄ Ｚｘ Ｚｑ Ｚ３ Ｚｈ

配方１ 颜色 黄色 黄色 黄白色 黄白色 黄白色 黄白色 黄白色 黄色

质地 紧实 紧实 紧实 紧实 紧实 紧实 紧实 紧实

分化情况 无 产生胚状体 产生胚状体 无 无 无 无 产生胚状体

配方２ 颜色 白色 白色 白色 白色 黄白色 黄白色 白色 黄白色

质地 松散 松散 松散 松散 紧实 紧实 紧实 紧实

分化情况 无 无 无 无 产生不定根 无 无 无

配方３ 颜色 黄白色 黄白色 白色 黄白色 白色 白色 白色 白色

质地 紧实 紧实 松散 紧实 紧实 紧实 松散 松散

分化情况 产生不定根 产出不定根 无 无 无 产生不定根 产生不定根 产生不定根

表７　不同培养基对８种结缕草愈伤的胚状体发生率

处理
胚状体发生率（％）

Ｚ１ Ｚｚ Ｚｇ Ｚｄ Ｚｘ Ｚｑ Ｚ３ Ｚｈ

配方４ ７２．９２±２．０８ａ ３３．３３±７．６１ｂ ５８．３３±７．６１ｂ ５０．００±１０．２１ａ ２５．００±９．００ａ ３５．４２±７．１２ｂ ３３．３３±１１．７９ｃｄ ４７．９２±１０．４２ｂｃ

配方５ ２７．０８±９．２４ｄ ２２．９２±９．８５ｂ ６２．５±５．３８ａｂ ４５．８３±１２．０３ａ ２９．１７±５．３８ａ ５２．０８±９．２４ａｂ １６．６７±３．４０ｄ ３７．５０±８．６７ｂｃ

配方６ ４１．６７±１０．７６ｂｃｄ ４５．８３±１２．０３ａｂ ５４．１７±１１．０２ｂ ３３．３３±７．６１ａ ３３．３３±７．６１ａ ４１．６７±９．００ｂ ７５．００±９．００ａｂ ３３．３３±７．６１ｃ

配方７ ６０．４２±８．５９ａｂ ４５．８３±８．６７ａｂ ５０．００±９．００ｂ ４７．９２±７．１２ａ ４７．９２±９．２４ａ ５８．３３±７．６１ａｂ ６８．７５±３．９９ａｂ ６２．５０±５．３８ｂ

配方８ ５４．１７±１１．０２ａｂｃ ４５．８３±１２．０３ａｂ ２２．９２±７．１２ｃ ４７．９２±１０．４２ａ ３１．２５±７．１２ａ ４５．８３±８．６７ｂ ５２．０８±５．２４ｂｃ ５６．２５±６．２５ｂｃ

配方９ ３３．３３±７．６１ｃｄ ５０．００±１２．２７ａｂ ６０．４２±７．１２ｂ ３３．３３±７．６１ａ ３７．５０±７．９８ａ ３９．５８±１０．９６ｂ １８．７５±７．８９ｄ ３９．５８±１３．７７ｂｃ

配方１０ ６６．６７±７．６１ａｂ ２５．００±９．００ｂ ３９．５８±１０．４２ｂｃ ５０．００±１４．８３ａ ５２．０８±１２．９０ａ ５０．００±７．６１ａｂ ５４．１７±１１．０２ｂｃ ４１．６７±５．８９ｃｂ

配方１１ ７２．９２±３．９９ａ ６６．６７±４．８１ａ ８５．４２±２．０８ａ ５６．２５±６．２５ａ ５２．０８±３．９９ａ ７５．００±５．８９ａ ８５．４２±２．０８ａ ８７．５０±２．４１ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。表８同。

２．３　胚状体的增殖与生长
将通过体胚细胞诱导培养基处理过后产生的

胚状体接种到胚状体增殖与生长培养基上，进行胚

状体的增殖与芽的诱导。从表８可以看出，８种配
方处理下的结缕草胚状体，几乎每种都能诱导产生

丛芽。Ｚｚ、Ｚｇ、Ｚｘ、Ｚｑ、Ｚｈ这５种结缕草胚状体对不
同的培养基配方敏感性并不显著，在８种配方处理
下都产生了不定芽且无显著性差异。Ｚ１、Ｚｄ、Ｚ３则

表现出明显的差异性，Ｚ１以配方１７处理下的胚状
体芽萌发率最高，Ｚｄ则以配方１６和１９处理下的萌
发率最高，Ｚ３则是配方１２处理下的最高。综合来
看，配方１８与配方１９可以有效地诱导大多数结缕
草胚状体产生芽，配方１５、配方１６、配方１７也可以
诱导大多数的结缕草胚状体产生芽，不过对部分种

质基因型结缕草胚状体的效用会略低于配方１８与
配方１９。

表８　不同培养基处理下８种结缕草胚状体组织的丛芽萌发率

处理
丛芽萌发率（％）

Ｚ１ Ｚｚ Ｚｇ Ｚｄ Ｚｘ Ｚｑ Ｚ３ Ｚｈ

配方１２ ３６．１１±１０．５２ｂ ８３．３３±９．６２ａ ４７．２２±９．４９ａ ３６．１１±９．４９ｃ ６３．８９±２．７８ａ ７２．２２±７．１７ａ ８８．８９±７．８６ａ ９１．６７±５．３２ａ

配方１３ ６９．４４±１７．２ａｂ ９１．６７±８．３３ａ ７５．００±８．３３ａ ４４．４４±７．８６ｂｃ ７５．００±５．３２ａ ５０．００±７．１７ａ ５２．７８±１３．８９ａｂ ８０．５６±９．４９ａ

配方１４ ５２．７８±１４．６１ａｂ ８０．５６±９．４９ａ ６３．８９±１３．８９ａ ４４．４４±４．５４ｂｃ ５８．３３±５．３２ａ ４１．６７±１５．３ａ ４１．６７±１２．３２ｂ ８３．３３±５．５６ａ

配方１５ ５８．３３±１３．８９ａｂ ７２．２２±７．１７ａ ７２．２２±７．１７ａ ７２．２２±７．１７ａｂ ４４．４４±１０．１４ａ ７５．００±１４．６１ａ ６６．６７±１０．１４ａｂ ６９．４４±１２．３２ａ

配方１６ ７５．００±８．３３ａｂ ７７．７８±１２．００ａ ４７．２２±９．４９ａ ８３．３３±７．１７ａ ４７．２２±９．４９ａ ５０．００±１４．７ａ ５５．５６±１７．５７ａｂ ５８．３３±１５．９６ａ

配方１７ ８０．５６±１１．４５ａ ７５．００±８．３３ａ ７７．７８±１０．１４ａ ５５．５６±１７．５７ａｂｃ７２．２２±７．１７ａ ４４．４４±１２．００ａ ３３．３３±１０．１４ｂ ６９．４４±１２．３２ａ

配方１８ ６３．８９±９．４９ａｂ ９４．４４±３．２１ａ ６６．６７±１０．１４ａ ７２．２２±１３．２２ａｂ ７２．２２±１６．６７ａ ７７．７８±１２．００ａ ５０．００±１１．５６ａｂ ９１．６７±５．３２ａ

配方１９ ７７．７８±１０．１４ａ ７２．２２±７．１７ａ ７２．２２±７．１７ａ ８３．３３±９．６２ａ ４７．２２±９．４９ａ ７２．２２±７．１７ａ ６６．６７±１０．１４ａｂ ６３．８９±９．４９ａ
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　　由胚状体发育而来的芽可以细分为单个芽与
丛生芽。从表９的数据可以看出，相对于单个芽而
言，结缕草胚状体更容易分化出丛生芽。配方１４处
理下的Ｚｄ与配方１７处理下的Ｚ３的芽萌发率很低，

但萌发出来的芽均为丛生芽；而配方 １７处理下的
Ｚｘ的芽萌发率为几种配方里面最高的，但萌发出来
的芽也均为丛生芽，这或许与结缕草之间不同的基

因型有关。

表９　不同培养基处理下８种结缕草的单个芽与丛生芽萌发情况

处理 芽形态
萌发数量

Ｚ１ Ｚｚ Ｚｇ Ｚｄ Ｚｘ Ｚｑ Ｚ３ Ｚｈ

配方１２ 单个芽 ４ ８ ２ ５ ６ ３ ７ ９

丛生芽 ９ ２２ １５ ８ １７ ２３ ２５ ２４

配方１３ 单个芽 ９ ３ ７ ４ ６ ２ ５ ３

丛生芽 １６ ２６ ２０ １５ ２４ １６ １４ ２６

配方１４ 单个芽 ４ ３ ６ ０ １ ４ ２ １

丛生芽 １５ ２６ １７ １６ ２０ １１ １３ ２９

配方１５ 单个芽 ２ ２ ５ ２ １ ７ ５ ２

丛生芽 １９ ２４ ２１ ２４ １５ ２０ １９ ２３

配方１６ 单个芽 ２ １ ３ ５ １ ５ １ ４

丛生芽 ２５ ２７ １４ ２５ １６ １３ １９ １７

配方１７ 单个芽 ３ １ ４ ２ ０ ２ ０ ２

丛生芽 ２６ ２６ ２４ １８ ２６ １４ １２ ２３

配方１８ 单个芽 ６ ６ ３ ３ １ ３ ２ ２

丛生芽 １７ ２８ ２１ ２３ ２５ ２５ １６ ３１

配方１９ 单个芽 ４ ５ ３ ４ ２ １ ３ １

丛生芽 ２４ ２１ ２３ ２６ １５ ２５ ２１ ２２

２．４　结缕草的成苗快繁培养
从表１０可以看出，８种结缕草在不同配方处理

下的增殖数都有很大的差异，极差最大的为配方２１
与配方２２处理下的 Ｚｑ，极差达到了１５．２５，极差最

小为配方２０与配方２２处理下的Ｚｘ，极差为０。Ｚ１、
Ｚｚ、Ｚｄ、Ｚｘ这４种结缕草的增殖数在４种配方处理
下都超过了 １０，表明这 ４种结缕草更容易快速
繁育。

表１０　不同培养基处理下８种结缕草丛生芽平均增殖数

处理
平均增殖数

Ｚ１ Ｚｚ Ｚｇ Ｚｄ Ｚｘ Ｚｑ Ｚ３ Ｚｈ

配方２０ １１．５０ １４．７５ ２０．００ １４．７５ １６．５０ １３．２５ １４．００ １７．７５

配方２１ １２．７５ １５．７５ １２．７５ １７．２５ １９．２５ ２４．７５ ２１．２５ １１．５０

配方２２ １２．２５ １０．５０ ８．７５ １５．５０ １６．５０ ９．５０ １１．７５ ７．７５

配方２３ ２０．５０ ２０．２５ ８．２５ １０．２５ １２．５０ １４．７５ ９．００ １９．００

　　对图２进行分析，可以发现在不同配方处理下
的每种结缕草增殖系数都存在显著性差异。但很

难找到可以最大化促进 ８种结缕草快繁的配方。
Ｚ１、Ｚｚ、Ｚｈ在配方２３处理下的增殖系数最高，与其
他配方间存在显著性差异；Ｚｄ、Ｚｘ、Ｚｑ、Ｚ３在配方２１
处理下的增殖系数最高，与其他配方间存在显著性

差异；而Ｚｇ则在配方２０处理下的增殖系数最高，与
其他配方间存在显著性差异。

２．５　壮苗生根培养与植株移栽
从表１１可以看出，纯ＭＳ培养基即可有效地促

进结缕草根的分化，加入 ＩＢＡ后部分植株根的生长
受到了影响，且浓度越高，根的分化就越受到抑制。

根的良好生长也很大程度上促进移栽后成活率的

提高，本试验中根部生长良好的结缕草移栽成活率

为１００％。

３　讨论与结论

结缕草愈伤组织的难获取曾很长时间限制着

结缕草组培快繁体系的建立。本试验中通过添加

高浓度的生长素２，４－Ｄ与低浓度的６－ＢＡ配合使
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表１１　８种培养基对不同结缕草生根率的影响

处理
生根率（％）

Ｚ１ Ｚｚ Ｚｇ Ｚｄ Ｚｘ Ｚｑ Ｚ３ Ｚｈ
移栽成活率

（％）

配方２４ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００

配方２５ ９２．５ １００．０ ９５．０ ９２．５ ９７．５ ９２．５ ８０．０ ９２．５ １００

配方２６ ７５．０ ８５．０ ８２．５ ９２．５ ８２．５ ８７．５ ９０．０ ９５．０ １００

用，成功获得了８种结缕草的愈伤组织，这表明高浓
度的２，４－Ｄ对结缕草愈伤的获取起着至关重要的
作用，这与前人的研究结果一致。柴明良等曾通过

将萌发的结缕草种子接种到高浓度２，４－Ｄ的 ＭＳ
培养基上以获得愈伤组织，但获得的愈伤组织却未

能成功再分化［６］。Ｂｈａｓｋａｒｅｎ等的研究表明，２，４－
Ｄ在大多数禾本科植物的愈伤诱导中都扮演着重要
的角色［７］。张磊等将２，４－Ｄ、ＮＡＡ、ＩＡＡ、６－ＢＡ这
４种激素单独使用，发现以２，４－Ｄ处理的愈伤诱导
率最高［８］，本试验结果与之也基本一致。但张磊等

试验获得的愈伤诱导率高达６４．６％［８］，本试验中愈

伤诱导率最高也仅有５１％，或许与这２个试验的愈
伤诱导配方不一样有关。

一般外植体脱分化后获得的愈伤可分为胚性

愈伤与普通愈伤，胚性愈伤可进一步分化成完整植

株，而体胚细胞的诱导主要经历愈伤组织诱导阶段

和分化培养阶段［９］。普通愈伤组织经诱导培养后

一部分分化出胚性细胞，单个胚性细胞再分裂和分

化形成一个由多细胞组成的原胚，即胚性愈伤组

织［１０］。贾玉芳等研究表明，ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ
的组合效果最好，胚性愈伤组织比率为８５８３％［１１］，

本试验中，最适合胚性愈伤诱导的培养基配方为改

良ＭＳ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ，胚性愈伤组织的比率最高可达到８８％，这
与前人研究结果基本一致。Ｌｉｎａｃｅｒｏ等［１２］和钱永强

等［１３］都证明了过高或过低的２，４－Ｄ浓度都不利于
胚性愈伤组织的形成和分化作用。本试验中部分

结缕草在含４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ配方处理下的体胚细胞
诱导率极低，这表明高浓度的２，４－Ｄ会抑制体胚
细胞的形成，但也有部分结缕草在含２ｍｇ／Ｌ２，４－
Ｄ配方处理下的体胚诱导率较低，这表明低浓度的
２，４－Ｄ也会抑制体胚细胞的形成，这与前人研究成
果基本一致。但本试验中几种结缕草在高浓度或

低浓度的２，４－Ｄ处理下的结缕草均有较高的体胚
细胞诱导率，这或许与结缕草间的基因型不同或有

其他激素参与进来共同作用有关，具体的机理还有

待进一步探讨。

有学者研究表明，在分化阶段，暗培养条件后，

愈伤组织通过分化成胚性愈伤组织，经体细胞发生

途径产生再生植株的数量大大高于光培养条件下

愈伤组织的分化［１４－１８］。本试验采取的即此途径，胚

状体芽的分化率最高可达到９４％，这与前人的研究
成果基本一致。杜敏华等研究表明，０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ
最适于结缕草芽的分化［１９］，本试验中，配方１２、１３、
１６、１７的ＮＡＡ含量均为０．５ｍｇ／Ｌ，且大多数能促进
芽的分化，具有显著性差异，这与前人的研究成果

基本保持一致，至于部分结缕草的体胚细胞未能促

进芽萌发，可能与其基因型有关。丛生芽的生命力

与繁殖力明显高于单个芽［２０］，本试验的配方诱导出

来的不定芽多数为丛生芽，为结缕草的成苗快繁建

—１４—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第４期



立了良好的基础。

王栋的研究表明，培养基ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋
０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ最有利于试管苗芽的增殖，芽数平
均可增殖至９个以上［２１］，本试验未能找出最适合各

种结缕草快繁最佳培养基配方，但本试验中使用到

的配方处理后新增平均芽数均能超过９，较前人试
验结果较高，这可能与本试验中激素浓度较高有

关。宋俊芳等的研究结果表明，添加１ｍｇ／Ｌ的ＩＢＡ
就能明显促进根的分化［２２］，本试验的结果与之不

符，可能与种苗状态有关，也有可能与结缕草间基

因型有关，具体原因有待进一步探讨。

本试验旨在寻找出一种无种质基因型限制的结

缕草组培快繁体系。通过试验得出，愈伤组织诱导

培养基为ＭＳ＋２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
４０ｇ／Ｌ蔗糖最为合适，体胚细胞诱导培养基为改良
ＭＳ＋２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋４０ｇ／Ｌ蔗糖最为合适，胚状体增殖与生长
培养基为 ＭＳ＋０．１～０．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖最为合适，成
苗快繁培养基为ＭＳ＋０．０２～０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１～
２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖最为合适。
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