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番木瓜体细胞胚发生及发育的影响因素

黄俊潮　叶克难　陈　谷　李宝健
(中山大学生物工程研究中心 ,广州 510275)

摘　要　研究了影响番木瓜 (Carica papaya )体细胞胚发生、发育的一些因素 .结果表明: ①番

木瓜无菌小苗幼根在附加 N AA 1. 0 mg /L+ KT 0. 5 mg /L+ GA3 0. 5 mg /L的改良 M S培养基

上可诱导出大量具良好胚性潜能的愈伤组织 ;②愈伤组织在附加 NAA 0. 25 mg /L+ KT 0. 25

mg / L的改良 MS培养基上可连续继代并得到胚性化 ;③在所试验的激素种类中 , K T是适于体

细胞胚的发育 ,最适浓度为 0. 5 mg /L;④ 0. 1% ～ 0. 3%的活性炭有利于体胚的发生、发育 ;⑤体

细胞胚在固体培养基上完成球形胚期前的发育 ,在液体培养液中完成球形胚期后的发育可提高

成熟体胚的产量和质量 .
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番木瓜转基因植株都是通过体细胞胚发生系统途径获得 ,虽然番木瓜体细胞胚发生已

有较多的报道
[1～ 3 ]

,但这些研究均集中在体胚的诱导方面 ,对体胚的后期发育及再生缺乏深

入研究 ,因此得到的体胚难以萌发或成苗率极低 .本文以番木瓜 F1代小苗幼根为外植体 ,建

立起高频率的番木瓜体细胞胚发生系统 ,进一步探讨了影响番木瓜体胚发育的因素 .

1　材料和方法

( 1)植物材料:以岭南番木瓜 F1种子为材料 ,参照叶克难等 [1 ]方法获得根外植体 .

( 2)培养基:全部实验均采用改良 M S培养基
[1 ] ,固体培养基附加 0. 8%琼脂 ,针对不同

情况另加激素 .

( 3)愈伤组织的诱导和继代:根外植体接种于附加不同激素组合 (表 1)的改良 MS培养

基上诱导愈伤组织 , 4周后挑选浅黄色松软愈伤组织在含不同激素组合的培养基上继代 ,继

代周期为 4周 .

( 4)体胚的发生发育:继代两次的胚性愈伤组织转入含不同激素组合的液体培养基 (除

特别注明 ,均含 0. 2%活性炭 ) ,愈伤组织接种量为 33 g /L,每 7 d换一次新鲜培养液 .换培

养液时用不同孔径的网筛滤去愈伤组织及对体胚进行同步化培养 .

( 5)体胚的再生:成熟体胚经无菌水冲洗后置于垫有滤纸的无菌培养皿中 ,封口膜封口

后放在暗处 7 d,体胚经自然脱水后在无激素的改良培养基上成苗 ,一个月后统计成苗率
[ 4]
.
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2　结果与讨论

2. 1　愈伤组织的诱导

接种于含不同激素浓度的改良 MS培养基的幼根切段 2 d后即吸涨膨大 ,随后在切面

上开始形成愈伤组织 , 15 d即全部愈伤化 ,结果如表 1.从表 1可以看出在 MS1和 MS2上诱

导的愈伤均为黄白色 ,且长出根 ,胚性化较差 ,而在 M S2上诱导出的愈伤组织为淡黄色 ,没

有根长出 ,具有一定的胚性 . Chen等
[2 ]和叶克难等 [1 ]以根段为外植体分别在 M S+ NAA 1. 0

mg / L+ KT 0. 5 mg /L+ GA3 1. 0 mg /L和 0. 5 M S+ N AA 2. 0 mg /L+ K T 1. 0 mg /L+ GA

1. 0 mg /L上诱导愈伤组织得到较低的诱导率 .通过降低 NAA和 GA2浓度得到 100%的诱

导率 ,可见激素的组合及其浓度配比对愈伤组织的诱导及随后的体胚诱导很关键 ,叶克难

等 [1 ]用 NAA 2. 0+ BA 1. 0诱导的愈伤组织始终未见有体胚发生 .

表 1　不同激素组合浓度对番木瓜愈伤组织诱导的影响

Tab. 1　 Effect of ho rmone concentr ations on induction of calli in ro ot sections o f papaya

培养基 激素成分 /mg· L- 1 愈伤组织特征 诱导率 /%

M S1 N AA 2. 0, KT 1. 0, GA 1. 0 黄白色 ,疏松 ,长根 100

M S2 NAA 2. 0, K T 0. 5, GA 0. 5 黄白色 ,疏松 ,长根 100

M S3 NAA 1. 0, K T 0. 5, GA 0. 5 淡黄色 ,蔬松 ,不长根 100

2. 2　愈伤组织的继代和体胚发生的诱导

将在 MS3上诱导的愈伤组织在不同激素组合浓度的改良 MS培养基上继代两代 (每代

28 d)后得到的结果列于表 2.

表 2　不同激素组合浓度对愈伤组织继代的影响
Tab. 2　 Effect o f hormone concentra tions on subcutur e o f calli

培养基 激素成分 /mg· L- 1 活性炭浓度 /% 愈伤组织生长量 体胚数 1)

M S4 0 0 + 0

M S5 N AA 1. 0, KT 0. 5, GA 0. 5 0 + + 0

M S6 N AA 1. 0, KT 0. 5, GA 0. 5 0. 2 + + + +

M S7 NAA 0. 25, KT 0. 25 0. 2 + + + + +

　　　　 1)愈伤组织生长及体胚数分 4级: 0无 ,+ 少量 ,+ + 中等 ,+ + + 大量

　　在不含任何激素的 MS4培养基上继代的愈伤组织生长缓慢 ,继代两代不见有体胚出

现 .在原来诱导愈伤的 MS3 (即 MS5 )培养基上继代的愈伤组织在继代培养中逐渐出现褐化 ,

继两代不见有体胚发生 ,而同样的培养基附加上 0. 2%的活性炭则愈伤组织生长快 ,且不出

现褐化现象 ,继代两代后有少量体胚出现 .在降低激素浓度和附加 0. 2%活性炭的 MS7上继

代的愈伤组织生长速度适中 ,继代两次后有大量体胚出现 (图 1) . Chen等
[2 ]和叶克难等 [1 ]同

样以根为外植体 ,但愈伤组织的诱导 ,继代及体胚发生均在同一种含较高浓度激素的培养基

中完成 ,本实验愈伤组织的继代及体胚的诱导则在降低激素浓度下进行 ,体胚的发生可在两

个月内实现 ,降低激素浓度还可以减少培养细胞发生变异 ,用于番木瓜体胚发生的外植体有

根 [2, 4 ] ,下胚轴 [3 ]和未成熟胚 [6 ] ,所用激素有 2, 4-D或 NAA,它们各有优缺点 ,合子胚诱导体
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图 1　胚性愈伤组织
Fig. 1　 Embryogenic callus

图 2　体细胞胚
Fig . 2　 Soma tic embryos

胚发生周期短 (一般 3～ 6周 ) ,但取材难 ,根和下胚轴诱导体胚发生周期长 (大约 14周 )但材

料较易得到 ,一般地用 2, 4-D体胚发生的频率比用 NAA的高 ,我们使愈伤组织的继代在降

低 NAA浓度及附加一定浓度的活性炭的培养基中进行可以在较短时间内获得高频率的体

胚发生 .

2. 3　影响体胚发育的因素

2. 3. 1　激素对体胚发育的影响　将在 MS7上继代两次的胚性愈伤组织转入含不同激素的

改良 MS培养基中振荡培养 , 3周后观察体胚发育情况并试验体胚成苗 ,结果见表 3.

表 3　不同激素对体胚发育的影响
Tab. 3　 Effect o f ho rmone on the development o f

soma tic embryos of papaya　　　　　 /%

培养基 激素 ( mg· L- 1 ) 正常体胚 体胚成苗率

MS8 0 0 /

MS9 NAA 0. 5 58 42

M S10 GA 0. 5 37 10

M S11 KT 0. 5 88 80

表 4　不同 K T浓度对体胚发育的影响

Tab. 4　 Effect of KT concentr ation on the

development of soma tic embryos of papaya　 /%

培养基 〔K T〕 /mg· L- 1 正常体胚 体胚成苗率

M S12 0. 25 89 74

M S13 0. 5 87 82

M S14 1. 0 70 51

M S15 2. 0 57 46

　　从表 3中可以看出 ,不同激素对体胚发育影响很大 ,在不含激素的培养基中 ,没有成熟

体胚出现 .单独的 NAA和 GA均不适合体胚的发育 ,而 K T则有利于体胚的发育 . Chen

等
[2 ]
在体胚的整个发生发育过程均用同一培养基 ,得到的体胚必须在含 NAA的培养基上

才能萌发 ,且再生苗的根不是从胚根长出 ,而是从愈伤组织上长出 . Fi tch等
[ 2, 5 ]用 2, 4-D诱

导番木瓜未成熟胚及番木瓜幼苗下胚轴体细胞胚发生 ,体胚在降低 2, 4-D或不含激素的培

养条件下成熟 ,一些体胚发育异常 ,他们没有提到体胚的直接成苗情况 .将胚性愈伤组织转

到含有 K T 0. 5 mg /L的改良 M S培养液中培养得到了大量双极性成熟体胚 (图 2) ,体胚成

苗率高达 80% 。不同的 KT浓度对番木瓜体胚发育也有影响 ,研究结果列于表 4.含 K T 0.
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5 mg /L的 MS13较适于体胚的发育 ,具有较高的正常体胚率和体胚再生率 (以下的体胚发育

实验均在附加 KT 0. 5 mg /L的改良 MS培养基上进行 ) .含 KT 0. 25 mg /L的 MS12虽产生

较高的正常体胚 ,但体胚较小 ,其成苗率较低 ,而在含 K T 1 mg /L和 KT 2 mg /L的培养基

上形成较多的多子叶体胚和子叶合生体胚 .从而影响体胚的成苗率 .

2. 3. 2　活性炭对体胚发育的影响　活性炭对体胚的诱导有促进作用 ,对体胚的发育也有很

大的影响 (图 3):不含活性炭和活性炭含量太高 (如高于 0. 4% )的培养条件均不利于体胚的

正常发育 ,而适当的活性炭浓度 ( 0. 1% ～ 0. 3% )较利于体胚的发育 .在培养过程中观察到 ,

在不含活性炭的培养基上培养的体胚呈黄色 ,双极性差 ,成苗试验多愈伤化 ,而在活性炭含

量高于 0. 4%的培养条件下 ,体胚呈白色 ,结构不紧密 ,体胚成苗率也低 ,在适当浓度活性炭

( 0. 1% ～ 0. 3% )的培养条件下 ,体胚呈浅黄绿色 ,体胚结构致密 ,成苗率较高 .适当浓度的活

性炭促进体胚正常发育的机理尚不清楚 ,可能在于它的吸附作用
[ 2]
.

图 3　活性炭对体胚发育的影响

Fig . 3 Effect o f co tlue oha rooal on the deuelop-

ment o f somatic em tyo s o f povpaya

2. 3. 3　渗透压对体胚发育的影响　蔗糖在培

养基中既作碳源 ,又能维持一定的渗透压 .不同

的蔗糖浓度对番木瓜体胚的发育有明显的作

用 .培养基中含 9%的蔗糖能使体胚的发育停

止于球形胚期 ,含 6%蔗糖的培养基上只有少

数的成熟体胚出现 ,但体胚细小 ,难以成苗 ,低

于 1%的蔗糖浓度体胚生长快 ,体胚常提前萌

发 ,成苗率低 .而 3%的蔗糖浓度适于番木瓜体

胚的整个发育时期 .结果与叶克难 [1 ] , Chen
[2 ]和

Litz
[6 ]的一致 .

2. 3. 4　培养方式对体胚发育的影响　不同的

培养方式对体胚的发育也有影响 ,表 5是体胚

在 3种不同的培养方式下的发育情况 .

从表 5中可以看出 ,在固体培养条件下 ,得

到的体胚较少 (每克胚性愈伤组织 168个 )、但正常体胚占的比例高 ,正常体胚成苗率也高 .

悬浮培养得到的体胚大约是固体培养的 4倍 ,正常体胚占的比例较低 ,成苗率也较低 ,第三

种培养方式综合了前两种培养方式的优点 ,得到较多的正常体胚及较高的体胚成苗率 ,一般

认为 ,在固体培养基上生长的体胚比在液体上生长的质量高 ,但液体培养具有扩大体胚生产

表 5　不同培养方式对体胚发育的影响
Tab. 5　 Effec t o f cultur e way s on soma tic embryo development of papaya

培养方式　　 体胚总数 /个· g- 1 正常体胚数 /个· g- 1 正常体胚成苗率 /%

固态静止培养 168 146 87

悬浮振荡培养 520 313 78

固态静止培养+ 悬浮振荡培养 1) 411 327 83

　　　　 1)球形胚前固态培养 ,球形胚后悬浮培养

量及易于体胚分选收集等优点 .通过观察体胚生长发育的周期 ,发现由单细胞到球形胚的生

长过程需要 15 d左右的时间 ,球形胚向心形胚 ,鱼雷形胚直至子叶形胚发展较快 ,整个过程

93第 4期　　　　　　　黄俊潮等: 番木瓜体细胞胚发生及发育的影响因素



只需 15 d左右时间 .因此 ,让体胚在固体培养基上完成其早期发育 ,而在液体培养基上完成

其后期发育 ,这种培养方式综合了固体培养和液体培养各自的优点 ,使其体胚经历液体培养

的时间短 ,但仍能用过筛的方法使体细胞胚实现同步化 ,从而提高体胚的质量 .

　　本研究通过优化番木瓜体细胞胚的发育条件 ,得到大量的成苗率达 80%的成熟体胚 ,

为番木瓜人工种子的研制及外源基因转化番木瓜奠定了基础 .
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ies of Facto rs Influencing th e Somatic Embryogenesis of Carica papaya

Huang Junchao 　Ye Kenan　Chen Gu　Li B aojian

Abstract　 Abundant cal li were induced from young roo ts o f hybrid papaya on modified M S

medium supplemented wi th N AA 1. 0 mg /L+ KT 0. 5 mg /L+ GA 0. 5 mg /L. Callus could

be subcul tured on medium containing N AA 0. 25 mg /L+ K T 0. 25 mg /L on which somatic

embryo s w ere also induced. of the tested phy toho rmones, 0. 5 mg /L kinetin w as most

profi table fo r the development of soma tic embryo s of papaya. 0. 1%～ 0. 3% activa ted

cha rcoal improved the soma tic embryogenesis. The quanti ty and quali ty o f somatic em-

bryo s could be great ly improved when the embryos befo re g lobula r stage w ere cul tured on

solid subculture medium while embryos af ter g lobula r stag e in liquid development medi-

um.

Keywords　 papaya(Carica papaya L. ) , somatic embryo , enbry ogenesis
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