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摘要　探讨基本培养基、培养条件、植物生长调节剂等因素对大豆继代培养的影响。大豆愈伤组织
继代培养的最佳条件：以ＭＳ＋ＢＡ０５ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ２０ｍｇ／Ｌ为培养基，ｐＨ在５８～６０之间，在
１０００～１５００Ｌｘ，２ｈ／ｄ光照条件下，培养２１ｄ后生长较好，愈伤组织生长量和增长倍数可分别达到
１１２３ｇ／瓶和１０２３。
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１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　材料　　试验所用供试大豆品种中黄１３由
金威特杂交小麦公司提供。

１．１．２　仪器与设备
ＳＰＸ－２５０－ＧＢ光照培养箱　上海佳胜实验设

备有限公司

ＢＳＷ－１２４０Ｖ超静工作台　苏州市百神科技网

络系统有限公司

６２８型立式压力蒸汽消毒器　辽宁省铁岭市医
疗器械厂

ＦＡ２００４型电子天平　上海天平仪器
ＰＰ－φ８０－２８０－Ｋ组培容器　北京市振泰园

艺设施公司

１．２　实验方法
将诱导出来的愈伤组织继代培养，考察影响愈

伤组织的生长因素，以下每个处理接种５瓶，每瓶接
种愈伤组织４～５块，鲜重０５０ｇ，观察继代后的愈
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伤组织颜色、质地及生长势，愈伤组织在生长２４ｄ
后收获，统计愈伤组织增长量（鲜重）与增长率。

愈伤组织生长量（ｇ／瓶）＝收获量（ｇ／瓶）－接种量
（ｇ／瓶）
愈伤组织增长率＝生长量（ｇ／瓶）／接种量（ｇ／瓶）
１．２．１　基本培养基种类对愈伤组织生长的影响
采用ＭＳ、Ｂ５、Ｎ６、１／２ＭＳ四种培养基，进行培养基种
类对愈伤组织生长的影响实验，四种培养基均附加

３０％蔗糖、０８％琼脂、２０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、０５ｍｇ／
Ｌ６－ＢＡ，１００ｍｇ／Ｌ水解乳蛋白，ｐＨ６０，温度２５±１
℃，光照培养（１０００～１５００Ｌｘ，１２ｈ／ｄ）。
１．２．２　激素对愈伤组织生长的影响　　以 ＭＳ为
基本培养基，添加不同的激素，３０％蔗糖、０８％琼
脂、１００ｍｇ／Ｌ水解乳蛋白，ｐＨ６０，温度２５±１℃，光
照培养（１０００～１５００Ｌｘ，１２ｈ／ｄ）观察激素对愈伤
组织生长的影响。

１．２．３　接种量对愈伤组织生长的影响　　取下胚
轴继代培养的愈伤组织，在每个培养瓶中加５０ｍＬ
培养基进行不同接种量对大豆愈伤组织继代培养，

培养基为 ＭＳ附加３０％蔗糖、０８％琼脂、２０ｍｇ／
Ｌ２，４－Ｄ、０５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，１００ｍｇ／Ｌ水解乳蛋白，
ｐＨ６０，温度２５±１℃，光照（１０００～１５００Ｌｘ，１２ｈ／
ｄ）。
１．２．４　培养时间对愈伤组织生长的影响　　取下
胚轴继代培养的愈伤组织接种于含 ＭＳ＋２，４－
Ｄ１０ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ０５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖 ３％ ＋琼脂
０８％固体培养基５０ｍＬ的培养瓶中，每瓶接种量为
１００ｇ，分别置于黑暗和光照（１２ｈ／ｄ）条件下培养，
培养温度２５±１℃，接种后每隔３ｄ取不同条件下
培养的愈伤组织，用滤纸除去附在其上的培养基后

称鲜重，以培养时间（Ｔｎ）为横坐标，以愈伤组织总
鲜重Ｗｎ为纵坐标，绘出愈伤组织总鲜重生长曲线。
实验重复三次，取其平均值。

１．２．５　光照条件对愈伤组织生长的影响　　设计
连续２４ｈ、１２ｈ／ｄ光照培养（１０００～１５００Ｌｘ）和暗
培养三种光照条件，观察其对愈伤组织生长的影响。

取下胚轴继代培养的愈伤组织接种于 ＭＳ培养基，
附加 ２，４－Ｄ２０ｍｇ／Ｌ、ＢＡ０３ｍｇ／Ｌ，３０％蔗糖，
０８％琼脂，１００ｍｇ／Ｌ水解乳蛋白，ｐＨ６０，每瓶接种
量为１００ｇ，培养温度为２５±１℃。
１．２．６　培养基ｐＨ值对愈伤组织生长的影响

设计５０，５４，５８，６０，６５五种ｐＨ的培养基，进行
培养基ｐＨ对愈伤组织生长的影响。培养基为 ＭＳ
＋２，４－Ｄ２０ｍｇ／Ｌ＋ＢＡ０３ｍｇ／Ｌ，附加 ３０％蔗
糖，０８％琼脂，１００ｍｇ／Ｌ水解乳蛋白，培养温度为
２５±１℃。

２　结果与讨论

２．１　基本培养基种类对愈伤组织生长的影响
采用ＭＳ、Ｂ５、Ｎ６、１／２ＭＳ四种培养基进行愈伤

组织生长的影响实验，四种培养基均附加３０％蔗
糖、０８％琼脂、２０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、０５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。
结果如表１，以下胚轴为外植体诱导出的愈伤组织
在各自培养基上继代后，仅ＭＳ培养基生长好，其次
为１／２ＭＳ、Ｂ５培养基，在Ｎ６培养基中生长缓慢。子
叶和下胚轴诱导出的愈伤组织继代培养的表现规律

一致，下胚轴诱导的愈伤组织继代后的增长率略高

于子叶。

表１　不同基本培养基对大豆愈伤组织生长的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｓｉｃｍｅｄｉａｏｎｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈ

基本培养基

Ｂａｓｉｃｍｅｄｉａ

愈伤组织增长量（鲜重）

（ｇ／瓶）
Ｃａｌｌｕｓｉｎｃｒｅｍｅｎｔ
（ｆｒｅｓｈ）（ｇ／ｆｌａｓｋ）

愈伤组织增长率（％）
Ｃａｌｌｕｓｉｎｃｒｅａｓｅ
ｒａｔｅ（％）

下胚轴

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ
子叶

Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ
下胚轴

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ
子叶

Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ

ＭＳ ７．３６ ７．１２ １４７２ １４２４

Ｂ５ ４．９４ ４．５３ ９８８ ９０６

Ｎ６ ３．６９ ３．６２ ７３８ ７．２４

１／２ＭＳ ５．１５ ５．０８ １０３０ １０１６

２．２　激素对愈伤组织生长的影响
外源激素的添加对于植物细胞生长代谢调控具

有重要作用，过高或过低的浓度激素均不利于愈伤

组织的生长，适宜的生长素和细胞分裂素的配比和

浓度，能促使细胞保持分裂的状态及一定的分裂频

率。由表２中大豆愈伤组织增长率结果表明，在附
加６－ＢＡ０５ｍｇ／Ｌ的 ＭＳ培养基上，高浓度的２，４
－Ｄ（４０ｍｇ／Ｌ）抑制了愈伤组织的生长，而２，４－Ｄ
浓度在０５～２０ｍｇ／Ｌ之间时，大豆愈伤组织的增
长率逐渐提高，在２０ｍｇ／Ｌ时愈伤组织增长率最
大。
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表２　不同浓度激素对大豆愈伤组织诱导的影响
Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｏｒｍｏｎｅｏｎｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

激素浓度

ｈｏｒｍｏｎｅｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

愈伤组织增长

量（鲜重）

Ｃａｌｌｕｓｉｎｃｒｅｍｅｎｔ

（ｆｒｅｓｈ）（ｇ／ｆｌａｓｋ）

愈伤组织增长率（％）

Ｃａｌｌｕｓｉｎｃｒｅａｓｅｒａｔｅ

（％）

０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋

０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
４．８９ ９７８

１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋

０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
５．５４ １１０

８２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋

０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
７．２８ １４５６

４．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋

０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
３．２６ ６５２

２．３　接种量对愈伤组织生长的影响
取下胚轴继代培养的愈伤组织，在每个培养瓶

中加５０ｍＬ培养基进行不同接种量对大豆愈伤组织
继代培养，培养基为 ＭＳ附加 ３０％蔗糖、０８％琼
脂、２０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、０５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，１００ｍｇ／Ｌ水
解乳蛋白，ｐＨ６０。由图 １可知接种量在 ０２５～
１００ｇ之间，大豆愈伤组织的增长量随接种量的增
加而增加，当接种量超过１００ｇ后，大豆愈伤组织
的增长量开始下降，因此用装５０ｍＬ培养基的ＰＰ－
φ８０－２８０－Ｋ培养瓶中，大豆愈伤组织接种量控制
在１００ｇ左右比较合适。

图１　不同接种量对大豆愈伤组织生长的影响
Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇｑｕａｎｔｉｔｙ

ｏｎｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈ
２．４　培养时间对愈伤组织生长的影响

取下胚轴继代培养的愈伤组织接种于含 ＭＳ＋
２，４－Ｄ１０ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ０５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３％ ＋琼
脂０８％固体培养基５０ｍＬ的培养瓶中，每隔３ｄ取
一次样，用滤纸除去附在其上的培养基后称鲜重，以

培养时间（Ｔｎ）为横坐标，以愈伤组织总鲜重 Ｗｎ为
纵坐标，绘出愈伤组织总鲜重生长曲线。

从图２看出，两种条件下培养的大豆愈伤组织

图２　愈伤组织的生长曲线
Ｆｉｇ．２　Ｃｕｒｖｅｏｆｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈ

的生长周期均为２４ｄ，但光照条件下，细胞生长速度
较快。在封闭系统，有限营养物质条件下，大豆愈伤

组织总鲜重生长曲线均呈“Ｓ”形，证明大豆愈伤组
织的生长具有生长大周期的特性，即按逻辑生长模

型（ＬｏｇｉｃａｌＧｒｏｗｔｈＭｏｄｅｌ）进行增殖生长，并明显地
分为３个时期：延滞期、指数期和静止期。

大豆愈伤组织生长速度表现出生长大周期的原

因，可从细胞的生长情况来分析。在延迟期（０～６
ｄ）内，培养物增重缓慢，这可能是由于刚接种的愈
伤组织需要适应新的环境，并且细胞处于细胞分裂

时期，原生质体合成过程较慢，细胞生长较慢；在指

数生长期（６～２１ｄ）内，其中第１２～１５ｄ增殖幅度
最大，原生质合成过程加快，水分迅速进入，细胞体

积迅速加大，培养物鲜重急剧增加；而到了静止期

（２１～２４ｄ），鲜重稍有下降，可能是培养基中养分几
乎消耗殆尽，并且细胞开始老化，细胞的合成速率低

于消耗速率。

２．５　光照条件对愈伤组织生长的影响
表３　光照条件对愈伤组织生长的影响

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｇｈｔｏｎｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈ

光照条件

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｌｉｇｈｔ

连续２４ｈ光照

Ｌｉｇｈｔ

１２ｈ／ｄ光照

１２ｌｉｇｈｔ＋１２ｄａｒｋ

连续２４ｈ暗光

Ｄａｒｋ

愈伤组织增长量（鲜重）

（ｇ／瓶）Ｃａｌｌｕｓｉｎｃｒｅｍｅｎｔ

（ｆｒｅｓｈ）（ｇ／ｆｌａｓｋ）

７．９３ １０．０５ ８．４６

愈伤组织增长率／％

Ｃａｌｌｕｓｉｎｃｒｅａｓｅｒａｔｅ／％
７９３ １００５ ８４６

愈伤组织颜色

Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ

ｏｆｔｈｅｃａｌｌｕｓ

黄绿色无光泽

Ｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎ

ｆａｄｉｎｇ

黄绿色有光泽

Ｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎ

ｇｌｏｓｓｙ

淡黄色无光泽

Ｌｉｇｈｔｙｅｌｌｏｗ

ｆａｄｉｎｇ
继代后生长情况

Ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｗｔｈｓｔａｔｕｓ
＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋

　　在连续２４ｈ光照条件下，愈伤组织生长速度缓
慢，失去光泽，褐化严重；１２ｈ／ｄ光照处理的愈伤组
织呈黄绿色生长旺盛，富有光泽，继代后生长旺盛；
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暗光培养的愈伤组织呈淡黄色，没有光泽，继续继代

培养时，生长较慢，转入１２ｈ／ｄ光照后，逐渐变得有
光泽，生长也比较旺盛。

图３　光照１２ｈ／ｄ下生长的愈伤组织
Ｆｉｇ．３　Ｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｕｐｕｎｄｅｒ１２ｈ／ｄｌｉｇｈｔ

图４　暗光培养下生长的愈伤组织
Ｆｉｇ．４　Ｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｕｐｉｎｄａｒｋ

２．６　培养基ｐＨ值对愈伤组织生长的影响
　　培养基 ｐＨ是影响愈伤组织生长的重要因素，
培养基的ｐＨ可通过质膜的渗透性影响培养物营养
元素的吸收，呼吸代谢，多肽代谢和ＤＮＡ合成，植物
激素进出细胞等作用直接或间接地影响愈伤组织的

生长及其形态。５种 ｐＨ的培养基对愈伤组织生长
影响不同（表４）：ｐＨ５０～５４以下，对愈伤组织

生长有抑制作用；ｐＨ５８～６０有一定的缓冲作用，
对愈伤组织生长有促进作用，在 ｐＨ６０时，增长率
达到最大，２４ｄ达１０１２％；ｐＨ６５时，愈伤组织增长
率有所下降。

表４ 不同培养基ｐＨ值对愈伤组织生长的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｄｉｕｍｐＨｏｎｓｏｙｂｅａｎｃａｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈ

ｐＨ ５．０ ５．４ ５．８ ６．０ ６．５

愈伤组织增长量（鲜重）（ｇ／瓶）

Ｃａｌｌｕｓｉｎｃｒｅｍｅｎｔ（ｆｒｅｓｈ）（ｇ／ｆｌａｓｋ）
３．６８ ７．７６ １０．１２１０．２３９．７５

愈伤组织增长率／％

Ｃａｌｌｕｓｉｎｃｒｅａｓｅｒａｔｅ／％
３６８ ７７６ １０１２ １０．２３ ９７５

３　结论

以下胚轴为外植体诱导出的愈伤组织在各自培

养基上继代培养后，仅ＭＳ培养基生长好；大豆愈伤
组织继代培养最佳激素配比为６－ＢＡ０５ｍｇ／Ｌ，２，４
－Ｄ２０ｍｇ／Ｌ；在装５０ｍＬ培养基的 ＰＰ－φ８０－２８０
－Ｋ培养瓶中，大豆愈伤组织的接种量为１００ｇ比
较合适。

参　考　文　献

［１］　徐刚标，何方，陈良昌．银杏愈伤组织诱导与继代培养的研究

［Ｊ］．中南林学院学报，１９９９，１９（３）：３２－３６．

［２］　金晓玲，何平．大叶榉愈伤组织诱导与继代培养的影响因素

［Ｊ］．中南林学院学报，２００３，２３（１）：３２－３６．

［３］　王晓玲，彭定祥，陈小慧．基本培养基对苎麻不同外植体愈伤

诱导及分化的影响［Ｊ］．华中农业大学学报，２００３，２２（５）：４３１

－４３５．

［４］　袁鹰，刘德璞，郑培和，等．东北玉米自交系胚性愈伤组织的诱

导［Ｊ］．玉米科学，２００１，９（１）：３７－３８．

［５］　祁永斌，李和平，高春生，等．不同小麦品种愈伤组织诱导和再

生体系建立［Ｊ］．武汉植物学研究，２００５，２３（３）：２２７－２３２．

［６］　张红梅，刘小红，张红伟，等．不同杂种优势类群玉米幼胚愈伤

组织的诱导及植株再生特性的研究［Ｊ］．西北植物学报，

２００４，２４（１）：５０－５５．


