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摘要　在可控环境下，以有糖培养为对照，对中黄１３、中黄２５和鑫豆１号三个大豆品种进行了无
糖培养试验，探讨了三个品种的组培苗的生长差异和根系活力差异。结果表明，生根培养２１ｄ后，
有糖培养处理的大豆组培苗的叶片部分出现黄化现象，无糖培养条件下三种大豆组培苗生长健康，

叶色浓绿，生根率均为１００％（高于有糖培养），中黄２５的根鲜重与根长指标达到最大值，分别为
１．０２ｇ和４８１．６ｃｍ，鑫豆１号的根系活力最高，达到７８．６２ＵＴＴＣ·ｇ－１ＦＷ·ｈ－１，中黄１３与鑫豆１
号的根系活力与其有糖培养处理相比差异显著。因此，无糖培养提高了大豆组培苗对环境的适应

能力，促进了组培苗的生长发育。
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　　大豆体组织培养技术对加速良种繁育、优良种
质资源保存、有益突变体筛选及大豆遗传操作、幼胚

早期离体培养克服种间或远缘杂交的不可亲性以及

克服一些常规育种难以解决的困难有着特殊的作

用［２］。大豆的细胞组织培养研究始于２０世纪６０年
代，但是与其他农作物相比各种外植体的组织培养、

成功率、再生植株方面都十分困难。直到进入８０年
代中后期，大豆的组织培养工作才有了突破性的进

展［３］。大豆组培苗的生根需要很长的时间，且根系

发育不健壮。根是植物生长发育的基础，组培苗根

的生长情况大大影响植物的移栽成活，同时对苗的

后期生长发育有很大的影响。因此改善大豆组培苗

的生根环境对提高组培苗的生长质量、移栽成活率，

促进后期生长发育具有重要意义。

无糖组培技术由国家外专局和昆明市科技局

１９９７年从日本千叶大学引进［４］。它将环境控制原

理引入到常规组织培养中，用 ＣＯ２气体代替培养基
中的糖作为组培植株的碳源，采用人工控制的手段，

提供适宜不同种类组培植株生长的光、温、水、气、营

养等条件，促进植株的光合作用，从而促进植物的生

长发育，在短时间和低成本的条件下快速繁殖遗传

优良、生理一致、发育正常的群体植株，达到快速繁

殖优质种苗的目的［５～７］。本试验采用无糖培养方法

进行大豆组培苗的生长试验，改善大豆组培微环境，

探索新的大豆组培苗生根的方法，为大豆良种繁育、

耐盐品种的选拔等研究提供试验基础。

１ 材料与方法

１．１ 材料

供试大豆品种为中黄１３、中黄２５和鑫豆１号，
以茎尖培养而成的组培苗为试验材料，选择生长健

壮、叶色浓绿且具２～３片叶的组培苗茎段作为外植
体进行试验。

１．２ 无糖培养容器

本研究使用大型无糖培养容器（图１），其主要
特征：材质采用透光率高的进口有机玻璃。容器壁

厚为１．０ｃｍ，容器尺寸为１２００ｍｍ×５００ｍｍ×３００
ｍｍ。该培养容器的体积达到１８０Ｌ。容器内安装了
采用有机玻璃管制做的 ＣＯ２释放管，其设计可以保
证ＣＯ２在箱体内迅速均匀地分布于培养箱的空间
内，减少扩散引起的滞后，提高 ＣＯ２浓度控制的精
度。ＣＯ２释放管的直径为１ｃｍ，长度为１．２５ｍ。安

装时一端露出３ｃｍ，连接气源，为进气口；另一端封
闭后安装在箱体的内嵌小槽中固定。有机玻璃管的

侧面打２排孔，孔径为０．５ｍｍ，按开孔垂直方向两
排孔面间呈１２０度夹角，孔间距离为２ｃｍ。培养箱
采用自然通风换气的方式。

图１ 大型培养容器示意图

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｓｋｅｔｃｈｏｆｔｈｅｌａｒｇｅｃｕｌｔｕｒａｌｖｅｓｓｅｌ

１．３　方法
在ＭＳ培养基中用０．２５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ、０．５ｍｇ

·Ｌ－１ＩＢＡ诱导分化，培养１４ｄ后将茎尖转接到激
素为ＩＢＡ１．０ｍｇ·Ｌ－１的有糖和无糖ＭＳ培养基中培
养，卡拉胶浓度为８ｇ·Ｌ－１，有糖培养基中蔗糖含量
为２０ｇ·Ｌ－１。培养容器为带有２个直径为１０ｍｍ
的透气膜的方盒，容积为４４５ｍＬ。三个品种均设有
糖培养和无糖培养两种处理，每种处理设置４０盒，
每盒装入培养基８０ｍＬ，每盒接种１株外植体。

环境条件：有糖培养容器置于组织培养室的培

养架上，ＣＯ２浓度约为５００μｍｏｌ·ｍｏｌ
－１，相对湿度

６５％～８０％。无糖培养试验在无糖培养箱中进行，
利用无糖培养环境控制系统，使培养箱中 ＣＯ２浓度
为１０００μｍｏｌ·ｍｏｌ－１左右，湿度为７０％左右。培养
箱和培养室的培养架均由普通三基色荧光灯提供光

照，ＰＰＦＤ为７０μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１（培养室的ＰＰＦＤ在
空的培养架上测量），温度为２５±２℃，光周期为１６
ｈ·ｄ－１。
１．３ 测定指标及方法

三种大豆组培苗茎段各处理生根培养２１ｄ后，
测量叶片数、株高、鲜重、干重等形态指标。观测并

记录各处理根长度／株、根数／株；
根系活力测定采用ＴＴＣ法测定［８］。

２ 结果与分析

２．１ 不同处理对三种大豆组培苗地上部形态的影响

组培苗的培养方式以及环境因素对组培苗的外
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部形态有直接的影响。三种大豆组培苗茎尖培养

２１ｄ后，不同处理的地上部形态存在一定的差异
（图２）。表１所示的是生根培养阶段不同处理的三
种大豆组培苗的地上部形态指标。有糖培养条件

下，由于组培苗生长在密闭、不通风的微环境中，培

养容器内的空气湿度达到饱和状态，致使三种大豆

组培苗部分叶片黄化。无糖培养除了使用大型的培

养容器以外，还采取在培养箱箱体的侧面设置通风

口（多孔梅花状）的措施对无糖培养箱内空气进

行自然通风，促进容器内空气的流动，降低空气

湿度，给植物提供适宜的生长环境。无糖培养条

件下，三种大豆组培苗生长健康，叶色浓绿。无

糖培养条件下中黄 ２５与鑫豆 １号的株高、叶片
数、地上部鲜重、地上部干重与其有糖培养处理

相比差异显著，中黄 １３无糖培养的叶片数显著
高于有糖培养。这说明无糖培养环境促进了组

培苗的生长发育，提高苗的质量。

表１ 不同处理对三种大豆组培苗地上部形态的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｔｏｐｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｔｈｒｅｅｖａｒｉｅｔｉｅｓｓｏｙｂｅａｎ

ｐｌａｎｔｌｅｔｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

株高（ｍｍ）
Ｈｅｉｇｈｔｏｆ
ｐｌａｎｔｌｅｔ

叶片数
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｌｅａｆ

地上部鲜重
（ｇ）

Ｔｏｐｆｒｅｓｈ
ｗｅｉｇｈ

地上部
干重（ｇ）
Ｔｏｐｄｒｙ
ｗｅｉｇｈｔ

中黄１３
Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ１３

对照ＣＫ
无糖培养
Ｓｕｇｅｒｆｒｅｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ

１４３ｂ"
１４７ｂ

１１．５ｃ
１５ｂ

０．９ｃ
１．０７ｂｃ

０．１７３ｃ
０．１８２ｃ

中黄２５
Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ２５

对照ＣＫ
无糖培养
Ｓｕｇｅｒｆｒｅｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ

１３５ｃ
１６０ａ

１２．７ｂｃ
１８．７ａ

１．１９ｂ
１．４１ａ

０．２２１ｂ
０．２８７ａ

鑫豆１号
Ｘｉｎｄｏｕ１

对照ＣＫ
无糖培养
Ｓｕｇｅｒｆｒｅｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ

１３１ｃ
１５３ａｂ

１２．７ｂｃ
１５ｂ

１．００ｂｃ
１．４６ａ

０．１８０ｃ
０．２６７ａ

　 ａ，ｂ，ｃ：表示ＬＳＤ检验显著差异（Ｐ＜０．０５）。下同
　ａ，ｂ，ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔＰ＜０．０５ｂｙＬＳＤｔｅｓｔ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅ
ｌｏｗ．

图２ 三种大豆组培苗不同处理的地上部形态差异比较
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２．２ 不同处理对三种大豆组培苗根系形态的

影响　　
植物的根系不但起着固定植株的作用，还是

植物摄取、运输和贮存碳水化合物和营养物质以

及合成一系列有机化合物的器官。因此，植物根

系的发达与否直接影响着植物的生长状况。生根

培养２１ｄ后，三个品种无糖培养处理的组培苗生
根率均达到 １００％，与有糖培养差异显著（表 ２）。
无糖培养条件下，三个品种的根鲜重均高于有糖

培养指标，而且差异显著。虽然无糖培养中黄 ２５
和鑫豆１号的主根数较有糖培养的少，但是三个
品种的侧根数量多，根系发达（图 ３）。从根系形
态指标之间的对比可知，无糖培养提高了三种大

豆组培苗对环境的适应性，促进了组培苗的生长

发育，根系较有糖处理发达，生长优势明显。

表２ 不同处理对三种大豆组培苗根系形态的影响

Ｔａｂｌｅ２　 Ｒｏｏｔｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｔｈｒｅｅｓｏｙｂｅａｎ
ｐｌａｎｔｌｅｔｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ
处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

生根率

（％）
Ｒｏｏｔｉｎｇ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

根鲜重（ｇ）
Ｒｏｏｔ
ｆｒｅｓｈ
Ｗｅｉｇｈｔ

主根数

Ｒｏｏｔ
ｎｕｍｂｅｒ
ｐｅｒｐｌａｎｔ

根长

（ｃｍ／ｐｌａｎｔ）
Ｒｏｏｔ
ｌｅｎｇｔｈ

中黄１３
Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ１３

对照ＣＫ
无糖培养

Ｓｕｇｅｒｆｒｅｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ
对照ＣＫ

８２．５ｂ

１００ａ

０．４１ｃ

０．６８ｂ

７．０ｂｃ

９．５ｂ

６６．０ｃ

２５４．９ｂ

中黄２５
Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ２５

对照ＣＫ
无糖培养

Ｓｕｇｅｒｆｒｅｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ

７８．０ｃ

１００ａ

０．６５ｂ

１．０２ａ

８．４ｂ

７．７ｂｃ

２０２．３ｂｃ

４８１．６ａ

鑫豆１号
Ｘｉｎｄｏｕ１

对照ＣＫ
无糖培养

Ｓｕｇｅｒｆｒｅｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ

８７．５ｂｃ

１００ａ

０．８４ｂｃ

１．００ａ

２４．０ａ

５．５ｃ

２５１．１ｂ

２７９．６ｂ
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图３ 三种大豆组培苗不同处理的根系形态差异比较

Ｆｉｇ．３　Ｒｏｏｔｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｔｈｒｅｅｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｌｅｔｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２．３　不同处理对三种大豆组培苗根系活力的影响
植物根系活力反映根系的生长发育状况，是根系生

命力的综合指标。根系活力直接影响到植株对矿质营养

和水分的吸收利用，从而对整体植株的生长发育起着决

定性的作用。三种大豆组培苗的无糖培养处理的根系活

力均高于有糖培养处理，其中中黄１３和鑫豆１号的无糖
培养与有糖培养的根系活力指标差异显著（图４）。无糖
培养条件下鑫豆１号无糖培养的根系活力最大，为ＵＴＴＣ
·ｇ－１ＦＷ·ｈ－１。上述结果表明：无糖培养环境通过提高
ＣＯ２浓度和降低空气湿度等措施可以显著提高组培苗的
根系活力，促进组培苗的生长发育。

图４ 不同处理对三种大豆组培苗茎尖根系活力的影响

Ｆｉｇ．４ Ｒｏｏｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｒｅｅｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｌｅｔｓ
ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　讨论

　　改善大豆组培微环境是一项解决大豆组培再生问
题的有效措施。与常规的组织培养相比，无糖培养具有

使组培苗生长健壮、生根快、干物质含量高等优势［９，１１］。

常规组织培养条件下组培苗受到高湿、低ＣＯ２浓度、气体
交换不足、光照不足等环境因素的影响［１２］，导致苗的生

长能力弱甚至不正常生长，组培苗生理状况及品质较差，

生根率低，根系活力低，适应能力差，成苗成本过高。无

糖培养通过提高ＣＯ２浓度、增加ＰＰＦＤ，进行自然通风等
措施，改善了大豆组培苗的生长环境，促进组培苗的生长

发育，提高组培苗根系活力。

因此，无糖培养代替有糖培养是可行的，这既是

组织培养方式的一大改进，也能够解决大豆组培苗

的植株再生问题，为植株进一步的生长奠定了良好

的基础。同时，大豆组织培养方法的改进，为大豆耐

盐抗旱品种的筛选等研究提供了一种研究方法。与

传统的田间自然鉴定法相比，可以大大缩短研究周

期，增加筛选结果的可信度。因此，大豆无糖培养技

术为今后的相关研究提供了试验基础。
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