
Botanical Research 植物学研究, 2022, 11(5), 597-603 
Published Online September 2022 in Hans. http://www.hanspub.org/journal/br 
https://doi.org/10.12677/br.2022.115072   

文章引用: 史慎奎, 王春芳, 祁东梅, 王玉芳, 王冰嵩, 栾素荣, 姜海红, 张温典, 李瑞来, 高颖. 黍子愈伤组织诱导

与再生分化最适条件探究[J]. 植物学研究, 2022, 11(5): 597-603. DOI: 10.12677/br.2022.115072 

 
 

黍子愈伤组织诱导与再生分化最适条件探究 

史慎奎1，王春芳1*，祁东梅1，王玉芳1，王冰嵩2，栾素荣2，姜海红3，张温典1，李瑞来4， 
高  颖1 
1河北民族师范学院生物与食品科学学院，河北 承德 
2承德市农林科学院，河北 承德 
3平泉市林业草原局，河北 承德 
4河北省农业广播电视学校承德县分校，河北 承德 
 
收稿日期：2022年8月19日；录用日期：2022年9月16日；发布日期：2022年9月26日 

 
 

 
摘  要 

本研究以龙黍21茎尖为实验材料，不受环境、地域影响，通过植物组织培养，统计愈伤组织诱导率、发

芽率等，探究诱导愈伤及分化再生苗的最适激素种类和浓度，为今后黍子茎尖愈伤组织再生体系的建立

提供参考数据。研究表明，在激素2,4-D、NAA、ZT中，最适合龙黍21茎尖诱导愈伤组织的激素种类是

2,4-D，最适合的2,4-D诱导浓度为3 mg/L；NAA及ZT均不适宜其诱导。在激素KT、6-BA、TDZ中，最

适合龙黍21茎尖愈伤组织再分化生苗的激素种类是2,4-D+KT，最适合的KT诱导浓度为4 mg/L；
2,4-D+TDZ次之，偶有出芽现象；2,4-D+6-BA不曾诱导出苗，最不适宜。在激素KT、6-BA、TDZ中，

最适合龙黍21茎尖愈伤组织再分化生苗的激素种类是2,4-D+TDZ，最适合的TDZ诱导浓度为1 mg/L。 
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Abstract 
In this experiment, the stem tips of Longshu 21 were used as experimental materials, which were 
not affected by the environment and region. Through plant tissue culture, the induction rate and 
germination rate of callus were counted, and the optimal hormone types and concentration of 
callus induction and differentiation regeneration seedlings were explored, which provided refer-
ence data for the establishment of the callus regeneration system of proso millet stem tips in the 
future. Among hormones 2,4-D, NAA and ZT, 2,4-D was the most suitable hormone for callus in-
duction from the shoot tip of Longshu21, and the most suitable concentration of 2,4-D was 3 mg/L; 
NAA and ZT were not suitable for callus induction. Among hormones KT, 6BA and TDZ, KT was the 
most suitable hormone for regeneration of shoot tip callus of Longshu 21, and the most suitable 
concentration of KT was 4 mg/L; followed by 2,4-D+TDZ, there were occasional budding pheno-
mena; 2,4-D+6BA did not induce seedling emergence, which was the most inappropriate. Among 
hormones KT, 6-BA and TDZ, the most suitable hormone for regeneration of shoot-tip callus was 
2,4-D+TDZ, and the most suitable concentration of TDZ was 1 mg/L. 
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1. 引言 

黍子(Panicum miliaceum L.)起源于中国，属“五谷”之一，是我国重要的杂粮作物[1]，栽培历史悠

久，种植区域广泛，尤其在我国的华北、西北等地栽培甚广，其早熟、耐瘠、耐旱的特点使其成为主要

的粮食作物和重要的抗旱救灾作物，但生产上品种混杂单一、效益较低等问题仍然存在[2] [3] [4]。 
随着黍子资源的需求日益增长，然而目前种植的黍子优质品种资源有限，其遗传育种仍然处于传统

育种阶段，尚未进入到分子育种阶段，阻碍了其遗传改良的进度。为了推动黍子育种水平的提升，增强

基因的利用效率，建立稳定高效的黍子遗传转化体系是提高黍子育种效率的重要一步，其中的再生体系

的构建是遗传转化体系的重要组成部分，因此，有必要建立黍子高效的再生体系。目前，尽管黍子有关

此方面的研究比较少，但王寒玉等优化了与黍子类似，同属禾本科植物的谷子的组培条件，得出激素 2,4-D
对其重要性[5]；黄娟等探究了不同外植体对组织培养的影响，从中可见选用茎尖的优势[6]；刘琴等说明

了激素对营养繁殖的重要性[7]；多项研究显示利用茎尖作为外植体，对再生体系的建立进行探究，并得

到不错的效果[8] [9] [10]。目前，在黍子再生体系构建上，激素是最关键的影响因素之一，由于有关激素

种类与浓度的调配还不成熟，未见到高效的黍子愈伤组织再生体系的研究报道[11]。 
利用黍子茎尖作为外植体的一个很大的优点就是不受环境、地域影响[12]，本研究采用适合本地区栽

培的黍子品种龙黍 21 为实验材料，利用茎尖对诱导黍子愈伤组织及分化再生苗的最适条件进行初步探

究，主要通过统计愈伤组织诱导率、发芽率等，找到其最适激素种类和浓度，为今后黍子茎尖愈伤组织

再生体系的建立提供参考数据，为功能基因和基因工程的研究打下基础。 
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2. 材料和方法 

2.1. 材料 

本研究采用的黍子品种是龙黍 21，为本地区搜集到的适合承德地区栽培的现代育成种，其愈伤组织

诱导的种子材料由黑龙江农林科学院提供。 

2.2. 方法 

2.2.1. 种子的消毒及接种 
先用 75%的乙醇润洗种子 2 次(每次时间不超 30 s)，将不饱满的种子及杂质漂洗倒掉。然后，将种子

浸泡在 0.1%升汞中 5 min，期间不断摇晃，在连续振荡期间，升汞溶液对种子和烧杯内壁进行充分消毒。

最后，将种子用消毒蒸馏水洗涤 3 次，洗去残余升汞，灭菌完成[13]。而后进行接种，用镊子将种子在

MS 培养基平板中整齐排布。接种结束后，火焰迅速灼烧封口处后密封，放入培养箱中培养。 

2.2.2. 外植体的获得 
外植体的获得要在种子茎尖长到 1 cm 左右时，在超净工作台上进行操作，用镊子将其放到大培养皿

滤纸上并轻轻按住一端，用解剖刀将茎尖平切成小段，放入小烧杯。为保证无菌环境，解剖刀、镊子不

可过长时间不间断使用，使用过程中约每两盘后用消毒器消毒，冷却后使用，防止损伤茎尖。 

2.2.3. 茎尖的消毒与愈伤组织的诱导 
本步骤和种子的消毒及接种其步骤大致相同，不同之处在于需在各锥形瓶中加入激素，摇晃混匀。

灭菌步骤也略有不同，灭菌第二步换用 2% NaClO 浸泡 25 min，其他步骤相同。灭菌完成后，用镊子将

茎尖从小烧杯中移入到滤纸上，吸去多余水分后接种到各培养皿上，灼烧封口、做好记录工作并放入培

养箱中培养，每两周继代 1 次，及时切去幼芽和根状体，继代 2 次最终得到愈伤组织[14]。 

2.2.4. 苗与根的分化 
对于黍子苗与根的生长，在操作时要选用优质的愈伤组织，进行再分化。依据细胞分裂素和细胞生

长素的不同比例，可促进植物根与苗在不同方向上的分化，从而设置不同配比[14] [15]。在无菌条件下，

将优质黍子愈伤组织分别接种到各不同分化培养基上。用灭菌好的镊子在生长培养基上轻轻夹起愈伤，

将其放入到小瓶中，每瓶可放 1~2 颗，尽可能的不碰到瓶壁，防止污染，外焰灼烧瓶口后用盖子盖上。

放入光照培养箱中进行培养，约 20 天后进行观察，并统计其分化情况[14] [15]。 

2.2.5. 所用激素种类及浓度 
诱导愈伤组织选用激素 2,4-D、NAA 及 ZT；愈伤组织再分化苗激素浓度的选择：培养皿中添加 2,4-D

浓度 3.0 mg/L，TDZ、KT 和 6-BA 浓度分别从 3.25 mg/L 以 0.25 mg/L 为 1 个梯度至 7.5 mg/L；分化根激

素浓度的选择：培养皿中添加 2,4-D 浓度 3.0 mg/L，TDZ、KT 和 6-BA 浓度分别从 0.25 mg/L 以 0.25 mg/L
为 1 个梯度至 2.75 mg/L [14] [15] [16]。 

2.2.6. 数据统计与分析 
用激素对黍子品种龙黍 21 进行诱导，测定它在不同浓度条件下的愈伤组织诱导率及分化率，数据统

计方法如下[15] [16]： 
愈伤组织诱导率(%) = 诱导出愈伤组织茎尖数/接种茎尖总数 × 100% 
芽分化率(%) = 产生绿芽的愈伤组织块数/接种愈伤组织总块数 × 100% 
根分化率(%) = 产生根的愈伤组织块数/接种愈伤组织总块数 × 100% 
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3. 结果与分析 

3.1. 黍子茎尖消毒最适时间 

在实验过程中，由于黍子茎尖的消毒效果总是不够理想，本研究的消毒方式是采用与黍子非常类似

的谷子的消毒方式：先 75%的乙醇润洗 2 次(每次时间不超 30 s)，然后 2% NaClO 浸泡 15 min，最后用已

灭菌好的蒸馏水清洗 3 次，洗去残余 NaClO，灭菌完成。但在实验进程中，消毒效果不够理想，染菌的

现象时有发生，对实验的进一步操作带来严重影响，故以 5 分钟为 1 个梯度，对消毒时间从 10 min 至 30 
min 的消毒效果进行探究。发现龙黍 21 茎尖消毒时间为 25 min 时，最不易染菌，消毒效果最为理想，愈

伤生长质量最好。 

3.2. 不同种类及浓度激素对诱导愈伤组织的影响 

本研究选用激素 2，4-D、NAA 及 ZT，激素浓度以 0.5 mg/L 为 1 个梯度从 1 mg/L 至 4 mg/L (表 1)。
在不同种类及浓度激素的培养基上接种黍子茎尖，每个浓度每次做 3~5 盘，培养 2 周后，将愈伤继代培

养，进一步观察愈伤生长状态，重复试验 3 次，统计结果保证实验的准确性。发现添加 2,4-D 为 3.0 mg/L，
愈伤组织诱导率最高(40%)，其他激素种类及浓度效果均不理想(图 1)。 

 

 
(a) TDZ 2.0 mg/L      (b) 1.0 mg/L 2,4-D       (c) 2.0 mg/L 2,4-D        (d) 2,4-D 3.0 mg/L 

Figure 1. Effects of 2,4-D and TDZ on callus induction 
图 1. 2,4-D、TDZ 对愈伤诱导的影响 

 
Table 1. Callus induction rate of different concentrations of 2,4-D 
表 1. 不同浓度 2,4-D 的愈伤诱导率 

2,4-D 浓度(mg/L) 愈伤质量 愈伤颜色、直径 愈伤诱导率 染菌率 水渍化现象 

1.0 软块状，质地松散 白，<0.5 cm 5% 5% 多 

1.5 软块状，质地松散 白，<0.5 cm 10% 0% 多 

2.0 硬块状，质地较紧密 偏黄，0.5~1.0 cm 20% 10% 较多 

2.5 硬块状，质地紧密 淡黄，0.5~1.0 cm 25% 0% 少 

3.0 硬颗粒状，质地紧密 淡黄，0.5~1.0 cm 40% 0% 少 

3.5 硬颗粒状，质地紧密 偏褐，0.5~1.0 cm 25% 0% 少 

4.0 硬颗粒状，质地紧密 偏褐，0.4~1.0 cm 15% 5% 较多 

3.3. 不同种类及浓度激素对愈伤诱导芽的影响 

测定各激素条件下，优质愈伤分化苗的百分率。无菌条件下，设置不同细胞分裂素和生长素的配比，

2,4-D+KT，2,4-D+TDZ，2,4-D+6BA 设置浓度梯度(表 2)，激素浓度以 0.5 mg/L 为 1 个梯度从 3.5 mg/L
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至 7.5 mg/L，每梯度 5 瓶，重复 3 次，将龙黍 21 号愈伤接种在培养瓶中，暗培养 25℃，8 h；光培养 28℃，

16 h，发现添加 2,4-D+6BA 对龙黍 21 号愈伤再分化的效果不明显，没有明显的出芽现象，2,4-D+TDZ 次

之，2,4-D 浓度为 3 mg/L + KT 浓度为 4 mg/L 时出现明显的嫩芽，愈伤分化率最高(10%)，并且愈伤组织

褐化较轻，质地紧密，生长状况良好(图 2)。 
 

          
(a) 4.0 mg/L KT 培养瓶图        (b) 4.0 mg/L KT 细节放大图 

Figure 2. Effects of KT on bud differentiation rate of callus buds 
图 2. KT 激素对愈伤芽分化率的影响 

 
Table 2. Differentiation rate of callus buds with different concentrations of KT 
表 2. 不同浓度 KT 的愈伤芽分化率 

激素浓度(mg/L) 出绿点情况 分化率 芽长 愈伤褐化程度 

4.0 (KT 浓度) 较多 10% 0.5~1.0 cm ** 

4.5 (KT 浓度) 较少 7% 均少于 0.5 cm *** 

5.5 (TDZ 浓度) 少 5% 均少于 0.5 cm **** 

注：“*”表示愈伤组织的褐化程度。 

3.4. 不同种类及浓度激素对愈伤诱导根的影响 

测定各激素条件下，优质愈伤分化根的百分率。无菌条件下，设置不同细胞分裂素和生长素的配比，

2,4-D+KT，2,4-D+TDZ，2,4-D+6BA设置浓度梯度，激素浓度以0.5 mg/L为1个梯度从0.5 mg/L至4 mg/L，
每梯度 5 瓶，重复 3 次，将龙黍 21 号愈伤接种在培养瓶中，暗培养 25℃，8 h；光培养 28℃，16 h，将

愈伤组织接种于不同种类及浓度激素的培养基上，经多次操作，发现在 TDZ 为 1 mg/L 有生根情况(图 3)。 
 

 
Figure 3. Effects of TDZ on induced root 
differentiation rate 
图 3. 激素 TDZ 对诱导根分化率的影响 
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4. 讨论 

4.1. 愈伤组织诱导的条件 

本研究在探究诱导黍子愈伤组织的最适条件时，参考本实验室诱导谷子愈伤组织最适激素种类均为

生长素，故而采用生长素 2,4-D，ZT，NAA 对与谷子类似的黍子进行探究，激素 ZT 与 NAA 对黍子愈伤

组织诱导状况不佳，激素浓度以 0.5 mg/L 为 1 个梯度，从 0.5 mg/L 至 4 mg/L，均诱导率极低，且愈伤生

长状况差，不适宜龙黍 21 愈伤的诱导，激素 2,4-D 相比上两种激素来讲，对龙黍 21 愈伤的诱导情况则

大为好转，诱导率大大提高，愈伤质量更为优质，更适于龙黍 21 愈伤组织的诱导，这与本实验室对谷子

愈伤组织诱导情况的探究基本类似[14] [15]。 

4.2. 愈伤组织再分化的条件 

关于龙黍 21 愈伤组织芽的再分化，本研究设置了较为广泛的测定范围，和较为细致的浓度梯度，发

现添加 2,4-D+6BA 对龙黍 21 号愈伤再分化的效果不佳，重复实验多次，均没有明显的出芽现象；

2,4-D+TDZ 次之，在 2,4-D 浓度为 3 mg/L + TDZ 浓度为 4.5 mg/L 时偶有类似出芽现象，但芽苗极短，细

弱，且并不是每次都会发生；2,4-D 浓度为 3 mg/L + KT 浓度为 4 mg/L 时出现明显的嫩芽，愈伤分化率

最高(10%)，并且愈伤组织质地紧密，生长状况良好[15]。 
关于龙黍 21 愈伤组织根的再分化，同样为了保证实验的准确性，设置了较为宽泛的测定范围和较为

细致的浓度梯度，且重复实验多次，与生芽类似，生根同样采用 KT、TDZ 及 6BA 三种激素，发现在 TDZ
为 1 mg/L 有生根情况，但多次按照同样情况操作未能重复出现生根现象，可能有以下几种原因：① 愈
伤生长状况不同，影响根的分化；② 培养条件与出现生根情况时略有不同，影响根的分化；③ 本研究

所设置的激素种类组合及浓度配比不够细化[16]。 
综上所述，对于龙黍 21 根部的再分化，本研究发现在 TDZ 为 1 mg/L 时有生根现象，但现象难以重

复，具体原因及条件仍需要进一步的探究。 

5. 结论 

通过探究不同种类激素浓度对黍子龙黍 21 茎尖愈伤组织诱导及再分化的影响，发现愈伤组织诱导的

最适合激素为 2,4-D，诱导浓度为 3 mg/L，诱导率达到 40%；愈伤组织再分化苗最适合激素为 2,4-D+KT，
最适KT浓度为 4 mg/L，分化率为 10%，生长状况最佳；愈伤组织再分化生根的最适合激素为 2,4-D+TDZ，
最适 TDZ 浓度为 1 mg/L，但重复效果不佳，具体原因及条件仍需进一步的探究。本研究为黍子再生体系

的建立提供了初步的依据，为进一步建立黍子再生体系奠定基础。 
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