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摘要：为筛选高诱导率的花生品种并建立花生的高频再生体系，比较了２２个花生品种在 ＭＳ和
１／２ＭＳ培养基中的萌发情况，同时以４ｄ苗龄的花生幼叶为外植体，研究了花生幼叶丛生芽诱导率
的品种差异性，以及羧苄青霉素（Ｃａｒｂ）和头孢霉素（Ｃｅｆ）对花生丛生芽诱导的影响。结果表明：

２２个花生品种的种子在１／２ＭＳ培养基上萌发率均比在 ＭＳ培养基上稍高。不同品种花生幼叶丛
生芽诱导率差异明显，其中Ｈｚ００６、Ｈｚ００１、Ｈｚ０１２和Ｈｚ０３７幼叶外植体的丛生芽诱导率较高，均高
于９０％，Ｈｚ０１５最低，只有３１．８％。添加５００ｍｇ／Ｌ　Ｃａｒｂ对花生幼叶丛生芽分化无抑制作用，其
中，Ｈｚ００９添加５００ｍｇ／Ｌ　Ｃａｒｂ后，丛生芽诱导率比不添加抗生素的ＣＫ提高１３．５个百分点；Ｃｅｆ
则对多数花生品种芽诱导率具有抑制作用，其中以 Ｈｚ０１０最为明显，其丛生芽诱导率下降４８．５个
百分点。因此，花生种子预培养的适宜培养基为１／２ＭＳ，遗传转化时应选择 Ｈｚ００６、Ｈｚ００１、Ｈｚ０１２
和 Ｈｚ０３７等高诱导率的花生品种，农杆菌介导花生转化时选择Ｃａｒｂ抑菌比较合适。
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　　花生是世界上重要的经济作物和油料作物，具

有很高的经济价值和营养价值。我国是花生的主产

国之一，产量居世界首位。培育高产、优质、抗病、抗
逆新品种是我国花生育种的主 要 目 标［１－２］。但 目 前

育成的花生品种大部分遗传基础狭窄，种质资源中

缺乏优质以及对病虫免疫或高抗的材料，导致常规

杂交育 种 技 术 难 以 培 育 出 高 抗、优 质 的 花 生 新 品

种［３］。由于受杂交不亲和、杂种不育等因素影响，远
缘杂交中花生野生种优质基因和抗性基因的利用受

到局限［４］。利用体细胞杂交和基因转化导入外源优

良基因为花生品质改良及抗逆性的提高提供了新途

径，其转化的关键环节是建立稳定高效的花生再生

体系。近年来，国内外许多学者利用花生幼叶［５］、胚
轴［６－７］、幼胚［８］等外植体开展了丛生芽诱导及植株再

生的研究，但多数存在花生不定芽诱导率低及植株

再生困难等问题。花生的组织培养除受外植体类型

影响外，还受其他因素制约，例如，不同品种的花生

丛生芽诱导率差别较大等。此外，农杆菌介导法作

为转基因研究常用的转化方法，其过程中选择合适

的抗生素进行抑菌非常关键，任艳等［９］指出，羧苄青

霉素（Ｃａｒｂ）抑菌效果最好，且对花生组培苗影响最

小。本 研 究 在 以 往 花 生 幼 叶 不 定 芽 高 效 诱 导 研

究［１０］的基础 上，进 一 步 筛 选 诱 导 率 更 高 的 花 生 品

种，并比较了Ｃａｒｂ和 头 孢 霉 素（Ｃｅｆ）２种 抗 生 素 对

花生幼叶丛生芽诱导分化的影响，以期为花生的基

因转化及外源基因利用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　 供试材料 　２２ 个 花 生 品 种：Ｈｚ００１－
Ｈｚ００６、Ｈｚ００８－ Ｈｚ０１６、Ｈｚ０２６、Ｈｚ０２７、Ｈｚ０３０、

Ｈｚ０３７、Ｈｚ０４１、Ｈｚ０４９、Ｈｚ１０２，均 为 河 南 省 农 业 科

学院经济作物研究所花生室保存。

１．１．２　植物激素　６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＴＤＺ均 为 国 产 分

析纯。

１．１．３　抗生素　Ｃａｒｂ和Ｃｅｆ，医用，分别购自北京

索 莱 宝 生 物 科 技 有 限 公 司，用 无 菌 蒸 馏 水 配 成

２００ｇ／Ｌ的母液，－２０℃保存备用。

１．１．４　培养基　基础培养基：ＭＳ；种子预培养培养

基：ＭＳ 和 １／２ＭＳ；芽 诱 导 培 养 基：ＭＳ＋６－ＢＡ
３ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．８ ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．３ ｍｇ／Ｌ＋
ＡｇＮＯ３３．５ｍｇ／Ｌ；分化培养基：ＭＳ＋６－ＢＡ　５ｍｇ／Ｌ
＋ＮＡＡ　１ｍｇ／Ｌ＋ＡｇＮＯ３３．５ｍｇ／Ｌ。

１．２　测定项目及方法

１．２．１　不同种子预培养培养基对花生种子萌发的影
响　对于２２个花生品种，选 取 颗 粒 饱 满、表 面 无 裂

痕、胚芽未萌动的花生种子，先用７０％的乙醇浸泡３０
ｓ，之后用０．１％的ＨｇＣｌ２ 溶液浸泡消毒８ｍｉｎ，再用无

菌水冲洗５～６次，然后在无菌水中浸泡２～３ｈ，待花

生种皮舒展之后，用镊子在超净工作台上将花生种皮

剥掉，之后分别接种于 ＭＳ和１／２ＭＳ培养基的无菌

罐头瓶中，于光照培养室中２５～２６℃、光照１６ｈ／ｄ条

件下培养，４ｄ后，观察不同品种花生在２种培养基中

的种子萌发情况，统计萌发率。

１．２．２　不同花生品种幼叶丛生芽诱导率的差异　
制备不同花生 品 种４ｄ的 幼 叶 外 植 体［９］，将 其 接 种

在芽诱导培养 基 上，置 光 照 培 养 室 培 养，２周 后，转

到分化培养基上使芽点进一步分化，再培养３周后

统计丛生芽诱导率。

１．２．３　Ｃａｒｂ和Ｃｅｆ对花生幼叶丛生芽诱导的影响　
向芽诱导培养基和分化培养基中分别加入５００ｍｇ／Ｌ
Ｃａｒｂ和Ｃｅｆ抗生素，以不添加抗生素为对照（ＣＫ），观
察２种不同抗生素对丛生芽诱导的影响。

２　结果与分析

２．１　不同品种花生种子在２种培养基中的萌发差异

从表１可以看出，花生种子在１／２ＭＳ培养基上

的萌发率普遍稍高于 ＭＳ培养基；萌发率均在９０％
以 上 的 有 Ｈｚ００１、Ｈｚ００３、Ｈｚ００４、Ｈｚ００６、Ｈｚ００９、

Ｈｚ０１２、Ｈｚ０２６、Ｈｚ０２７、Ｈｚ１０２，且 在１／２ＭＳ培 养 基

上，一 些 花 生 品 种 的 萌 发 率 达 到 了１００％。Ｈｚ００２
的萌发率非常低，在１／２ＭＳ培养基和 ＭＳ培养基中

分别为２６．７％和１９．５％。相同培养基中不同品种

的萌发率存在很大差异，最大相差８０．５个百分点，
花生萌发率与品种有很大关系。同一品种在不同培

养基中的萌发率差异不是太大，最大相差１４．７个百

分点，但从试验中观察来看，在１／２ＭＳ培养基上的幼

苗长势比在 ＭＳ培养基上健壮。

表１　不同品种花生种子在２种培养基中的萌发率 ％

花生品种
培养基

１／２ＭＳ　 ＭＳ
花生品种

培养基

１／２ＭＳ　 ＭＳ

Ｈｚ００１　 １００　 ９８．２ Ｈｚ０１３　 ７３．１　 ７３．１

Ｈｚ００２　 ２６．７　 １９．５ Ｈｚ０１４　 ７６．３　 ７２．０

Ｈｚ００３　 ９７．０　 ９１．３ Ｈｚ０１５　 ８９．０　 ８９．０

Ｈｚ００４　 ９９．０　 ９６．０ Ｈｚ０１６　 ８６．０　 ８５．０

Ｈｚ００５　 ７９．６　 ７５．４ Ｈｚ０２６　 １００　 ９７．５

Ｈｚ００６　 ９８．８　 ９５．５ Ｈｚ０２７　 ９６．８　 ９５．４

Ｈｚ００８　 ８６．８　 ７２．１ Ｈｚ０３０　 ７３．０　 ６５．６

Ｈｚ００９　 ９４．０　 ９１．３ Ｈｚ０３７　 ８１．０　 ７５．８

Ｈｚ０１０　 １００　 ８９．５ Ｈｚ０４１　 ８７．８　 ７９．３

Ｈｚ０１１　 ８４．６　 ８３．２ Ｈｚ０４９　 ７５．４　 ７１．０

Ｈｚ０１２　 １００　 １００ Ｈｚ１０２　 ９８．６　 ９８．０
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２．２　不同品种花生幼叶丛生芽诱导率的差异

由图１可以看出，不同品种花生幼叶丛生芽诱导

率差异较大（３１．８％～９８．４％），幼叶丛生芽诱导率在

８０％以上的只有６个品种。其中，Ｈｚ００６丛生芽诱导

率最高（９８．４％），Ｈｚ００１、Ｈｚ０１２和Ｈｚ０３７的诱导率也

达到了９０％以上，且几乎都是丛生芽（图２ａ－２ｃ）；而
Ｈｚ０１５的丛生芽诱导率只有３１．８％，且诱导愈伤较多

（图２ｄ），诱 导 过 程 出 现 愈 伤 组 织 较 多 的 品 种 还 有

Ｈｚ００４、Ｈｚ００８、Ｈｚ０１１、Ｈｚ０１３、Ｈｚ００３、Ｈｚ０４９等。

２．３　Ｃａｒｂ和Ｃｅｆ对花生幼叶丛生芽形成的影响

由图３可以看出，Ｃａｒｂ对花生幼叶丛生芽的形

成有一定的促进作用，Ｈｚ００４、Ｈｚ００９和Ｈｚ０２７在添

加５００ｍｇ／Ｌ　Ｃａｒｂ后，丛生芽诱导率比ＣＫ分别提

高了１２．１、１３．５、９．８个百分点；而Ｃｅｆ对花生幼叶

丛生芽的诱导则有抑制作用，对外植体伤害较大，大
多数花生品 种 诱 导 率 出 现 不 同 幅 度 的 降 低，其 中，

Ｈｚ０１０表现最明显，加入Ｃｅｆ的 丛 生 芽 诱 导 率 只 有

５．５％，诱导率比ＣＫ降低了４８．５个百分点。

图１　不同品种花生幼叶丛生芽诱导率的差异

ａ．Ｈｚ００６；ｂ．Ｈｚ００１；ｃ．Ｈｚ０１２；ｄ．Ｈｚ０１５

图２　不同花生品种幼叶丛生芽和愈伤组织

图３　Ｃａｒｂ和Ｃｅｆ对花生幼叶丛生芽诱导率的影响
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３　结论与讨论

３．１　不同培养基对不同花生品种种子萌发的影响

不同花生品种种子 在１／２ＭＳ培 养 基 上 的 萌 发

率稍高于 ＭＳ培养基，但同一品种差别不是太大，相
差最大的为 Ｈｚ００８，在１／２ＭＳ和 ＭＳ培养基上的萌

发率相差１４．７个百分点，其他品种相差很不明显。
不同花生品种的萌发率差异较大，大多数品种的种

子萌发率都在７０％以 上，但 Ｈｚ００２在１／２ＭＳ培 养

基、ＭＳ 培 养 基 上 的 萌 发 率 分 别 仅 为 ２６．７％、

１９．５％，萌发率非常低，而该品种为白籽花 生，白 籽

花生的出芽率有待进一步研究。可见，种子萌发率

与花生品种关系密切。从苗的长势来看，１／２ＭＳ培

养基上的幼苗长势比在 ＭＳ培养基上的长势壮，这

可能与培养基中蔗糖的质量浓度有关，１／２ＭＳ培养

基中蔗糖质量浓度只有 ＭＳ培养基中的一半，渗透

压低，种子易吸胀，萌发快，因此，幼苗长势较健壮。

３．２　不同品种花生幼叶芽诱导率的差异

不同花生品种在同一培养基上的芽诱导率差异

显著，２２个花生品种中，芽诱导率达到９０％以上的

有 Ｈｚ００１、Ｈｚ０１２、Ｈｚ００６、Ｈｚ０３７，最高的为 Ｈｚ００６，
达到９８．４％，且大多数为丛生芽；最低的为 Ｈｚ０１５，
只有３１．８％，与 Ｈｚ００６诱导率相差将近７０个百分

点，且诱导愈伤较多，诱导过程出现愈伤较多的品种

还有 Ｈｚ００４、Ｈｚ００８、Ｈｚ０１１、Ｈｚ０１３、Ｈｚ００３、Ｈｚ０４９
等。花生幼叶芽的诱导率受花生品种的影响较大，
这与前人的研究结果［１１－１３］一致，进一步证实了不同

花生品种对其幼叶芽诱导分化的影响。本研究筛选

出的高诱导率花生品种，可应用于更深入的花生转

基因研究。

３．３　Ｃａｒｂ和Ｃｅｆ对花生幼叶丛生芽诱导的影响

Ｃａｒｂ和Ｃｅｆ是 农 杆 菌 介 导 转 化 试 验 中 广 泛 使

用的杀菌剂，对大多数菌株的抑菌效果较好，但对植

物组织分化影响不同［１４－１６］。因此，农杆菌转化之前，
在抗生素的敏感性试验中，不仅要考虑抗生素的抑

菌效果，还要考虑抗生素对植物组织诱导分化及其

再生的影响，确定适宜的抗生素种类及最佳质量浓

度是非常重要的。
研究表明，Ｃａｒｂ对多数花生幼叶丛生芽诱导有

一定的促 进 作 用，Ｈｚ００４、Ｈｚ００９、Ｈｚ０２７添 加Ｃａｒｂ
后，不定芽诱导率分别提高 了１２．１、１３．５、９．８个 百

分点；而添加Ｃｅｆ后，２２个 花 生 品 种 的 芽 诱 导 率 均

下降，从试验结果来看，不同花生品种对Ｃｅｆ的反应

有所不同，Ｈｚ０１０的芽诱导率下降最明显，添加５００
ｍｇ／Ｌ　Ｃｅｆ后，不定芽诱导率下降了４８．５个百分点，

可见，Ｃｅｆ对不定芽诱导有一定的抑制作用，这与邹

湘辉［１７］和秦耀国等［１８］的结果一致。
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