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诱导苜蓿胚性愈伤组织分化和再生
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摘　要：通过不同2�4-D浓度对几种苜蓿诱导的研究�筛选对2�4-D 敏感�体细胞胚发生能力
高和分化率也高的苜蓿品种�进一步完善受体再生系统�使该系统具备重复性强、操作简便、培养
周期短、再生率高和遗传性稳定性好的条件。提供程序化技术�为转基因苜蓿达到产业化规模做
好技术储备。
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紫花苜蓿（Madicago sativa L．）是重要的豆科饲料牧草�全世界种植面积3300万 hm2�我
国种植面积也有133万 hm2�并有2000年的栽培历史。苜蓿的营养丰富�蛋白质占其干重的
17％～20％�是多种畜禽喜食的优质蛋白饲料�在畜牧业中占有举足轻重的地位。但近年来
我国草场过分开发和管理粗放�使草场盐碱化程度加重。面对这种现象�我们一方面注重生
态建设�另一方面也在考虑培育抗虫、抗病、抗逆的苜蓿品种�改良苜蓿品质�在提高含硫氨
基酸等方面加大了研究力度。转基因技术是一项行之有效的手段�并且已有相关成功报道。
但作为基因转化的受体－－－紫花苜蓿�其本身存在着体细胞胚分化困难、分化率低、重复性
差等问题。这就制约了苜蓿转基因研究工作的进一步开展�也是多年来转基因苜蓿研究一
直停滞在实验室未能走向市场的症结所在。为此�有必要筛选出多种体细胞胚分化率高的
苜蓿品种�进一步完善受体再生系统�使该系统具备重复性强、操作简便、培养周期短、再生
率高和遗传性稳定的条件。提供程序化技术�为转基因苜蓿达到产业化规模做好技术储备。
1　材料与方法
1∙1　供试材料

供试苜蓿为苏汉、保定、公主岭1号、沈农、武功、美国熊杂1号、中牧1号、阿尔冈金、苜
蓿王、朝阳苜蓿、Rongelander C2、Rongelander C3共12份。
1∙2　外植体来源

种子用砂纸打磨3～4下�将种子用75％酒精处理10min�用0∙1％HgCl2处理20min。
用无菌水冲洗3～4次后�将种子放到装有无菌水的三角瓶中浸泡1～2d�待种子膨胀后�将
种子接到MSO培养基上生根。
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1∙3　体细胞胚愈伤组织诱导及萌发
将长至1∙0cm左右的幼根切下�置入（MS＋KT0∙2mg／L（下同）＋2�4-D1－40）的诱导

培养基�培养50～60d 的胚性愈伤组织转入分化培养基（MS＋BA0∙3＋NAA0∙05）�约3周
左右�胚性愈伤组织开始发育�萌发成子叶型胚体；在 MSO 培养基中胚体发育完整的小植
株。
2　试验结果
2∙1　不同基因型对诱导体胚发生能力反应效果

表1　 不同基因型对诱导体胚发生能力反应效果
基 因 型 接种数（块） 胚性愈伤数（块） 胚性愈伤（％） 胚体萌发（％） 分化结果

苏　汉 393 63 16∙03 100 植株
沈　农 387 63 16∙28 100 植株
中牧1号 389 8 2∙06 100 植株
公主岭1号 374 41 10∙96 100 植株
保　定 385 6 1∙56 100 植株
美国熊杂1号 385 7 1∙82 100 植株
阿尔冈金 387 4 1∙03 100 植株
武　功 373 5 1∙34 100 植株
Rongelander C2 374 7 1∙87 100 植株
Rongelander C3 380 24 6∙30 100 植株

　　实验结果表明�基因型的差异在苜蓿体胚发生能力上反应显著�苏汉、公主岭1号表现
较佳�但在胚状体萌发率及分化植株的实验中�供试的基因型胚状体萌发率均达100％�获
得植株。
2∙2　诱导培养基中2�4-D浓度试验

将种子的根切下�长度在1∙0cm左右�在2�4-D不同梯度（1∙0�2∙0�10�20�40mg／L）的5
个诱导培养基中�每皿接种外植体20个�每种培养基接种总数80个�在诱导愈伤组织阶段�
不同的2�4-D浓度�诱导的愈伤组织结构形态差异很大。若愈伤组织呈雪花形松散状�则此
外植体基本上没有分化能力；如愈伤组织呈浆糊状、粘稠状�则产生的胚性愈伤组织基本上
能萌发出胚状体�在此培养阶段�琼脂浓度尽量低一些。本实验还表明：在诱导愈伤组织过
程中�设计的4个培养时间梯度（1�5�10�20d）�经过不同的诱导天数处理和不同的2�4-D浓
度的筛选�得到的胚性愈伤组织中�2�4-D 浓度越低�处理时间越短者�则该苜蓿基因型对
2�4-D越敏感�在组培过程中就越易分化�在筛选过程中也能从总概率中得出哪个品种的分
化率高。
2∙3　胚性愈伤组织的分化与再生

将经过不同2�4-D处理时间的愈伤组织转移到分化培养基中�经50～60d培养�胚性愈
伤组织分化出胚状体�将胚状体用镊子轻轻取下�接到 MSO中�经过两周左右�即可发育出
根、茎、叶完整小苗�将小苗的培养条件控制在18～20℃�有利于再生植株生根和移栽成活。
3　结论与分析

在植物体细胞胚胎发生诱导研究中�国外曾有学者报道（Ssntarem1997）�2�4-D 对豆科
植物体细胞胚发生能力起主要作用。有的学者在激素组合中单一使用2�4-D的�有的用细
胞激动素与2�4-D组合使用�都有一定的作用。本项研究采用 KT 与2�4-D组合使用�获得
了多种基因型胚状体100％的萌发率。 （下转第21页）
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不同2�4-D浓度对体胚诱导差异明显�并对体胚的发生影响很大�除了基因型外�一般

来说�过低过高的2�4-D浓度对体胚发生率都有抑制作用�发生率曲线基本呈抛物线状�有
2�4-D浓度的最适区域。

不同诱导时间对体胚发生的影响十分明显�实验结果表明�2�4-D诱导时间对体胚发生
的影响�不同基因型差异很大。在本实验条件下培养5～10d 表现最佳。苏汉、沈农这两个
品种�从总的体胚发生率和对2�4-D的敏感程度都要较其它品种好。
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