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摘要：为了优化羊草组织培养与再生体系，本试验以６个羊草［Ｌｅｙｍｕｓ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｔｒｉｎ．）Ｔｚｖｅｌ．］新品系的幼穗

为外植体，使用添加不同植物激素的 ＭＳ培养基对羊草幼穗进行愈伤组织诱导、继代、分 化 等 培 养，建 立 高 效

再生体系。结果表明：诱导培养基中添加２，４－Ｄ激素浓度为５．０ｍｇ·Ｌ－１时，６个 羊 草 新 品 系 幼 穗 的 诱 导 率 均

较高，其中Ｌｃ－６出愈率最高，为８７．５％，其次是Ｌｃ－４，诱导率为８１．５％；６个品系愈伤组织通过固－液－固（ＭＳ２－
ＭＳＬ２－ＭＳ２）交替继代培养，愈伤组织结构与状态得到明显改善，愈伤由疏松变得致密，褐化现象明显减少，愈

伤变为乳白色颗粒状，Ｌｃ－６和Ｌｃ－４的愈伤状态优于其他品系；６个品系愈伤组织在ＢＮＫＴ分化培养基上的分

化率显著高于其他２种培养基（Ｐ ＜０．０５），Ｌｃ－６分 化 率 最 高，为４１．２５％；６个 品 系 移 栽 后 组 培 苗 成 活 率 均

为１００％。
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　　羊草分布于我国的东北三省、内蒙古、河北、
山西和陕西等省区［１］，是一种多年生禾本科牧草，
具有抗寒耐旱、抗逆性强、品质优良，适口性好等

特点，可以作为建植人工草地和保护生态环境的

重要物种，因 此 得 到 了 广 泛 的 应 用［２－３］。近 年 来，
我国基因工程技术得到迅速发展，利用转基因技

术对羊草进行品种培育和改良，弥补传统育种方

法的缺点，已成为加快羊草育种进程的一种新途

径［４］。在羊草组织培养以及利用农杆菌介导法转

化研究中发现，羊草幼穗诱导愈伤组织较成熟胚

和叶片容易，植株的再生能力强，羊草幼穗作为转

化受体更适宜［５－６］。而制约 羊 草 转 化 率 的 根 本 原

因在于受体愈伤组织的状态，淡黄色、颗粒状、生

长旺盛的胚性愈伤组织转化效率较高，但羊草的

愈伤组织多为柔软、粘稠，甚至水渍状，愈伤褐化

也是组织培养中经常遇到的问题［７－９］，获得的愈伤

组织需要长期保存，而继代次数过多其胚性容易

丧失。因此，在转化前应先调整羊草愈伤组织的

状态，以保证获得较高的转化率［１０－１２］。关 于 植 物

愈伤组织状态的调控，已有学者从培养基成分及

培养方法等方面进行了研究，但主要集中在水稻、

小麦、禾本科牧草和草坪草等作 物 上［１３－１５］。本 研

究以不同 基 因 型 羊 草 幼 穗 为 外 植 体 诱 导 愈 伤 组

织，并尝试通过不同的方法改善愈伤组织生长状

态，提 高 分 化 率，本 研 究 目 的 是 优 化 羊 草 再 生 体

系，为羊草高效转化以及分子育种研究奠定良好

基础。

１　材料与方法

１．１　材料

供试羊草［Ｌｅｙｍｕｓ　ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｔｒｉｎ．）Ｔｚｖｅｌ．］
幼穗为黑龙江省农业科学院草业研究所通过辐射

诱变和空间诱变处理后，经多年选育出的６个新

品系的 幼 穗，分 别 为Ｌｃ－１、Ｌｃ－２、Ｌｃ－２、Ｌｃ－４、Ｌｃ－５
和Ｌｃ－６。
１．２　方法

１．２．１　外植体消毒　２０２０年５月中下旬，６个羊

草新品系孕穗期，田间选取叶鞘包裹的幼穗，长约

１０ｃｍ左右，用７５％乙醇浸泡的纱布擦拭叶鞘后，
放入无菌操作台内直径为１５０ｍｍ的无菌培养皿

中，用７５％乙 醇 浸 泡８ｍｉｎ后，用 无 菌 镊 子 转 移

到直径为１５０ｍｍ的无菌培养皿中晾干。

１．２．２　愈伤组织的诱导　选用 ＭＳ基本培养基，
加入激素２，４－Ｄ，浓度梯度分别为１．０，３．０，４．０，

５．０，７．０和９．０ｍｇ·Ｌ－１，同 时 每 个 培 养 基 中 加 入

０．１５ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ，３０ｇ·Ｌ－１蔗糖，７．９ｇ·Ｌ－１琼脂。
培养基ｐＨ为５．８～６．０，１２０℃高压灭菌２０ｍｉｎ
后使用。将６个新品系灭菌的幼穗分别接种到诱

导培养基上，每个培养皿接种２０个小穗，每个处
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理接种１０皿，置于（２５±１）℃培养间内进行暗培

养，接种４０ｄ后，统计愈伤组织诱导率。
诱导率（％）＝（出愈外植体数／接种数）×１００

１．２．３　愈伤组织继代条件优化　将羊草幼穗诱

导４０ｄ的愈伤组织转接到继代培养基上，第一次

继代培养 基 为 ＭＳ２：ＭＳ＋２，４－Ｄ（２ｍｇ·Ｌ－１）＋
６－ＢＡ（０．１５ｍｇ·Ｌ－１）＋ 蔗 糖 （３０ｇ·Ｌ－１）＋ 琼

脂（７．９ｇ·Ｌ－１），第二次继代培养基为ＭＳＬ２、液体培养

基：ＭＳ＋２，４－Ｄ（２ｍｇ·Ｌ－１）＋６－ＢＡ（０．１５ｍｇ·Ｌ－１）＋
蔗糖（３０ｇ·Ｌ－１），暗室摇床２８℃培养，第三次继代

培养基为仍为 ＭＳ２培养，第一次和第三次培养条

件（同１．２．２），每１５ｄ继代１次。对照培养基为

ＭＳ２继代培 养 基。观 察 比 较 优 化 继 代 条 件 下 各

品系和对照愈伤组织状态，包括愈伤组织颜色、颗
粒状、软硬度等。
１．２．４　愈 伤 组 织 分 化 条 件 优 化　将 经 固－液－固
培养继代３次的生长良好的羊草愈伤组织，分别

转移到以下３种分化培养基上，培养条件中光照

强度为２　０００ｌｘ，光周期为光照／黑暗（１６ｈ／８ｈ），
每个培养皿放 置 相 同 块 数 羊 草 愈 伤 组 织，设 置３
次重复。接种３０ｄ后 统 计 分 化 率。分 化 培 养 基

如下：
（１）ＫＴ：ＭＳ（４．４３ｇ·Ｌ－１）＋ＫＴ（１ｍｇ·Ｌ－１）＋

ＴＤＺ（１ｍｇ·Ｌ－１）＋蔗糖（３０ｇ·Ｌ－１）＋琼脂（７．９ｇ·Ｌ－１）；
（２）ＢＴ：ＭＳ（４．４３ｇ·Ｌ－１）＋６－ＢＡ（１ｍｇ·Ｌ－１）＋

ＴＤＺ（１ｍｇ·Ｌ－１）＋蔗糖（３０ｇ·Ｌ－１）＋琼脂（７．９ｇ·Ｌ－１）；
（３）ＢＮＫＴ：ＭＳ（４．４３ｇ·Ｌ－１）＋６－ＢＡ（１ｍｇ·Ｌ－１）＋

ＮＡＡ（０．１５ ｍｇ·Ｌ－１）＋ ＫＴ（１ ｍｇ·Ｌ－１）＋
ＴＤＺ（１ｍｇ·Ｌ－１）＋蔗糖（３０ｇ·Ｌ－１）＋琼脂（７．９ｇ·Ｌ－１）；

分 化 率（％）＝（分 化 植 株 数／接 种 的 愈 伤

数）×１００
１．２．５　生根及移栽　将分化出有２～３个叶片的

羊草组培苗，转入到配制好生根培养基的培养瓶

中进行生根培养。生根后移栽到蛭石和草炭土按

１∶１比例混合的土壤中，放在温室中培养，成活后

搬移到室外进行炼苗３ｄ，移栽到试验地里实行田

间管理。
生根培养基为１／２ＭＳ＋蔗糖（１５ｇ·Ｌ－１）＋琼

脂（７．９ｇ·Ｌ－１）。
１．２．６　数据分析 　采用Ｅｘｃｅｌ　２０１７进行数据处

理和图表制作，ＳＰＳＳ　２２．０进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　２，４－Ｄ对羊草幼穗愈伤诱导的影响

由表１可知，在不同浓度２，４－Ｄ诱导处理下，

不同品系羊草幼穗愈伤组织的诱导率差异较大。
随着添加激素２，４－Ｄ浓度的增加诱导率呈先增后

降的趋势，６个品系中Ｌｃ－６和Ｌｃ－４的出愈率均显

著高于其他４个品系（Ｐ ＜０．０５）。当２，４－Ｄ浓度

在５．０ｍｇ·Ｌ－１时，６个羊 草 品 系 幼 穗 出 愈 率 均 最

高，羊 草 新 品 系Ｌｃ－６愈 伤 组 织 的 诱 导 率 最 高 为

８７．５％，其 次 是Ｌｃ－４，诱 导 率 为８１．５％，而Ｌｃ－１
的诱导率最低仅有２８．５％。综合分析表明，羊草

幼穗 诱 导 愈 伤 最 适 合 的 培 养 基 为 ＭＳ５：ＭＳ＋
２，４－Ｄ（５ｍｇ·Ｌ－１）＋６－ＢＡ（０．１５ ｍｇ·Ｌ－１）＋ 蔗

糖（３０ｇ·Ｌ－１）＋琼脂（７．９ｇ·Ｌ－１），６个羊草新品系

中，Ｌｃ－６和Ｌｃ－４两个品系的幼穗为较适合诱导的

外植体。
表１　 不同浓度２，４－Ｄ对羊草幼穗愈伤组织诱导的影响

２，４－Ｄ浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）
品系 小穗数／个 出愈数／个 出愈率／％

１．０　 Ｌｃ－１　 ２００　 １５　 ７．５±０．５１ｂ

Ｌｃ－２　 ２００　 ７　 ３．５±０．３２ｃ

Ｌｃ－３　 ２００　 ９　 ４．５±０．２４ｃ

Ｌｃ－４　 ２００　 ２２　 １１．０±１．０３ａ

Ｌｃ－５　 ２００　 １２　 ６．０±０．４７ｂ

Ｌｃ－６　 ２００　 ２４　 １２．０±１．１２ａ

３．０　 Ｌｃ－１　 ２００　 １９　 ９．５±０．７３ｂ

Ｌｃ－２　 ２００　 １６　 ８．０±０．６８ｂ

Ｌｃ－３　 ２００　 ８　 ４．０±０．５０ｃ

Ｌｃ－４　 ２００　 ３１　 １５．５±１．１６ａ

Ｌｃ－５　 ２００　 １７　 ８．５±０．４９ｂ

Ｌｃ－６　 ２００　 ３５　 １７．５±１．０８ａ

５．０　 Ｌｃ－１　 ２００　 ５７　 ２８．５±３．０７ｄ

Ｌｃ－２　 ２００　 １２１　 ６０．５±２．６４ｂ

Ｌｃ－３　 ２００　 ８６　 ４３．０±３．３９ｃ

Ｌｃ－４　 ２００　 １６３　 ８１．５±５．３０ａ

Ｌｃ－５　 ２００　 １０７　 ５３．５±４．７３ｂｃ

Ｌｃ－６　 ２００　 １７５　 ８７．５±６．１５ａ

７．０　 Ｌｃ－１　 ２００　 １８　 ９．０±１．０７ｂｃ

Ｌｃ－２　 ２００　 １５　 ７．５±１．６４ｃ

Ｌｃ－３　 ２００　 ２３　 １１．５±１．３９ｂ

Ｌｃ－４　 ２００　 ３３　 １６．５±２．３０ａ

Ｌｃ－５　 ２００　 １４　 ７．０±１．０７ｃ

Ｌｃ－６　 ２００　 ３６　 １８．０±１．６４ａ

９．０　 Ｌｃ－１　 ２００　 ０　 ０

Ｌｃ－２　 ２００　 ４　 ２．０±０．３１ｂ

Ｌｃ－３　 ２００　 ０　 ０

Ｌｃ－４　 ２００　 １２　 ６．０±１．１５ａ

Ｌｃ－５　 ２００　 ７　 ３．５±０．７３ｂ

Ｌｃ－６　 ２００　 １７　 ８．５±０．８２ａ

　　注：数值为平均值±标准 差（ｎ＝３），不 同 小 写 字 母 表 示 相 同

浓度不同品系间差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。
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２．２　固－液－固 交 替 继 代 培 养 对 羊 草 幼 穗 愈 伤 组

织状态的影响

　　愈伤组织状态是影响农杆菌转化率的主要原

因，疏松状态的愈伤进行转化后呈碎屑状，抗性愈

伤率极 低，不 适 于 直 接 作 为 转 化 的 受 体。选 取

ＭＳ５诱 导 出 的 愈 伤 组 织 经 ＭＳ２（ＣＫ）和 ＭＳ２－

ＭＳＬ２－ＭＳ２交 替 继 代，由 图１可 知，ＭＳ２－ＭＳＬ２－
ＭＳ２交替继代的愈伤组织颜色为乳白色，愈伤生

长较为致密，褐化现象明显减少；各品系的愈伤组

织状态均比 ＭＳ２（ＣＫ）明 显 变 好，羊 草 品 系Ｌｃ－４
和Ｌｃ－６的愈伤优于其他品系。

　　　　　　ａ～ｆ：依次代表Ｌｃ－１、Ｌｃ－２、Ｌｃ－３、Ｌｃ－４、Ｌｃ－５、Ｌｃ－６ＭＳ２处理（ＣＫ）；Ａ～Ｆ：依次代表Ｌｃ－１、Ｌｃ－２、Ｌｃ－３、

Ｌｃ－４、Ｌｃ－５、Ｌｃ－６ＭＳ２－ＭＳＬ２－ＭＳ２交替处理

图１　羊草品系经 ＭＳ２（ＣＫ）和固－液－固（ＭＳ２－ＭＳＬ２－ＭＳ２）继代后愈伤组织状态

２．３　不同激素对羊草愈伤组织分化的影响

羊草愈伤 组 织 在 ＫＴ、ＢＴ、ＢＮＫＴ三 种 分 化

培养基上培 养３０ｄ后 统 计 愈 伤 组 织 分 化 率，由

表２可知，６个品系在不同激素的培养基处理下分

化率整体表现为ＢＮＫＴ＞ＢＴ＞ＫＴ，且除Ｌｃ－２和

Ｌｃ－５外，其他４个品系在ＢＮＫＴ培养基下的分化

率均显著高于ＫＴ和ＢＴ（Ｐ＜０．０５）。

由图２可知，６个 羊 草 品 系 的 愈 伤 组 织 在 不

同 分 化 培 养 基 上 分 化 率 具 有 一 定 的 差 异，其 中

Ｌｃ－６和Ｌｃ－４在３种培养基上的分化率均显著高

于其他４个品系（Ｐ ＜０．０５），Ｌｃ－６和Ｌｃ－４分 化

率最高值均出现在ＢＮＫＴ分化培养基上，分别为

４１．２５％和３８．７５％，Ｌｃ－１、Ｌｃ－２、Ｌｃ－３和Ｌｃ－５这

４个品系的分化率在３种分化培养基上的分化率

均不高，４个品系之间均无明显差异（Ｐ＞０．０５）。

表２　不同激素对羊草幼穗愈伤组织分化的影响

品系
分化培

养基

接种愈

伤数／个

分化愈

伤数／个
分化率／％

Ｌｃ－１ ＫＴ　 ８０　 ３　 ３．７５±１．３２ｂ
ＢＴ　 ８０　 ５　 ６．２５±１．５７ｂ
ＢＮＫＴ　 ８０　 １０　 １２．５０±１．０９ａ

Ｌｃ－２ ＫＴ　 ８０　 ７　 ８．７５±１．２８ｂ
ＢＴ　 ８０　 ９　 １１．２５±１．８４ａｂ
ＢＮＫＴ　 ８０　 １２　 １５．００±１．７６ａ

Ｌｃ－３ ＫＴ　 ８０　 ６　 ７．５０±０．７３ｂ
ＢＴ　 ８０　 ５　 ６．２５±１．６１ｂ
ＢＮＫＴ　 ８０　 １１　 １３．７５±２．０４ａ

Ｌｃ－４ ＫＴ　 ８０　 １３　 １６．２５±２．１４ｃ
ＢＴ　 ８０　 ２４　 ３０．００±２．３５ｂ
ＢＮＫＴ　 ８０　 ３１　 ３８．７５±２．６２ａ

Ｌｃ－５ ＫＴ　 ８０　 ７　 ８．７５±１．７６ａｂ
ＢＴ　 ８０　 ６　 ７．５０±１．６９ｂ
ＢＮＫＴ　 ８０　 １１　 １３．７５±２．１７ａ

Ｌｃ－６ ＫＴ　 ８０　 １７　 ２１．２５±２．１６ｃ
ＢＴ　 ８０　 ２６　 ３２．５０±２．３４ｂ
ＢＮＫＴ　 ８０　 ３３　 ４１．２５±２．０９ａ
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　　　　　　　　　　　　注：不同小写字母表示同一培养基上不同羊草品系间分化率差异显著（Ｐ ＜０．０５）。

图２　６个羊草品系在３种分化培养基上的分化率

２．４　生根及移栽

羊草愈伤组织经过３０ｄ分化培养，开始分化

变绿后逐渐形成不定芽。当分化出的芽长出２～
３个叶 片 时，取 分 化 苗 转 到 生 根 培 养 基 上 培 养

３０ｄ，由图３可知，当根长约５ｃｍ时，移栽到大花

盆，６个品系的再生植株均生长健壮，叶色浓绿。
由表３可 知，６个 品 系 的 生 根 率 均 较 高，除

Ｌｃ－１（９４．５０％）和Ｌｃ－５（９５．９０％）两 个 品 系 外，其

他４个品系生根率均为１００％，移栽３０ｄ后调查

组培苗成活率均达到１００％。

ａ～ｆ：分别为Ｌｃ－１、Ｌｃ－２、Ｌｃ－３、Ｌｃ－４、Ｌｃ－５、Ｌｃ－６生根培养；Ａ～Ｆ：分别为Ｌｃ－１、Ｌｃ－２、Ｌｃ－３、Ｌｃ－４、Ｌｃ－５、Ｌｃ－６组培苗

图３　６个羊草品系生根培养和组培苗
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表３　分化苗的生根率和成活率统计

品系 生根培养基 分化苗／株 生根苗／株 生根率／％ 移栽苗／株 成活苗／株 成活率／％

Ｌｃ－１　 １／２ＭＳ　 １８　 １７　 ９４．５０　 １７　 １７　 １００

Ｌｃ－２　 １／２ＭＳ　 ２８　 ２８　 １００．００　 ２８　 ２８　 １００

Ｌｃ－３　 １／２ＭＳ　 ２２　 ２２　 １００．００　 ２２　 ２２　 １００

Ｌｃ－４　 １／２ＭＳ　 ６８　 ６８　 １００．００　 ６８　 ６８　 １００

Ｌｃ－５　 １／２ＭＳ　 ２４　 ２３　 ９５．９０　 ２３　 ２３　 １００

Ｌｃ－６　 １／２ＭＳ　 ７６　 ７６　 １００．００　 ７６　 ７６　 １００

３　讨论

在羊草的组织培养研究中，外植体的 选 择 对

诱导后植 株 再 生 能 力 的 强 弱 有 直 接 影 响［１６］。前

人选择羊草幼胚、成熟胚和幼穗作为外植体均能

诱导出愈伤，但诱导后愈伤再生能力有一定的差

别。刘江淑［１７］用 羊 草 幼 胚 作 为 外 植 体 进 行 再 生

体系建立，结果表明授粉１５～１６ｄ的幼胚能够诱

导出愈伤。刘 公 社 等［１８］用６种 赖 草 属 的 植 物 幼

胚作为外植体进行愈伤诱导，发现均能诱导再生

出完整小植株。肖燕等［８］研究发现羊草成熟胚诱

导愈伤是先发芽后出愈伤。本研究选择了６个羊

草新品系孕穗期幼穗作为外植体，诱导出愈伤时

间缩 短，而 且 不 同 品 系 幼 穗 的 诱 导 率 差 异 较 大。
对于难再生的羊草而言，在继代培养的过程中，添
加适量２，４－Ｄ激素会对后期分化再生有一定的促

进作用，但仅靠２，４－Ｄ来调节细胞的生长状态，促
进胚性愈伤发生、增加分化率是远远不够的，因此

添加其他激素将会改善细胞内源生长素和分裂素

的比例，提 高 诱 导 率 和 分 化 率［１９］。细 胞 分 裂 素

６－ＢＡ可以与生长素２，４－Ｄ有协同诱导的作用，在

诱导培养过 程 中，添 加 少 量 的６－ＢＡ将 增 加 胚 性

愈伤的产 量［４］，本 试 验 在 诱 导 过 程 中 选 用 固－液－
固（ＭＳ２－ＭＳＬ２－ＭＳ２）交 替 继 代 培 养 可 改 善 单 一

继代培养基（ＭＳ２）产生愈伤褐化状态，愈伤组织

颜色为乳白色，愈伤生长较为致密，更利于分化。
分化培养基筛选是羊草离体再生体系搭建过

程中的重要环节，转化后愈伤能否分化成苗至关

重要［４］。本研究中将羊草幼穗愈伤组织接种到添

加ＫＴ、６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＴＤＺ等 生 长 素 和 分 裂 素 的

ＭＳ培养基 中，４０ｄ后６个 羊 草 新 品 系 的 愈 伤 在

３种培养基中均能分化出绿色的芽点，但只有一部

分芽点分化出小芽。添加低浓度（１．０ｍｇ·Ｌ－１）的

６－ＢＡ和ＫＴ对羊草的分化有明显促进作用，噻苯

隆（ＴＤＺ）和萘乙 酸（ＮＡＡ）的 添 加 将 增 加 羊 草 愈

伤的分化率，综合比较后，羊草愈伤分化培养基以

ＭＳ＋１．０ ｍｇ·Ｌ－１　６－ＢＡ＋１．０ ｍｇ·Ｌ－１　ＫＴ＋
０．１５ｍｇ·Ｌ－１　ＮＡＡ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１　ＴＤＺ为最佳，此
研究结果与王建丽［４］前期研究结果一致。不同羊

草品系的分化率差异较明显，因此筛选优异羊草

新品系尤为重要。本研究通过优化羊草幼穗组织

培养和再生体系建立的条件，为羊草分子育种改

良品种提供了科研技术支持。

４　结论

本试验选用６个羊草新品系幼穗作为外植体

进行 愈 伤 诱 导，诱 导 培 养 基 中 添 加２，４－Ｄ激 素

浓度为５．０ｍｇ·Ｌ－１时，诱 导 率 均 较 高，６个 品 系

中Ｌｃ－６出 愈 率 最 高，为 ８７．５％，其 次 为

Ｌｃ－４（８１．５％）；通 过 固 ＭＳ２－液 ＭＳＬ２－固 ＭＳ２交

替继代培养，愈伤组织颜色均为乳白色，愈伤生长

较为致密，褐化 现 象 明 显 减 少，羊 草 品 系Ｌｃ－６和

Ｌｃ－４的愈伤优于其他 品 系；６个 品 系 愈 伤 组 织 均

在ＢＮＫＴ分化培养基上的分化率最高，Ｌｃ－６分化

率最高，为４１．２５％；羊草幼穗离体组织培养过程

中６个品系的生根率均极高，移栽后组培苗成活

率均为１００％。
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