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摘　要：以大豆品种“辽豆 １７”、“辽豆 １８”和“辽豆 ２３”子叶节为外植体诱导不定芽的发生。结果表明：随着培养基

中 ６ＢＡ浓度的增加，每块外植体上不定芽的数量呈增加的趋势，当向 １／２ＭＳＢ培养基中添加 ０．０５ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ和

４．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ时，不定芽的诱导率最高。比较不同的外植体获得方法，保留半片子叶的外植体诱导丛生芽的

效果好于不保留子叶的外植体。１／２ＭＳＢ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋０．０５ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ是适宜的不定芽伸长培养基。

１／２ＭＳＢ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ是适宜的生根培养基。
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　　大豆是重要的油料作物和粮食作物，是世界上
食用油和植物蛋白的主要来源。将优良的外源基

因导入大豆中将对大豆育种和生产起到推动作用

并能提升大豆的经济价值。建立高效稳定的大豆

再生体系是大豆遗传转化的先决条件。至今已对

大豆子叶
［１］
、子叶节

［２３］
、上胚轴

［４］
、茎尖

［５］
和未成

熟种子的子叶
［６］
及茎尖

［７］
等不定芽器官发生再生

系统进行了研究。子叶节具有取材不受季节限制、

诱导率高、组培成苗时间短、不易发生变异、遗传稳

定性好等优点
［８］
，尽管以子叶节为外植体作遗传转

化时会出现嵌合体，但目前仍被认为是用于大豆遗

传转化的比较理想的外植体
［９１０］
。

吲哚丁酸（ＩＢＡ）和 ６苄基腺嘌呤（６ＢＡ）是植
物组织培养常用的植物激素，相关研究表明 ＩＢＡ和
６ＢＡ的配合使用能够有效地促进大豆芽的生长与
分化

［１１１２］
。现以大豆子叶节为外植体，从不同浓度

６ＢＡ对不定芽的诱导率、外植体的获得方式以及
ＩＢＡ浓度对生根的影响几方面对大豆植株再生体系
进行了研究，旨在为建立稳定、高效的大豆遗传转

化体系提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
大豆品种辽豆１７，辽豆１８和辽豆２３，由辽宁省

农业科学院提供。

１．２　试验方法
１．２．１　无菌苗的获得　选取无病斑、饱满的大豆
种子放入培养皿中，将培养皿置于密闭的容器内，

同时在容器内放入盛有 １００ｍＬ次氯酸钠和 ４ｍＬ
浓盐酸的小烧杯，在通风处灭菌２～６ｈ［１３］。将消毒
后的种子种脐向下接种于萌发培养基中，在 ２６℃，
每天光照１６ｈ的条件下培养。种子萌发培养基采
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用１／２ＭＳＢ（ＭＳ大量元素减半，有机成分为 Ｂ５）＋
３％蔗糖 ＋０．７％琼脂，ｐＨ值５．８。
１．２．２　不定芽的诱导　取出培养５ｄ的大豆种子，
去除种皮，将子叶横向切去１／２，保留３～５ｍｍ下胚
轴，再纵切分离２片子叶，切除顶芽及叶腋，接种于
不定芽诱导培养基中。不定芽诱导培养基以

１／２ＭＳＢ为基本培养基，添加 ０．０５ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ和
０～６．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ，加３％蔗糖和 ０．７％琼脂，ｐＨ
值５．８。接种２１ｄ后统计不定芽数量。

不定芽诱导率指发生不定芽的外植体占接种

外植体总数的百分比。

１．２．３　不定芽的伸长　接种 ２８ｄ后，将不定芽从
外植体上切下，接种于不定芽伸长培养基中进行培

养。采用１／２ＭＳＢ＋０．５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋０．０５ｍｇ·
Ｌ－１ＩＢＡ＋３％蔗糖 ＋０．７％琼脂，作为不定芽伸长培
养基。

１．２．４　生根　将长至 ２～３ｃｍ的不定芽接种于基
本培养基为 １／２ＭＳＢ＋３％蔗糖 ＋０．７％琼脂，分别
加入０、０．５、１．０、１．５、２．０ｍｇ·Ｌ－１的 ＩＢＡ的培养基
中进行生根培养，比较 ＩＢＡ对不定芽生根的影响。

２　结果与分析

２．１　６ＢＡ浓度对大豆子叶节不定芽诱导的影响
如表 １所示，大豆子叶节在 ６ＢＡ浓度低于

４．０ｍｇ·Ｌ－１时，不定芽的诱导频率随 ６ＢＡ浓度的
升高而升高；在 ６ＢＡ浓度达到 ４．０ｍｇ·Ｌ－１时，不
定芽的诱导率最高，辽豆 １７、辽豆 １８、辽豆 ２３的诱
导率分别为６７．６９％、６０．９５％、５６．６４％；当 ６ＢＡ浓
度超过４．０ｍｇ·Ｌ－１时，不定芽诱导率随６ＢＡ浓度
升高呈下降趋势，说明过高浓度 ６ＢＡ对不定芽的
发生有抑制作用。

随着６ＢＡ浓度的增加，每个外植体的出芽数
目随之增加，但是当芽数过多时，芽的伸长受到抑

制，较小的芽不再发育形成完整的植株。

２．２　保留半片子叶与不保留子叶的外植体对丛芽
诱导的影响

　　对辽豆１７的子叶节外植体采用不保留子叶和
保留半片子叶２种处理方法，比较子叶外对不定芽
诱导的影响。结果如表 ２所示，保留半片子叶的外
植体在相同６ＢＡ浓度时的不定芽再生频率明显高
于不保留子叶的外植体。从每个外植体的出芽数

目来看，保留半片子叶的外植体也要高于不保留子

叶的外植体。因此说明子叶对于不定芽的发生是

重要的，保留半片子叶的外植体更适宜用于不定芽

的诱导。

表 １　６ＢＡ浓度对大豆子叶节不定芽诱导率的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ６ＢＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ

ｓｈｏｏｔｓｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｏｙｂｅａｎｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅ

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

ＩＢＡ浓度

ＩＢＡ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／ｍｇ·Ｌ－１

６ＢＡ浓度

６ＢＡ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／ｍｇ·Ｌ－１

不定芽诱导率

Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ

ｓｈｏｏｔｓ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ／％

每个外植体

的出芽数

Ｂｕｄｄｉｎｇｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｅａｃｈｅｘｐｌａｎｔｓ

辽豆 １７ ０．０５ ０．０ ６．５１±１．４２ａ ２．３０±０．２０ａ
Ｌｉａｏｄｏｕ１７ １．０ １８．４２±１．６７ｂ ４．８３±０．２５ｂ

２．０ ４３．０８±４．３５ｃ ５．２３±０．４９ｂ
３．０ ５２．７５±０．６５ｄ １４．３０±０．４６ｂ
４．０ ６７．６９±１．５８ｆ １７．８７±０．８３ｄ
５．０ ６４．４９±２．０９ｆ １８．９７±０．２５ｄｅ
６．０ ２０．５３±０．５５ｅ ５７．４７±２．４５ｅ

辽豆 １８ ０．０５ ０．０ ４．１５±１．４８ａ １．８０±０．１０ａ
Ｌｉａｏｄｏｕ１８ １．０ １１．２８±３．８１ｂ ３．９３±０．１５ｂ

２．０ ３６．０１ｃ±２．３３ｃ ４．２０±０．１０ｂ
３．０ ５７．８３ａ±３．００ｅ １２．３７±０．１５ｃ
４．０ ６０．９５ａ±２．４４ｅ １５．５０±０．３６ｄ
５．０ ４１．６８ｂ±２．４７ｄ １６．８０±０．９５ｄｅ

辽豆 ２３ ０．０５ ６．０ ３５．９１ｃ±３．５２ｃ １８．０７±０．４５ｅ
Ｌｉａｏｄｏｕ２３ ０．０ ２．６３ｅ±２．６３ａ １．７０±０．１０ａ

１．０ １２．８６ｄ±３．４４ｂ ３．８０±０．３０ｂ
２．０ ２７．１８ｃ±２．１４ｃ ４．７３±０．４７ｃ
３．０ ４２．８４ｂ±３．４４ｄ １３．０３±０．２１ｄ
４．０ ５６．６４ａ±３．８５ｅ １７．９３±０．１５ｅ
５．０ ４７．２３ｂ±１．８３ｄ １８．６３±０．３５ｅｆ
６．０ ４５．８９ｂ±０．７７ｄ １９．１７±０．４０ｆ

不同字母为差异达显著水平（Ｐ≤０．０５）。以下各表相同。

Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｔ

０．０５ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｆｏｌｌｏｗ．

表 ２　外植体对大豆不定芽诱导率的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｐｌａｎｔｏｎａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｓｈｏｏｔｓ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｏｙｂｅａｎｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅ

外植体

获得方式

Ｍｏｄｅ

ＩＢＡ浓度

ＩＢＡ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／ｍｇ·Ｌ－１

６ＢＡ浓度

６ＢＡ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／ｍｇ·Ｌ－１

不定芽诱导率

Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ

ｓｈｏｏｔｓ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ／％

每个外植

的出芽数

Ｂｕｄｄｉｎｇ

ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｅａｃｈｅｘｐｌａｎｔｓ

不保留子叶

Ｗｉｔｈｏｕｔ

ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ

０．０５ ０ ２．３６±０．６２ａ ０±０．００ａ

１．０ ８．９６±２．５８ｂ １．８５±０．７９ｂ

２．０ １７．２３±１．０８ｃ ３．６７±０．５８ｃ

３．０ ２９．６３±１．４８ｅ ８．９８±０．９７ｄ

４．０ ３５．６７±１．５３ｆ１２．６５±２．０５ｅ

５．０ ３０．２９±１．５４ｅ１４．３８±０．５４ｅ

６．０ ２５．０８±１．１２ｄ１５．８７±１．８１ｅ

保留半片子叶

Ｒｅｓｅｒｖｉｎｇ

ｈａｌｆｃｏｔｙｌｅｄｏｎ

０．０５ ０ ６．５１±１．４２ａ ２．３０±０．２０ａ

１．０ １８．４２±１．６７ｂ ４．８３±０．２５ｂ

２．０ ４３．０８±４．３５ｃ ５．２３±０．４９ｂ

３．０ ５２．７５±０．６５ｄ１４．３０±０．４６ｂ

４．０ ６７．６９±１．５８ｆ１７．８７±０．８３ｄ

５．０ ６４．４９±２．０９ｆ１８．９７±０．２５ｄｅ

６．０ ５７．４７±２．４５ｅ２０．５３±０．５５ｅ
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２．３　不同基因型对不定芽诱导率的影响
比较辽豆１７、辽豆１８、辽豆２３的不定芽再生情

况。由表１可知，３个供试品种不定芽诱导率及外
植体出芽个数均无明显差异，适当浓度的 ＩＢＡ和 ６
ＢＡ组合均能有效地诱导３个品种不定芽的发生。
２．４　ＩＢＡ浓度对再生植株生根的影响

当再生植株生长至 ２～３ｃｍ时，将其转称至
１／２ＭＳＢ附加不同浓度的ＩＢＡ生根培养基中生根，如
表３可知，不同浓度 ＩＢＡ诱导植株的生根率没有显
著差异，但对生根的数目和生长状况有影响。不添

加 ＩＢＡ时植株的根细、软、侧根少，长度显著长于其
它组；当 ＩＢＡ浓度大于等于 ０．５ｍｇ·Ｌ－１时平均根
长差异不显著。当 ＩＢＡ浓度为１．０ｍｇ·Ｌ－１时植株
的主根粗壮、平均侧根数达到１４．０７个，显著多于其
它组，表明１／２ＭＳＢ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ是适宜的生
根培养基。

表 ３　不同浓度 ＩＢＡ对大豆不定芽生根的影响
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩＢＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｒｏｏｔｉｎｇｉｎ

ｓｏｙｂｅａｎａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｓｈｏｏｔｓ

ＩＢＡ浓度

ＩＢＡ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／ｍｇ·Ｌ－１

生根率

Ｒｏｏｔｉｎｇ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

／％

平均根数

Ａｖｅｒａｇｅ

ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｒｏｏｔｓ

平均根长

Ａｖｅｒａｇｅ

ｌｏｎｇｏｆ

ｒｏｏｔｓ／ｃｍ

生长状况

Ｇｒｏｗｉｎｇ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

０．０ ９０．４８±２．８９ａ ６．６３±０．３１ａ ７．３７±０．３４ａ
主根细，侧

根少

０．５ ９０．５４±３．３４ａ ８．１４±０．２２ｂ ３．５１±０．１９ｂ
主根较细，

侧根较多

１．０ ８９．６３±３．３９ａ１４．０７±０．６４ｄ ３．１６±０．１１ｂ
主根粗壮，

侧根多

１．５ ８９．０１±３．３５ａ１０．３７±０．７３ｃ ３．４０±０．２４ｂ
主根粗壮，

侧根多

２．０ ８９．５４±４．２６ａ１１．３０±０．７４ｃ ３．２９±０．１４ｂ
主根粗壮，

侧根多

３　讨论

６ＢＡ是重要的植物外源激素，与生长激素 ＩＢＡ
配合使用对丛生芽的形成影响很大。细胞分裂素

６ＢＡ可刺激子叶节丛生芽的产生，当 ６ＢＡ浓度为
４．０ｍｇ·Ｌ－１时，不定芽诱导率最高；而且随着 ６ＢＡ
浓度的增高，每个外植体上不定芽数量呈增加的趋

势。但是当一个外植体上不定芽数量过多时，芽的

进一步伸长受到抑制，较小的芽即使在伸长培养基

上也不能生长，因此，４．０ｍｇ·Ｌ－１是诱导子叶节发
生不定芽的适宜６ＢＡ浓度。

从种子萌发到最后的生根移栽各个环节对植

株的再生都是非常重要的。要及时将丛生芽进行

分割，并转移至低浓度 ６ＢＡ的培养基中，使之伸
长，待无菌苗长至 ３ｃｍ左右时，将其切下放入生根
培养基中进行生根培养。发达健壮的根系对植株

生长以及移栽的存活是十分重要的，试验结果表

明，当 ＩＢＡ浓度为１．０ｍｇ·Ｌ－１时的主根粗壮、侧根
多，为最佳浓度，有利于移栽。
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