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苜蓿高频再生体系和转基因体系研究进展
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摘要:苜蓿是世界上重要的豆科牧草 ,以其品质好 、产量高而被誉为“牧草之王” 。结合国内外苜蓿基因工程研究

动态 ,从基因型 、外植体 、培养基 、培养途径 、培养条件对苜蓿再生体系的影响 ,乙酰丁香酮(AS)浓度 、选择压 、受

体选择对苜蓿转基因体系的影响两个大方面 , 综述了苜蓿再生和转基因体系研究的进展。
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Abstract:As“ the king o f fo rage s” , Alfalfa is the most impo r tant Legumes in the w o rld , w ith good qua lity , high

yie ld.Combining the domestic and inte rna tional developments in genetic engineering , the prog re ss of alfalfa regen-

e ration and transgenic sy stem we re summarized from geno type , explants , media , culture means , culture conditions

on the effect of alfalfa reg ene ration sy stem , and the ace to sy ringone(AS)concentration , pressure choice and the

cho ice of recepto r on the effect o f alfalfa transgenic system.
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　　苜蓿是我国乃至世界范围内最重要的豆科牧

草。因为其在畜牧业生产中长期以来发挥着重要

作用 ,被人们冠以“牧草之王”“维他命饲料”的美

誉。利用再生体系技术建立体细胞无性变异系或

利用转基因技术在其优质的遗传背景下 , 选育出

适合某种需要的新品种 ,无疑将为我国的牧草生

产作出贡献 。

Saunders等
[ 1]
从苜蓿未成熟的花药 、子房 、子

叶愈伤组织分化再生植株获得成功 ,标志着苜蓿

再生体系研究的开始 。上海植物生理所杨燮荣
[ 2]

利用叶片 、叶柄 、茎段成功地进行了国内首例紫花

苜蓿的再生体系 。拉开了我国研究苜蓿再生体系

的序幕 ,苜蓿的再生体系成功与否和许多因素有

关。

1　苜蓿再生体系的研究进展
1.1　苜蓿再生体系中基因型的选择

苜蓿再生体系会受到基因型的影响 ,基因型不

同的苜蓿品种 , 其再生能力及特征差别特别大。

Song 等
[ 3]
认为基因型杂合程度高的 ,其体胚形成能

力高 ,再生能力也高 。Sairam 等[ 4] 证明 ,苜蓿愈伤

组织的再生能力受基因型控制 ,并且高度遗传 ,可通

过轮回选择的方法将植株再生能力提高。 　

ReschMo lt rasio 等[ 5] 利用苜蓿的 15 个品种作

为试验材料 , 品种 12R 产生愈伤组织率平均为

50%,而另一个品种 196不能再生 。Brown 和 Ata-

nassov[ 6] 通过试验也得出了苜蓿组培是依赖于基因

型的。 Iantcheva等[ 7] 利用 R108和 Jemalong 两个

品种进行再生能力的比较 , R108的再生率为 45%,

而 Jemalong 的再生率只有 1%～ 2%。

1.2　苜蓿再生体系中外植体的选择

外植体是指从活体植物组织分离下来的用于培

养的那一块植物。苜蓿再生体系研究开展 30年来 ,

国内外研究报告中所采用的外植体种类繁多 ,几乎
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所有器官或组织都可以作为外植体 ,如茎尖 、叶片 、

茎段 、幼芽 、子叶 、下胚轴 、上胚轴 、花药 、花粉 、子房 、

胚珠 、根 、叶柄等。一般形成胚性愈伤组织时选叶

柄 、子叶 、上胚轴 、下胚轴 、幼芽等作为外植体 ,污染

小 ,材料易得 、方便。快繁可以选茎段 、花茎等作为

外植体 ,操作简单 、取材容易。尽管几乎苜蓿所有器

官或组织都可以作为外植体 ,但合适的外植体选择

也是决定再生体系成功的一个关键因素。Montei-

ro[ 8] 等在研究 5个不同品种苜蓿原生质体培养时发

现 ,虽然外植体为子叶或叶片时都能诱导形成愈伤

组织 ,但只有 Rangelander 苜蓿的叶片可以分化出

体胚 ,获得再生植株 , Gallego
[ 9]
利用子叶 ,下胚轴 ,

叶柄和叶片做外植体 ,在他的实验条件下 ,叶柄是最

好的外植体 ,平均产生 18个体细胞胚 , 8%的体细胞

胚转变为正常的植株。Cuadrado
[ 10]
也得到了叶柄

是最好的外植体同样的结论。 Iantcheva A[ 11] 利用

杂花苜蓿品种 R108 的根做外植体 ,根先被 1M 蔗

糖溶液预处理 48 h 和 72 h 后 ,在液体培养基中培

养。预处理 72 h 的根完成再生所用时间最短(55

d),体细胞胚转化为完整植株的比例最大(70%)。

Ziauddin[ 12]利用苜蓿品种 RSY27茎尖作为外植体 ,

离体培养在添加 1 μmol· L
-1

IBA 的 MS 培养基

上 ,植株得到了再生 。

1.3　苜蓿再生体系中培养基的选择

培养基是活体植物组织体外保存 、生长发育的

营养来源 。苜蓿再生体系中所用培养基较多 ,随着

生物技术的发展 ,苜蓿再生体系中所用培养基种类

越来越多 。Shao 等
[ 13]
在诱导愈伤组织的形成时 ,

采用的培养基为 B5 培养基 ,愈伤组织分化成植株采

用 Blaydes改良培养基 ,苜蓿外植体直接成苗中采

用 MS 和 B5培养基 。Bryan 等[ 14] 在诱导愈伤组织

的形成时 ,采用的培养基为 SH 培养基 ,愈伤组织分

化成植株采用 Blaydes改良培养基。 Janos 等[ 15] 利

用添加 25 μmol· L
-1
的 NAA 和 10 μmol· L

-1
的

KT 的 SH 培养基诱导愈伤组织的形成 ,然后利用

常用的 MS 培养基培养悬浮细胞 ,在诱导苜蓿愈伤

组织分化成苗上 ,MS优越性更大 。进行不同 2 ,4-D

的处理 , 用来进行一个新基因的筛选。Winicov

等[ 16]利用在 SH 培养基培养苜蓿的细胞系 ,进行细

胞的抗盐的筛选。再生体系发展方向 ,很大程度上

取决于培养基中植物生长调节物质的种类 、浓度及

配置组合等。苜蓿再生体系中通常采用的植物生长

调节物质主要有植物细胞生长素和植物细胞分裂素

二类 。主要应用的植物生长素有 2 , 4-D , NAA 和

IAA ,在离体培养中主要诱导愈伤组织形成和根的

发育 。而细胞分裂素主要应用的则是 K T ,ZT ,BA ,

其中生长素和分裂素二者在培养基中比值大小 ,决

定外植体分化或发育方向;当比值高时 ,有利于根的

诱导 ,而比值低时则有利于芽的分化。苜蓿再生体系

中 ,外源激素的应用相当普遍且重要 ,使用的种类 、浓

度及结构控制着再生方式。在再生程序中 ,SH 中添

加 2 ,4-D 50 μmol·L
-1
和 KT 5μmol·L

-1
,可以产生

具有高度再生能力的胚性愈伤组织 ,不添加任何生长

调节物质则有利再生 ,当诱导生根时则应添加 50

μmol·L
-1

KT 和 5μmol·L
-1
2 ,4-D。

1.4　苜蓿再生体系的途径

苜蓿再生体系的途径分为直接分化再生途径和

愈伤组织再生途径两种 。激素在两种途径中起到了

至关重要的作用。直接分化再生途径即不经过胚性

愈伤组织直接发育成体细胞胚的。叶片放在添加

22.6μmo l·L-1 2 ,4-D和 4.7 μmo l·L -1 Kinet in的

MS培养基上 ,发育成胚性细胞 ,可以不经过胚性愈

伤组织直接发育成体细胞胚 。大多数苜蓿再生体系

是经过愈伤组织再生途径完成的即经过体细胞先发

育成胚性愈伤组织再发育成体细胞胚阶段 。在

Davietova等[ 17] 所采用的培养条件下 1 mg· L-1的

2 , 4-D能有效地在愈伤组织中提高细胞分裂 ,但不

能诱导器官发生 。具有胚胎发生能力的苜蓿品种

(subsp.V aria A2)在低浓度(1 μmol· L-1)的 2 , 4-

D存在的情况下 ,原生质细胞只是增长 ,然后死亡或

者不分化。在高浓度(10 μmo l·L
-1
)的 2 ,4-D存在

的情况下 ,原生质细胞保持小并且浓的细胞质 ,能进

一步发育成原胚发生细胞蔟 。

1.5　再生体系条件的控制

再生体系中 ,光照是必需条件之一 。一般诱导

愈伤组织时光照强度为 800 ～ 1 000 lx ,诱导分化时

则以 1 500 ～ 2 000 lx 为宜 ,光照时间为 12 h·d-1 。

光照强度和时间在苜蓿组培中应根据基因型 、外植

体种类及培养基的灵活应用 。20 ～ 28℃是苜蓿再生

体系温度的基本范围 ,应用最多的是 23 ～ 27℃,过

低过高的温度对植株再生都是不利的 。

2　苜蓿转基因体系研究进展
首例由 Deak等[ 18] 利用农杆菌介导法对苜蓿进

行转化获得成功之后 ,外源基因转入苜蓿的研究陆

续见有报道 。遗传转化也受到若干因素影响。

2.1　乙酰丁香酮(AS)浓度的影响

乙酰丁香酮(AS)是常用的诱导能力最强的酚

类化合物 ,虽然被广泛应用以提高转化率 ,但在不同

植物上应用效果不同 ,很多实验中都证明其不是决

定性因素 ,只可能在单方面诱导农杆菌的毒性 ,而农

杆菌的毒性是有最高限度的 ,超过这个限度 ,乙酰丁

香酮就无法进一步提高转化效率甚至是有害的。

Ziauddin
[ 12]
利用农杆菌侵染苜蓿的子叶 15 min(没

有使用 AS),共培养 5 d。Mckersie[ 19] 利用农杆菌
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侵染苜蓿的叶柄 ,使用 AS 的浓度为 100 μmo l·

L-1 ,共培养 3 d。Galili[ 20] 等使用的 AS 浓度为 50

μmol·L -1 。

2.2　选择压 Kana 的影响

Kana常常作为转化过程中的筛选标记 ,经有效

转化的外植体才可以在含有 Kana 的选择培养基上

持续生长 ,作为进一步转基因植株鉴定的基础 。但

有的报道中认为 ,苜蓿发育的不同时期 ,表现不同的

Kana抗性 ,种子的萌发似乎不受 Kana 的影响 ,幼

苗中也发现了高水平的内源抗性 ,对转化体的筛选

效率很低 。在不同的转化体系中使用的浓度不同 ,

如 Saruul[ 21] 使用 Kana 浓度为 50 mg· L-1 , Wini-

cov
[ 16]
使用 Kana 浓度为 100 mg · L

-1
,而在 Aus-

tin[ 22] 和 Dong[ 23] 所用 Kana浓度却为 25 mg·L-1 。

2.3　转基因苜蓿受体的选择

转基因苜蓿的手段包括直接转化法和农杆菌

介导的基因转化法 ,直接转化法是通过物理或化

学方法将外源基因导入植物细胞或原生质体 , 如

Reich[ 24] 利用显微注射法将 Ti 质粒导入紫花苜蓿

原生质体 ,得到转化的愈伤组织 。农杆菌介导的

基因转化是最普遍的 ,农杆菌的受体材料广泛 ,在

基因转化的过程中选择适合的受体系统会收到事

半功倍的效果 。Anthony
[ 25]
等利用发芽的种子及

花器官作为转化的受体 ,绕开了再生体系程序获

得了转化植株。转化率分别为 36.0%和 9.4%。

但使用的材料是特殊品种“ Jemalong” ,以后也没

有后续的报道 。Mckersie[ 19] 利用叶柄作为转基因

的受体 ,在筛选后 , 大约 90%的再生植株是转基

因阳性植株 。但苜蓿转化多数是以子叶为遗传转

化的受体 。

一般的转化途径都是先用农杆菌侵染外植体 ,

然后诱导愈伤 、体胚再生途径或直接生芽再生途径 。

但外植体经农杆菌侵染后要先后经历农杆菌和抗生

素的双重伤害 ,导致外植体大量死亡 ,转化率随之大

大下降。在筛选培养基上诱导脱分化困难 ,不易于

向胚性愈伤方向转变[ 26] 。为了提高出胚率 ,一般都

在筛选一定时间后降低甚至撤除选择压 , 如

T rinh
[ 27]
首先使用的 Kana 浓度为 40 mg· L

-1
, 5周

后撤去了选择压 。但这样做需要有丰富的经验掌握

得恰到好处。不同的品种 ,或同一个品种的不同部

位 ,甚至同一个品种同一个部位不同发育时期都会

造成侵染结果的很大不同。 Tian 等[ 28] 以叶片 、茎 、

叶柄作为侵染受体 , 外植体胚性发生率分别为

100%、63%和 69%。因此 ,除了提高农杆菌的侵染

力 ,如何提高受体的敏感性应该是研究的一个重点 。

相比于叶盘等外植体 ,愈伤组织是一种细胞分裂活

动活跃的组织 ,DNA 的合成旺盛 ,比较容易接受外

源 DNA的整合 ,转化率高 ,扩繁量大 ,可获得较多

的转化植株 ,获得的转化愈伤组织通过继代扩繁培

养 ,能够分化出更多的转化植株。并且与没有侵染

的叶片相比 ,形成体细胞胚要延后 。Shao 等[ 13] 在

实验中发现侵染的叶片与没有侵染的叶片相比 ,形

成体细胞胚要延后 3 ～ 4周 ,并且产生抗性愈伤组织

率只有 6%～ 8%。
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活率依次为 91.6%、84.5%、79.6%、70.6%。

表 1　不同等级试管苗移栽的成活率

试管苗

级别
移栽数 成活数

成活率

/ %

根长

/ cm

根系

状况

合格单株 790 724 91.6 3～ 4
根数多 ,黄白色

新根很多

有根单株 646 514 79.6 3～ 4
根数多 ,黄白色

新根多

一级丛苗 800 676 84.5 2～ 3
根数一般 , 黄

白色新根一般

二级丛苗 640 452 70.6 2～ 3
根数较少 , 黄

白色新根少

　　薇菜试管苗植株越大 ,根系越多 ,移栽越易成活。

丛株苗带有原叶体 ,植株生长初期营养来自原叶体 ,移

栽后10 d ,原叶体发霉烂死 ,小苗的根系不发达 ,影响

小苗的健壮生长 ,丛株移栽的成活率不如单株。

2.2　不同基质的试管苗移栽效果

由表 2可以看出 ,椰茸 、母土椰茸混合 、母土 、母

土锯末与煤灰混合的成活率分别是:93.7%、

89.4%、86.3%、54.5%,不管是哪一级苗 ,椰茸移栽

成活率高于其他基质组合 ,基质 pH 偏高不适宜试

管苗移栽 。

表 2　不同基质试管苗移栽的成活率

移栽基质 移栽数 成活数 成活率/ %

母土 980 846 86.3

椰茸 636 596 93.7

母土椰茸混合(1∶1) 680 608 89.4

母土锯末煤渣灰混合(5∶3∶2) 580 316 54.5

3　小结
本试验结果虽以椰茸作为基质移栽薇菜试管苗

的成活率最高 ,但综合考虑其使用成本和效果 ,建议

利用母土作移栽基质。用此方法移栽试管苗简便易

行 , 成本低 ,试管苗的生产成本相应较低 。薇菜试

管苗的移栽以选择大苗单株移栽为好 ,用遮阳网+

微膜覆盖保湿 , 在温度 20 ～ 28℃, 湿度 90%～

100%,散射光照条件下可获得较好的效果 。试验中

我们还发现 ,薇菜苗期生长以地下部根系生长为主 ,
地上部叶的生长滞后于根系的生长 ,常常是枝叶不

繁茂的小苗却有发达的根系 。
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