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大叶相思体细胞胚胎发生的初步研究
⒇

张宏伟　黄学林　傅家瑞
(中山大学生命科学学院 , 广州 510275)

摘　要　以种子萌发的无菌苗下胚轴为外植体 ,在 B5+ 2, 4-D ( 10- 4 mol /L) + BA ( 10- 6 mo l /

L ) + CH 0. 5 g /L的固体培养基上培养 4周 , 获得了胚性愈伤组织 . 该愈伤组织经 B5+ 2. 4-

D ( 10- 4 mo l /L ) 的液体培养基 7 d的诱导在 B5+ L-谷氨酰胺 ( 200 mg /L) + CH ( 0. 5 g /L )

的液体培养基上培养 14 d产生了球形胚 . 球形胚具有明显的两极 , 但只是根端发育 , 苗端并没

有发育 .
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大叶相思 ( Acacia auricul iform is ) 是原产澳洲的热带多年生木本豆科植物 . 由于其适
应性强 , 生长迅速 , 根系具有根瘤 , 木材用途广泛 , 现在华南沿海各地广为种植 . 近几年

国内外对大叶相思的组织培养也日益重视 ,但都属器官发生
[1～ 3 ]

,尚未见到大叶相思体细胞

胚胎发生的报道 . 在组织培养中 , 木本豆科植物的体细胞胚胎发生较为困难 . 据报导 , 仅
在槐树 [4 ] , Albizia richardiana

[5 ] , Acacia koa
[6 ]等少数几种植物取得成功 . 本文研究了大叶

相思体胚发生的基本条件 , 利用大叶相思无菌苗下胚轴产生的愈伤组织进行悬浮培养 , 获

得了球形胚 .

1　材料与方法

海南直杆大叶相思种子由中国林科院热带林业研究所杨民权先生提供 . 种子用 95%硫

酸浸泡 25 min, 流水洗净 , 0. 1% HgCl2消毒 8 min, 无菌水洗净 , 接种在培养基Ⅰ : 1 /4

M S+ 1%蔗糖的固体培养基上 . 7 d后 , 切取无菌苗下胚轴成 0. 5～ 1 cm长的小段 , 两片

子叶纵切成相同的 4片 , 接种在诱导愈伤组织培养基上 . 为了获得胚性愈伤组织 , 对外植

体 (下胚轴 , 子叶 ) , 培养基成份包括基本培养基 ( B5, ER, M S) , 激素的配比 ( BA分别
与不同浓度的 2, 4-D, N AA组合 ) , 以及蛋白水解物 (水解乳蛋白 , LH和水解酪蛋白 ,

CH)的有无组成 18个组合的正交试验 . 愈伤组织 1个月继代 1次 . 把经过统计确定为具有

胚胎发生能力的愈伤组织转移到 B5+ 2, 4-D ( 10
- 4

mol /L ) 的液体培养基 ( EI) 上诱导体

胚发生 , 7 d后 , 培养物用尼龙筛网过滤 (弃去 20目以上和 100目以下培养物 ) 转移到 B5

+ L-谷氨酰胺 ( 200 mg /L) + CH ( 0. 5 g /L) 的液体培养基 ( ED) 上 , 促使体胚发生和

发育 . 摇床的转速为 100 r /min, 培养室温度为 ( 25± 2)℃ , 每天光照 12 h, 光强度 1 500

～ 3 000 lx.

愈伤组织的涂片观察按李正理 [ 7]方法 .球形胚的组织学切片按一般石蜡切片法制片 [ 7] ,

材料用 FAA固定液固定并保存 , 切片厚度 8～ 10μm, 番红—固绿染色 .
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2　结果与讨论

2. 1　胚性愈伤组织诱导的培养条件及其组织学特点　正交试验以及镜检的结果表明

(表 1) , 在获得胚性愈伤组织的过程中 , 激素的作用特别是 2, 4-D的作用最关键 . N AA诱

导的愈

表 1　正交配制和试验结果
Tab. 1 Combinations of o rthogona l test and results

外植体
基本
培养基

生长素
( mol /L )

BA
( mo l /L )

附加物
( g /L )

愈伤组织
发生频 (% ) 外　　观 细胞形态

下胚轴 ER NAA 10- 6 10- 6 LH 0. 5 26. 6 疏松、 浅黄、 长根 体积较小 ,内容物较多 ,
形态多样 , 管状居多

子叶 M S NAA 10- 6 10- 5 0 75. 0 绿色、 致密 ;
水样诱明 , 疏松

　　 /

叶柄 B5 NAA 10- 6 10- 4 CH 0. 5 0 　　 / 　　 /

子叶 B5 NAA 10- 5 10- 6 0 100 绿色、 致密 ;
浅黄、 疏松

少数分生团 , 管状细胞
占多数

叶柄 ER NAA 10- 5 10- 5 CH 0. 5 28. 6 浅黄、 致密 管状 , 体积较大

下胚轴 M S NAA 10- 5 10- 4 LH 0. 5 94. 4 浅黄、 疏松 体积较大 ,分生团少 ,管
状居多

叶柄 M S NAA 10- 4 10- 6 LH 0. 5 100 白色、 透明
体积大 , 管状或不规则
虫状

下胚轴 B5 NAA 10- 4 10- 5 0 100
黄绿色 , 疏松 ;
白色 , 致密 , 长根

体积大 ,管状、球形及虫
状均有 , 管状居多

子叶 ER NAA 10- 4 10- 4 CH 0. 5 100
浅黄 , 疏松 ;
白色 , 致密 体积大 , 管状居多

子叶 M S 2, 4- D 10- 6 10- 6 CH 0. 5 0 　　 / 　　 /

叶柄 B5 2, 4- D 10- 6 10- 5 LH 0. 5 25. 9 白色 , 透明 , 蔬松
体积大 , 球形、 管状均
有 , 后者居多

下胚轴 ER 2, 4- D 10- 6 10- 4 0 76. 9 浅黄 , 疏松
分生团较多 , 细胞体积
较小

叶柄 ER 2, 4- D 10- 5 10- 6 0 53. 8 浅黄 , 疏松
管状、球形均有 ,后者居
多

下胚轴 M S 2, 4- D 10- 5 10- 5 CH 0. 5 100
浅黄 , 透明 , 疏松 ;
黄白色 , 致密 管状细胞占多数

子叶 B5 2, 4- D 10- 5 10- 4 LH 0. 5 100 浅黄 , 致密 　　 /

下胚轴 B5 2, 4- D 10- 4 10- 6 CH 0. 5 100 浅黄 , 湿润颗粒状
分生团很多 ,胞质浓厚 ,
体积较小 , 球形细胞占
多数

子叶 ER 2, 4- D 10- 4 10- 5 LH 0. 5 100 黄绿色 , 致密 　　 /

叶柄 M S 2, 4- D 10- 4 10- 4 0 0 　　 /
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伤组织易直接生根 , 高浓度的 2, 4-D ( 10
- 4

mol /L) 与低浓度的 BA ( 10
- 6

mol /L )组合最

好 . 基本培养基以 B5较合适 , 外植体以下胚轴较好 . 蛋白水解物的加入可以改善培养基的

营养状况 . 以下胚轴为外植体 , 在 B5+ 2, 4-D ( 10- 4
mol /L ) + BA ( 10- 6

mo l /L) + CH

( 0. 5 g /L )的固体培养基上长出的愈伤组织生长速度适中 , 外观呈浅黄色 , 结构松散 , 湿

润 , 颗粒状 (图 1: 1) , 涂片观察 , 细胞呈球形且多具分生细胞团 , 为胚性愈伤组织 (图 1:

2) , 其余则为非胚性愈伤组织 (图 1: 3) .

2. 2　球形胚的产生　在 EI培养基上的培养物在外观上并无明显变化 , 也无明显增殖 , 随

后转移到 ED培养基上培养 . 两周后 , 愈伤组织增殖明显 , 瓶底出现鱼卵状的颗粒 (图 1:

4) . 该颗粒的组织切片表明: 它有两个明显的极端 , 在两端各有一个分生组织区 (图 1:

5) ,表明该鱼卵状颗粒即为球形胚 . 将球形胚及时转移到新鲜的 ED培养基上 ,球形胚只发

育出根端 , 苗端没有进一步发育 , 生根的球形胚切片表明 , 在相应茎端仍保留着一个分生

组织区 (图 1: 6) .

体胚分化后不能进一步发育的情况还出现在白三叶草
[8 ]
,大豆

[9 ]
等植物中 .将白三叶草

子叶 [8 ]连续放在 40 mg /L的 2, 4-D培养基上培养 ,体胚发育停留在球形胚阶段 , 或者形成

次生胚 ,但从未超过球形胚阶段 . 而子叶放在相同浓度的 2, 4-D上培养 10 d即转移到无激

素的培养基上 , 则产生了子叶型胚
[ 8]
. 另外 , 用高浓度 2, 4-D诱导的大豆体胚发育停留在

较早的阶段 (球形胚 ) , 而相同浓度的 NAA诱导的体胚则可发育至成熟 . 这与本试验的结

果相反 [9 ] .在本试验中曾经在所有阶段用 NAA代替 2, 4-D,但 NAA除了利于根分化之外 ,

并未使球形胚发育至成熟 . 事实上 , 在诱导豆科植物体胚发生中 , 不同种类植物对 2, 4-D

和 NAA反应很不相同 . 如何使大叶相思球形胚芽端发育 ,体胚进一步发育成熟 ,还需进一

步的研究 .

图 1　大叶相思体细胞胚发生过程及其组织学形态

Fig . 1 The process of Acacia auriculif ormis som tic

embryogenesis andits histo lo gica l fo rms

1从下胚轴上诱导产生的胚性愈伤组织 × 8. 4

2胚性愈伤组织的细胞× 96　 3非胚性愈伤组织的

细胞× 96　 4鱼卵状的球形胚× 8. 4　 5球形胚纵

切面× 15 RM: 根端分生组织 ; SM: 芽端分生组织

　 6球形胚的进一步发育 SM: 芽端分生组织
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Preliminary Study on Soma tic Embryogenesis of

a Tree Legume- Acacia auriculiformis

Zhang Hongwei
 　 Huang Xuelin　 Fu J iarui

Abstract　 The soma tic embryogenesis of Acacia auriculi formis was studied. Embryogenic

calli were a t tained from hypocotyl of aseptically germinated seedling s in B5 basal medium

supplemented w ith 10- 4
mol /L of 2, 4-D, 10

- 6
mol /L of BA and 0. 5 g /L of Casein Hy-

droly sate ( CH) . To induce embryogenesis the embryogenic calli w ere then transferred to

the B5 basal medium containing 10- 4 mo l /L of 2, 4-D on a shaker a t 100 r /min. Af ter one

w eek the cultures w ere t ransferred to the B5 basal medium supplemented wi th 200mg /L o f

L-Glutamine and 0. 5 g /L o f CH. The globular embryo s appeared tw o w eeks later. Histo-

logical resea rch show ed that the globular embryos had an obvious bipola r. They developed

only ro ots but no shoots.

Keywords　 Acacia auricul iformis , somatic embryogenesis, g lobula r embryo
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