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孙景欣 傅家瑞 黄学林 黄上志

( 生物学系 )

摘 要

盆栽首着第三叶柄和无菌苗下胚轴在附加 2
,

4
一

D及 K T的 B声固体培养基上均能 诱导 出

较多胚性愈伤组织
,

再经附加 2
,

4
一

D 的B络液体培养基诱导
,

在加入 L
一

脯氨 酸
、

( N H ,

)
2 5 0 .

及 K N O 3

的液体培养基中摇床培养
,

则形成大量比较健康的体胚
.

用这类体胚接种于不含任

何激素
,

但附加维生素 C和干酶母粉
,

并用 2 %麦芽糖代替 3 %蔗糖的于 S H 固体培养基上
,

20 天后
,

96 吓体胚长成完整的小苗
.

这些小苗移至盆栽
,

移植后 14 天
,

成活率达 80 %
.

关键词 首楷
,

体胚发生
,

转化

1 9 5 8年
,

tS
e w a r d 〔 ` ’

首次通过组织培养技术成功地培育出胡萝 卜的 体 胚
。

七十年

代初M u r as ih ge 等
〔 “ 〕就提出了利用体胚作为栽培植物一种繁殖体 系 的 可 能 性

,

并 在

1 9 7 7年正式提出了人工种子的概念
。

无法用种子繁殖的名贵的突变材料
,

生物工程植株
.

和 无病毒植株等都可通过此途径大量繁殖
` 3 , ` ’ .

W
a l k e r

等
〔 ` ’ 、

S t u a r t等
〔 6 ’
先 后 研 究

了首借的体胚发生及其影响因素多 R e
de bn

a

ug h ( 7 , “ 〕
等初步建立起首着体胚大量诱导 及

同步化筛选技术
。

但是
,

晋南首借的体胚发生及其成苗的研究仅仅开始
〔 “ 〕 。

本文 着 重研究增加首着

健康体胚发生的有效培养基
,

以及提高这类体胚成苗率的适宜条件
,

为晋南首借人工种

子的研究提供有关技术依据
。

1 材料与方法

晋南首着种子 ( 由山西省畜牧兽医科学研究所提供 ) 为试验材料
。

1
.

1 愈伤组织来源

愈伤组织由两个途径来源
:

①选用饱满的种子
,

播于盛有壤土的盆里上层
,

30 天后
,

幼苗高 n ~ 1 c3 m时
,

剪取其第三叶柄 0
.

8 ~ 1 c m 切段作为外植体
.

以 75 肠乙醇消毒 5 秒

钟
,

继用 7
.

5肠 (
v

/
v

)次氯酸钠溶液消毒 5 分钟
,

无菌水冲洗 5 次
,

在超净台 里 接 入附

本文 1 9 9 1年 1 月 4 日收到

. 国家
`

8 6 3
’
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加 K T o
.

i m g / L
,

2
.

4 一 D l m g / L 的 B
。

il ( C e e i l i o G r e g a r i o , 1 9 5 6 )琼脂固体培养基上
.

2 0

天后
,

可诱导出大量愈伤组织
; ②选用饱满的种子

,

经消毒 ( 步骤
、

消毒液浓度等与盆

栽叶柄同 )后
,

在无菌条件下接于无激素的 1/ 2 S H ( G a m b o r g ,

村茂 等
, 1 9 7 6 )固体培养基

上萌发
.

6一 7天后
,

从无菌苗下胚轴切取 0
.

8 ~ cI m切段作为外植体
,

在超净 台里接 入

附加 K T o
.

l m g / L
, 2 , 4 一D l m g / L 的 B

。
h琼脂固体培养基上

,

20 天后
,

可诱导出较大 量

的愈伤组织
。

.

2 体胚诱导

在无菌条件下
,

分别取上述两条途径获得的愈伤组织
,

接种于已经高温高压消毒曾
内装 25 m l培养液的三角瓶 中

.

培 养 液 基 本 成分 为 B
。

培养基
,

附加 2 , 4一 D l m g / L
、

N A A o
.

l m g / L
.

接种材料在水平摇床上
,

摇速为每分钟 10 0次
,

悬浮培养 7天 (诱导 )
.

1
.

3 体胚产生及发育

在超净台里 ( 无菌条件下 )
,

先 以 20 目滤网过滤上述经悬浮培养的愈伤组织
,

其滤

液连同脱落在滤液里的培养物
,

再以 60 目滤网过滤
,

紧接着以无激素的 S H培养液 将 滤

网上的培养物 ( 细胞或较小的细胞团 ) 充分洗净后
,

移至不加任何激 素
,

但 附 加 L 一
脯

氨酸 2
.

7 9 / L
、

( N H
`

)
: 5 0

` 1
.

2 2 9 / L及 K N O
:

1
.

2 5 9 / L 的 S H ( G a m b o r g ,

村 茂等
, 1 9 7 6 )

液体培养基中
,

培养材料在摇速每分钟 1 00 次的水平摇床上培养 20 天
,

则出现大量 各类

型体胚
。

1
.

4 体胚转化成再生小苗

挑选比较健康的子叶型体胚转移至不加任何激素
,

但附加维生素 C o
.

3 m g / L
、

干 酵

母粉 g2 / L
,

并以 2帕麦芽糖代替 3 肠蔗糖的 1 / Z S H琼脂固体培养基上
,

18 至 20 天
,

则获得

完整的小植株
。

愈伤组织诱导和体胚诱导
、

发生
、

发育以及体胚转化为完整小植株的 培 养 室 条件

均为恒温 2 5 oC
,

每 日光照 z 6 h
,

光强 1 4 0 0 ~ 1 6 o 0 L u x 。

1
.

5 体胚转化成的小苗移至盆栽

将体胚转化成的小苗 ( 苗龄 30 天 ) 移至基质为塘泥
、

河沙
、

珍 珠 岩 ( l : 1 : 1 ) 的盆

中
,

放置于上述培养室里栽培
。

移植后 14 天
,

统计其成活率
。

2 结果与讨论

2
.

1 外植体来源对愈伤组织形态
、

质地及数且的影响

一般接种 4 、 5 天后
,

肉眼可见外植体两端膨大
,

一周后切 口处形成 明显的愈伤组

织
,

以后逐渐扩大到整个外植体
.

但是
,

在愈伤组织的生长速度
、

形态
、

色泽及质地方

面
,

则因为外植体的来源不同而有明显的差异
.

从表 1可以看出
,

来源于无菌苗下胚轴

的愈伤组织启动
、

生长都较快
,

而来源于盆栽苗第三叶柄的相对较慢
。

从形态
、

色泽及

质地看
,

来源于无菌苗的细胞较大而松散
,

颜色多数为淡黄绿色或乳白色
,

容易褐化
, 主

二

较快枯萎
.

而来源于盆栽苗的细胞较小
,

质地软而紧密
,

色泽鲜艳
,

淡黄绿或浅绿色
,

有生气
,

不易褐化
。

因此
,

来源于后者的愈伤组织易于悬浮培养
。
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表 l 不同外植体对愈伤组织形状
、

大小
、

色泽
、

质地及数量的影响
带

T a b
.

1 T h e i n f l u e n e e s o f d i f f e r e n t e x p l a n t o n s h a p e s , s i z e s , e o l o u r s ,

s t r u e t u r e a n d y i e l d o f t h e e a l l u s

培养基 外植体
接 种 后 天 数 (天 )

4 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0

B o h +

K T O
。

2

无菌苗

下胚轴

△△ △△△ △△△△ △△△△ △△△△

愈伤组织
变褐而死

+

2
,

4
一

D l

(单位
:

m g / L
,

以下同 )

淡 黄 绿
色

,

少数
乳白色

盆栽苗

第三叶柄

△△ △△ △△△ △△△△

淡黄绿 浅绿
,

细
胞较小

,

软而紧密

△△△△

大部分变
褐色少数
黄褐色

,

细胞萎缩

. 每组处理为20 瓶
.

△ 表示肉眼可见愈伤组织
,

△△ 切口处均出现愈伤组织
,

外植体呈 腰鼓

形
, △△△ 愈伤组织为外植体体积 3倍以上

, △△△△ 愈伤组织体积为外植体 5 倍 以上

2
.

2 愈伤组织质地对形成健康体胚
〔 ` ” “ 的影响

愈伤组织质地对形成健康体胚的数量有一定的影响
,

从表 2 可以看出
,

细胞小而均
、

质地松软而紧密的愈伤组织
,

诱导形成健康体胚的数量多
。

这可能与该类愈伤组织

含胚性细胞较多有关
。

表 2 不 同愈伤组织甘健康体胚的影响
.

T a b
。

2 E f f e e t s o f t h e d i f f e r e n t t h e e a l l u s o n 五e a l t五y s o m a t i e e m b r了。

质 地
未成体胚

球形
(即细胞团 )

心形 鱼雷型 子叶型 备 注
代号

细胞大
不均一
松散

多 十 + 十 + +

形状不规
+ 则的多

细胞小
,

均一
,

松
软而紧密 + 十 十 + + 十 + + 十 +

. ①

②

③

I表示外植体来源于无菌苗下胚轴 , I 表示外植体来源于盆栽苗 ( 苗龄 4 周 ) 的第三叶柄
.

每个处理 4 瓶
.

每瓶培养液为 25 m l ,

愈伤组织 (过滤网后 )鲜重 .0 59
.

每个处理 重 复 3 次
.

十表示每瓶中体胚数量
:

25 。个以上

+ 5 0个以 下 , + + 5 0 ~ 1 5 0个 , + + + 1 5 0 ~ 2 5 0个 , + + + +

2
.

3 盆栽首楷叶柄所形成的愈伤组织及其诱导产生的体胚数 t 与播种季节的关系

6 月底至 7 月下旬播种
, 1个月后取其第三叶柄作外植体的

,

21 天后其愈伤组织淡绿

色
、

细胞均匀
、

较小
、

很
“
健康

” ,

体积约为外植体的 8 倍
。

取其作悬浮材料
,

以诱导

体胚
,

则产生体胚数量多
。
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8月中
、

下旬播种的
,

植株虽然生长较快
,

但从其取材所形成的愈伤组织松散
、

较

易变成褐色
、

老化
。

9 月下旬至 12 月上旬播种的
,

植株生长逐渐减慢
,

从其取材形成的愈伤组织
,

细胞

较小而紧密
,

但长到一定量时
,

则部分出现浅黄褐色
,

老化
。

1 月至 3 月播种的
,

长得很慢
,

较难控制取材时间
,

形成体胚数量最少
。

4 月至 5 月播种的
,

污染比较严重
。

因此
,

从周年播种试验来看 ( 见表 3 )
,

以 6 月底至 7 月中旬播种
,

取其叶柄为材

料者为佳
。

表 3 播种季节对叶柄诱导产生体胚 的影响

T a b
.

3 E f f e e t s o f d i f f e r e n t s o w i n g s e a s o n : o n t h e s o m a t i e

e 也 b r y o s i n d u e e d f r o m p e t i o l e

1 ~ 3 月 1 4 ~ 5 月

6 月底至

7 月下旬

8 月中
、

下旬

B , h

+

K T O
。

2

+

淡绿色
,

胞较小
。

细 }污 染 较 严{淡绿色
接虞

,

接种后脑较小

细 }淡绿色 浅绿色

均!胞较大
,

松 1胞较小而紧

种后 20 天 7 天 约 有!一
,

很健康 散
,

接种后 }密
,

较均匀
,

体积仅为外 }1 / 4污染
。

接 种 后 20 }20 天约为外 }接种后 26 天

2
.

4
一

D l }植 体 的
3

}愈伤组织浅}天
,

体积约随体的略
.

!体积约为外

绿色
,

细胞 {为外植体的!但 接种 后!植 体 的 9

盆栽首箱兰第叶柄

较小
,

胞间

积液较多
,

细胞粘连
。

8 倍 接种 118 天
,

则有{倍
.

但接种

后 22 天
,

仍1约 1 / 4 出现116 夭后

保持浅黄绿}浅黄褐色
.

}有 约1邝 出

+ + + + + +

十 + + 十

现 浅 黄 褐

色
。

+ + +

. ① 十表示每瓶中体胚数量 ( 与表 2 同 ) ,

② 每个季节接种 10 瓶
,

上述体胚数量为 10 瓶的平均数
.

每瓶培养液

为 25 m l
,

愈伤组织 ( 过滤网后 ) 鲜重。
.

59

2
.

4 附加物对健康体胚教纽的影晌

从表 4 看出
,

胚性细胞或细胞团的形成
,

所用的培养基里必须含有生长素类物质
,

主要是 2 , 4 一D 〔 “ , 。 , ’ “ 〕 。

N A A ( 蔡乙酸 ) 虽然有一些作用
〔 g 〕 ,

但是
,

细胞 分 裂 素 类 物

质
,

如 6 B A ( 6一节基氨基嗓吟 ) 在本实验中不仅没有诱导作用
,

而且对已完 成 诱 导 的

( 愈伤组织中 ) 胚状体的发生还有抑制作用
.

这与M a t s

ou k a 和 H in at a( 1 9 7 9年 )以矮牵

牛和茄子所作的实验结果是一致的
.

培养基中含有还原态的 氮 ( N H : ) 是胚状体发 生和

健康体胚数量增加的重要条件之一 从表 4 又可明显地看出
,

培养基中附加 ( N H
`

)S O `

的组合
,

不仅体胚总数最多
,

而且鱼雷型和子叶型的数量亦增多
,

畸形体胚数明显下降 ,

附加 2 , 4一D 和 N A A的组合
,

效果次之 , 附加 2 ,
4一D

、

N A A和 B A的组 合
,

无 论 从 体

胚总数及健康程度来看
,

都不理想
.

在体胚产生和发育阶段 加 入 K N O
。
( 1 2 5 o m g / L )

,
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从减少畸型体胚米看
,

效果很好
.

表 4 附加物对健康体胚数量的影响

T a b
.

4 E f f e e t s o f t lz e a d d i t i o n a l s u b s t a n e e s o f t h e m e d i u m o n t h e

n u
m b e r o 王 t h e h e a l t五丁 5 0 皿 a t i

e e l n b r y o

基 本 }

培养基

附力口物 ( m 。 / L ) }体
胚总

、

里兰一一全兰
一
一

色霓翌
_

三 11全竺
{数 (个 ) 个 % 个 % 个 % 个 %

畸型 统计

个 % 瓶数

2
,

4
一

D l 十 N A A O
.

1

2
,

4
一

D l + N A A O
。

1

1 2 4 0 2 4 1
。

9 4 9 2 7
。

4 2 3 4 7 2 7
。

9 9 7 6 8 6 1
。

9 4 9 0
。

7 2 5

3 1 8 5 4 1 6
。

9 8 返8 1 5
。

0 9 5 1 1 6
。

0 4 1 3 4 4 2
.

1 4 3 1 9
。

7 5 5
+ B A O

.

2

2
,

4
一

D l + N A A O
。

1

+ B A O
.

2 1 3 8 1 2 2 1
.

5 9 9 5 6
.

8 8 2 3 3 1 6
.

8 7 1 0 2 6 7 4
。

2 9 5 0
。

3 7 5

{
+ ( N H 4

)
: 5 0 :

1 2 5 0

注
:

①

②

每瓶培养液为 25 m l
,

愈伤组织 ( 过滤网后 ) 细胞或较小的细胞团
,

鲜重 0
.

5 9 ,

各类型体胚数量是在本表各处理诱导 7天后
,

转入无激素而添加 L
一

脯氨酸 2
.

7 9 / L
、

( N H `
)

2 5 0 ` 1
.

2 2 9 / L 及 K N O 3 1 2 5 o m g / L 的 S H培养液中摇床培养 2 1天统计 ,

从愈伤组织悬浮培养体胚统计共 28 天

2
.

5 2
,

4一 O浓度对体胚数里和质盆的影响

在愈伤组织进行体胚诱导阶段
,

·

2 , 4 一 D 有显著 的影响
。

图 1所示
:

① 2 , 4 一 D 浓度在

1 ~ 8 m g / L范 围内
,

诱导体胚的数量随着浓度的增大而增多
.

但当浓度超过 s m g / L时

诱导体胚的数量则逐渐减少
,

这与叶克难和张兰英等的实验结果相似
〔 “ , ’ 。 〕 ; ② 2 , 4一 D 浓

度在 1 ~ 4 m g / L范围内
,

诱导健康体胚数量则随着浓度 的增大而增加
,

但当浓 度超过

4 m g / L 以后
,

健康体胚数量明显下降
.

; O。卜

;
;二{

。
一

。

一二一
口一

口

\
口

才
-

重
二 。

} / \
二

乡00[ 厂 一 \
`

、 11

’ 。 。
以 ~

。
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图 1 2
,

4
一

D浓度对体胚发生的诱导作用

F i g
.

1 I n d u e t左o n o f Z
,

4
一

D e o n e e n t r a t i o n

o n s o m a t i e e m b r y o g e n e s i s

I
。

体胚总数量
,

I
。

成熟健康体胚数量

(每个处理 4 瓶
,

重复三次
。

图中体

胚数为 12 瓶的平均值 )

我们认为
,

这有可能由于 2 , 4 一 D浓度过高而使愈伤组织失去分化成胚的能力
,

尤其是防

碍了健康体胚的形成 及发育
。

2
.

6 体胚转化成再生小植株

从表 5 中可看出
,

实验的三 种 基 质 均 能 使 健 康 体 胚 再 生 为 小 苗
。

但 是
,

以 1 / “ S H加镌生素 C 再加干酵母粉的组合为基质最好
,

其转化率高达 ” “肠
·

我们认 为
,

这是因维生素 C及干酵母粉促进体胚转化为小苗
,

同时能提供转化时所需的某些物质
。
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表 5 维生素 C和干酵毋粉衬成熟体胚转化成苗的作用

T a b
.

5 T h e i n f l u e n e e o f v i t a m i n C a n d d r
i

e d v e a s t o n t h e t r a n s f e r

o f t h e m a t u r o s o m a t i e e m b r y o t o P l a n t l e t

一匕内U内DSQ甘OU八b八ljō丹O尺U9OLI0óUO101010

基 质

二层湿滤纸

士 S H

告 S H + 维生素 C

十干酵母粉

实验用体胚数量 (个 ) 成苗数 (株 ) 转化率 ( % )

. 接种经过挑选的较健康的体胚
,

接种 3周后统计

2
.

7 体胚小苗移至盆栽

将体胚转化成的小苗 ( 苗龄 30 天 ) 移至盆栽
.

移植后 14 天
,

成活率达 80 肠
。

图版 I 首蓓体胚发生和成苗各阶段的照片
P Ia t e 1 S o m a t i e e m b r y o g e n e s i s o f a l f a l f a a n d t h e g r o w t h o f t五e i r p l a n t l e t s

1
.

叶柄接种 5 天后
,
切 口处出现明显的愈伤组织 ; 2

.

叶柄接种 21 天后
,

愈伤组织增殖情况 ,

3
.

经一次筛选的培养艳 (细胞或较小的细胞团 )
.

摇床诱导培养 20 天所形成的大量体胚 ,

4
.

经一次筛选后成熟任为同步化程度 , 5
.

体胚转化成的小苗 , 6
。

健康体胚的成苗情况 ,

7
。

体胚转化成的小植株移至盆栽 2 天的情况 ; 8
.

小植株盆栽 1 4天的情况 ,
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