
第 24卷　第 1期
2005年　2月

大　豆　科　学
SOYBEAN　SCIENCE

Vol. 24　No. 1
Feb. 　2005

小黑豆组织培养的研究
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摘要　以应县小黑豆的下胚轴 、子叶 、小真叶为试验材料 ,研究不同培养基对小黑豆愈伤组织诱导

和器官分化的影响。结果表明:NAA 和 BA 单独使用不利用小黑豆的离体培养 ,细跑分裂素与生

长素结合使用有利于小黑豆愈伤组织的诱导和器官分化 。下胚轴在 M s +BA2mg /L +IAA

0. 5mg /L 、M s+BA1. 5mg /L+IAA0. 5mg /L M s+K T2mg /L+NAA0. 2mg /L 培养基中植株再生

频率为 46%、46%、16%,在前两种培养基中下胚轴外植体分化出丛生芽。小黑豆下胚轴愈伤组织

诱导率 、再生植株分化率较子叶 、小真叶高。
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　　应县小黑豆是半野生型大豆 ,植株比较矮小 ,呈

蔓生状 ,种皮黑色 ,抗虫能力强 ,对大豆孢囊线虫有

良好抗性[ 1] 。是大豆抗孢囊线虫的基因资源之一 。

黑豆在营养数量与质量上都具有优势 ,蛋白质含量

高达 49. 8%,与黄豆相比 ,黑豆赖氨酸高出 15. 5%,

苏氨酸高出 15. 3%,蛋氨酸高出 29%,黄酮及类黄

酮化合物高于普通黄豆 5 ～ 7倍 ,硒含量比黄豆高

60. 9%
[ 2]
,因此小黑豆又是丰富大豆遗传变异的潜

在基因资源。由于应县小黑豆产量低 ,限制其在农

业生产中的广泛应用 。本文进行小黑豆离体培养的

研究 ,试图建立起高效的增殖体系 ,为采用细胞和基

因方法改良小黑豆提供一定的技术基础 。

1　材料和方法

1. 1　材料

应县 小黑 豆 [ 国 家种 质 资 源库 统 编 号

ZDD2226]种子经严格精选后 ,先用 75%酒精表面

消毒 30秒 ,再用 0. 1%升汞灭菌 8分钟 ,随后用无

菌水冲洗 5 ～ 6次 ,加入适量灭过菌的水在培养室中

萌发培养 ,一周后取下胚轴 、子叶 、小真叶为试验材

料。

1. 2　实验方法和培养条件

1. 2. 1　选择适合小黑豆离体培养的基本培养基;

将小黑豆种子的下胚轴切段(约 2mm 薄片)分别接

种于 M s 、B5 、Mille r三种基本培养基附加 KT2mg /

L(单位下同)+NAA0. 2的培养基中培养 ,连续观

察 ,选出能诱导外植体再分化的基本培养基进行下

面激素配比的试验 。

1. 2. 2　不同激素配比对小黑豆愈伤组组织的诱导

和器官分化影响的试验;使用 NAA 和 6 - BA 、IAA

和细胞分裂素( 6 - BA 、K T)、KT 和生长素(IAA 、

NAA)三种激素配比的试验。激素浓度见结果分

析 。

1. 2. 3　小黑豆不同器官离体培养的试验;选用小黑

豆的下胚轴 、子叶 、小真叶为外植体 ,接种于 M s+

K T2+NAA0. 2的培养基中比较三种外植体再分

化的情况。

1. 2. 4　外植体的培养条件;实验用的培养基是含琼

脂 0. 7%的固体培养基 , pH 为 5. 8 ,经 121℃湿热灭

菌 20分钟后接入外植体 ,于变温条件下培养 ,昼夜

温度 25 /18℃, 白天用日光灯补充光照 12h , 光强

2000 - 3000 lx .

2　结果和分析

2. 1　不同基本培养基对小黑豆离体培养的影响

在无菌条件下 ,将小黑豆下胚轴切段接入附加
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KT2mg /L(单位下同)+NAA0. 2的不同类型的基

本培养基中培养 30天 ,结果见表 1。
表 1　不同基本培养基对下胚轴离体培养的影响

Table 1　The effec t o f the diffe rente culture medium

on hypoco ty ls explant

基本

培养基

Medium

接种数

No. of

inoculated

explants

诱导率

Rate of

inducement

愈伤组

组织颜色

Color of

cul lus

分化结果

Dif feren-
tiat ion

Ms 60 99% 绿色 根

Mil ler 60 70% 暗绿色 -

B5 60 98% 黄绿色 -

　　实验结果表明 ,下胚轴外植体在 M s ,M iller ,B5

三种培养基均能经激素诱导形成愈伤组织 , B5 和

Ms培养基具有较高的诱导率 ,Mil ler 培养基中诱导

率较低为 70%。M s基本培养基所诱导的愈伤组织

生长快 ,连续培养三周后从愈伤组织分化出不定芽。

B5基本培养基中形成的愈伤组织容易衰老。培养

25天组织变为褐色。Mille r 基本培养基中愈伤组

织出现时间比 Ms 、B5 迟 3 - 5天 ,且生长不良 ,说明

小黑豆培养适宜于无机盐浓度高的培养基 。最适基

本培养基为 M s。

2. 2　不同激素配比对小黑豆离体培养的影响

2. 2. 1　不同浓度的 6 - BA 和 NAA 配合对下胚轴

离体培养的影响

无菌条件下 ,切取 5mm 左右小黑豆下胚轴切

段 ,加入附加不同浓度 6 - BA 和 NAA 的 M s培养

基中培养 25天 ,结果见表 2。

表 2　6 - BA 和 NAA 不同配比对下胚轴离体培养的影响

Table 2　The effect of the differente concent ration o f 6 - BA and NAA on hypoco ty ls explant

组号

No.
6 - BA NAA

接种数

No. of

inoculated

explants

诱导率

Rate of

indu ce-
ment

愈伤组

组织特征

Character

of cullus

分化结果

Dif feren-
t iation

组号

No.
6- BA NAA

接种数

No. of

inoculated

explants

诱导率

Rate of

induce-
m ent

愈伤组

组织特征

Character

of cullu s

分化结果

Dif feren-
ti at ion

1 0 0 30 0 - 8 0. 2 0. 1 30 50% 较紧密 -

2 0 0. 2 30 0 根 9 0. 5 0. 2 30 98% 紧密 -

3 0 0. 5 30 0 根 10 1. 5 0. 2 30 100% 紧密 -

4 0. 2 0 30 20% 较紧密 - 11 2 0. 2 30 100% 极紧密 -

5 0. 5 0 30 40% 较紧实 - 12 3 2 30 80% 较疏松 -

6 0. 2 0. 2 30 45% 疏松 根 13 4 3 30 70% 疏松 -

7 0. 2 0. 5 30 48% 疏松 根 14 5 0. 2 30 50% 极疏松 -

　　接种于培养基上的下胚轴切段 ,除组 1 ,组 2 ,组

3外 ,其他组别在 5 - 10 天内陆续出现愈伤组织。

一般是切口首先发生不同程度的肿胀 ,随后出现乳

白色的愈伤组织。随着培养时间的延续 ,逐渐转变

为黄色 、致密的愈伤组织 。M s基本培养基中单加 6

- BA或同时附加 6 - BA 和NAA 时 ,能不同程度诱

导外植体脱分化产生愈伤组织 。组 6 ,组 7实验结果

表明 ,培养基中 NAA 浓度高于或等于 6 - BA 时 ,能

形成少量疏松的愈伤组织 。组 8 到组 13 实验结果

可以看出 ,培养基中 6 - BA 浓度高于 NAA 时 ,有利

于愈伤组织的形成;但二者的绝对浓度和相对浓度

都影响愈伤组织的生长。6 - BA 在 0. 5 - 3mg /L 范

围内 ,与低浓度 NAA 配合使用 , 有良好的促进作

用;6 - BA 大于 5mg /L ,开始表现出一定的抑制作

用;6 - BA小于 0. 2mg /L ,表现出用量不足 ,愈伤组

织生长缓慢 。NAA 与 6 - BA 配合使用 ,二者比值

大于或等于 1(组 6 ,组 7)时 ,NAA 相对浓度过大 ,对

愈伤组织诱导生长不利;二者比值小于 1 时 , NAA

在 0. 1 - 2mg /L 范围 ,有较好的促进作用;NAA 大

于 2mg /L ,表现出一定抑制作用。NAA 浓度不变

(0. 2)愈伤组织生长随 6 - BA 浓度升高而加快。

上述实验连续培养过程中 ,有的培养基中外植

体分化出不定根 。NAA与 6 - BA 比值高或相等组

别(组 6 ,组 7)有不定根的分化 。NAA 单独附加 Ms

培养基中不通过愈伤组织直接诱导不定根的产生。

NAA与 6 - BA比值低的培养基未见不定根 ,说明 6

- BA相对浓度高对根分化有延迟和抑制作用。

2. 2. 2　不同分裂素对下胚轴离体培养的影响

将小黑豆下胚轴切段接入附加不同浓度 6 -

BA 、K T 与 IAA 结果见表 3。

从实验结果可以看出 ,不同种类细胞分裂素(6

- BA与 K T)与 IAA 配合均能诱导外植体产生愈伤

组织 ,诱导率都为 100%。而愈伤组织颜色质地以及

增殖速度具有明显差异。生长素(IAA)浓度一样 ,6

- BA细胞分裂素所诱导的愈伤组织较 KT 的颜色

绿 ,说明 6 - BA 比 K T 有利于愈伤组织叶绿素的形
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成. K T 对愈伤组织增殖作用强于 6 - BA ,且 KT 浓

度愈高 ,增殖能力愈强 ,说明 KT 比 6 - BA 有利于

愈伤组织的生长 。

表 3　不同细胞分裂素对下胚轴离体培养的影响

Table 3　The effect o f the differ ente cy tokinin on hypocoty ls explant

细胞分裂素

Cy tokinin

种类

Kinds

浓度

Concent ration

IAA

浓度

Concent ration

接种数

No. of

inocu lated

ex plan ts

诱导率

Rate of

inducemen t

愈伤组

组织特征

Character

of cul lus

分化结果

Differen

t iation

6 - BA 2 0. 5 60 100 紧密 - 丛生芽

6 - BA 1. 5 0. 5 60 100 紧密 - 丛生芽

6 - BA 1 0. 5 60 100 较紧密 - -

6 - BA 0. 5 0. 5 60 100 较紧密 根 -

KT 2 0. 5 60 100 松脆 根 -

KT 1. 5 0. 5 60 100 松脆 根 -

KT 1 0. 5 60 100 疏松 根 -

KT 0. 5 0. 5 60 100 疏松 根 -

　　诱导培养基不经转移连续培养二周后 , K T 与

IAA 组合的培养基中外植体下胚轴先后分化出不定

根 ,高浓度 K T 培养基中 ,根的分化较低浓度 KT 的

晚 、分化率低 ,且 KT 浓度愈低 ,不定根的分化率愈

高。6 - BA2+IAA0. 5和 6 - BA1. 5+IAA0. 5培

养基培养三周后 ,从愈伤组织分化出丛生芽(照片

1),前者分化率为 63%,后者为 48%,在后来生根培

养基中 ,从愈伤组织基部分化出不 定根(照片 2),而

6 - BA1+IAA0. 5 和 6 - BA0. 5+IAA0. 5 培养基

中愈伤组织无芽的分化 ,有根的分化。说明不定芽

的分化不仅与细胞分裂素和生长素种类有关 ,而且

与它们的浓度比例的大小有关 。

2. 2. 3　不同种类生长素对下胚轴愈伤组织诱导的

影响

在 M s附加不同生长素(IAA 、NAA 、2 , 4 - D)

与 KT2的培养基中 ,培养小黑豆下胚轴切段 25天 ,

结果见表 4。三种生长素与 KT 配比均能诱导下胚

轴外植体产生愈伤组织 ,诱导率为 100%。而三种

生长素对愈伤组织生长的促进作用不同 ,2 , 4 - D作

用最强 , NAA 次之 , IAA 最弱;不同种类的生长素

对愈伤组织器官分化的作用也不同。 IAA 较 NAA

有利于促进根的分化 。2 ,4 - D与 K T 的配比的培

养基中愈伤组织上有绿色突起 ,转移到相同的培养

基中未见器官的分化。培养基 K T2+NAA0. 2培

养三周后分化出不定芽(照片 3),四周后愈伤组织

基部分化出不定根。移栽到含有土 、砂土 、碎石的花
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盆中生长成苗(照片 4)。
表 4　不同种类生长素对下胚轴愈伤组织诱导的影响

Table4　The effect of the differente auxin on hypoco tyls explant

生长素及浓度

Auxin

con cen t rat ion

细胞分裂素及浓度

Cytokinin

concent ration

接种数

No. of

inocu lated
ex plan ts

诱导率

Rate of

inducemen t

愈伤组组织颜色

Colo r of

cu llus

分化结果

Dif feren

tiat ion

IAA0. 2 K T2 60 100 黄绿 根　　 -

NAA0. 2 K T2 60 100 绿色 根　　芽

2. 4 - D0. 2 K T2 60 100 淡黄 - 　　 -

2. 2. 4　不同培养基对芽分化率和植株再生率的影

响

由上面的实验结果可知下胚轴在三种培养基中

有不定芽的分化 ,分化率如表 5。

将有丛生芽的块在无菌操作下分开单一的芽转

移到生根培养基(M s+NAA0. 1)培养 ,一周后从愈

伤组织的底部分化出不定根(照片 2),统计植株再

生频率为 46%,继续培养 ,促进根系发育 ,待小苗的

根系发育好 ,已见根毛形成 ,移栽到含有土 、砂土 、碎

石的花盆中生长成苗 。
表 5　不同培养基对下胚轴再生芽的影响

Table 5　The effect of the differente medium on hypoco tyls explant

培养基
Medium

接种数

No. of inocu lateds
explants

分化芽的外植体数

No. of diff erent iated
explants

芽分化率(%)
Rate of buds

植株再生频率(%)
Rate of plant
regenerat ion

M s+BA2m g /L+IAA0. 5m g /L 60 38 63 46

M s+BA1. 5m g /L+IAA0. 5m g /L 60 29 48 46

M s+KT2mg /L+N AA0. 2m g /L 60 11 18 16

2. 3　小黑豆不同组织器官愈伤组织的诱导和器官

分化

取小黑豆的下胚轴 、子叶 、小真叶为外植体 ,接

种于 M s+KT2+NAA0. 2的培养基培养 30 天 ,结

果如表 6。

　　小黑豆不同组织器官为外植体进行诱导时 ,始

愈能力 ,愈伤组织增殖以及器官的分化明显不同。

表 6　不同外植体愈伤组织的诱导和器官分化
Table 6　The effect of the diffe rente e xplant on indne

and o rganogenesis

外植体

E xplant

接种数

No. of

in oculated

explants

诱导率

Rate of

inducement

分化结果

Differen

t iation

下胚轴 60 100% 根　　芽

子叶 60 93% 根　　-

小真叶 60 80% - 　　-
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下胚轴外植体脱分化形成愈伤组织能力最强 ,子叶

次之 ,小真叶最弱 ,这从外植体的始愈期早和诱导率

高可以看到。下胚轴外植体形成的愈伤组织增殖最

快 ,子叶次之 ,小真叶最慢 。子叶所形成愈伤组织易

分化出根 ,而下胚轴所形成的愈伤组织易分化出芽。

说明适宜于下胚轴的培养基 , 不适用于子叶 、小真

叶。表明不同外植体性质 ,生理状态及内部激素水

平不同 ,所需的外部激素也不同。

3　讨论

大豆组织 、细胞培养研究自十九世纪 60 年代以

来进行了很多的研究 ,以下胚轴 、上胚轴 、叶片 、茎

尖 、未成熟胚 、子叶为外植体通过器官发生或胚胎发

生以及从原生质体培养再生植株都获得成功 。而大

豆组织培养技术仍未模式化 ,主要原因是大豆品种

间离体培养的脱分化 、再分化表现明显差异
[ 3]
。小

黑豆离体培养未见相关报道 ,本实验选用不同的培

养基和不同的外植体等影响植物离体培养的主要因

素进行了研究 ,所选的三种外植体(下胚轴 、子叶 、小

真叶)在相同的培养条件下培养 ,下胚轴再分化能力

强于子叶和小真叶。下胚轴培养在添加不同外源激

素的培养基中再分化率不一样 , 在培养基 M s +

BA2mg /L +IAA0. 5mg /L 、M s +BA1. 5mg /L +

IAA0. 5mg /L 和 Ms +K T2mg /L +NAA0. 2mg /L

的芽再生率分别为 63%、48%、18%,植株再生频率

为 46 %̀、46%、16%,前两种培养基的外植体(下胚

轴)再生出丛生芽 。说明此培养基适用于小黑豆下

胚轴的培养 ,在大豆品种上也有试用价值。

植物组织培养技术的原理是细胞的全能性学

说 ,既构成植物体的每个细胞都具有全套遗传信息

并发育成完整植株的能力 。根据这一原理 ,任何物

种 、任何外植体均能分化出植株 ,目前有的品种分化

容易 ,有的品种则难分化;同一品种不同基因型甚至

同一植株的不同外植体分化难易也是不一样的 。究

其原因 ,一是因为外界培养条件不能启动内在的全

能性表达机制 ,另一方面是由于有些细胞对外界培

养的适应能力不一样所至 。如何摸清植物离体培养

的条件 ,需从有关全能性表达的基因调控方面进行

研究 。
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Yan Pingmei1 , 2 　Chang Xiaohui3 　Xue Wentong2 　Zang Hui2 　Wang Yuguo4

(1. Taiyuan Teachers Col lege;2. China Agricultural Universi ty ;3. BeiJ ing Normal Universi ty ;

4. Shan xi Agricultural Universi ty )

Abstract　T he ef fect of variant culture medium on callus inducement and shoo t dif ferentiated w as studied

wi th f irst lamina , co ty ledons , hypocoty ls explants of Yingxian Xiaoheidou. The results indicated that BA

and NAA had no advantages on t issue culture of Yingxian Xiaoheidou , but combinations of cy tokinin and

auxin had advantages on callus inducement and o rgan different iation.Culture mediums o f M s+BA2mg /L+

IAA0. 5mg /LM s+BA1. 5mg /L +IAA0. 5mg /L and M s+K T2mg /L+NAA0. 2mg /L ,had dif ferent rate of

plant reg eneration w ith 46%,46%, 16% respectively , In the f irst and second culture medium had go t mult i-

ple shoot 。The rates of callus inducement and plant reg eneration of soybean hypoco ty ls w ere higher than

that of lamina and co ty ledons.

Key words　Yingxian Xiaoheidou;Tissue culture;Callus;Cculture media
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