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摘 要：以8个品种的无菌实生苗子叶和下胚轴为外植体，研究了4种不同培养程序及基因型对紫 

花苜蓿胚性愈伤组织、胚状体诱导及成苗移栽的影响。结果显示：4种培养程序对苜蓿的出愈率影响差 

别不大，但不同培养程序对苜蓿的分化率和成苗率影响差异显著，其中SHK—MSO—MSO在分化率和 

出苗率上表现较佳；另外，不同基因型在苜蓿出愈率和成苗率上反应不显著，但在分化率上反应显著，其 

中中苜一号，草原2号和保定苜蓿表现较佳。 
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紫花苜蓿(Medicago sativa L．)属多年生豆科植 

物，为重要的高蛋白质饲料牧草，被誉为“牧草之王”， 

在畜牧业生产中占有重要的地位 J。近年来，由于我 

国生态环境遭到破坏，草场盐碱化程度加重，造成产草 

量不足，影响了畜牧业的发展。而恢复草场生态环境， 

投资大，周期长，这就需要考虑培育抗虫，抗病，抗逆的 

苜蓿品种 】。传统的遗传育种见效慢，转基因技术则 

是一项行之有效的手段，然而紫花苜蓿作为基因转化 

的受体，其组织培养体系还存在再生率低、培养的周 

期长等缺点，因此需要建立紫花苜蓿高频再生组织培 

养体系，为今后通过基因转化改良紫花苜蓿性状和实 

现其产业化作准备 。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

供试苜蓿品种为阿尔冈金，中苜一号，草原 2号， 

WL232，WL323，DEFI，Sitel，保定苜蓿。 

1．2 试验方法 

1．2．1 外植体的准备 

将苜蓿种子用 75％酒精浸泡 10 min，再用0．1％ 

HgCI2消毒 8～15 min，无菌水冲洗 5次，每次 5 min 

后，将种子放到装有无菌水的三角瓶中浸泡 2 h，待种 

子膨胀后，将种子接种到 1／2MS培养基上，27℃黑暗 

培养48 h，种子开始萌发(见图1)，然后 16 h光照，8 h 

黑暗培养3—5 d后，长出子叶(见图2)，切取苜蓿新 

生苗的子叶和下胚轴，用于诱导愈伤组织 引。 

图 1 种子萌发 

图2 长 出子叶 
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1．2．2 培养基及培养程序 

本实验在借鉴前人工作的基础上，共设计了4种 

培养程序，进行愈伤组织和胚状体的诱导及植株成苗 

再生。 

I．诱导愈伤组织形成的培养基：SHK；诱导体胚 

分化的培养基：SHK；成苗培养基：1／2MS。 

Ⅱ．诱导愈伤组织形成的培养基：MSH；诱导体胚 

分化的培养基：Boi2y；成苗培养基：1／2MS。 

Ⅲ．诱导愈伤组织形成的培养基：SHK；诱导体胚 

分化的培养基：Boi2y；成苗培养基：1／2MS。 

Ⅳ．诱导愈伤组织形成的培养基：SHK；诱导体胚 

分化的培养基：MSO；成苗培养基：MSO。 

1．3 实验处理 

1．3．1 接 种 

在无菌环境下，将切好的苜蓿子叶和下胚轴分别 

接人 MSH，SHK，SHK，SHK培养基上，每种培养基上 

接种 15块愈伤组织(见图3)，10次重复，接种后用封 

口膜封 口。 

图 3 诱导 3天后的愈伤组织 

1．3．2 诱导愈伤 

接种后，在27℃黑暗条件下培养，诱导愈伤组织。 

连续经过两轮继代选择培养后，第3次继代淘汰呈褐 

色和水浸化的愈伤组织，得到质地结实，浅黄绿色的胚 

性愈伤组织(见图4)。 

图4 浅黄绿色的胚性愈伤组织 

1．3．3 诱导体胚分化 

将浅黄绿色愈伤组织分别转接到 Boi2y，Boi2y， 

SHK，MSO培养基上，27℃黑暗条件下，诱导体胚分 

化。连续经过多次继代培养，淘汰褐色的愈伤，筛选出 

呈黄白色、浆糊状、并镶嵌有绿色小颗粒的愈伤组织 

(见图 5)。 

图 5 体胚 

1．3．4 成苗 

将出现胚状体 (呈簇状 )的愈伤组织转接到 

1／2MS，1／2MS，1／2MS，MSO培 养基 上，27℃，光强 

3 000 lx，每日光照 16 h，黑暗8 h培养，约3周，体胚发 

育成正常的植株(见图6)。 

图 6 体胚发育成正常的植株 

1．3．5 练苗移栽 

当再生的小植株出现 5条以上的健壮根时，可将 

小三角瓶上的封口膜去掉，室内锻炼 24 h然后将幼苗 

从三角瓶中取出，自来水冲净根部的培养基，移栽于混 

有灭过菌的营养土和蛭石(1：3)的小花盆中(见图7， 

图8)，最初3～5 d，幼苗应遮上塑料薄膜，以保持湿 

度，当苜蓿小苗长出健壮的茎叶时，可将其移人大田或 

大花盆中(见图9，图 10)。 

图 7 移苗 
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图8 移苗 

图9 移入大花盆中 

图 1O 移入大 田中 

1．4 高频再生体系的建立 

采用胚状体诱导率和再生率均较高的苜蓿品种和 

培养程序，利用它们胚状体形成的植株叶片进行多轮 

诱导分化，筛选出高频再生组织培养体系。 

2 结果与分析 

1)不同培养程序对出愈率，分化率和成苗率的影 

响，如表 1一表 4所示。 

表 1 SHK—SHK一1／2MS出愈率．分化率和成苗率 

表2 MSH—Boi2y一1／2MS出愈率．分化率和成苗率 

表3 SHK—Boi2y一1／2MS出愈率．分化率和成苗率 

表4 SHK—MSO—MSO出愈率．分化率和成苗率 

说明：编号栏(1、2、3⋯⋯8)分别代表中苜一号、草原2号、 

阿尔冈金、WL232、WL323、DEFI、Sitel、保定苜蓿 8个品种，其中 

每个品种接种时共 1O次重复。 

由图 11可以看出，4种培养程序对苜蓿的出愈率 

影响差别不大。图 12，图 13表明，不同培养程序对苜 

蓿的分化率和成苗率影响差异显著，SHK—MSO— 

MSO在分化率和出苗率上表现较佳。 

2)不同基因型对出愈率，分化率和成苗率的影 

响，如表 5所示。 

实验结果表明，基因型的差别在苜蓿出愈率和成 

苗率上反应不显著，但在分化率上反应显著，其中中苜 
一 号，草原2号和保定苜蓿表现较佳。 
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图 12 不同培养程序对分化率的影响 
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图 13 不同培养程序对成苗翠的影响 

3)高频再生体系的建立。将表现上佳的中苜一 

号，草原 2号和保定苜蓿胚状体形成的植株叶片按 

SHK—MSO—MSO培养程序进行多轮诱导分化，统计 

结果表明，其出愈率，分化率和出苗率均达 80％以上， 

从而得以建立苜蓿组织培养高频再生体系。 

表5 不同基因型对出愈率．分化率和成苗率的影响 

3 讨 论 

3．1 关于胚性愈伤组织的诱导 

植物的不同外植体，不同基因型对胚性愈伤组织 

的形成都会产生一定的影响L5】。本实验采用的8个苜 

蓿品种在诱导愈伤时差异不大，而各品种间，同一品种 

内，子叶和下胚轴的胚性愈伤组织诱导率都表现出了 

差异。子叶相对于下胚轴作为外植体出愈率要高一 

些，虽然在愈伤组织的形成速度上，下胚轴要快于子 

叶，但子叶形成的愈伤组织分化率要高于下胚轴形成 

的愈伤组织。 

在实验过程中，根据质地色泽的不同，会出现4种 

愈伤组织类型：(I)质地结实，呈浅黄绿色；(Ⅱ)质地 

疏松，呈黄白色；(Ⅲ)质地疏松，呈浅黄色；(Ⅳ)呈暗 

白色水浸状。其中(Ⅱ)，(IV)型最后将褐化，(IlI)型 

继续继代培养会转化为(I)型，(I)型为生长正常的 

愈伤组织，很少变褐，为胚性愈伤组织。此外，继代培 

养在一定程度上可防止愈伤组织褐化。 

3．2 关于胚状体分化的诱导 

在诱导胚状体分化上，不同培养基和基因型差异 

比较明显，MSO和SHK培养基诱导的中苜一号，草原 

2号和保定苜蓿表现较佳。 

在实验中，将胚性愈伤组织转接到胚状体诱导培 

养基上培养一段时间后，会出现浆糊状浅黄色的胚状 

体，其上镶嵌着许多绿色小颗粒，将来会发育成单个的 

植株。当成团状的胚状体长得较大时，可将其分割培 

养，有利于体胚分化，同时不断继代，防止褐化。 

3．3 关于植株再生 

当体胚分化到一定程度时，需将其转接到成苗培 

养基上，进一步诱导茎和根的分化。不同培养基和基 

因型对成苗率的影响有一定差异，MSO培养基可直接 

诱导体胚生根，是较理想的成苗培养基。 

3．4 关于高频再生体系的建立 

紫花苜蓿的组织培养存在着体细胞胚分化困难， 

分化率低，重复性差等问题 】。作为基因转化的受 

体，必须克服这些缺点才能使通过基因转化途径改良 

苜蓿性状取得实质性进展。因此，迫切需要建立苜蓿 

组织培养高频再生体系 。 

实验结果表明，在组织培养时，采取SHK—MSO— 

MSO培养程序，利用胚状体分化率和成苗率均较高的 

图 

图 

I  

图 _  
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中苜一号，草原2号或保定苜蓿的胚状体形成的植株 

叶片，进行多轮组培，同时，在诱导愈伤时，挑选质地结 

实，呈浅黄绿色的胚性愈伤，并不断继代，防止褐化，最 

终筛选到了出愈率，分化率和成苗率均高于 80％的高 

频再生培养体系，为下一步苜蓿转基因工作打下了 

基础。 
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WANG Ping-qin ，ZHOU Xing-lon ，YANG Qing-chuan2
， WU Ming-shen~，XIE Wei-wel~ 

(1．Key Laboratory for Biomechanics and Tissue Engineering Under the State Minstry of Education， 

College of Bioengineering，Chongqing University，Chongqing 400030，China； 

2．Institute of Animal Science，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100094，China) 

Abstract：The cotyledon and hypoeotyl of eight varieties of alfalfa(Medicago sativa L )are used to study the effect of 

different cultivation procedures and genotypes on embryogenic callus and embryoid induction，plant development an d 

transplant of alfalfa．Th e varieties of alfalfa with high embryoid induction rate and high differentiation rate are screened． 

A high~equency regeneration system for alfalfa tissue culture is established：which is benifical to the gene transformation 

of alfalfa． 

Key words：alfalfa；tissue culture；callus；embryoid 
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