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摘  要 小豆再生体系建立是小豆基因功能分析和转基因研究的基础，本实验研究了小豆 GM278、GM13、京农 5 号、京

农 6 号、京农 8 号和吉红 9 号的再生能力，分析了苗龄、外源激素、外植体种类对丛生芽诱导率的影响。不同小豆材料、苗

龄及外源激素浓度组配，不定芽的诱导率不同。小豆下胚轴是适宜再生的外植体，无菌苗龄以 5 d 之内为宜。京农 5 号品种

丛生芽再生率最高，达 82.5%。适宜丛生芽诱导培养基是 MS+2 mg/L6-BA+7g/L 琼脂+30 g/L 蔗糖，生根培养基为

1/2MS+0.1 mg/L IBA+7g/L 琼脂+15 g/L 蔗糖。 
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Abstract Construction of azuki bean regeneration system is essential for gene function analysis and transgene research. 

Regeneration ability of GM278, GM13, Jingnong5, Jingnong6, Jingnong8 and Jihong9 were analyzed in this research. The effect of 

seedling age, exogenous hormones, explants types on inducing cespitose buds frequency was explained. The inducing rate of 

adventitious shoots are different with different seedling age, hormone concentrations and ratio. Excised hypocotyl of sterile seedling 

is more suitable explant for regeneration. Optimum seedling age of  induced cespitose buds is in five days. Jingnong5 variety had 

maximal regenerated adventitious shoots frequence of 82.5% The culture medium ingredients of MS, 2 mg/L 6-BA, 3% sucrose and 

0.7% agar are useful for producing adventitious shoots. The culture medium of 1/2MS, 0.1 mg / L 6-BA, 15 g/L sucrose and 7 g/L 

agar is propitious to rhizogenesis. 
Keywords Azuki bean (Vigna angularis); Hypocotyls; Cespitose buds; Plant regeneration 

研究背景 

小豆(Vigna angularisi)，又名红小豆、赤豆，起

源于中国，具有悠久栽培历史。世界上约有24个国

家种植小豆，但主要在亚洲种植，我国是世界最大

的小豆生产国和出口国，产品销往日本、韩国、新

加坡、马来西亚、菲律宾、欧美等30多个国家和地

区(林汝法和柴岩等, 2002; http://www.mgcic.com/sh- 

ow.php?articleid=1800)。 

植物外植体离体再生是植物遗传转化的基础，

豆科植物遗传转化频率低的主要原因之一是外植

体离体再生较困难。近年来，在大豆中以子叶节、

胚轴(袁鹰等, 2001; Wang et al., 2003; 李明春和邢

来君等, 2006; 李海燕等, 2008)、胚尖(张东旭等, 

2008)为外植体，进行再生能力和转化体系研究(姬

月梅和邱丽娟等, 2008)。已见花生(张斌等, 2006; 

雷萍萍等, 2009)、蚕豆(刘洋, 2010)、豌豆(苏承刚等, 

2007)、绿豆(张树录等, 1986; 聂刘旺等, 1999)、苜

蓿(梁慧敏等, 2003; 赵金梅, 2010)等豆科植物的组
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织培养及植株再生研究的报道。 

在小豆中，许智宏等(1983)初步用5-7日苗龄的无

菌苗上胚轴，在MS附加不同种类或浓度的植物素培

养基中得到再生植株，认为玉米素促芽效果较好。金

正彪等(1985)将上胚轴外植体在单MS培养基中诱导

出再生植株，0.2 mg/L NAA和0.2 mg/L BA对愈伤组

织的形成和芽的分化最为合适，4周后形成愈伤组织。

鲁明塾和杨金水等(1985)用子叶愈伤组织诱导出再生

植株，但苗分化率较低。黄培铭等(1989)用叶肉原生

质体愈伤组织分化成苗。金文林和蓬原雄三(1993)用

小豆初生叶、上胚轴、子叶、子叶节、主根基部和根

尖外植体诱导愈伤组织及再生植株；其中上胚轴能够

诱导出愈伤组织及芽、根、得到幼苗和植株；子叶能

诱导出愈伤组织、根和芽；其他外植体可诱导出愈伤

组织和根，但诱导率低，需要时间长；在加入0.1~0.4%

的6-BA培养基上，进行外植体直接再分化，不同品

种再生能力存在很大差异，L-I-57最好，其最高芽诱

导率为29.2%；发芽培养基中加入6-BA，诱导外植体

愈伤组织所需时间短, 诱导率可达100%。Sato(1993)

用上胚轴诱导的愈伤组织分离和培养原生质体，从原

生体培养出愈伤组织并诱芽诱根、得到完整植株，认

为1 mg/L的2,4D +BAP (6-benzylaminopurine, 6-苄

基嘌呤)激素浓度组合诱导频率最高。Renato A. 

Avenido等(2000)将小豆下胚轴和根在MS+B5维生

素+4.4 µmol/L BA (6-benzyladenine)的培养基中，诱

导出丛生芽，获得再生植株；以培养6周8~10 mm长

的子叶节为外植体为宜，日本栽培小豆Bansei aki的最

高芽分化可达78.7%。 

国内用小豆下胚轴离体再生的研究还未见报

道，本研究旨在筛选再生能力强的小豆材料及外植

体、找出有利再生的激素浓度配比，提高诱导效率，

建立中国栽培小豆适宜的组织培养再生体系，为小

豆基因功能分析和转基因研究及通过遗传转化改

良小豆奠定基础。 

1结果与分析 

1.1种子萌发天数对小豆下胚轴再生能力的影响 

萌发5 d、7 d、9 d和11 d的无菌苗下胚轴在

MS+2 mg/L 6BA+3%蔗糖的芽诱导培养基上诱导

生芽，培养30 d左右在下胚轴的下端周围分化出丛

生芽，统计芽分化频率结果表明(表1)，萌发5 d、7 d、

9 d和11 d的无菌苗下胚轴都能诱导形成丛生芽，但

芽的分化频率有所差异。随着无菌苗发芽天数逐渐

增大，丛生芽分化频率减小。 

表1 种子萌发天数对小豆下胚轴诱芽的影响 

Table 1 Effects of sterile seedling age on budding rate from 

hypocotyl in azuki bean 

种子萌发天数(天) 

Seed germinating  

(day) 

外植体个数(个) 

Number of 

explant 

芽分化频率(%) 

Shoot initiating 

frequency (%) 

5 50 85.0 

7 63 79.4 

9 52 51.9 

11 58 36.2 

1.2激素浓度对小豆下胚轴诱导从生芽的影响 

激素是诱导植物组织再生的关键因素，不同激

素，同一激素的不同浓度，对同一种外植体的诱导

效果不同。本试验采用3种不同的BA和NAA浓度组

合，共9种培养基，这些培养基，除了MS+1 mg/L 

6-BA+0.5 mg/L NAA+3%蔗糖的培养基不能诱

导外植体产生丛生芽外，其他8种培养基都能诱

导下胚轴外植体最下端处产生丛生芽，以BA浓

度为2 mg/L，不加NAA的培养基对小豆下胚轴分化

芽的诱导效果最好，芽分化频率达到82.7%。当培

养基中NAA浓度为0或0.2 mg/L时，随着6-BA浓度

的增大，芽分化率逐渐降低；当培养基中6-BA浓度

一定时，NAA浓度越大，芽分化率越小(表2)。 

1.3小豆不同基因型及外植体的再生能力比较  

本试验中将6个栽培小豆成熟种子萌发5 d的无

菌苗上胚轴和下胚轴分别接种在  MS+2 mg/L 

6BA+3%蔗糖的芽诱导培养基上。除JN5号上胚轴和

吉红9号上、下胚轴均没有诱导出芽(表3)，其余都

诱导出丛生芽，但丛生芽分化频率在不同基因型和

不同外植体间存在一定差异 (图1)，诱导率在

0~82.5%范围内，其中JN5芽分化频率最高，达到

82.5%。JN5上胚轴、吉红9号上胚轴和下胚轴再生

率均为0，GM278、GM13、JN5和JN6小豆下胚轴

再生率均大于上胚轴，表明小豆下胚轴有较高的再

生能力。 
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表2 不同6-BA和NAA浓度组配京农5号下胚轴离体培养芽分化 

Table 2 Shoot initiating frequency of  hypocotyls explant in JN5 by different concentration ration of 6-BA and NAA  

6-BA(mg/L) 

6-benzyladenine 

NAA(mg/L) 

Naphthalene acetic acid 

接种外植体数(个) 

Number of explants 

分化芽外植体数(个) 

Number of shooting explants 

芽分化频率(%) 

Frequency of shoot 

initiation (%) 

1 0.0 50 40 80.0 

2 0.0 52 43 82.7 

3 0.0 47 32 68.1 

1 0.2 54 18 33.3 

2 0.2 46 10 21.7 

3 0.2 49 8 16.3 

1 0.5 51 0 0.0 

2 0.5 53 9 17.0 

3 0.5 45 6 13.3 

 

表3 小豆胚轴外植体芽分化率 

Table 3 Frequency of shoot initiation from hypocotyls explant in cultivated azuki bean  

品种(品系) 

Variety (line) 

外植体类型 

Type of explants 

接种外植体数(个) 

Number of explants 

分化芽外植体数(个) 

Number of shooting explants 

芽分化频率(%) 

Frequency of shoot initiation (%) 

GM278 上胚轴  

Epicotyl 

76 20 26.3 

下胚轴 

Hypocotyl 

51 23 45.1 

GM13 上胚轴 

Epicotyl 

87 22 25.3 

下胚轴  

Hypocotyl 

57 19 33.3 

京农5号 

Jingnong 5 

上胚轴  

Epicotyl 

85 0 0 

下胚轴  

Hypocotyl 

63 52 82.5 

京农6号 

Jingnong 6 

上胚轴  

Epicotyl  

90 34 37.8 

下胚轴 

Hypocotyl 

54 21 38.9 

京农8号 

Jingnong 8 

上胚轴  

Epicotyl 

80 37 46.3 

下胚轴 

Hypocotyl 

61  30 49.2 

吉红9号 

Jihong 9 

上胚轴  

Epicotyl 

75 0 0 

下胚轴  

Hypocotyl 

43 0 0 
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图 1 不同小豆胚轴外植体芽分化频率 

Figure 1 Frequency of shooting initiation from hypocotyls 

explant in cultivated azuki bean 

2讨论 

李凤玉等(1999)研究表明大豆子叶离体诱导

不定芽、不定根的发生和植株再生最适宜的苗

龄为 3 d。金文林和蓬原雄三(1993)认为初生叶以出

芽后 2 d苗龄的材料最好，而上胚轴、子叶、子叶

节、主根基部和根尖外植体以出芽后 3 d 苗龄的

愈伤组织分化诱导率较高。本研究表明发芽 5 d

的小豆无菌苗下胚轴芽分化频率最高，下胚轴的

再生能力比上胚轴强，芽分化频率达 82.5%。因

此，在以小豆下胚轴为外植体进行再生试验时，

应选用苗龄 5 d 之内的无菌苗。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
图2 栽培小豆胚轴诱导的再生芽和植株 

Figure 2 Regenerating Shoot and plant induced by hypocotyls in cultivated azuki bean  

注: A: 无菌苗; B: 下胚轴直接诱导的丛生芽; C: 上胚轴直接诱导的丛生芽; D: 下胚轴再生小植株 

Note: A: Sterile seedling; B: Shoot clumps induced by hypocotyls; C: Shoot clump induced by epicotyls; D: Small plants regenerated 

by hypocotyls 

6-BA是最重要的植物激素，可促使分生组织分

裂并打破顶端优势促进不定芽的形成(龚学臣等, 

2005)。本研究结果表明，NAA浓度较高时，造成

愈伤组织的大量生长，过度生长的愈伤组织抑制了

芽的生长，因此降低了芽分化率。适宜的6-BA浓度

可显著地促进丛生芽的形成，高浓度的6-BA对芽生

长有抑制作用，本试验中添加2 mg/L 6-BA的丛生

芽诱导率显著地高于其他浓度组合的诱导率。 

同一品种的不同外植体，由于内源激素含量不

同，在同样培养基成分和培养条件下芽诱导率不

同。不同品种由于遗传及生理差异，由下胚轴诱导

芽再生的效果也不同(Barwale et al., 1986)。本实验

用MS+2 mg/L 6-BA+3%蔗糖为芽诱导培养基，对6

个在栽培小豆下胚轴直接诱导再生芽的效果都比

较好，芽分化频率达到25.3~82.5%，JN5下胚轴丛

生芽诱导率82.5%，明显高于其他材料，初步认为

JN5下胚轴是诱导丛生芽产生并再生植株的良好材

料。马晖玲等(2004)研究表明苜蓿不同品种间体细

胞胚胎发生能力表现出明显差异，紫花苜蓿品种下

胚轴均有较强的再生率。金文林和蓬原雄三(1993)

选用G-I-24、L-I-57、86早67、蛭川小豆和蛭川大

纳言等7个栽培小豆进行外植体直接诱导，发现不

同品种再生能力存在很大差异，L-I-57上胚轴外植

体诱芽率最高，达29.2%。本研究认为下胚轴再生

能力较强，但不同小豆下胚轴的再生能力存在差

异。仍需要广泛筛选，找出再生能力强的小豆种质

进行遗传转化，并进一步确定最佳诱导苗龄、激素

种类和浓度，提高诱导率，缩短诱导时间，建立高

效的小豆再生体系。 

3材料和方法 

3.1材料 

小豆GM278、GM13、京农5号、京农6号、京

农8号和吉红9号种子由北京农学院植物科学技术
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学院小豆研究室提供。 

3.2方法 

3.2.1无菌苗的培养 

种子经严格精选后，在超净工作台上先用

70%的酒精表面消毒30s，再用5%的次氯酸钠灭

菌15 min，随后用无菌水冲洗5~6次，接种在MS培

养基上待发芽，温度28℃，光周期16/8 h，光照强

度2 000 lx。 

3.2.2外植体的培养条件 

切取无菌苗胚轴接种在芽诱导培养基上诱导

生芽(芽诱导培养基配方详见各具体试验设计)，每

两周换一次新鲜培养基，一个月后按公式:分化频率

=分化芽苗的外植体数/未被污染外植体总数，调查

芽苗分化情况，并统计芽分化频率，当芽长至2 cm

左右时切下转入1/2MS+0.1 mg/L IBA+1.5%蔗糖培

养基中生根，培养一周后，诱导出根，每株可长出

3~6条根，20 d后打开瓶盖，炼苗2~3d，然后轻轻洗

去根部培养基，移栽到已灭菌的蛭石和土壤为1:1

的基质中培养。实验用培养基是含0.7%琼脂的MS

固体培养基，pH5.8，121℃高压湿热灭菌16 min，

接入外植体，培养昼夜温度24/18℃，光周期16/8 h，

光照强度2 000 lx。 

3.2.3成熟种子萌发天数对小豆下胚轴再生能力影

响的实验 

分别将在MS培养基上萌发5 d、7 d、9 d和11 d

的 JN5小豆无菌苗下胚轴接种在  MS+2.0 mg/L 

6BA+3.0%蔗糖、pH5.8的芽诱导培养基上，一个月

后统计芽分化频率。 

3.2.4激素浓度对小豆下胚轴直接诱导丛生芽影响

的实验 

将萌发5 d的JN5号小豆无菌苗下胚轴接种在

BA浓度分别为1.0 mg/L、2.0 mg/L、3.0 mg/L，NAA

浓度为0、0.2 mg/L、0.5 mg/L的不同的芽诱导培养

基上(见表4)，一个月后统计芽分化频率。 

3.2.5小豆不同基因型及胚轴再生能力比较试验 

用栽培小豆GM278、GM13、JN5、JN6、JN8、

吉红9号发芽6 d的无菌苗上胚轴、下胚轴外植体，

在芽诱导培养基MS+2 mg/L 6-BA+3%蔗糖上诱导

丛生芽，一个月后统计芽分化频率。 

表4 芽诱导培养基构成 

Table 4 The component of culture media inducing adventitious 
shoots 

培养基 

Culture 

medium 

培养基成分 

Component of Culture medium 

MS-1 MS+1mg/L6BA+3%蔗糖 

MS+1mg/L6BA+3% cane sugar 

MS-2 MS+2mg/L6BA+3%蔗糖  

MS+2mg/L6BA+3% cane sugar 

MS-3 MS+3mg/L6BA+3%蔗糖  

MS+3mg/L6BA+3% cane sugar 

MS-4 MS+1mg/L6BA+0.2mg/LNAA+3%蔗糖  

MS+1mg/L6BA+0.2mg/LNAA+3% cane sugar 

MS-5 MS+2mg/L6BA+0.2mg/LNAA+3%蔗糖  

MS+2mg/L6BA+0.2mg/LNAA+3% cane sugar 

MS-6 MS+3mg/L6BA+0.2mg/LNAA+3%蔗糖  

MS+3mg/L6BA+0.2mg/LNAA+3% cane sugar 

MS-7 MS+1mg/L6BA+0.5mg/LNAA+3%蔗糖  

MS+1mg/L6BA+0.5mg/LNAA+3% cane sugar 

MS-8 MS+2mg/L6BA+0.5mg/LNAA+3%蔗糖  

MS+2mg/L6BA+0.5mg/LNAA+3% cane sugar 

MS-9 MS+3mg/L6BA+0.5mg/LNAA+3%蔗糖  

MS+3mg/L6BA+0.5mg/LNAA+3% cane sugar 
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