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Thidiazuron对解除羊草种子
休眠和植株再生的影响

邹吉祥,金 华,姜国斌,黄 磊
(大连民族大学,辽宁 大连１１６６００)

摘要:研究了不同浓度植物生长调节剂噻苯隆(Thidiazuron,TDZ)对解除羊草(Leymuschinensis)种子休眠和植

株再生的影响,并对愈伤组织进行超微结构观察.结果表明,０．０２mgL－１ TDZ低温浸种对解除羊草种子休眠

和诱导胚性愈伤组织的效果最佳,发芽率和出愈率分别为１１．０％和１５．５％;羊草愈伤组织分化最佳培养基配方为

MS＋TDZ０．５mgL－１＋CH２．０gL－１,分化率、绿芽分化率分别为５６．７％和４２３．３％;TDZ低温浸泡处理的羊

草种子诱导出的胚性愈伤组织较非胚性愈伤组织细胞质体中内含物丰富,更易于体胚形成;丛生芽经过１/２MS
生根培养基的３次继代,炼苗移栽后成活率达１００％.

关键词:羊草;TDZ;休眠;再生;超微观察

中图分类号:S５４３＋ ．９;Q９４５．３５　　　文献标识码:A　　　文章编号:１００１Ｇ０６２９(２０１５)１０Ｇ１６１２Ｇ０７∗

InfluenceofThidiazuronondormancyreleaseofLeymuschinensis
seedandplantregeneration

ZOUJiＧxiang,JIN Hua,JIANGGuoＧbin,HUANGLei
(CollegeofEnvironmentandResources,DalianNationalitiesUniversity,Dalian１１６６００,China)

Abstract:Intheexperiment,dormancyreleaseofLeymuschinensisseedandplantregenerationisstudied
usingplantgrowthregulatorTDZwithdifferentconcentrations,andultramicroobservationsareconducted
oncallus．Theresultsshowedthat０．０２mgL－１TDZcoldsoakinghasthebesteffectondormancyrelease
ofL．chinensisseedandembryoniccallusinduction．Thegerminationrateandthehealingrateare１１％and
１５．５％,respectively,thebestmediacomponentformulaforL．chinensiscallusdifferentiationisMS＋TDZ
０．５mgL－１＋CH２．０gL－１,thedifferentiationrateandgreenshootdifferentiationrateare５６．７％and
４２３．３％,respectively．Otherwise,transmissionelectronmicroscope(TEM)observationsfoundthatthe
embryoniccallusinducedbyTDZcoldsoaking,L．chinensisseedscontainmorerichcontentsandaremore
conductivetobodyembryoformationthanthatofnonＧembryoniccalluscellplasmid．Afteracclimatization
andtransplanting,thesurvivalrateofthemultipleshootsthrough３timesofsubculturewith１/２MSrooＧ
tingmediais１００％．
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　　羊草(Leymuschinensis)是经济价值较高的禾

本科赖草属牧草,被誉为“牧草之王”.羊草自身存

在“三 低 现 象”(即 抽 穗 率 低、结 实 率 低、发 芽 率

低)[１],导致难以利用常规杂交育种手段培育羊草新

品种,并且传统的育种方法存在周期长、工作量大、
目的性差等缺点.因此,迫切需要发展和利用现代

生物技术,加速羊草的育种研究,并达到改良羊草的

目的.禾本科牧草基因工程育种研究起步较晚,羊
草高频再生及遗传转化体系的研究还处于初步阶

段,且羊草种子休眠程度深[２],休眠期长[３],严重影

响了利用转基因手段快速培育具有优良性状的羊草

新品系,而遗传转化改良技术的关键在于建立良好

的高频再生体系.利用新型植物生长调节剂构建羊

草高效植株再生体系对加速羊草新品种改良具有重

要意义.
噻苯隆(Thidiazuron,TDZ)是一种人工合成的

新型植物生长调节剂[４],具有生长素和细胞分裂素

双重作用的特殊功能[５Ｇ６].TDZ有类似生长素的作

用,在诱导外植体愈伤组织的形成和芽再生过程中

均有强烈的促进作用[７Ｇ１０].其细胞分裂素活性超过

玉米素和６ＧBA 几十倍至几百倍,对种子萌发过程

中酶活性的增加有促进作用,能提高种子发芽率,缩
短要求经过低温阶段才能破除种子休眠的时间[１１].

TDZ在禾本科中应用较少[１２],至今未见 TDZ对解

除赖草属种子休眠和促进羊草再生方面的研究报

道.因此,本研究以羊草成熟种子作为外植体,利用

TDZ对解除羊草种子休眠和植株再生进行分析,筛
选出羊草再生各个阶段的最佳 TDZ浓度,并采用透

射电镜技术对胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织进行

观察,以期建立高频稳定的羊草再生体系,为下一步

遗传转化工作奠定基础.

１　材料和方法

１．１　材料

供试羊草种子于２０１０年８月采自吉林省吉生

羊草良种站(４３°４８′２４．０６″N、１２５°１４′６．３３″E),在５
℃条件下贮藏备用.

１．２　试验方法

１．２．１　种子预处理及愈伤组织诱导　将羊草种子

人工去稃,分别随机选取羊草种子５０粒,用不同浓

度的植物生长调节剂 TDZ(０．０２、０．２、２．０mgL－１)
低温５℃浸泡４８h,用水浸泡处理作为对照,７０％酒

精消毒１min,并用无菌水冲洗３遍,然后用０．１％
升汞消毒１３min,无菌水冲洗５遍,接入诱导培养

基:MS＋２,４ＧD２．０mgL－１＋Gln５００mgL－１＋
蔗糖３０gL－１,４次重复,２８℃暗培养３０d后统计

羊草种子的发芽率和出愈率.

１．２．２　愈伤组织分化　挑选生长良好的愈伤组织

进行继代,每隔７d继代一次,挑选继代一次后的胚

性愈伤组织转入分化培养基中进行分化,分化培养

基为:MS＋TDZ＋CH ２．０ mgL－１ ＋ 蔗 糖 ３０
gL－１,其中 CH 为水解酪蛋白,TDZ的浓度分别

为:０、０．２、０．５、１．０、２．０、３．０mgL－１.３次重复,２８
℃暗培养７d后进行光下培养,１个半月后统计分化

率.

１．２．３　愈伤组织的显微结构观察　将愈伤组织在

无菌条件下用锋利的刀片切取３mm３ 的小块,３％
戊二醛固定,在冰箱中固定过夜,用pH 值７．２的０．２
molL－１磷酸缓冲液冲洗３次,每次３０min,再用

３０％、５０％、７０％、８０％、９０％、９５％和１００％的乙醇

分别脱水３０min,经醋酸异戊脂置换３０min后,用

CO２ 临界点干燥仪干燥,在奥林巴斯 CX２１光学显

微镜上进行结构观察.

１．２．４　透射电镜样品的制备与观察　将愈伤组织

在无菌条件下用锋利的刀片切割成１mm３ 的小

块,迅速放入３％戊二醛中,在冰箱中固定过夜,用

pH 值７．２的０．２molL－１的磷酸缓冲液冲洗３
次,每次 ３０ min,再 用 １％ 四 氧 化 锇 固 定,３０％、

５０％、７０％、８０％、９０％、９５％和１００％的乙醇分别

脱水３０min,环氧丙烷过渡３次,每次３０min,然
后分别用Epon８１２纯树脂包埋剂包埋,７０ ℃聚合

１２h,在德国莱卡 UC７型冷冻超薄切片机上切片,
超薄 切 片 收 集 在 镍 网 上,醋 酸 双 氧 铀 染 色,在

JEMＧ１０１０型透射电子显微镜观察和摄影,进行超

微结构分析.

１．２．５　组培苗的生根及移栽　当丛生芽长至３~４
cm 时转入１/２MS生根培养基,每隔３d继代一次,
待根系发达时,将上盖打开进行炼苗３d左右,取出
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组培苗,用清水洗去根部培养基,移入蛭石和草炭为

基质的营养钵中,最后移栽至花盆,１个月后统计成

活率.

１．２．６　数据统计分析

发芽率＝发芽数/接种的种子数×１００％;
出愈率＝愈伤组织数/接种的种子数×１００％;
分化率＝分化芽的愈伤组织数/接种的愈伤组

织块数×１００％;
绿芽分化率＝分化芽数/接种的愈伤组织数×

１００％;
增殖系数＝增殖后的丛生芽数/接种的愈伤组

织数.

试验数据利用SPSS软件统计分析,采用邓肯

氏新复极差法进行数据差异显著性检测.

２　结果与分析

２．１　植物生长调节剂TDZ对羊草发芽和出愈的影响

低温浸泡处理羊草种子的 TDZ浓度对其发芽

率影响较大(表１).随着 TDZ的处理浓度增大,发
芽率呈现出先升高后下降的趋势.当 TDZ的处理

浓度为０．２和０．０２mgL－１时,发芽率较高,分别

为１１．５％和１１．０％,显著高于对照(P＜０．０５).当

TDZ的处理浓度升高为２．０mgL－１时,发芽率降

低至４．５％,发芽种子的生长状况较差.

表１　不同浓度TDZ低温浸泡羊草种子对种子生长状况的影响

Table１　InfluenceofcoldsoakingwithdifferentconcentrationsofTDZonLeymuschinensisseedgrowth

TDZ/
mgL－１

接种数/个

Seedsinoculated
出芽数/个

No．ofbuds
发芽率

Germinationpersentage/％
生长状况

Statusofseedling

０ ５０ ２．３±１．０b ４．５±１．９b ＋＋＋
０．０２ ５０ ５．５±１．９a １１．０±３．８a ＋＋＋
０．２ ５０ ５．８±１．３a １１．５±２．５a ＋＋＋
２．０ ５０ ２．３±０．５b ４．５±１．０b ＋

注:同列不同字母表示不同 TDZ浓度间差异显著(P＜０．０５),下表同.“＋”表示生长差;“＋＋＋”表示生长较好.

Note:DifferentlowercaseletterswithinthesamecolumnmeansignificantdifferenceamongdifferentconcentrationsofTDZat０．０５level．The

sameinFig．２;＋,growingbad;＋＋＋,growingbetter．

　　不同浓度 TDZ低温浸泡处理后的羊草种子胚

性愈伤组织诱导率不同(图１).当 TDZ的处理浓

度为０．０２mgL－１时,胚性愈伤组织诱导率最高,
为１５．５％,与对照差异不显著(P＞０．０５).当 TDZ
的处理浓度＞０．０２mgL－１时,随着 TDZ浓度增

加诱导 率 逐 渐 降 低,在 TDZ 的 处 理 浓 度 为 ２．０
mgL－１时,胚性愈伤组织诱导率仅为４．０％.

２．２　不同TDZ浓度对羊草愈伤组织分化的影响

胚性的愈伤组织在光下分化７d后出现绿色芽

点儿(图２C、D),４０d后分化出苗,丛生芽多而密

(图 E).不 同 TDZ 浓 度 对 分 化 效 果 影 响 较 大

(表２).
在培养基中添加一定浓度的植物生长调节剂

TDZ对羊草愈伤组织分化均有促进作用,随着 TDZ
浓度的增大,分化率明显提高,当 TDZ浓度增大到

１．０mgL－１以上时,羊草愈伤组织的绿芽分化率

随 TDZ浓度的增加而降低,TDZ浓度增加到为３．０
mgL－１时,分化率下降至４０％.当TDZ浓度为

图１　２,４ＧD对不同浓度TDZ低温浸泡处理羊草种子

胚性愈伤组织诱导的影响

Fig．１　Influenceof２,４ＧDonembryoniccallusinductionof
Leymuschinensisseedwithcoldsoakingtreatment

bydifferentconcentrationsofTDZ
注:不同字母表示 TDZ不同浓度间差异显著(P＜０．０５).

Note:Differentlowercaselettersmeansignificantdifferenceamong

differentconcentrationsofTDZat０．０５level．

４１６１
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表２　TDZ对羊草愈伤组织分化的影响

Table２　InfluenceofTDZonLeymuschinensiscallusdifferentiation

TDZ/
mgL－１

接种数/块

No．ofcallus
inoculated

分化率

Rateof
differentiation/％

绿芽分化率

Rateofshoot
differentiation/％

增殖系数

Propagation
coefficient

丛生芽生长状况

Statusofmultipleshoots

０ １０ １３．３±１１．６b １３．３±１１．６d ０．１±０．１d
丛生芽极少而长,浓绿 Multipleshoots
arefew,longanddarkgreen

０．２ １０ ４３．３±１１．６a １６６．７±４１．６c １．７±０．４c
丛生芽多而长,浓绿 Multipleshootsare
many,longandanddarkgreen

０．５ １０ ５６．７±５．８a ４２３．３±５５．１a ４．２±０．６a
丛生芽极多而长,浓绿 Multipleshoots
areabundant,longandanddarkgreen

１．０ １０ ４３．３±５．８a ３１３．３±８３．９b ３．１±０．８b
丛生芽多而长,浓绿 Multipleshootsare
many,longanddarkgreen

２．０ １０ ５３．３±５．８a ２９３．３±５６．９b ２．９±０．６b
丛生芽多而短,淡绿 Multipleshootsare
many,shortandlightgreen

３．０ １０ ４０．０±１０．０a ２６３．３±３０．６b ２．６±０．３b
丛生芽多而长,淡绿 Multipleshootsare
many,longandlightgreen

图２　羊草组织培养的各个阶段

Fig．２　StagesofLeymuschinensistissueculture
注:A,诱导７d后形成的愈伤组织;B,胚性愈伤组织;C、D,绿色芽点的形成;E,胚性愈伤组织分化出丛生芽;F、G、H,丛生芽生根诱导;I,

移栽成活的羊草再生植株.

Note:A,callusafter７dinduction;B,embryoniccallus;CandD,formationofgreenshootpoints;E,multipleshootsdifferentiatedby
embryoniccallus;F,GandH,rootinginductionofmultipleshoots;I,theregenerationplantoftransplantingsurvivalLeymuschinensis．

５１６１
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０．５mgL－１时,分化率最高,分化率和绿芽分化率

分别达到５６．７％和４２３．３％,丛生芽极多,此时的增

值系数高达４．２,显著高于其他处理(P＜０．０５),诱
导分化出的丛生芽密集,叶形正常,叶色浓绿.

２．３　愈伤组织微观结构观察

TDZ低温浸泡处理的羊草种子诱导出的胚性

愈伤组织生长状态较好,在分化过程中增值系数高,
胚性愈伤组织与非胚性愈伤组织的细胞表面结构、
内部结构之间都存在很大的差异(图３).显微结构

观察发现,非胚性愈伤组织细胞大小不一致,性状不

规则,细胞之间不能组成细胞团(图３B),而胚性愈

伤组织细胞大小基本一致,细胞之间结合紧密,能够

成细胞团(图３F).通过透射电镜观察发现,非胚性

愈伤组织细胞形状不规则,无淀粉粒和线粒体,细胞

内只有一些松散的小物质(图３C、D).胚性愈伤组

织细胞质浓厚,细胞内富含淀粉粒以及大量的细胞

器,内含物丰富(图３G),靠近细胞壁附近有大量球

状的线粒体分布,线粒体内嵴丰富(图３H).

２．４　生根和移栽

将长度为３~４cm 的丛生芽转入１/２MS生根

培养基,培养１０d后,基部分化出根点,１个月后可

生出白色健壮根系(图２F、G、H),根系最长５cm 左

右,挑选根系发达的组培苗在组培室内进行炼苗,３
d后移栽至含有栽培基质的花盆中,１个月后统计成

活率达１００％,移栽后长势良好,叶色浓绿,分蘖旺

盛(图２I).

图３　愈伤组织的显微和超微结构观察

Fig．３　Microscopicandultrastructureobservationofcallus
注:A,非胚性愈伤组织细胞结构;B,非胚性愈伤组织显微结构观察;C、D,非胚性愈伤组织透射电镜观察;E,胚性愈伤组织细胞结构;F,胚性愈

伤组织显微结构观察;G、H,胚性愈伤组织透射电镜观察.

Note:A,cellstructureofnonＧembryoniccallus;B,ultrastructureobservationofnonＧembryoniccallus;CandD,nonＧembryoniccallusTEMobservaＧ

tion;E,cellstructureofembryoniccallus;F,ultrastructureobservationofembryoniccallus;GandH,embryoniccallusTEMobservation．

３　讨论与结论

TDZ是一种能提高发芽率的新型植物生长调

节剂,能够有效解除种子休眠,缩短种子的休眠时

间[１３].本研究表明,植物生长调节剂 TDZ低温浸

泡处理可解除羊草种子休眠、提高羊草胚性愈伤组

织的诱导率,作用效果与 TDZ浓度密切相关,其中,
较低浓度的 TDZ低温浸泡处理羊草种子对解除羊

草种子休眠的效果显著,而过高浓度处理不利于羊

草种子发芽.以往用 TDZ处理禾本科牧草种子的

报道较少,但本研究发现 TDZ有赤霉素(GA３)促进

羊草种子发芽的相同表现[１３].羊草种子的愈伤组

织是从胚芽的生长点起源的[１４],所以通过 TDZ低

温浸种处理提高羊草种子发芽率可间接提高羊草愈

伤组织的诱导率.在多种植物培养体系中添加

TDZ都表现出能诱导愈伤组织形成,均高于其他植

６１６１



１０/２０１５ 草　业　科　学 (第３２卷１０期)

物生长调节物质的细胞增殖速率[１１],本试验利用

TDZ低 温 浸 泡 处 理 羊 草 种 子 后,在 含 有 ２．０
mgL－１２,４ＧD 的诱导培养基中进行愈伤组织诱

导,发现羊草种子吸收了低浓度的 TDZ后可提高胚

性愈伤组织的诱导率,明显高于对照,而高浓度的

TDZ低温浸种不利于羊草胚性愈伤组织的形成,在
小麦(Triticumaestivum)等其他作物也出现相似

现象[１５],因此,只有低浓度的 TDZ才适合羊草种子

的前处理,这可能与 TDZ的高效活性密切相关.

TDZ单独使用可诱导羊草愈伤组织分化出大

量丛生芽.TDZ的细胞分裂素活性高于其他植物

生长调节剂[１６],在许多植物的试验中被证明是一种

对芽的诱导极为有效的植物激素[１７],本研究首次将

TDZ应用于羊草组织培养中,在羊草愈伤组织分化

过程中得到了较好的分化效果,适宜的浓度(０．５
mgL－１)可以很好的提高羊草愈伤组织分化率,虽
然高浓度的分化率、绿芽分化率、增殖系数均远高于

对照处理,但分化出的再生芽叶色不正常,分化效果

不理想.此外,TDZ对根的形成有抑制作用[１８Ｇ１９],
在生根阶段需降低 TDZ的浓度,以确保羊草正常生

根.TDZ与其他激素组合使用能否更加提高羊草

再生率还需要进一步试验.

胚性愈伤组织的诱导和筛选是羊草再生的关

键.本试验对 TDZ低温浸泡处理的羊草种子诱导

出的胚性愈伤组织与非胚性愈伤组织进行显微观察

和透射电镜观察,发现两种类型愈伤组织的细胞表

面结构、内部结构均存在显著差别.显微结构观察

发现胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织细胞表面结构

和细胞存在方式存在差别很大,可通过细胞的形状

和细胞之间紧密程度来初步判断是否为胚性愈伤组

织.羊草的胚性愈伤组织宏观观察为乳白色、颗粒

状、紧密状结构,在超微结构下,细胞内富含淀粉粒,
线粒体含量丰富,内脊发达.淀粉在提供能量和营

养方面起重要作用,内峭数量越多贮备的能量越大,
为细胞的进一步分裂提供能量,质体中淀粉的出现

与胚胎发生潜能的实现密切相关[２０].非胚性愈伤

组织宏观观察为白色、水渍状、疏松的结构.在超微

结构下,细胞形状不规则,细胞质稀少,只进行有限

增殖,细胞分裂能力弱,没有胚胎发生能力.TDZ
低温浸泡处理羊草种子诱导得到的胚性愈伤组织内

含物丰富,具有较强的分化能力,对羊草愈伤组织分

化及再生具有重要意义.本研究结果有助于对以成

熟种子为外植体的羊草再生体系优化,提高羊草的

再生率.
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２０１５年９月国际市场主要畜产品与饲料价格分析

９月国际饲料价格继续下降,畜产品价格则跌涨互现.
一、大豆、豆粉、豆粕、菜籽市场价格继续下降,棉籽饼、苜蓿粉市场价格小幅下降,玉米、高梁市场价格小

幅上涨.

９月份大豆、豆粉、豆粕、菜籽、棉籽饼、苜蓿粉市场平均价格分别为３２３．１６、３２４．２１、３１０．１６、４３０．７２、

３３６．７６、２６５．００美元t－１,环比分别下降６．８４％、６．６６％、７．８３％、３．８５％、０．６６％、１．６７％.玉米、高梁市场平

均价格分别为１４８．３１、１２３．０５美元t－１,环比分别上涨２．３９％、１．３５％.
二、羊羔肉、羊肉市场价格持续上涨,猪肉、牛肉、牛奶市场价格上涨,育肥牛、瘦肉猪市场价格跌幅较大,

鸡肉市场价格略有下调.

９月份羊羔肉、羊肉、猪肉、牛肉、牛奶市场平均价格分别为３．９４、１．９４、１．９４、６．０８、０．３０美元kg－１,环比

分别上涨６．６５％、２．５２％、２．５３％、０．０８３％、１７．９１％.鸡肉、育肥牛、瘦肉猪市场平均价格分别为２．５３、３．６６、

１．２７美元kg－１,环比分别下降０．４３％、２２．４３％、２２．８７％.

图１　２０１５年９月国际市场主要饲料与畜产品价格

数据来源:国际市场商品价格网 http://price．mofcom．gov．cn/;中国农业信息http://www．agri．gov．cn/;鸡肉 http://www．indexmundi．com/;

羊羔肉、羊肉 http://www．interest．co．nz/rural;牛肉http://www．thebeefsite．com/;猪肉 http://www．thepigsite．com/;货币汇率:http://qq．

ip１３８．com/hl．asp.

(兰州大学草地农业科技学院　王迎新 整理)
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