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Abstract 
To explore the rapid propagation system of Brachypodium distachyon, a regeneration system of Bra-
chypodium distachyon with high efficiency and good repeatability was established in this paper, using 
tissue culture techniques, and Brachypodium distachyon as research material with callus induction 
and differentiation. And the genetic transformation system of Brachypodium distachyon was explored. 
The results suggest that: (1) Immature embryos of Brachypodium distachyon were used as explants; 
then efficient plant regeneration of Brachypodium distachyon was achieved by callus induction and 
differentiation; (2) Genetic transformation system for Brachypodium distachyon immature embryo 
callus mediated by Agrobacterium was explored; (3) GUS staining was carried out on the immature 
embryo callus of Brachypodium distachyon. 
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摘  要 

为了探究短柄草的快速繁殖体系，本文以短柄草为研究材料，利用组培技术，通过对短柄草的愈伤组织
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的诱导，建立起一套高效、重复性好的短柄草再生系统；同时对短柄草的遗传转化体系进行了探索。研

究结果如下：(1) 选择种子作为短柄草的外植体，通过愈伤组织的诱导及分化，可以实现短柄草的高效

再生；(2) 对农杆菌介导的短柄草幼胚愈伤组织遗传转化进行了探索，(3) 对短柄草幼胚愈伤组织进行

了GUS染色。 
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1. 引言 

短柄草(Brachypodium distachyon)，是禾本科短柄草属一年生草本植物，原产在亚洲中部、非洲以及

欧洲南部。植株较弱小，广泛种植于温带地区，在我国主要分布在海南、广东、广西、台湾等地[1]。 
植物的组织培养，不受季节限制，因此可全年连续生产，这对于植物实际生产应用具有重要的现实

意义。近年来，水稻、玉米、大麦、黑麦、燕麦、小麦等很多禾本科植物的外植体在离体情况下也可以

诱导出愈伤组织[2]-[8]。而在遗传转化方面，水稻、高羊茅、玉米、假俭草、甘蔗、小麦等通过组培技术

来建立遗传转化体系的报道更是非常多[6] [9] [10] [11] [12] [13]。 
人们对短柄草的栽培和种子产量方面做了一些研究[14] [15]，此外，细胞遗传学方面的研究表明，短

柄草属于二倍体，染色体的基数为 5，包括六倍体、四倍体和二倍体三种类型[16] [17] [18]。分子方面的

研究则表明，其基因组大小为 300 Mbp，在演化树上短柄草属于一个独立的分支，与麦类植物的亲缘关

系较近[19] [20] [21]。在短柄草的组织培养及遗传转化方面，也已经有了较多研究[22]-[27]。 
然而，利用短柄草愈伤组织诱导来实现植株的高效再生的研究报道非常少，尤其是实验室短柄草愈

伤组织的诱导及植株再生相关报道较少，通过本文的研究，不仅可以为短柄草组培快繁体系的建立提供

参考，还可以为短柄草的遗传转化体系的建立提供依据。 

2. 材料和方法 

2.1. 试验材料 

本文选用的试验材料为短柄草。 

2.2. 试验方法 

2.2.1. 外植体的选择及消毒 
采用短柄草种子中的幼胚为外植体，将短柄草的种子用 75%乙醇消毒 5 min，无菌水清洗 3 次，20% 

NaClO 消毒 5 min，无菌水清洗 5 次，在超净工作台内，借助显微镜剥取幼胚。 

2.2.2. 愈伤组织的诱导 
外植体消毒后，接种于愈伤组织诱导培养基 CIM (4.4 g/LMS + 5.0 mg/L 2,4-D + 30 g/L 蔗糖 + 2.0 g/L

植物凝胶)，将平板放入暗培养箱中，培养温度为 25℃，培养 2~4 周。等愈伤组织成熟后，将愈伤组织切

下转入继代培养基 RGM (4.4 g/LMS + 5.0 mg/L 2,4-D + 30 g/L 蔗糖 + 2.0 g/L 植物凝胶，生长 4 周。愈伤
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组织诱导率 = (形成愈伤组织的外植体个数/接种的外植体个数) × 100%。 

2.2.3. 愈伤组织的分化及植株的再生 
将不同来源的愈伤组织转入分化培养基 GSE (4.4 g/LMS + 1.0 mg/L KT + 30 g/L 蔗糖 + 2.0 g/L 植物

凝胶)，约 3~4 周后分化培养基上出现不定芽，同时将不定芽转入继代培养基 GSE (4.4 g/LMS + 1.0 mg/L 
KT + 30 g/L 蔗糖 + 2. 0g/L 植物凝胶)生长 30 天，统计分化率，愈伤组织分化率 = (分化出不定芽的愈伤

组织数/接种的愈伤组织数) × 100%。愈伤组织转生根培养基 RTM (4.4 g/LMS + 0.5 mg/L NAA + 30 g/L 蔗

糖 + 2.0 g/L 植物凝胶)，4 周后统计生根率。生根率 = (生根的不定芽数/接种的不定芽数) × 100%，生根

的小苗接种于组培瓶中继续培养，等组培苗长大后，进行盆栽培养。 

2.2.4. 愈伤组织的遗传转化 
在冰箱中取出农杆菌菌液，接种于 YEB 培养基中(含有利福平等抗性)，选择生长旺盛、颜色鲜黄的

愈伤组织，将其置于农杆菌菌液中浸染 5~10 分钟，用吸水纸吸去菌液，用灭菌的滤纸吸去愈伤组织表面

的菌液。上述愈伤组织转移到灭菌干燥滤纸上，25℃~28℃，共培养 72 h。 

2.2.5. 抗性愈伤及植株的筛选 
转化 3 周后，将愈伤组织转移到新的抗性诱导培养基上(Rif, Kanr)，2 次继代培养后，将愈伤组织转

移到分化培养基上培养，等抗性再生绿苗出后，转移到生根培养基中进行生根筛选，2~3 周后，抗性苗

会陆续生根。 

2.2.6. Gus 顺时表达的检测 
将转化后的愈伤组织浸入 X-Gluc 溶液，至于 37℃培养中 8 小时，用 95%乙醇脱色，观察愈伤颜色

变化。 

2.2.7. 实验数据的处理 
本文的实验图片采用数码相机拍照，数据的处理和分析采用软件 Sigma Plot 8.0。 

3. 结果 

3.1. 短柄草外部形态及外植体 

如图 1 所示，本文选取短柄草为研究材料，短柄草是一年生草本植物，叶片较小较宽图 1(A)，纺锤

型穗子与小麦等植物的相似图 1(B)，柄较短。选取种子的幼胚作为外植体图 1(C)，经过 75%乙醇和 20% 
NaClO 消毒后，接种于愈伤诱导培养基，进行愈伤组织的诱导。 
 

 
Figure 1. Explants of Brachypodium distachyon 
图 1. 短柄草外植体 
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3.2. 胚型愈伤组织的诱导 

如图 2 所示，幼胚在培养平板上培养一周后，开始出现淡黄色的颗粒状愈伤组织图 2(A)，将这些愈

伤组织切下，转入继代培养基中继续培养，如图 2(B)所示，此时，会逐渐出现大块黄色颗粒块状愈伤组

织。由下图可见，愈伤组织诱导率较高，每个幼胚都能长出很多愈伤组织块，愈伤组织诱导率为 100%。 
 

 
Figure 2. Suspended callus induction 
图 2. 愈伤组织的诱导 

3.3. 愈伤组织的分化 

如图 3 所示，将黄色致密愈伤组织切下(D)，转入分化培养基 GSE 进行不定芽的诱导，3 周后开始出

现不定芽(E)，每个愈伤组织团可以分化出多个不定芽，将不定芽切下转入继代培养基继续培养，不定芽

逐渐长出幼嫩细小的叶和茎(F)。由下图可见，愈伤组织分化率较高，每团愈伤组织都能分化出多个不定

芽，愈伤组织分化率为 98%，接近 100%。 
 

 
Figure 3. Callus differentiation 
图 3. 愈伤组织的分化 

3.4. 植株的再生 

如图 4 所示，该图为不定芽的生根阶段。不定芽在生根培养基上生长 1 周后，开始长出幼嫩的小根

图 4(G)，实现了短柄草植株的再生。再培养一段时间后，幼苗逐渐长成健壮的植株图 4(H)，则可以移到

小盆中进行土栽培养。 
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Figure 4. Plant regeneration of Brachypodium distachyon 
图 4. 短柄草植株再生 

3.5. 愈伤组织的浸染及共培养 

如图 5 所示，选择结构比较密实的愈伤组织，将愈伤组织在农杆菌菌液中浸染 5 min 后，将其转移

到灭菌的干净滤纸上，共培养 2~3 天，将愈伤组织转移到抗性筛选培养基上进行愈伤组织的筛选。 
 

 
Figure 5. Callus transformation 
图 5. 愈伤组织的转化 

3.6. 愈伤组织的抗性筛选及分化 

如图 6 所示，将共培养后的愈伤组织转移到抗性平板上进行抗性筛选，2~3 周后，大部分愈伤组织

在抗性筛选压力下，逐渐褐化，将鲜亮的愈伤组织继代培养后，转移到分化培养基上进行再生芽体的诱

导。3~4 周后，一部分愈伤组织逐渐分化出再生苗(芽)，再将其进行继代培养。 
 

 
Figure 6. Resistant callus differentiation 
图 6. 抗性愈伤组织的分化 
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3.7. 再生苗的生根 

如图 7 所示，将抗性再生幼苗(芽)转移到生根培养基上，进行生根诱导，同时生根培养基是含抗性的

培养基，2~3 周后，植株逐渐生根。 
 

 
Figure 7. Root characteristics in regenerated shoots 
图 7. 抗性苗的生根 

3.8. GUS 顺时表达的检测 

如图 8 所示，将共培养后的愈伤组织进行 GUS 染色，结果中出现无色到深蓝色，无色的说明 GUS
基因没有在愈伤组织中表达，深蓝色和浅蓝色说明 GUS 基因在愈伤组织中进行了表达。 
 

 
Figure 8. GUS staining 
图 8. GUS 染色 

4. 讨论与结论 

目前，对短柄草的组织培养方面有了一些研究[26] [27]，但研究并不系统，尤其是短柄草的遗传转化

研究不多。生长旺盛、分裂能力强的细胞和组织器官更有利于植物的遗传转化，故本文选择生长致密的

愈伤组织作为转化材料，来进行农杆菌的转化。农杆菌侵染浓度及时间、共培养时间及温度，以及适当

的预培养对转化的成功与否有着很大的影响，本文在结合文献的基础上，共培养时间选择 72 h。 
此外，由于不同培养基、不同激素对禾本科植物植株的再生体系以及遗传转化也有较大影响，故不

同培养基的优化实验以及不同激素的优化实验，包括抗性植株分子方面的检测等，这些后续实验正在进

行中。 
综上所述，本文通过组织培养，建立了短柄草的再生体系。同时对短柄草的遗传转化体系进行了初

步探索。 
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