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芒种子诱导愈伤组织的多因子正交试验研究①

杨宇晨, 陈智勇, 蒋建雄, 于肖寒, 易自力

湖南农业大学 生物科学技术学院,长沙410128

摘要:以3种不同基因型的芒为材料,通过设计各激素不同浓度配比方案,对3种材料进行试验,采用与试验设计相

应的统计、分析方法,探索以芒种子为外植体诱导愈伤组织的最佳方案.结果表明:芒种子诱导愈伤时,培养基中添

加激素的适宜浓度范围为:2,4-D:4.021~4.339mg/L,6-BA:0.846~1.032mg/L,KT:0.281~0.311mg/L.
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芒属植物(MiscanthusAnderss)是禾本科的一类多年生高大草本纤维植物,因其具有野生资源丰富、
适应性广、抗逆性强、产量高、净能产出高、生物质品质好、转化利用途径广、生态价值好等特点[1],是极

具开发潜力的能源植物之一[2].而芒(M.sinensis)作为芒属中的一个种,不但具有上述芒属植物的优势,还

因其具有株型紧凑、冬季枯黄的特性,而受到高度关注.进行芒属植物的多倍体育种、转基因研究时,需要

大量芒的愈伤组织为材料,通常用于诱导愈伤组织的外植体有幼穗、顶芽[3]等,但这些外植体的取材易受

植物生长周期的限制.本研究以芒的种子为外植体进行组织培养,探索其诱导愈伤时2,4-D,6-BA,KT
3种激素的适宜范围,旨在解决以芒的种子为材料诱导愈伤组织的一些问题.

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验材料04158采自湖北赤壁,02173采自湖南怀化,00051采自四川乐山.以上材料均种植于湖南农

业大学芒属植物资源圃.
1.2 试验方法

1.2.1 试验设计方法

采用二次正交回归组合设计,即中心复合设计中的二次通用旋转组合设计方法,进行芒种子的愈伤诱

导试验设计.
1.2.1.1 试验各因素及相关参数的确定

将2,4-D,6-BA,KT3个因素分别取5个水平,参考芒属植物组织培养文献中使用过的浓度,分别确

定各因素的最高浓度Z2j 和最低浓度Z1j,参照DPS 数据处理系统[4]中的运算公式,Z0j=1/2(Z2j+Z1j);

Δj=1/2(Z2j-Z1j)计算出零水平Z0j 及变化区间Δj(表1).
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表1 二次通用旋转组合设计参数

因素
2,4-D

/(mg·L-1)
6-BA

/(mg·L-1)
KT

/(mg·L-1)
因素

2,4-D
/(mg·L-1)

6-BA
/(mg·L-1)

KT
/(mg·L-1)

最高浓度Z2j 5 1.5 0.4 变化区间Δj 1 0.5 0.1
最低浓度Z1j 3 0.5 0.2 连续变化区间值Δk Δ1=0.595 Δ2=0.297 Δ3=0.059

零水平浓度Z0j 4 1 0.3

1.2.1.2 试验各因子的编码值及实施水平的确定

在确定了因子的上、下限及因子的零水平、变化区间以后,还需确定零水平试验点的个数,设计时选

择零水平试验点的次数为6次.设Δk 为浓度上限到零水平间的单位编码值连续变化区间值,则

Δk=(Z2j-Z0j)/γ
其中γ值为二次通用旋转组合设计3因素6重复的星号臂值,由m 值为6和因素数为3查得,本试验中γ
值为1.682.利用DPS软件设计的试验方案如表2:

表2 芒种子愈伤组织诱导试验方案

处理

组合
c1 c2 c3

2,4-D
/(mg·L-1)

6-BA
/(mg·L-1)

KT
/(mg·L-1)

处理

组合
c1 c2 c3

2,4-D
/(mg·L-1)

6-BA
/(mg·L-1)

KT
/(mg·L-1)

1 1 1 1 5 1.5 0.4 9 -1.682 0 0 2.318 1 0.3
2 1 1 -1 5 1.5 0.2 10 1.682 0 0 5.682 1 0.3
3 1 -1 1 5 0.5 0.4 11 0 -1.682 0 4 0.159 0.3
4 1 -1 -1 5 0.5 0.2 12 0 1.682 0 4 1.841 0.3
5 -1 1 1 3 1.5 0.4 13 0 0 -1.682 4 1 0.132
6 -1 1 -1 3 1.5 0.2 14 0 0 1.682 4 1 0.468
7 -1 -1 1 3 0.5 0.4 15-20 0 0 0 4 1 0.3
8 -1 -1 -1 3 0.5 0.2

1.2.2 种子诱导愈伤的方法

将从地里收回来的种子剥去颖壳,保存于4℃.接种前,用清水冲洗后,加入0.1%升汞(HgCl2)消
毒15min,无菌水冲洗5次[5],接种到相应的培养基中.培养基配制时母液均采用 MS,琼脂8g/L,糖

30g/L,相应激素按表2所设计的浓度加入.
1.3 数据计算方法

发芽率(%)=种子发芽数/接种数×100%
出愈率(%)=发生愈伤组织的外植体/发芽种子数×100%

试验数据采用DPS软件进行分析.

2 结果与分析

2.1 试验结果统计

统计各处理号6个重复中种子的发芽数和出愈数,计算每个处理号所对应的平均诱导率,得到如表3
所示数据.
2.2 试验数据分析

根据试验数据计算回归系数,以回归系数建立二元多项式回归方程

y=b0+∑
m

i=1
bixi+∑

m

i=1
biix2

i +∑
i<j

bijxixj
[4]

  本试验涉及3个因素,因此建立三元二次回归方程

y=b0+b1x1+b2x2+b3x3+b12x1x2+b23x2x3+b13x1x3+b11x21+b22x22+b33x23
其中常数项为b0;一次项系数为b1,b2,b3;交互项回归系数为b12,b23,b13;各因素的二次方效应回归系数为

b11,b22,b33.
2.2.1 回归方程的建立

对实验数据进行分析,得出:
(1)A0421:回归方程为
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y=0.587+0.204x1-0.287x2-0.842x3-0.031x21-0.045x22+0.0447x23+
0.018x1x2+0.042x1x3+0.792x2x3

剔除不显著项,简化后的回归方程为

y=0.587+0.204x1-0.287x2-0.031x21+0.792x2x3
  (2)A0444:回归方程为

y=0.521+0.206x1-0.457x2+0.465x3-0.027x21-0.014x22+0.559x23+
0.087x1x2-0.263x1x3+0.300x2x3

剔除不显著项,简化后的回归方程为

y=0.521+0.206x1-0.457x2-0.027x21+0.087x1x2-0.263x1x3
  (3)C0644:回归方程为

y=0.498+0.155x1-0.254x2-0.486x3-0.024x21--0.041x22-0.303x23+
0.024x1x2+0.024x1x3+0.655x2x3

剔除不显著项,简化后的回归方程为

y=0.498+0.155x1-0.254x2-0.024x21+0.655x2x3
表3 二次通用旋转组合设计各组合试验数据统计结果

处理组合
2,4-D

/(mg·L-1)
6-BA

/(mg·L-1)
KT

/(mg·L-1)
A0421平均

诱导率/%
A0444平均

诱导率/%
C0644平均

诱导率/%
1 5 1.5 0.4 65.22 71.56 55.72
2 5 1.5 0.2 54.78 77.71 47.88
3 5 0.5 0.4 63.33 66.54 51.22
4 5 0.5 0.2 65.34 70.78 55.23
5 3 1.5 0.4 69.27 74.87 57.09
6 3 1.5 0.2 57.10 62.60 48.96
7 3 0.5 0.4 67.65 79.39 56.22
8 3 0.5 0.2 74.70 81.01 62.44
9 2.318 1 0.3 59.31 64.67 50.89
10 5.682 1 0.3 62.52 67.79 54.74
11 4 0.159 0.3 72.43 79.26 60.59
12 4 1.841 0.3 60.41 66.64 52.83
13 4 1 0.132 67.92 73.67 57.07
14 4 1 0.468 71.49 77.42 60.43
15 4 1 0.3 69.69 74.84 58.29
16 4 1 0.3 70.77 76.40 57.69
17 4 1 0.3 71.44 76.89 60.44
18 4 1 0.3 66.15 72.36 56.92
19 4 1 0.3 67.73 75.37 59.21
20 4 1 0.3 68.84 73.99 59.42

2.2.2 显著性检验

对回归模型进行诊断,考察是否有意义;对回归方程的各项系数、失拟项进行统计检验,用统计量对回归

方程作F检验,检验回归方程与实际情况的拟合程度,是否能正确反映各因素与愈伤诱导率之间的关系.
(1)对A0421的回归模型进行诊断,根据方差分析表中F2 对应的p值为0.0019<0.05,因此回归模

型有意义.对各项系数进行显著性检验,得出Fb1=9.8171,Fb2=6.9440,Fb23=18.2130,均大于临界

值F0.05(1,10)=4.94,达显著水平;Fb3=2.0295,Fb12=0.9700,Fb13=0.2002,小于F0.05(1,10)=
4.94;说明因子3对该材料的愈伤诱导率无显著影响;因子1和2,因子1和3的交互效应小,不影响各因

子独立作用.对失拟项作F 检验:F1=2.5656<F0.05(5,5)=5.05,说明失拟项在0.05水平上检验不显

著,未知因子对试验结果的干扰较小;用统计量F2 对回归方程作F 检验:F2=7.6180>F0.01(9,10)=
4.94,回归方程在0.01水平上显著,试验数据与所采用的数据模型基本上符合,二次回归方程与实际情况

拟合得较好,可用来模拟现实数值(表4).
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表4 A0421回归方程的显著性检验和拟合测验

变异来源 平方和SS 自由度df 均方 MS 偏相关 F值 p值

回归 0.0472 9 0.0052 F2=7.6180 0.0019
剩余 0.0069 10 0.0007
失拟 0.0050 5 0.0010 F1=2.5656 0.1622
误差 0.0019 5 0.0004总和 0.0541 19

  (2)对A0444的回归模型进行诊断,根据方差分析表中F2 对应的p值为0.0097<0.05,因此回归模
型有意义.对各项系数进行显著性检验,Fb1=7.2983,Fb2=12.7915,Fb12=16.0511,Fb13=5.83665
均大于临界值F0.05(1,10)=4.94,达显著水平;Fb3=0.4496,Fb23=1.8952小于F0.05(1,10)=4.94;
说明因子3对该材料的愈伤诱导率无显著影响;因子2和3的交互效应小,不影响各因子独立作用.对失
拟项作F 检验:F1=5.9184<F0.01(5,5)=11.0,说明失拟项在0.01水平上检验不显著,未知因子对试
验结果的干扰较小;用统计量F2 对回归方程作F 检验:F2=4.9885>F0.01(9,10)=4.94,回归方程在

0.01水平上显著,试验数据与所采用的数据模型基本上符合,二次回归方程与实际情况拟合得较好,可用
来模拟现实数值(表5).

表5 A0444回归方程的显著性检验和拟合测验

变异来源 平方和SS 自由度df 均方 MS 偏相关 F值 p值

回归 0.0425 9 0.0047 F2=4.9885 0.0097
剩余 0.0095 10 0.0009 0.0095
失拟 0.0081 5 0.0016 F1=5.9184 0.03666
误差 0.0014 5 0.0003 0.0014
总和 0.0520 19 0.0520

  (3)对C0644的回归模型进行诊断,根据方差分析表中F2 对应的p值为0.0042<0.05,因此回归模
型有意义.对各项系数进行显著性检验,得出Fb1=8.2558,Fb2=7.9333,Fb23=18.2108均大于临界值

F0.05(1,10)=4.94达显著水平,Fb3=0.9870,Fb12=2.5242,Fb13=0.0978小于F0.05(1,10)=4.94;
说明因子3对该材料的愈伤诱导率无显著影响;因子1和2,因子1和3的交互效应小,不影响各因子独立
作用.对失拟项作F 检验:F1=4.7647<F0.05(5,5)=5.05,说明失拟项在0.05水平上检验不显著,未
知因子对试验结果的干扰较小.用统计量F2 对回归方程作F 检验:F2=6.2294>F0.01(9,10)=4.94,回
归方程在0.01水平上显著,试验数据与所采用的数据模型基本上符合,二次回归方程与实际情况拟合得较
好,可用来模拟现实数值(表6).

表6 C0644回归方程的显著性检验和拟合测验

变异来源 平方和SS 自由度df 均方 MS 偏相关 F值 p值

回归 0.0264 9 0.0029 F2=6.2294 0.0042
剩余 0.0047 10 0.0005
失拟 0.0039 5 0.0008 F1=4.7647 0.0559
误差 0.0008 5 0.0002
总和 0.0311 19

2.2.3 主要因子的效应分析

由于方程是经过无量纲线性编码值代换后得到的,回归方程中各项系数已标准化,根据回归系数的绝
对值反映该因素在试验过程中对应变量作用的大小,回归系数的正负号反映其作用的趋势为正影响或者为
负影响.(1)比较A0421的回归方程中偏回归系数的绝对值大小,可得到各因素影响的顺序从大到小为:
x2x3,x2,x1,即6-BA和KT互作效应对诱导效果的影响要高于6-BA、2,4-D单独作用时的影响,根据回
归系数的正负值,判断出6-BA对试验结果为负影响,2,4-D单独作用、6-BA和KT互作对结果均是正影
响.(2)比较A0444的回归方程中偏回归系数的绝对值大小,可得到各因素影响的顺序从大到小为:x2,
x1x3,x1,x1x2,即6-BA对愈伤诱导率的影响大于2,4-D与KT互作、2,4-D单独作用和2,4-D与6-BA互
作时对结果的影响,且6-BA,2,4-D与KT互作对结果是负影响,2,4-D单独作用或2,4-D与6-BA互作时
对结果为正影响.(3)比较C0644回归方程中偏回归系数的绝对值大小,可得到各因素影响的顺序从大到
小为:x2x3,x2,x1,即6-BA和KT互作时对结果的影响大于6-BA、2,4-D单独作用时对结果的影响水平.
根据回归系数正负性,判断6-BA对结果产生负影响,2,4-D、6-BA和KT互作对结果产生正影响.
2.2.4 模拟寻优

本试验为3因素5水平,共有53=125个处理组合,对于材料A0421:愈伤诱导率大于66.56%时的处
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理组合有59个,其各因素水平频率见表7.
表7 A0421诱导率大于66.56%时各方案中各因素水平频率表

水 平
x12,4-D

次数 频率

x26-BA
次数 频率

x3KT
次数 频率

-1.682 7 0.125 14 0.25 12 0.2143
-1 9 0.1607 13 0.2321 12 0.2143
0 10 0.1786 10 0.1786 9 0.1607
1 15 0.2679 9 0.1607 11 0.1964

1.682 15 0.2679 10 0.1786 12 0.2143
合计 59 1 59 1 59 1

加权平均 χ1=0.347 χ2=-0.192 χ3=-0.018
标准误差 0.159 0.167 0.170

95%置信区间 0.035~0.659 -0.520~0.136 -0.351~0.316

  对于材料A0444:愈伤诱导率大于73.49%时的处理组合有49个,其各因素水平频率见表8.
表8 A0444诱导率大于73.49%时各方案中各因素水平频率表

水 平
x12,4-D

次数 频率

x26-BA
次数 频率

x3KT
次数 频率

-1.682 6 0.1224 22 0.449 12 0.2449
-1 8 0.1633 17 0.3469 10 0.2041
0 10 0.2041 6 0.1224 10 0.2041
1 12 0.2449 3 0.0612 9 0.1837

1.682 13 0.2653 1 0.0204 8 0.1633
合计 49 1 49 1 49 1

加权平均 χ1=0.322 χ2=-1.006 χ3=-0.158
标准误差 0.169 0.121 0.176

95%置信区间 -0.010~0.653 -1.245~0.768 -0.503~0.187

  对于材料C0644:愈伤诱导率大于56.59%时的处理组合有59个,其各因素水平频率见表9.
表9 C0444诱导率大于56.59%时各方案中各因素水平频率表

水 平
x12,4-D

次数 频率

x26-BA
次数 频率

x3KT
次数 频率

-1.682 9 0.1525 15 0.2542 12 0.2034
-1 10 0.1695 14 0.2373 12 0.2034
0 10 0.1695 10 0.1695 11 0.1864
1 15 0.2542 10 0.1695 12 0.2034

1.682 15 0.2542 10 0.1695 12 0.2034
合计 59 1 59 1 59 1

加权平均 χ1=0.256 χ2=-0.210 χ3=0.162
标准误差 0.160 0.163 0.162

95%置信区间 -0.058~0.569 -0.529~0.108 -0.318~0.318

  将上述各表中x1,x2,x3 的置信区间代入公式

Zj=Z0j+Δkxk

其中Zj 为计算后的实际浓度,xk 为95%置信区间对应的范围值,计算出:(1)材料A0421:x1(2,4-D),
x2(6-BA),x3(KT)在95%置信区间的实际用量分别为:4.021~4.392mg/L,0.846~1.040mg/L和

0.279~0.319mg/L,即当培养基中2,4-D,6-BA,KT3种激素的浓度分别控制在该范围内时,愈伤诱导率
为66.56%以上;(2)材料A0444:x1(2,4-D),x2(6-BA),x3(KT)在95%置信区间的实际用量分别为:3.994
~4.389mg/L,0.630~1.228mg/L和0.270~0.311mg/L,即当培养基中2,4-D,6-BA,KT3种激素的浓度
分别控制在该范围内时,愈伤诱导率为73.49%以上;(3)材料C0444:x1(2,4-D),x2(6-BA),x3(KT)在95%
置信区间的实际用量分别为:3.965~4.339mg/L,0.843~1.032mg/L和0.281~0.319mg/L,即当培养基
中2,4-D,6-BA,KT3种激素的浓度分别控制在该范围内时,愈伤诱导率为56.59%以上.
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3 讨论与结论
将统计学方法运用于植物组织培养试验设计中的思路由来已久,陆美莲等在百合组织培养试验中采用

了均匀正交设计方法[7],何建等也将正交试验法运用到了牛蒡的组织培养试验中[8].以种子为外植体诱导
愈伤时,根据回归方程求最大值的方法,得到愈伤诱导率最高的优化组合方案为:2,4-D为5.682mg/L,
6-BA为0.159mg/L,KT为0.132mg/L.但在实际操作中,由于其它各种因素的影响,实际诱导效果并
不能达到极值时的水平,因此对各材料相关因子进行分析得出各因子的适用浓度范围为:(1)材料A0421各
因子适用浓度范围:2,4-D:4.021~4.392mg/L,6-BA:0.846~1.040mg/L,KT:0.279~0.319mg/L,
当培养基中2,4-D,6-BA,KT3种激素的浓度分别控制在该范围内时,愈伤诱导率为66.56%以上,试
验可靠性为95%;(2)材料 A0444各因子适用浓度范围:2,4-D:3.994~4.389mg/L,6-BA:0.630~
1.228mg/L,KT:0.270~0.311mg/L,当培养基中2,4-D,6-BA,KT3种激素的浓度分别控制在该范围
内时,愈伤诱导率为73.49%以上,试验可靠性为95%;(3)材料C0444各因子适用浓度范围2,4-D:
3.965~4.339mg/L,6-BA:0.843~1.032mg/L,KT:0.281~0.319mg/L,当培养基中2,4-D,6-BA,
KT3种激素的浓度分别控制在该范围内时,愈伤诱导率为56.59%以上,试验可靠性为95%.根据以上3
种材料所对应的适用浓度范围,推导出适用于芒种子愈伤诱导的各因子浓度范围大致为:2,4-D:4.021~
4.339mg/L,6-BA:0.846~1.032mg/L,KT:0.281~0.311mg/L.

根据回归方程得到的最优方案所对应的诱导率虽然分别只达到66.56%,73.49%,56.59%,但较未
优化时的诱导率有很大提高.此外,材料的实际诱导率与最优方案中对应的诱导率有一定的差异,原因在
于除了植物激素,其它因素也能影响愈伤组织的诱导率,如材料的来源、光照、培养基pH、温度、湿度、
各激素的交互作用等.为了消除或减少其它因素的干扰,试验应尽可能地做到取材一致、培养基一致及培
养条件一致[9].
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AnOrthogonalDesignExperimentforCallusInduction
fromMiscanthussinensisSeed
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Abstract:Seedsof3genotypesofMiscanthussinensiswereusedasexplantsininvitrocultureforcallusin-
duction.Differentcombinationsofphytohormoneswereadoptedandtheexperimentresultdatawereana-
lyzedstatistically.Theresultsshowedthattheoptimumphytohormonecombinationintheculturemedium
was2,4-D4.021-4.339mg/L+6-BA0.846-1.032mg/L+KT0.281-0.311mg/L.
Keywords:Miscanthussinensis;seed;callusinduction
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