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摘要: 以长穗偃麦草(Elytrigia elongata)幼穗为外植体, MS为基本培养基, 研究了不同植物生长调节物质配比对

其愈伤组织诱导、分化和生根的影响。结果表明, 长穗偃麦草幼穗诱导最佳培养基为MC+3 mg·L-1 2,4-D, 诱导

率达66.67%, 4周后可见淡黄色愈伤组织。最佳分化培养基为MC+0.1 mg·L-1 2,4-D+3 mg·L-1 6-BA, 分化率为

64.44%, 4周后出现芽点, 同时伴随根毛发生。最佳生根培养基为MR+0.5 mg·L-1 NAA, 生根率为100%, 移栽后

全部成活｡
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  长穗偃麦草(Elytrigia elongata)是小麦族(Trit- 
iceae Dumort)禾本科(Poaceae)偃麦草属(Elytrigia 
Desv)多年生根茎疏丛型草本植物, 具有抗病、抗

寒、抗旱、耐盐碱等优良性状, 同时, 也是小麦

(Triticum aestivum)的近缘种, 已成为改良小麦不可

或缺的野生基因库(Hussein等2014)。近年来, 针对

长穗偃麦草核型分析(孟林等2013)、抗赤霉病(张
璐璐等2016)、抗旱性(孟林等2011)、耐盐性(孟林

等2009)、钾钠离子吸收与分配生理机制(Guo等
2015)、高分子量谷蛋白(范三红和郭蔼光2000)及
耐低磷营养胁迫(李玉京等1999)等开展了大量实

验研究; 亦克隆和鉴定了一批与其抗旱相关转录

因子EeAP2.2 (默韶京等2011)与EeNAC9 (高世庆

等2011)、耐盐相关功能基因EeHKT1;4 (Meng等
2016)和品质相关Y型高分子量谷蛋白基因Ee1.5和
Ee1.8 (王际睿等2004)。但要进一步深入分析这些

优良基因在长穗偃麦草抗逆与品质形成中的作用

机理, 尚亟待建立一套长穗偃麦草组织培养植株

高频再生体系。鲍芫和米福贵(2007)以种子成熟

胚为外植体, 建立了一套长穗偃麦草和中间偃麦

草(E. intermedia)杂交种的组织培养再生体系。本

研究在借鉴上述长穗偃麦草与中间偃麦草杂交种

组培体系的基础上, 以长穗偃麦草幼穗为外植体, 
建立一套完整的高频组织培养植株再生体系, 为
进一步探究长穗偃麦草抗旱、耐盐、抗病等的分

子机制及小麦遗传改良奠定重要基础。

1  材料与方法

1.1  试验材料

供试材料为长穗偃麦草[Elytrigia elongate (Host) 

Necski], 采自国家精准农业研究示范园北京市农

林科学院小汤山草资源试验基地。

1.2  培养基

在MC培养基(MS+30 g·L-1麦芽糖+1 g·L-1 

CH+5 mL·L-1 200×VB+0.5 g·L-1脯氨酸+3 g·L-1植物

凝胶)基础上, 分别添加不同浓度2,4-D与6-BA组成

愈伤组织诱导培养基和分化培养基。生根培养基

为MR [1/2 MS+15 g·L-1麦芽糖+3 g·L-1植物凝胶]+ 
0.5 mg·L-1 NAA。以上各培养基pH值均为5.8, 115°C
灭菌20 min。
1.3  外植体制备及消毒

选取处于幼穗分化期的长穗偃麦草生长锥, 
幼穗长度为0.5~1.0 cm, 在超净平台内, 用消毒灭

菌的解剖刀和镊子小心剥去主茎外层叶鞘, 保留

含嫩叶部分在内的幼穗。先用70%酒精浸泡1 min, 
再用5%次氯酸钠溶液消毒10 min, 无菌水冲洗3~4
次, 然后在无菌滤纸上小心取出幼穗, 切成1~2 cm
小段。

1.4  培养条件与方法

1.4.1  愈伤组织的诱导和继代培养

将灭菌过的幼穗接种于不同植物生长调节物

质配比的诱导培养基上, 每种处理接种幼穗3枚, 9
次重复, 培养条件为24 h·d-1黑暗、室温26°C, 第4
周统计出愈伤组织诱导率。
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将得到的愈伤组织分别接入诱导时对应的培

养基中进行继代培养, 每瓶接种3枚, 9次重复, 黑暗

条件及培养温度保持不变。第4周观察愈伤组织

生长情况。

1.4.2  愈伤组织的分化

将诱导产生的愈伤组织切成小块接种于不同

植物生长调节物质配比的分化培养基上, 每个处

理放置5块愈伤组织 ,  9次重复。培养条件为24 
h·d-1光照、室温26°C。第4周统计分化情况。待不

定芽长成4~5 cm小植株时接入生根培养基中。

1.4.3  根的诱导

将分化产生的小植株接入添加植物生长调节

物质的培养基中诱导生根, 统计生根情况。

1.5  数据处理及分析

愈伤组织诱导率(%)=诱导出愈伤组织的外植

体数/接种的外植体数×100
分化芽形成率(%)=分化芽形成数/接种的胚

性愈伤数×100
生根率(%)=生根数/接种愈伤数×100
运用统计分析件SPSS 22.0进行方差和显著性

分析, 利用Microsoft Excel 2003制图。

2  实验结果

2.1  长穗偃麦草幼穗愈伤组织的诱导

将消毒后的幼穗切割为1 cm左右的小段接种

于愈伤组织诱导培养基上(图1-A), 培养7 d后幼穗

表面有玻璃化组织生成, 2周后可在幼穗表面观察

到海绵状的愈伤组织, 4周后原幼穗表面覆盖1 cm
左右的白色愈伤组织(图1-B)。经一次继代培养后, 
部分白色愈伤组织转化为黄色颗粒状。

表1显示, 随着2,4-D浓度的增加, 愈伤组织诱

导率逐渐升高, 当2,4-D浓度为3 mg·L-1时, 愈伤组

织诱导率最高, 达66.67%; 而再添加0.025 mg·L-1 

6-BA, 愈伤组织诱导率则下降为59.26%, 部分培养

基内愈伤组织水化、生长缓慢。当培养基添加低

浓度2,4-D时, 再添加6-BA可提高诱导率。最终结

果表明, 诱导长穗偃麦草幼穗愈伤组织的最适植

物生长调节物质配比为3 mg·L-1 2,4-D。

2.2  长穗偃麦草愈伤组织的分化培养

将幼穗愈伤组织转接于分化培养基上, 光照

培养4周后开始出现绿色芽点(图1-C)。随着培养

时间延长, 大部分幼穗愈伤组织开始分化出许多

毛状根(图1-D)。

图1  长穗偃麦草组织培养植株再生体系

Fig.1  Plant regeneration system via tissue culture in E. elongata
A: 幼穗接种; B: 愈伤组织诱导; C: 愈伤组织分化; D: 生根; E: 炼苗; F: 移栽。
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表1  不同浓度2,4-D和6-BA对长穗偃麦草愈伤组织诱导的影响

Table 1  Effects of different concentrations of 2,4-D and 6-BA on callus induction of E. elongata

   编号            2,4-D浓度/mg·L-1      6-BA浓度/mg·L-1                接种数        产生的愈伤组织数       愈伤组织诱导率/%                愈伤组织生长情况

1	 1	 0	 27	 10	 37.04±0.03d	 褐色, 致密

2	 1	 0.25	 27	 11	 40.74±0.05cd	 褐色, 松软

3	 2	 0	 27	 12	 44.44±0.05bcd	 淡黄色, 致密

4	 2	 0.25	 27	 15	 55.56±0.08abc	 淡黄色, 松软

5	 3	 0	 27	 18	 66.67±0.06a	 淡黄色, 疏松

6	 3	 0.25	 27	 16	 59.26±0.05ab	 淡黄色, 松软

　　数据为平均值±标准误, 同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05, Duncan测验)。下表同此。

表2  不同浓度2,4-D和6-BA对长穗偃麦草愈伤组织分化的影响

Table 2  Effects of different concentrations of 2,4-D and 6-BA on callus differentiation of E. elongata

编号                          6-BA浓度/mg·L-1                     2,4-D浓度/mg·L-1                                    接种数	  分化数	  分化率/%

1	 1	 0	 45	 13	 28.89±0.05c

2	 1	 0.1	 45	 14	 31.11±0.04bc

3	 2	 0	 45	 14	 31.11±0.04bc

4	 2	 0.1	 45	 22	 48.89±0.06ab

5	 3	 0	 45	 26	 57.78±0.08a

6	 3	 0.1	 45	 30	 64.44±0.06a

仅添加6-BA时, 随其浓度的增加, 愈伤组织分

化率逐渐提高, 当6-BA浓度为3 mg·L-1时, 分化率

高达57.78%。在6-BA基础上再加2,4-D可增加分

化率, 当6-BA浓度为3 mg·L-1, 2,4-D浓度为0.1 
mg·L-1时, 分化率最高。结果表明, 诱导分化的最

适植物生长调节物质浓度配比为3 mg·L-1 6-BA+ 
0.1 mg·L-1 2,4-D, 分化率为64.44%; 次之为3 mg·L-1 

6-BA, 分化率为57.78%。

2.3  长穗偃麦草的生根培养与移栽

将分化出芽、带有根毛的长穗偃麦草愈伤组

织移入生根培养基上进行培养(图1-D), 生根率达

100%, 且根系生长旺盛。待组培苗生长至10 cm左

右时, 打开培养瓶封口(图1-E)。炼苗1周后, 将完

整植株移栽至营养土׃蛭石为3:1的基质中, 隔天浇

水, 生长良好, 全部成活(图1-F)｡

3  讨论

以植物组织、器官如叶片(Huang等2017)、
下胚轴(Mujib等2014)、子叶(Ma等2016)、花粉(渠荣

达和陈英1983)、胚芽鞘(Sahrawat和Chand 2004)
为外植体, 经适宜条件下, 进行组织培养和快速繁

殖, 均能形成完整的植株, 但形成愈伤组织的能力

则不同。刘香利等(2007)分别以小麦幼胚、幼穗

和成熟胚为外植体进行组织培养, 发现幼胚再生

率最高为54%, 幼穗次之为27.5%, 成熟胚则最低为

25.1%。鲍芫和米福贵(2007)以长穗偃麦草和中间

偃麦草杂交种的成熟胚为外植体 ,  其诱导率为

73%, 而分化率仅37.8%。霍秀文等(2004)报道禾

本科植物组培再生体系的建立中, 应以幼穗为外

植体, 特别是应选取孕穗期的幼穗, 组培快繁的效

果更佳。幼穗分生组织与其他顶端分生组织的细

胞相比, 通常较大, 且具有较大的液泡和细胞核。

这种细胞本身来自幼穗尖端的一个细胞, 同时决

定了幼穗分生组织的结构和功能, 有利于组织培

养的操作(郭夏宇等2011)。
禾本科植物组织培养时, 大多需要同时添加

生长素和细胞分裂素, 如单独添加生长素也可诱

导愈伤组织的生成, 其中2,4-D具有促进组织脱分

化、愈伤组织增殖的作用(李文静等2012)。通常

2,4-D浓度范围为2~4 mg·L-1, 且较高浓度2,4-D的

植株愈伤组织的诱导率较高, 如剪股颖(吴桂胜等

2006)、高羊茅(何勇等2005)、早熟禾(张文君等

2010)、稗草(陈丽萍等2016)。本实验中2,4-D浓度

为3 mg·L-1时, 长穗燕麦草幼穗的愈伤组织诱导率
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最高, 达66.67%, 幼穗可很好地脱分化, 且继代过

程中也不需要添加任何其他植物生长调节物质, 
幼穗也可很好实现增殖生长。

在愈伤组织分化过程中, 生长素和细胞分裂

素的比值高有利于根的生成, 比值低有利于诱导

不定芽的生成(黄科等2015)。在使用2,4-D诱导植

物脱分化后, 降低浓度或去除2,4-D, 有助于愈伤组

织分化。一般使用6-BA作为细胞分裂素, 其优点

是分化芽多、芽密、呈丛状(刘思言等2013)。本

实验中, 长穗偃麦草幼穗继代增殖后移入分化培

养基, 此阶段愈伤组织分化生成丛生芽, 其主导植

物生长调节物质主要是6-BA, 最佳分化培养基为

MS+0.1 mg·L-1 2,4-D+3 mg·L-1 6-BA, 分化率为

64.44%, 其幼穗脱分化组织可完成分化成苗, 同时

分化出许多毛状根。选用生根培养基1/2MS+0.5 
mg·L-1 NAA, 可促进再生植株的生根。生根数量

和质量决定了组培苗炼苗移栽后的成活及生长状

况, 通常分化根系时间短, 根系多, 植株越易成活。
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Establishment of high frequency plant regeneration system from 
panicle in vitro culture of Elytrigia elongata
ZHOU Yan-Tong1,2, ZHANG Lin2, GUO Qiang2, TIAN Xiao-Xia2, MENG Lin2,*, CUI Guo-Wen1,*

1College of Animal Science and Technology, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China
2Beijing Research and Development Center for Grass and Environment, Beijing Academy of Agriculture and Forestry 
Sciences, Beijing 100097, China

Abstract: The tissue culture and rapid propagation system of Elytrigia elongata was established by using the 
panicle as explants and MS as the basic callus. The effects of various plant grouth regulators combinations on 
callus induction, differentiation and rooting were studied. The results showed that the optimal medium for in-
duction of panicles of E. elongata was MC+3 mg·L-1 2,4-D, and the induction rate was 66.67%. After 4 weeks, 
light yellow callus was observed. The optimal differentiation medium was MC+0.1 mg·L-1 2,4-D+3 mg·L-1 
6-BA, and the differentiation rate was 64.44%. After 4 weeks, the bud point appeared, accompanied by root 
hair. The best rooting medium was MR+0.5 mg·L-1 NAA, the rooting rate was 100%, and all survived after 
transplanting. 
Key words: Elytrigia elongata; panicle; tissue culture; plant regeneration
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