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生长素诱导大豆未成熟子叶
胚胎发生效应的研究

王　罡�王　萍�吴　颖
（中国人民解放军军需大学植物分子生物学研究室�吉林 长春130062）

摘　要：用2�4-D与萘乙酸两种生长素的各4种浓度诱导大豆未成熟子叶胚胎发生。结果表
明�两种生长素均可诱导胚胎发生�并且胚胎发生率和平均胚数在两种生长素间无显著差异；品种
在平均胚数上存在差异。高浓度的2�4-D 诱导胚胎发生效果好于低浓度�诱导率达41∙23％。同
时�观察到诱导大豆未成熟子叶胚胎发生时�开始第一周高浓度的2�4-D对胚胎发生有更重要的作
用。
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近年来�随着分子生物学的迅猛发展�植物的遗传转化研究已成为基因工程的一个重要
领域�它可克服远缘杂交的困难�缩短育种周期�改良品种的农艺性状�成为农作物育种工作
的重要组成部分。我国在水稻、小麦、玉米等作物上广泛开展了转基因作物的研究�但大豆
在这方面的研究进展较慢�其主要原因是大豆的组织培养�尤其是植株再生极其困难�不能
满足遗传转化的要求。1983年 Christiansont 等人［1］首次报告了栽培大豆以幼胚胚轴为外植
体诱导胚性愈伤组织�将此在含有5mg／L2�4-D�以20mM柠檬酸铵作为氮源的改良 MS 培
养基中培养�诱导胚状体发生�并首次获得再生植株。Lazzeri 等人［2］以子叶为外植体�用10
mg／L NAA诱导幼嫩子叶不经愈伤化而直接产生子叶期体细胞胚�并获可育植株。尽管以
大豆的真叶、胚轴、子叶等为外植体都获得了植株再生［3－5］�但诱导频率低�重复性差�不能
满足遗传转化对组织培养的要求。因此�如何提高大豆的再生率和优化大豆组织培养体系
是急需解决的问题。本研究选用东北三省6个大豆主栽品种�用2�4-D和萘乙酸两种生长
素诱导未成熟子叶体细胞胚胎发生�探讨生长素种类和浓度对胚胎发生的影响�并研究在诱
导培养中培养基与生长素的浓度更换与否对胚胎发生的作用�以其寻找较适合于大豆主栽
品种诱导未成熟子叶体细胞胚胎发生的激素种类、浓度以及培养方法�进一步完善大豆组织
培养体系�为大豆遗传转化奠定基础。
1　材料与方法

供试材料为东北三省主栽的6个大豆品种：吉林26、吉林35、黑农41、东农37、绥农14
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和辽豆10。以MS 为基本培养基�分别附加2�4-D 和萘乙酸两种生长素�浓度各设4个（5、
10、15和20mg／L）。培养基更换试验所用大豆品种为吉林43�设4个处理：①MS＋2�4-D20
mg／L；②MS＋2�4-D20mg／L�2周后更换一次培养基；③MS＋2�4-D20mg／L�2周后换 MS＋
2�4-D5mg／L；④MS＋2�4-D20mg／L�每周换一次MS＋2�4-D5mg／L培养基�换2次。

大豆开花后20d左右取大豆幼荚�用75％乙醇消毒后�剥出未成熟子叶�切去胚轴接种
在各种培养基中�于25℃条件下暗培养。5～6周调查各处理的出愈和出胚外植体数�计算
出愈率（％）＝出愈外植体数÷接种外植体数×100�胚胎发生率（％）＝胚胎发生外植体数÷
接种外植体数×100�平均出胚数＝出胚数÷接种外植体数。出愈率和胚胎发生率经反正弦
转换进行方差分析和显著性测验。
2　 结果与分析
2∙1　生长素对诱导未成熟子叶胚胎发生
的效果

2�4-D和萘乙酸两种生长素均可诱导
大豆体细胞胚胎发生�但发生的过程不同。
以2�4-D 诱导胚胎发生时�未成熟子叶先
形成愈伤组织�之后在愈伤组织中出现黄
色的胚；未成熟子叶在加有萘乙酸的培养
基培养时�形成很少或不形成愈伤组织�在
绿色子叶上直接产生胚（图1）。大豆品种
和两种生长素浓度所诱导产生的出愈率、
胚胎发生率、平均出胚数等性状的 F 测验
结果列于表1。

NAA诱导　　　　　2�4-D诱导
图1　大豆未成熟子叶的胚胎发生

表1　大豆品种和两种生长素浓度的胚胎发生 F 值
变异来源 自由度

出愈率 胚胎发生率 平均出胚数

2�4-D NAA 2�4-D NAA 2�4-D NAA F0∙05
大 豆 品 种 5 0∙793 11∙279∗∗ 1∙663 2∙346 3∙076∗ 4∙185∗ 2∙90
生长素浓度 3 0∙994 2∙998　 4∙071∗ 0∙952 4∙163∗ 0∙517 3∙29

　　从表1结果可知�两种生长素在诱导大豆品种出愈率、胚胎发生率和平均胚数等性状上
结果相似�除用 NAA诱导出愈率时在大豆品种间差异达极显著外�出愈率和胚胎发生率在
品种间差异均未达显著水平；平均出胚数在使用两种生长素时�品种间差异均达显著。各品
种在不同生长素条件下形成平均胚数见图2、图3。

从图2和图3可以看出�在两种不同生长素诱导下�平均出胚数均以绥农14为最好。
差异显著性测验结果表明�绥农14的平均出胚数除用2�4-D诱导时与品种辽豆10、用 NAA
诱导时与品种吉林35间差异达显著外�显著或极显著地高于其他品种。辽豆10在2�4-D
诱导时平均出胚数较高�但当用NAA诱导时效果不佳。吉林35则相反�在NAA诱导时平均
出胚数最高�为1∙888个�而在2�4-D诱导时仅为0∙588个。可见�大豆不同品种在诱导未成
熟子叶胚胎发生时所需要的生长素种类和浓度存在差异�即各品种在诱导胚胎发生时有其
各自所需要的生长素种类。与以往的胚胎发生受基因型影响的试验结果［6－8］是一致的。
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图2　大豆在不同浓度2�4-D诱导下的平均胚数　　图3　 大豆在不同浓度 NAA诱导下的平均胚数
从表1我们已经知道�NAA对大豆未成熟子叶的出愈率、胚胎发生率和平均出胚数均

无明显影响�而加入不同浓度2�4-D后胚胎发生率和平均出胚数存在显著差异�对其进行显
著性测验�结果列于表2。

表2　 不同浓度2�4-D诱导大豆胚胎发生率和平均胚数的显著性测验
2�4-D浓度

（mg／L）
胚胎发生率

（％）
显　著　性

0∙05 0∙01 平均出胚数
显　著　性

0∙05 0∙01
20 41．23 a A 1．552 a A
15 30．04 a A 0．805 ab A
10 28．18 ab A 0．992 ab A
5 11．77 b A 0．372 b A

　　表2结果表明�在诱导大豆未成熟子叶胚胎发生时�在 MS 培养基中附加20mg／L 高浓
度的2�4-D效果较好�比5mg／L低浓度时诱导率增加3∙5倍�这与周思君［9］、刘艳芝［10］的试
验结果是相似的�可能作为高脂肪和高蛋白含量的大豆�在诱导胚胎发生时需要较高水平的
生长素浓度。
2∙2　培养基与2�4-D浓度的更换对胚胎发生的影响

在组织培养中�培养基的更换以及生长素浓度的改变都会直接影响到外源激素的水平�
势必会对胚胎发生产生影响。为此�我们以吉林43为材料对此进行了研究�方差分析结果
列于表3。

表3　 不同培养基更换方法对胚胎发生的方差分析
性　状　 范　围 自由度（DF） 平方和（SS） 均方（MS） F 值 F0∙05

出愈率（％）　　 90∙83～100 3 125∙550 41∙850 0∙251 3∙86
胚胎发生率（％） 16∙17～22∙5 3 10∙297 3∙432 0∙023 3∙86
平均胚数　　　 0∙62～1∙08 3 0∙588 0∙196 0∙685 3∙86
　　从表3可知�4种更换培养方法在大豆的出愈率、胚胎发生率和平均胚数性状上的差异
不大�均未达到显著水平�说明在用2�4-D诱导大豆未成熟子叶胚胎发生的过程中�第一周
的高2�4-D浓度对胚胎的发生是非常重要的�而后在培养基中2�4-D浓度并不是很重要。
3　结　论

2�4-D与 NAA两种生长素均可诱导大豆体细胞胚胎发生�尽管大豆品种对两种生长素
的反应不完全相同�但经 t 测验�两种生长素间差异未达显著�即两种生长素对胚胎发生率
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和平均胚数的诱导效果是相似的。
高浓度（20mg／L）2�4-D比低浓度（5mg／L）可更好的诱导大豆体细胞胚胎发生�在以大

豆未成熟子叶作为外值体诱导胚胎发生时�开始第一周的2�4-D浓度至关重要�而后的2�4-
D浓度对胚胎发生的影响作用不大。
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The Effect of Embryogenesis of Immature Cotyledon Induced
by Auxins in Soybean

WANG Gang�WANG Ping�WU Ying
（Laboratory of Plant Molecule Biology�Quartermaster University�Changchun130062�China）

Abstract：Embryogenesis were induced under4concentrations of 2�4-D and NAA in immature
cotyledon of soybean．The results showed that embryogenesis in soybean could be induced with�2�4-D
and NAA．The difference of frequency of embroygenesis and means of embryo was not significant be-
tween2�4-D and NAA．The means of embryo was different among soybean varieties．The effect of high-
er concentration2�4-D to induce embryogenesis was better than lower one．The frequency of embryoge-
nesis under20mg／L2�4-D was41．23％．The high concentration2�4-D used in the first week of cul-
ture was very important when embryogenesis were induced in immature cotyledon of soybean．
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