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摘要：以红豆草（Ｏｎｏｂｒｙｃｈｉｓ　ｖｉｃｉｉｆｏｌｉａ　Ｓｃｏｐ．）无菌苗的上胚轴、真叶和下胚轴为外植体，根据正交试验设计方法，研

究不同植物激素对红 豆 草 组 织 培 养 及 植 株 再 生 体 系 的 影 响。结 果 表 明：激 素 对 愈 伤 诱 导 的 影 响 程 度 为 萘 乙 酸

（Ｎａｐｈｔｈｙｌａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ，ＮＡＡ）＞玉米素（Ｚｅａｔｉｎ，ＺＴ）＞６－苄 氨 基 嘌 呤（６－Ｂｅｎｚｙｌａｍｉｎｏｐｕｒｉｎｅ，６－ＢＡ），诱 导 外 植 体 产 生

愈伤组织的最佳培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＺＴ，诱导率达９４．５％；对

不定芽分化率的影响程度为ＮＡＡ＞６－ＢＡ＞ＺＴ，诱导愈伤组织分化不定芽的最 佳 培 养 基 为 ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１

６－ＢＡ＋２．５ｍｇ·Ｌ－１　ＺＴ，诱导率达８８．９％；诱导不定芽生根的最佳培养基为１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋０．２

ｍｇ·Ｌ－１吲哚丁酸钾（Ｉｎｄｏｌｅ－３－ｂｕｔｙｒｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｏｔａｓｓｉｕｍ，ＩＢＡ－Ｋ），诱导率高达４５％。
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　　红 豆 草（Ｏｎｏｂｒｙｃｈｉｓ　ｖｉｃｉｉｆｏｌｉａ　Ｓｃｏｐ．）是 一 种

多年生、异花授粉的四倍体豆科牧草，又名驴食草，
原产于欧洲和前苏联亚洲部分，在中国新疆天山和

阿尔泰山 北 麓 有 野 生 种 分 布。２０世 纪５０年 代 以

来，我国先后从前苏联、匈牙利等国家引进红豆草，
最初主要在甘肃省中部干旱半干旱区推广种植，随

后在青海、宁夏等省（区）也有大量栽培。红豆草根

系发达，根部有根瘤，有生物固氮能力，可提高土壤

肥力［１］；营养丰富，含有大量缩合单宁，牲畜 喜 食 且

不得膨胀病，被誉为“牧草皇后”［２］。但由于红豆草

对盐碱环境较为敏感，其产量和品质无法满足草地

畜牧业日益增加的需求［３－５］。因此，需要通过生物技

术等手段来改良红豆草的抗逆性。
红豆草 组 织 培 养 体 系 的 研 究 开 展 较 早，上 世

纪８０年代张谦和 郑 国 锠［６］以 子 叶、下 胚 轴 和 根 为

外植体 诱 导 出 愈 伤 组 织，并 获 得 少 量 再 生 植 株。
此后，国内 外 学 者 对 红 豆 草 再 生 体 系 做 了 较 多 的

研究［７－１３］。然而，由 于 红 豆 草 外 植 体（真 叶、上 胚
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轴、下胚 轴 等）很 难 形 成 愈 伤 组 织，即 使 少 量 外 植

体能形成愈伤组织，也很难分 化 和 生 根［１３］，限 制 了

红豆草 的 遗 传 改 良 和 分 子 育 种 进 程。因 此，建 立

和优化红豆草的高 效 组 织 培 养 及 植 株 再 生 体 系 仍

具有重 要 的 现 实 意 义。正 交 设 计 是 一 种 高 效、快

速和经济的试验方法［１４］，不但可 以 优 化 培 养 基，还

可以确定再生体系中各阶 段 的 主 因 素。张 龙 等［１５］

采用 正 交 试 验 法 对 豆 科 牧 草 柱 花 草（Ｓｔｙｌｏｓａｎｔｈｅｓ
ｇｕｉａｎｅｎｓｉｓ）愈伤 组 织 的 诱 导 和 分 化 培 养 基 进 行 优

化研究，建立了高 效 的 组 织 培 养 体 系。目 前，利 用

正交设计法建立和 优 化 红 豆 草 的 高 效 组 培 及 植 株

再生体系却鲜有报道。
因此，本研究采用正交试验设计法，探究不同激

素组合的培养基对红豆草愈伤组织诱导及分化的影

响，以期建立一种高效的组培及植株再生体系，为红

豆草的遗传改良和生物育种奠定可靠基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

试验材料为‘甘肃’红豆草（Ｏ．ｖｉｃｉｉｆｏｌｉａ　Ｓｃｏｐ．
‘Ｇａｎｓｕ’），种子购自 兰 州 农 丰 种 苗 科 技 有 限 公 司，
产地为甘肃省静宁县，采集时间为２０１５年８月。

１．２　试验方法

１．２．１　无菌苗培养　选取籽粒饱满、大小均匀的种

子，剥去种荚后，剔除破损、发霉和发黑的种子，将挑

选出的色泽光亮 的 种 子 在 冰 箱４℃冷 藏１ｄ。用 蒸

馏水清洗后，在超净工作台上先用７５％乙醇震荡消

毒３０～６０ｓ，再用３％ ＮａＣｌＯ溶液消毒８～１４ｍｉｎ，
无菌水清洗３～５次；然后用无菌滤纸吸干种子表面

残余水分后接种于含有 ＭＳ培养基的培养瓶中，每

瓶接种７粒种子，在人工气候培养箱中培养，条件为

昼夜温度２５℃／１８℃，光周期１６ｈ·ｄ－１，光 照 强 度

１　８００Ｌｘ，光照培养５～７ｄ，获得无菌苗（图１ａ）。

１．２．２　愈伤组织的诱导　将５～７ｄ龄的红豆草无

菌苗外植体（上胚轴、真叶和下胚轴）接种到愈伤组

织诱导培养基上。愈伤组织诱导采用３因素５水平

的正交试验设计，以 ＭＳ为基本培养基，添加细胞分

裂素６－ＢＡ（０，０．２，０．５，１．０和２．５ｍｇ·Ｌ－１）和ＺＴ
（０，０．２，０．５，１．０和２．５ｍｇ·Ｌ－１）、生 长 素 ＮＡＡ
（０，０．２，０．５，１．０和２．５ｍｇ·Ｌ－１）各５水平（表１）。
共２５组实验，每组重复３次，每个培养皿接种７个

外植体。愈伤组织诱导率作为评价指标。黑暗培养

３～５ｄ，待外植体的切痕边缘出现 膨 大 后 开 始 光 照

培养（１６ｈ·ｄ－１，光照强度１　８００Ｌｘ），７ｄ后开始出

现愈伤组织（图１ｂ）。每 隔１４ｄ继 代 一 次，３０ｄ后

统计愈伤组织诱导率。
外植体愈伤组织诱导率（％）＝

（产生愈伤组织的外植体数／接种的外植体数）

×１００％。

１．２．３　不定芽诱导　选择质地松软、生长状况良好

的愈伤组织，切成约１ｃｍ３ 的小块，然后接种到不同

激素配比的分化培养基中。不定芽诱导采用３因素５
水平的 正 交 试 验 设 计，以 ＭＳ为 基 本 培 养 基，添 加

６－ＢＡ（０，０．２，０．５，１．０和２．５ｍｇ·Ｌ－１）和ＺＴ（０，０．２，

０．５，１．０和２．５ｍｇ·Ｌ－１）、ＮＡＡ（０，０．２，０．５，１．０和

２．５ｍｇ·Ｌ－１）各５水平（表１）。共２５组实验，每组重

复３次，每瓶接种４块愈伤组织。培养１０ｄ后在一些

组织结构比较松散的愈伤组织上出现较深绿色的突

出，继续培养３～５ｄ，这些突出的愈伤组织就会发展

成不定芽（图１ｃ－ｅ），然后统计不定芽诱导率。愈伤组

织的不定芽诱导率（％）＝ （产生不定芽的愈伤组织

数／接种的愈伤组织数）×１００％。
表１　诱导愈伤组织的正交试验设计因素水平

Ｔａｂｌｅ　１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｏｎ　ｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

因子水平Ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｆａｃｔｏｒｓ
因素Ｆａｃｔｏｒｓ

６－苄氨基嘌呤６－ＢＡ／ｍｇ·Ｌ－１ 萘乙酸ＮＡＡ／ｍｇ·Ｌ－１ 玉米素ＺＴ／ｍｇ·Ｌ－１

１　 ０．０　 ０．０　 ０．０
２　 ０．２　 ０．２　 ０．２
３　 ０．５　 ０．５　 ０．５
４　 １．０　 １．０　 １．０
５　 ２．５　 ２．５　 ２．５

１．２．４　试管苗生根培养　当不定芽长出３～５片真

叶时，将其切下 接 种 到 生 根 培 养 基 中（图１ｆ，ｇ），进

行生根诱导。以１／２ＭＳ为基本 培 养 基，添 加 ＮＡＡ
（０，０．５ｍｇ·Ｌ－１）和ＩＢＡ－Ｋ（０，０．２ｍｇ·Ｌ－１）。每

个处理３０瓶，重复３次，每瓶接种１个不定芽。１５

ｄ后观察生根情况，统计生根率。

１．２．５　炼苗　幼 苗 生 根 后 继 续 培 养２周，选 取 根

系 完 整，株 高３～４ｃｍ的 试 管 苗（图１ｈ，ｉ），洗 净

根 部 残 留 的 培 养 基，然 后 移 栽 到 装 有 已 消 毒 的 蛭

石 和 营 养 土１∶１体 积 比 例 混 合 的 花 盆 中，将 花
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盆 用 保 鲜 膜 覆 盖。花 盆 装 盘，每 隔２ｄ浇 一 次 水，
保 持 湿 润，置 于 培 养 室 培 养３周 左 右 以 适 应 环

境，随 后 逐 渐 移 除 保 鲜 膜 直 至 植 株 完 全 暴 露 到 环

境 中。

１．３　数据分析

采用Ｅｘｃｅｌ软件 对 所 测 数 据 进 行 统 计 分 析，用

平均值和标准误表示测定结果。用ＳＰＳＳ　１７．０对结

果进行方差分析和极差分析。

图１　红豆草愈伤组织诱导、生根及再生苗

Ｆｉｇ．１　Ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，ｒｏｏｔｉｎｇ　ｃｕｌｔｕｒｅ，ａｎｄ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｐｌａｎｔ　ｏｆ　ｓａｉｎｆｏｉｎ
注：ａ表示实生无菌苗；ｂ表示愈伤组织诱导；ｃ表示不定芽分化；ｄ表示继代培养后的愈伤组织；ｅ表示分 离 出 的 长 出２～３叶 的 不 定 芽 苗；ｆ

表示生根诱导前生长出３～５叶的不定芽；ｇ表示生根培养；ｈ表示再生植株；ｉ表示再生植株的底部视图和长度测量

Ｎｏｔｅ：ａ　ｉｓ　Ａｓｅｐｔｉｃ　ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ；ｂ　ｉｓ　Ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；ｃ　ｉｓ　Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ｄ　ｉｓ　Ｉｓｏｌａｔｅｄ　Ｃａｌｌｕｓ　ａｆｔｅｒ　ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ；ｅ　ｉｓ　Ｉｓｏｌａｔｅｄ　ａｄ－

ｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｓｈｏｏｔｓ　ｗｉｔｈ　２～３ｌｅａｖｅｓ；ｆ　ｉｓ　Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄ　ｂｅｆｏｒｅ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｗｉｔｈ　３～５ｌｅａｖｅｓ；ｇ　ｉｓ　Ｒｏｏｔｉｎｇ　ｃｕｌｔｕｒｅ；ｈ　ｉｓ　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｐｌａｎｔ；ｉ　ｉｓ

Ｂｏｔｔｏｍ　ｖｉｅｗ　ａｎｄ　ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｐｌａｎｔｓ

２　结果与分析

２．１　外源激素对愈伤组织诱导的影响

由表２可知，２５个实验处理组都成功诱导出愈伤

组织，但是诱导率却存在明显差异。在无激素添加的

ＭＳ培养基中愈伤组织诱导率（上胚轴１７．５０％、真叶

１２．２５％和下胚轴２８．００％）明显低于其他添加激素的

培养基。其中对红豆草上胚轴愈伤组织诱导效率最高

的激素组合是ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１６－ＢＡ＋２．５ｍｇ·Ｌ－１

ＮＡＡ＋０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＺＴ，诱导效率高达９４．２５％；对真

叶愈伤组织诱导效率最高的激素组合是ＭＳ＋０ｍｇ·Ｌ－１

６－ＢＡ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１　ＺＴ，诱导率

达到９４．５％；对下胚轴愈伤组织诱导效率最高的激素

组合是ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ
＋２．５ｍｇ·Ｌ－１　ＺＴ，愈伤组织诱导率达９１．７５％。

通过方差分 析 可 知（表３），以 上 胚 轴 和 下 胚 轴

为外植体诱 导 愈 伤 组 织 时，ＮＡＡ对 红 豆 草 愈 伤 组

织的诱导作 用 存 在 极 显 著 差 异（Ｐ＜０．０１），其 他２

种激素的影响较小；以真叶为外植体时，ＮＡＡ对红

豆草愈 伤 组 织 的 诱 导 作 用 存 在 显 著 性 差 异（Ｐ＜
０．０５）。３个影响因素的主次关系是：ＮＡＡ＞ＺＴ＞
６－ＢＡ。由表４可知，Ｋｎ为 该 因 素 在ｎ水 平 下 所 产

生的平均效 应 值（在 此 处 为 愈 伤 组 织 的 诱 导 率）；Ｒ
为该因素在不同水平下的极差，即该因素在不同水

平下的最大值与最小值之差｜Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｘ｜，Ｒ的

大小反映了该因素对试验结果的影响大小。极差分

析结果表明，３种植物激素对红豆草上胚轴、真叶和

下胚轴３种 外 植 体 愈 伤 组 织 诱 导 率 的 作 用 效 果 不

同，其中ＮＡＡ的影响最大，其次为ＺＴ和６－ＢＡ。水

平优选后可得出诱导红豆草上胚轴产生愈伤组织的

最佳浓度组合为０．２ｍｇ·Ｌ－１６－ＢＡ＋２．５ｍｇ·Ｌ－１

ＮＡＡ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１ＺＴ；诱导红豆草真叶产生愈伤

组织的 最 佳 浓 度 组 合 为１．０ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ＋２．５
ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋２．５ｍｇ·Ｌ－１ＺＴ；诱导红豆草下胚

轴产生愈伤组织的最佳浓度组合为１．０ｍｇ·Ｌ－１　６－
ＢＡ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋０．２ｍｇ·Ｌ－１ＺＴ。
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表２　不同处理对红豆草愈伤组织诱导和不定芽分化的影响

Ｔａｂｌｅ　２Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　ｏｎ　ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ａｎｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄ　ｉｎ　ｃａｌｌｕｓ　ｏｆ　ｓａｉｎｆｏｉｎ

培养基

Ｍｅｄｉｕｍ

激素处理 Ｈｏｒｍｏｎｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ／ｍｇ·Ｌ－１ 诱导率Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅ／％

６－ＢＡ　 ＮＡＡ　 ＺＴ
上胚轴愈伤组织

Ｅｐｉｃｏｔｙｌ　ｃａｌｌｕｓ

真叶愈伤组织

Ｅｕｐｈｙｌｌａ　ｃａｌｌｕｓ

下胚轴愈伤组织

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ　ｃａｌｌｕｓ

不定芽

Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄ
１　 ０．０　 ０．０　 ０．０　 １７．５０±５．１９ｆ　 １２．２５±０．７５ｅ　 ２８．００±８．５７ｅ　 ５．７６±０．３６ｆ

２　 ０．０　 ０．２　 ０．２　 ６９．５０±１２．７９ａｂｃｄｅ　 ７１．００±１６．５４ａｂｃｄ　 ８７．７５±２．３２ａ ３３．６２±０．９７ｃ

３　 ０．０　 ０．５　 ０．５　 ８７．７５±５．１１ａｂｃ　 ６９．００±７．７６ａｂｃｄ　 ８７．００±０．４１ａ １１．８６±０．４８ｅ

４　 ０．０　 １．０　 １．０　 ７２．２５±９．９４ａｂｃｄｅ　 ９４．５０±３．１８ａ ８１．００±９．９４ａｂ　 １１．０７±０．６３ｅ

５　 ０．０　 ２．５　 ２．５　 ８６．２５±８．００ａｂｃ　 ９０．２５±３．７５ａｂ　 ８５．７５±６．１４ａ ２２．１２±０．４７ｄ

６　 ０．２　 ０．０　 ０．２　 ５３．２５±１２．９９ｃｄｅ　 ６７．７５±１９．５０ａｂｃｄ　 ６２．７５±９．３２ｂｃｄ　 ２２．４２±０．６０ｄ

７　 ０．２　 ０．２　 ０．５　 ５６．７５±５．９５ｂｃｄｅ　 ６８．２５±１１．４５ａｂｃｄ　 ８３．２３±５．４４ａ ５．５８±０．３０ｆ

８　 ０．２　 ０．５　 １．０　 ８０．７５±８．２５ａｂｃｄ　 ７２．５０±９．９１ａｂｃｄ　 ９０．５０±３．５７ａ １１．５０±０．４７ｅ

９　 ０．２　 １．０　 ２．５　 ８３．７５±２．９６ａｂｃ　 ８１．５０±１０．８７ａｂｃｄ　 ８７．７５±５．６９ａ １０．９８±０．８４ｅ

１０　 ０．２　 ２．５　 ０．０　 ８９．２５±３．７３ａｂ　 ８３．７５±２．２５ａｂ　 ８５．５０±７．６２ａ ５．８０±０．５８ｆ

１１　 ０．５　 ０．０　 ０．５　 ４４．００±２．４５ｅｆ　 ５４．７５±３．８８ｃｄ　 ５０．７５±２．２５ｄ　 ８８．９０±０．６３ａ

１２　 ０．５　 ０．２　 １．０　 ６１．５０±１３．７２ａｂｃｄｅ　 ５３．００±８．２６ｄ　 ７７．７５±１０．１８ａｂ　 ２２．１２±０．４７ｄ

１３　 ０．５　 ０．５　 ２．５　 ６３．７５±６．７０ａｂｃｄｅ　 ７４．２５±１０．１５ａｂｃｄ　 ９１．７５±２．８４ａ ３３．４８±０．５４ｃ

１４　 ０．５　 １．０　 ０．０　 ８０．７５±９．１８ａｂｃｄ　 ７８．５０±６．０１ａｂｃｄ　 ９１．２５±１．２５ａ ２２．４３±０．８１ｄ

１５　 ０．５　 ２．５　 ０．２　 ９４．２５±２．２５ａ ９０．００±１．２３ａｂ　 ８８．２５±１．４４ａ １１．５０±０．４７ｅ

１６　 １．０　 ０．０　 １．０　 ５４．７５±１５．４５ｂｃｄｅ　 ７５．７５±７．０８ａｂｃｄ　 ７６．００±５．３５ａｂｃ　 ２２．１３±０．４４ｄ

１７　 １．０　 ０．２　 ２．５　 ７１．００±１１．２１ａｂｃｄｅ　 ８２．７５±６．１３ａｂｃ　 ９１．００±０．８２ａ ３３．４７±０．８９ｃ

１８　 １．０　 ０．５　 ０．０　 ７２．００±７．９５ａｂｃｄｅ　 ６９．５０±４．２７ａｂｃｄ　 ８６．７５±２．９６ａ ２２．１１±１．０８ｄ

１９　 １．０　 １．０　 ０．２　 ６６．７５±１０．２３ａｂｃｄｅ　 ７８．７５±６．５６ａｂｃｄ　 ８４．５０±４．９４ａ １１．２７±０．６９ｅ

２０　 １．０　 ２．５　 ０．５　 ６２．７５±１５．２６ａｂｃｄｅ　 ７３．２５±８．９７ａｂｃｄ　 ８４．００±７．０４ａ １１．１１±０．５１ｅ

２１　 ２．５　 ０．０　 ２．５　 ４６．２５±１１．０９ｄｅｆ　 ６２．７５±４．５５ｂｃｄ　 ５７．７５±１６．５０ｃｄ　 ５５．５１±０．４３ｂ

２２　 ２．５　 ０．２　 ０．０　 ５９．００±１２．７０ｂｃｄｅ　 ７５．５０±７．２２ａｂｃｄ　 ７８．７５±７．８０ａｂ　 ２１．７０±０．６７ｄ

２３　 ２．５　 ０．５　 ０．２　 ７９．５０±６．０４ａｂｃｄ　 ７４．７５±６．２４ａｂｃｄ　 ９０．７５±１．２５ａ ２２．３６±２．５４ｄ

２４　 ２．５　 １．０　 ０．５　 ７８．００±１１．３４ａｂｃｄｅ　 ６７．００±２．８３ａｂｃｄ　 ８６．００±１．４１ａ １１．０４±０．８５ｅ

２５　 ２．５　 ２．５　 １．０　 ７１．７５±１７．３６ａｂｃｄｅ　 ７０．７５±８．８８ａｂｃｄ　 ８５．５０±２．４０ａ １１．３７±１．１０ｅ

　　注：同列不同字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０５ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ

表３　红豆草愈伤组织诱导结果方差分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｃａｌｌｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎ　ｓａｉｎｆｏｉｎ

外植体Ｅｘｐｌａｎｔｓ 变量 Ｖａｒｉａｂｌｅ 第二类平方和 ＴｙｐｅⅡＳＳ 自由度 Ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ｆｒｅｅｄｏｍ 均方 Ｍｅａｎ　ｓｑｕａｒｅ　Ｆ值Ｆｖａｌｕｅ　Ｐ值Ｐｖａｌｕｅ
上胚轴Ｅｐｉｃｏｔｙｌ　 ６－ＢＡ　 ０．０１６　 ４　 ０．００４　 ０．２５７　 ０．９００

ＮＡＡ　 ０．４６０　 ４　 ０．１１５　 ７．４９５＊＊ ０．００３
ＺＴ　 ０．０２６　 ４　 ０．００６　 ０．４２１　 ０．７９１

误差Ｅｒｒｏｒ　 ０．４６０　 １２　 ０．０１５
真叶Ｅｕｐｈｙｌｌａ　 ６－ＢＡ　 ０．０２６　 ４　 ０．００６　 ０．３９４　 ０．８０９

ＮＡＡ　 ０．２７８　 ４　 ０．０７０　 ４．２３４＊ ０．０２３
ＺＴ　 ０．１４７　 ４　 ０．０３７　 ２．２４３　 ０．１２５

误差Ｅｒｒｏｒ　 ０．１８４　 １２　 ０．０１６
下胚轴 Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ　 ６－ＢＡ　 ０．１７１　 ４　 ０．００８　 ２．１９３　 ０．３６４

ＮＡＡ　 ０．２０９　 ４　 ０．０５２　 ２．６８８＊＊ ０．０００
ＺＴ　 ０．１５２　 ４　 ０．０３９　 １．９４７　 ０．２３５

误差Ｅｒｒｏｒ　 ０．２３３　 １２　 ０．００６

　　注：＊＊表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）；＊表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：＊＊ ｍｅａｎｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０１ｌｅｖｅｌ；＊ ｍｅａｎｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０５ｌｅｖｅｌ

９３３１
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表４　红豆草组织培养正交试验结果的极差分析

Ｔａｂｌｅ　４　Ｒａｎｇｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎｔｉｓｓｕｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　ｓａｉｎｆｏｉｎ

Ｋｎ
上胚轴Ｅｐｉｃｏｔｙｌ 真叶Ｅｕｐｈｙｌｌａ 下胚轴 Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ 不定芽Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ

６－ＢＡ　 ＮＡＡ　 ＺＴ　 ６－ＢＡ　 ＮＡＡ　 ＺＴ　 ６－ＢＡ　 ＮＡＡ　 ＺＴ　 ６－ＢＡ　 ＮＡＡ　 ＺＴ
Ｋ０．０ ６６．５４　 ４３．１６　 ６３．６０　 ６７．２２　 ５４．４７　 ６３．６６　 ７３．８３　 ５４．９１　 ７３．８６　 １６．６７　 ３８．８９　 １５．５６
Ｋ０．２ ７２．６２　 ６３．３９　 ７２．６１　 ７４．６１　 ６９．９２　 ７６．３１　 ８１．７６　 ８３．５５　 ８２．７２　 １１．１１　 ２３．３３　 ２０．００
Ｋ０．５ ６８．８７　 ７６．５９　 ６５．８５　 ６９．９１　 ７１．９５　 ６６．１５　 ７９．８６　 ８９．１４　 ７７．８７　 ３５．５６　 ２０．００　 ２５．５６
Ｋ１．０ ６５．３７　 ７６．２０　 ６８．１０　 ７５．８６　 ７９．７８　 ７３．１９　 ８２．３２　 ８５．９９　 ８２．１９　 ２０．００　 １３．３３　 １５．５５
Ｋ２．５ ６６．８４　 ８０．９１　 ７０．８８　 ６９．９２　 ８１．４０　 ７８．２１　 ７９．５４　 ８５．８３　 ８２．６７　 ２４．４４　 １２．２４　 ３１．１１

极差Ｒ　 ７．２９　 ３７．３５　 ９．０１　 ８．６４　 ２６．９３　 １４．５５　 ８．４９　 ３４．２３　 ８．８６　 ２４．４５　 ２６．６５　 １５．５６
因素主次Ｆａｃｔｏｒ　ｐｒｉｏｒｉｔｙ　 ＮＡＡ＞ＺＴ＞６－ＢＡ　 ＮＡＡ＞ＺＴ＞６－ＢＡ　 ＮＡＡ＞ＺＴ＞６－ＢＡ　 ＮＡＡ＞６－ＢＡ＞ＺＴ
最优方案Ｂｅｓｔ　ｐｒｏｇｒａｍ　 ０．２　 ２．５　 １．０　 １．０　 ２．５　 ２．５　 １．０　 ０．５　 ０．２　 ０．５　 ０　 ２．５

２．２　外源激素对愈伤组织分化不定芽的影响

由 表２可 知，不 定 芽 诱 导 阶 段，在 没 有 添 加

激 素 的 培 养 基 中 不 定 芽 分 化 率 仅５．７６％，明 显 低

于 添 加 激 素 的 培 养 基。方 差 分 析 结 果 表 明（表

５），ＮＡＡ，６－ＢＡ及ＺＴ对 红 豆 草 不 定 芽 分 化 率 的

影 响 无 显 著 性 差 异。从 表４极 差 分 析 可 知，３种

植 物 激 素 对 红 豆 草 愈 伤 组 织 分 化 不 定 芽 的 诱 导

影 响 大 小 顺 序 为 ＮＡＡ＞６－ＢＡ＞ＺＴ。尽 管 ＮＡＡ
对 不 定 芽 的 诱 导 影 响 最 大，但 随 着 ＮＡＡ浓 度 的

增 加，不 定 芽 的 诱 导 率 反 而 呈 逐 渐 下 降 趋 势，表

明 高 浓 度 ＮＡＡ 对 红 豆 草 不 定 芽 诱 导 有 抑 制 作

用。水 平 优 选 后 即 可 得 出 适 宜 红 豆 草 不 定 芽 分

化 的 培 养 基 是 ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ＋０．５
ｍｇ·Ｌ－１ＺＴ。

表５　红豆草不定芽分化结果方差分析

Ｔａｂｌｅ　５　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ　ｂｕｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎ　ｓａｉｎｆｏｉｎ

变量 Ｖａｒｉａｂｌｅ 第二类平方和 ＴｙｐｅⅡＳＳ 自由度 Ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ｆｒｅｅｄｏｍ 均方 Ｍｅａｎ　ｓｑｕａｒｅ　 Ｆ值Ｆｖａｌｕｅ　 Ｐ值Ｐｖａｌｕｅ
６－ＢＡ　 ０．０３０　 ４　 ０．０４３　 １．１９０　 ０．１３１
ＮＡＡ　 ０．３９６　 ４　 ０．０９９　 １５．５３０　 ０．０８３
ＺＴ　 ０．０４１　 ４　 ０．０１０　 １．６１０　 ０．１６７

误差Ｅｒｒｏｒ　 ０．１８４　 １２　 ０．０１９

２．３　不同培养基对生根的影响

愈伤组织分化的不定芽由愈伤组织提供营养物

质逐渐长成幼苗，但由于其主要营养物质由愈伤组

织提供，故而再生幼苗没有出现根组织。由表６可

知，不同处理中的生根率存在差异，在没有添加植物

激素的１／２ＭＳ和１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ培

养基上没有生根。添加０．２ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ－Ｋ的培养

基上虽然有根形成，但是生根率很低（５％）。同时添

加低浓度的 ＮＡＡ （０．５ｍｇ·Ｌ－１）和ＩＢＡ－Ｋ （０．２
ｍｇ·Ｌ－１）时，培养１０ｄ左右即可形成完整根系，且

根长而多（图１ｈ）。由 此 可 见，本 试 验 中 适 宜 红 豆

草生根 的 最 佳 培 养 基 为１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１

ＮＡＡ＋０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＩＢＡ－Ｋ，生 根 率 高 达４５％
（表６）。

表６　不同生根培养基上的生根效果

Ｔａｂｌｅ　６　Ｒｏｏｔｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｍｅｄｉａ

生根培养基 Ｒｏｏｔｉｎｇ　ｍｅｄｉａ 生根率 Ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ／％ 生长情况 Ｇｒｏｗｉｎｇ　ｓｔａｔｕｓ
１／２ＭＳ　 ０ 没有根生成 Ｎｏ　ｒｏｏｔ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ　 ０ 没有根生成 Ｎｏ　ｒｏｏｔ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
１／２ＭＳ＋０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＩＢＡ－Ｋ　 ５ 生根率低Ｌｏｗ　ｒｏｏｔｉｎｇ　ｒａｔｅ

１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＩＢＡ－Ｋ　 ４５ 生根，生长良好 Ｒｏｏｔｉｎｇ，ｇｒｏｗｉｎｇ　ｗｅｌｌ

３　讨论与结论

无菌操作是植物组织培养的基 本 要 求［１６－１８］，对

种子消毒可 以 很 大 程 度 上 降 低 其 染 菌 率［１９］。因 此

本试验使用乙醇和ＮａＣｌＯ溶液对红豆草种子消毒，
可以保证外植体具有良好的生理状态。在植物组织

培养过程中，植物细胞受到生理、生化等多种因素的

影 响，其 中 生 长 调 节 剂 是 最 关 键 的 限 制 因 素 之

一［３２］。调节激素种类和水平，可以很大程度上优化

组培体系。实践证明，将正交设计应用于植物组织

培养，一方面能够用最少的处理得到最佳的组合，另
一方面可以确定组织培养各个阶段的关键因素［２０］。
本研究采用正交设计试验优化红豆草组织培养最佳

条件，试图建立一套高效的组培和植株再生体系。
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提高红豆草愈伤组织诱导率是优化其再生体系

的第一步。细胞分裂素和生长素是愈伤组织诱导及

分化过程中最常用的两种激素。细胞分裂素可使植

物细胞分裂并诱导芽的萌发和生长［２１］；生长素可促

进植物细 胞 伸 长 和 根 系 分 化［２２］。已 有 研 究 表 明，

ＮＡＡ和６－ＢＡ是诱 导 红 豆 草 愈 伤 组 织 应 用 最 多 的

外源激素［１０－１３］。在红豆草愈伤组织诱导过程中３种

激素对上胚轴、真叶和下胚轴等外植体的愈伤组织

诱导 影 响 大 小 顺 序 为：ＮＡＡ ＞ ＺＴ ＞６－ＢＡ，说 明

ＮＡＡ是红豆 草 愈 伤 组 织 诱 导 阶 段 最 重 要 的 激 素，
这与李辉［２３］以 红 豆 草 下 胚 轴 为 外 植 体 研 究 结 果 一

致。在本研究中，以下胚轴为外植体时低浓度ＮＡＡ
更利于愈伤组织的诱导，这说明不同外植体对ＮＡＡ
的敏感程度不同。６－ＢＡ不是愈伤组织诱导 过 程 中

的主要因素，对愈伤组织诱导作用较小，一般与其他

生长素 配 合 使 用，可 以 提 高 愈 伤 组 织 的 质 量 和 诱

导率［２４］。
愈伤组织只有转入到生长素含量很低或完全没

有生长素的培养基上，才能发育为成熟的体细胞胚

并形成植株，而细胞分裂素可以促进愈伤组织向再

生植株的方向发展［２５－２７］。在本研究中，诱导红豆 草

愈伤组织再分 化 为 不 定 芽 时，适 当 浓 度６－ＢＡ对 红

豆草 不 定 芽 分 化 有 促 进 作 用，这 可 能 是 由 于６－ＢＡ
能够改善植物细胞内源性生长素和细胞分裂素的比

例，调节细胞 生 理 生 化 状 态，有 利 于 愈 伤 组 织 的 诱

导，从而增加分化频率［２８］。高浓度ＺＴ使不定芽的

诱导率明显提高，与张文学等［２９］和刘君等［３０］研究结

果一致。本研究结果表明，随着ＮＡＡ浓度增加，不

定芽诱导率呈逐渐下降趋势，这与木台塔尔·阿布

力克木和杨 茁 萌［１１］对 甘 肃 红 豆 草 组 织 培 养 的 研 究

结果一致。在本研究中，红豆草不定芽分化的最佳

培养基是 ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ＋２．５ｍｇ·Ｌ－１

ＺＴ。该配方与云雅聪［３１］研究蒙农红豆草不定芽诱

导培养基配方有一定的差异，体现在 ＮＡＡ的 用 量

上，不添加ＮＡＡ对甘肃红豆草不定芽诱导有利，说

明甘肃红豆草和蒙农红豆草在组织培养过程中对激

素的适应能力有差别。
植物组织培养技术应用生产中，试管苗的生根

质量是影响其移栽成活率的重要因子。在生根培养

中合理添加植物生长激素可以促进根的形成，提高

组培苗的生根率［３２］。研究表明，ＩＢＡ诱导形成的不

定根细而长，ＮＡＡ诱导形成的不定根短而粗［３３－３４］。
因此本试验 研 究 了 ＮＡＡ和ＩＢＡ－Ｋ的 配 合 使 用 对

红豆草生 根 率 的 影 响。结 果 表 明 只 添 加 了ＩＢＡ－Ｋ

的培养基中虽 然 有 根 生 成，但 生 根 率 低，仅 有５％。
只添加了 ＮＡＡ的培养基中没有根生成，这 与 杨 茁

萌等［１０］研究‘顿河’红豆草的结果有一定差异；结论

不一致 的 原 因 可 能 是 红 豆 草 品 种 不 同，也 可 能 是

ＮＡＡ设 置 的 浓 度 不 同。在 本 研 究 中，用１／２ＭＳ＋
０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＩＢＡ－Ｋ组 合 浓

度培养的红豆草根系多且发达，与已报道的ＩＢＡ和

ＮＡＡ能够诱导试管苗生根的结论一致［３５－３７］。
本研究为红豆草愈伤组织诱导和植株再生提供

了一个高效方案，即红豆草愈伤组织诱导培养基以

ＭＳ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１６－ＢＡ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋
０．２ｍｇ·Ｌ－１　ＺＴ为 最 优；不 定 芽 分 化 的 培 养 基 以

ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ＋２．５ｍｇ·Ｌ－１　ＺＴ为最

优；不定芽转至１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋０．２
ｍｇ·Ｌ－１　ＩＢＡ－Ｋ，生根效果最好，生根率为４５％。
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