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大豆子叶节组织培养再生研究

刘　莉�赵桂兰
（吉林省农科院农业生物技术重点开放实验室�吉林 公主岭136100）

摘　要：本项研究以合丰25号为材料�子叶节为外植体诱导丛生芽�再生完整植株。重点研
究了 B5-1培养时间及 B5-2液体培养时间对培养物的影响�同时也对玻璃化苗的转化进行了研究。
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有关大豆组织培养诱导植株虽有许多实例报道�但大多数存在一定程度的偶然性�随着
基因转移工作的开展�子叶节组培再生体系逐渐成为常用的组培体系之一。本研究仅以组
培再生能力强的合丰25号为供体材料�重点对子叶节组培过程中诱导芽玻璃化这一问题进
行了研究。芽玻璃化后难以长高�最终导致再生频率下降�影响其成为基因转化受体的效
果。同时也对6-BA和 TDZ两种细胞分裂素对诱导芽的效果进行了比较研究�期望能进一
步提高大豆组织培养的成功率。
1　材料与方法
1∙1　 实验材料

供试材料为合丰25号大豆种子。
1∙2　实验方法
1∙2∙1　种子消毒

用70％的酒精表面消毒1min�再用0∙1％氯化汞消毒7min�然后再用无菌水冲洗5次�
最后倒入60mL无菌水浸泡过夜。
1∙2∙2　 预培养

将浸泡过夜的种子剥去种皮接种到1／2B5（1／2B5无机＋B5有机＋3％蔗糖＋0∙7％琼
脂�pH值为6∙0）培养基1～2d。接种到1／2B5前剥去种皮可以使种子的萌发时间缩短2～
3d�有利于后期的芽分化。
1∙2∙3　 芽的诱导

将已萌发的种子取出�切下长出下胚轴的子叶节区�留下胚轴4mm�再从子叶中间纵切
保留子叶�子叶近轴面向上植入B5-1。培养基为B5＋6-BA9∙9mg／L＋IBA0∙2mg／L＋3％蔗
糖＋0∙7％琼脂�pH值为5∙5。也可以在培养基中加入 TDZ�浓度为0∙1mg／L。在1／2B5-1
中培养2～3周。
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1∙2∙4　 液体培养
将 B5-1中的培养物转入 B5-2液体培养基�150r／min�温度26℃±1℃�培养3d�然后转

入 B5-2固体培养基（B5液体培养基＋BA1∙1mg／L＋IBA0∙2mg／L＋3％蔗糖＋0∙7％琼脂�
pH值为5∙7）。
1∙2∙5　 苗的分化

转入固体 B5-2培养基中�每10d转换1次新鲜培养基�转换2次后将子叶丢弃�保留外
植体再转换上述培养基培养2周�直至出苗�再转入生根培养基B5-3（1／2B5＋IBA2∙0mg／L
＋0∙7％琼脂�pH值为5∙8）。
2　 结果与分析
2∙1　6-BA与 TDZ对芽分化的影响

TDZ近年来才被认为是一种特殊类型的细胞分裂素�在组织培养研究中表明它具有多
种细胞分裂素的活性�而且比细胞分裂素的活性高得多�还可以调节植物的生长和发育�因
此在本系统中加入了 TDZ。

据文献报道�TDZ的作用是6-BA的100倍�在 B5-1中植物激素的浓度设置为6-BA9∙9
mg／L�TDZ0∙1mg／L�并对它们进行芽分化诱导的对比试验。
2∙1∙1　 BA与 TDZ对诱导芽的作用

在附加 BA或 TDZ的 B5-1培养基上�外植体的子叶生长情况差别不明显�但附加 BA的
B5-1培养基上的外植体的子叶节和下胚轴比附加 TDZ的培养基的子叶节和下胚轴粗一些。
附加 BA的 B5-1培养基上的子叶节处有丛生芽长出�而且丛生芽数平均每个外植体上有2
～4个；而附加 TDZ的 B5-1培养基上的外植体则只有少数外植体有丛生芽长出�芽数很少�
大部分的外植体只有侧芽长出。在 B5-1芽诱导过程中 BA的诱导率高于 TDZ（图1～2）。
2∙1∙2　 BA与 TDZ对芽分化的作用

在 B5-2液体培养基悬浮培养后�附加 TDZ 的 B5-2液体培养基中外植体玻璃化现象要
比附加 BA的培养基中外植体的玻璃化现象轻�但在转入 B5-2固体培养基后�附加 TDZ 的
培养基上的外植体在以后的继代培养中不再有芽产生�并在子叶节及下胚轴上长出白色的、
质地较硬的愈伤�而且原有的芽也慢慢变褐�直至最后死掉。附加BA的B5-2培养基上的外
植体经过多次继代�玻璃化现象逐步减轻�并且丛生芽的分化能力仍然较强�在后期的成苗
率也比较高。

虽然 TDZ在本系统中的表现不好�但 TDZ在我们研究的大豆花药培养中的作用却很突
出�所以在本试验中选择 TDZ与 BA做对比试验；visser 等用天竺葵下胚轴作外植体�培养在
含 TDZ或6-BA的培养基中�TDZ的效果比6-BA的效果好的多。因此�TDZ 在其它组培系统
中的作用是不可忽视的。
2∙2　 B5-1诱导及 B5-2液体培养时间对外植体的影响

据文献报道�将顶芽在液体培养基里预培养5～6d后转移到含1∙5％琼脂的培养基上�
对繁殖效率和苗的正常发育产生较好效果。本试验对 B5-1诱导时间及 B5-2液体培养时间
对外植体的影响作了研究�B5-1培养诱导时间为3、5、7、10、15、20和25d�B5-2液体培养时
间为15、10、7、5、3、1和0d。将外植体转至 B5-2固体培养基10d 后�对外植体玻璃化及芽
数进行了统计（表1）。
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表1　B5-1诱导及 B5-2液体培养
时间对外植体的影响

B5-1诱导
时间（d）

B5-2液体培
养时间（d）

芽　数

（个）
玻璃化

程　度

3 15 8 ＋＋＋＋
5 10 12 ＋＋＋
7 7 10 ＋＋
10 5 14 ＋＋
15 3 28 ＋
20 1 26 ＋
25 0 18 －

　　注：玻璃化程度：－无；＋较轻；＋＋重；＋＋＋较重；
＋＋＋＋最重。

在本试验体系中�在 B5-1培养基诱导15
～20d�在 B5-2液体培养基培养1～3d�诱导
效果最为突出；在 B5-2液体培养基中1d 外
植体玻璃化程度最轻�在 B5-1培养基中诱导
15d外植体丛生芽最多。所以在 B5-1培养
基诱导15d�B5-2液体培养基培养24h 以
内�玻璃化现象发生的概率最低�对芽的伤害
最小�而且对以后丛生芽的产生伤害也最小�
为最佳培养时间。
2∙3　 琼脂和蔗糖对芽玻璃化的影响

2∙3∙1　 琼脂对芽玻璃化的影响
增加培养基中琼脂的含量可以提高正常苗与玻璃苗的比率�因此�在试验中将 B5-2固

体培养基中琼脂含量由0∙7％升至2∙5％。将在 B5-2液体培养基中培养24h的外植体转至
固体培养基中�第1天玻璃化现象加重�第5天开始逐渐减轻�10天后外植体的子叶节和叶
片开始由水浸状的翠绿色转变成绿色�叶片上的茸毛可用肉眼看到。继代3次后�玻璃化现
象开始逐渐消失�并且从子叶节处诱导出大量丛生芽�并且分化成苗（图片2～3）。
2∙3∙2　 蔗糖对芽玻璃化的影响

Debergh等认为�在培养基中加入蔗糖提高培养基的渗透势之后�并不影响玻璃苗的比
例。因此�在试验中将 B5-2固体培养基中的蔗糖含量由3％降至1∙5％。在 B5-2液体培养
基中培养24h的外植体转至固体培养基�第1天开始玻璃化现象加重�第10天时外植体的
子叶、子叶节、叶片已成半透明状�叶片皱缩卷曲�脆弱易破碎�已有玻璃化苗的明显特征。
后虽经多次继代玻璃化的症状有所减轻�但是子叶节不再产生大量丛生芽�子叶节变褐色�
产生的丛生芽比较柔弱�不易成苗�成苗后苗细弱。出现这种现象可能是长期缺乏碳源�影
响了子叶节及小植株的光合作用。研究结果表明�降低蔗糖浓度不能减轻玻璃化苗的比例�
而且长期缺乏碳源对芽的伤害也比较大（图片4）。
　　虽然本项研究以合丰25号大豆的子叶节为外植体诱导丛生芽�最后获得较高频率地再
生植株�但尚需进一步扩展基因型�建立起一个完善的大豆子叶节组培体系�为更深一步的
工作打下基础。
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