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碳氮源对花榈木胚性愈伤组织诱导、
发育及有机物积累的影响
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摘　 要: 为探讨花榈木体胚发生过程中不同碳氮源处理对胚性愈伤组织诱导、发育和有机物积累的影响ꎬ
并筛选出有利于花榈木体胚发生的碳氮源ꎬ优化体胚发生体系ꎬ该研究以成熟胚为外植体ꎬ通过单因素试验

分析 ３ 种碳源、４ 种蔗糖浓度和 ６ 种氮源处理下胚性愈伤组织诱导、发育和有机物积累的差异ꎮ 结果表明:
(１)蔗糖中胚性愈伤组织诱导率显著高于葡萄糖和麦芽糖ꎬ但其体胚诱导率、体胚分化率、胚性愈伤组织可

溶性糖、淀粉和可溶性蛋白含量差异不显著ꎮ (２)随着蔗糖浓度的升高ꎬ胚性愈伤组织、体细胞胚(体胚)诱
导率、体胚分化率、胚性愈伤组织重量和可溶性蛋白含量呈先升高后降低的趋势ꎬ均以添加 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖最

高ꎬ而胚性愈伤组织可溶性糖和淀粉含量呈增加的趋势ꎮ (３)在 ６ 种氮源处理中ꎬ胚性愈伤组织诱导率以添

加 ５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１谷氨酰胺的处理最高ꎬ体胚诱导率则以添加谷氨酰胺和水解酪蛋白的处理较高ꎬ但不同氮源

处理间体胚分化率无差异ꎻ添加有机氮源的处理其胚性愈伤组织可溶性蛋白含量显著高于无氮源处理ꎮ 总

之ꎬ不同的碳氮源通过影响花榈木胚性愈伤组织的诱导、发育和有机物的积累ꎬ从而影响其体胚诱导率ꎬ但
对体胚分化率影响不显著ꎮ 初步认为 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖和 ５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１谷氨酰胺作为碳氮源可促进花榈木体胚

发生诱导ꎮ
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　 　 花榈木(Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ)属豆科(Ｆａｂａｃｅａｅ)红

豆属(Ｏｒｍｏｓｉａ)常绿乔木ꎬ材质致密、坚硬、纹理美

丽ꎬ为我国珍贵用材树种ꎬ是制作高档家具和工艺

品的重要原材料ꎬ其根、枝、叶均可入药ꎬ具有较高

的经济、药用和生态价值ꎮ 由于花榈木种皮坚硬ꎬ
透水性差ꎬ野生自然资源稀少ꎬ大小年现象严重ꎬ自
然更新困难ꎬ生长缓慢ꎬ且成年树木易遭砍伐和破

坏ꎬ造成现有野生自然资源濒临灭绝状态ꎮ 为保护

其现有自然资源多样性和解决种质资源不足问题ꎬ
当下迫切需要进行保护和繁殖ꎬ无性繁殖可以解决

生产实践中资源匮乏问题和缓解供需矛盾ꎮ 其中ꎬ
组织培养技术具有繁殖速度快、产量高、利于种质

资源保存和遗传转化(Ｋｅｓｈｖａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)等优

点ꎬ在林木的扩繁研究和运用中具有重要作用ꎮ 前

人对同为豆科植物的红豆树(Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｏｓｉｅｉ)、香合

欢(Ａｌｂｉｚｉａ ｏｄｏｒａｔｉｓｓｉｍａ)等的组织培养技术进行了研

究ꎬ但仍存在愈伤组织分化率、不定芽增殖率、生根

率低等问题(桂平ꎬ２０１８ꎻ许倩ꎬ２０２０)ꎮ
花榈木无性繁殖中ꎬ赵正霞(２００７)和文虹等

(２０２０)分别对花榈木埋根和嫁接技术进行了研

究ꎬ高丽等(２００９)和乔栋(２０１６)初步建立了组织

培养再生体系ꎬ但再生植株的数量有限ꎬ其技术尚

不成熟ꎬ且生产成本高ꎬ难以实现产业化ꎮ 体细胞

胚胎发生作为一种高效的体外再生方法ꎬ是体细

胞在体外培养形成胚性愈伤组织ꎬ经胚胎发生和

胚胎发育形成大量胚状体的过程ꎬ对产业化生产、
胚胎发育和细胞全能性研究具有重要意义ꎮ 先前

的研究建立了花榈木体胚发生再生体系(Ｗｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ较深入探讨了花榈木体胚发生的生理

机理ꎬ揭示了可溶性糖、淀粉和可溶性蛋白是花榈

木体胚发生的物质基础(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 前人

在三叶无患子(Ｓａｐｉｎｄｕｓ ｔｒｉｆｏｌｉａｔｕｓ) (Ａｓｔｈａｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)、北美鹅掌楸(Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ) (Ｋｉｍ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１) 和斐济果(Ｆｅｉｊｏａ ｓｅｌｌｏｗｉａｎａ) ( Ｖｅｓｃｏ ＆
Ｇｕｅｒｒａꎬ ２００１)等物种体细胞胚培养研究中发现ꎬ
可溶性糖、淀粉和可溶性蛋白这些有机物含量受

碳氮源及浓度的影响( Ｉｒａｑｉ ＆ Ｔｒｅｍｂｌａｙꎬ ２００１)ꎬ从
而影响体胚诱导率ꎮ 由此推测ꎬ碳氮源及浓度与

体胚诱导率及其生理变化有关ꎬ但它们如何调控

花榈木体胚诱导及其有机物积累的机理尚未可

知ꎮ 因此ꎬ本研究以花榈木成熟胚作为外植体ꎬ采
用单因素试验ꎬ分别以 ３ 种碳源、４ 种蔗糖浓度和

０１１２ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



６ 组氮源添加至胚性愈伤组织、体细胞胚和体细胞

胚分化诱导培养基中ꎬ通过分析不同碳氮源处理

下胚性愈伤组织诱导率、体胚诱导率及有机物积

累的差异ꎬ拟探讨以下问题:(１)碳氮源对花榈木

体胚诱导率是否具显著影响ꎻ(２)碳氮源是否影响

花榈木胚性愈伤组织有机物积累ꎬ从而对体胚诱

导起作用ꎮ 旨在筛选花榈木体胚发生诱导适宜的

碳氮源ꎬ进而为优化花榈木体胚再生体系提供参

考依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

于 ２０１７ 年 １１ 月采摘贵州省孟关(２６°１４′２３"
Ｅꎬ１０６°２５′１２" Ｎꎬ海拔 １ １１２ ｍ)同一株花榈木种子ꎮ
浓硫酸浸泡种子 １ ｈꎬ回收浓硫酸ꎬ自来水洗净种子ꎬ
７５％乙醇处理 １ ｍｉｎꎬ２％ ＮａＣｌＯ 处理 ８ ｍｉｎꎬ无菌水

清洗 ５ 次ꎬ无菌水浸泡种子 ２４ ｈꎬ使其吸胀ꎬ在超净

工作台上使用接种工具剥取成熟胚ꎬ备用ꎮ
１.２ 研究方法

１.２.１ 花榈木体胚发生诱导过程　 (１)胚性愈伤组

织诱导:以成熟胚为外植体ꎬ接种至胚性愈伤组织

诱导培养基中ꎮ 胚性愈伤诱导培养基参考 Ｗｕ 等

(２０２０)的配方:Ｂ５培养基、０.２ ｍｇ􀅰 Ｌ￣１ ６￣ＢＡ、２.０
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ 和 ２.５ ｇ􀅰Ｌ￣１结冷胶ꎬ暗培养ꎬ(２５±
２) ℃ꎮ 第 ２５ 天统计胚性愈伤组织诱导率ꎮ (２)
体细胞胚诱导:将(１)中胚性愈伤组织转接至体细

胞胚诱导培养基ꎬ体细胞胚诱导培养基参考 Ｗｕ 等

(２０２０)的配方:Ｂ５ 培养基、０. ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＫＴ、１. ０
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ 和 ２.５ ｇ􀅰Ｌ￣１结冷胶ꎬ暗培养ꎬ(２５±
２) ℃ꎮ 培养 ４ 周后统计体细胞胚诱导率ꎮ (３)体
细胞胚分化诱导:将(２)中体细胞胚转接至体细胞

胚分化诱导培养基ꎬ体细胞胚分化诱导培养基参

考 Ｗｕ 等(２０２０)的配方:Ｂ５ 培养基ꎬ０. ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１

ＴＤＺꎬ０.２ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＮＡＡꎬ光照强度 ２０ μｍｍ ￣２ ｓ￣１ꎬ１６
ｈ􀅰ｄ￣１ꎻ６０ ｄ 后统计体细胞胚分化率ꎮ
１.２.２ 不同碳氮源添加的试验设计 　 在上述培养

的(１)(２)(３)阶段均添加不同碳源、不同浓度蔗

糖和有机氮源ꎬ具体设计为:
(１)碳源:分别添加 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ 蔗糖( Ｔ１)、３０

ｇ􀅰Ｌ￣１葡萄糖 (Ｔ２)和 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１麦芽糖(Ｔ３)ꎻ
(２)蔗糖浓度:分别添加 ２０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖(Ｃ１)、

３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖(Ｃ２)、４０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖(Ｃ３)和 ５０ ｇ􀅰

Ｌ￣１蔗糖(Ｃ４)ꎻ
(３)有机氮源:分别添加 ０.５ ｇ􀅰Ｌ￣１谷氨酰胺

Ｇｌｎ(Ｎ１)、０.５ ｇ􀅰Ｌ￣１水解酪蛋白 ＣＨ(Ｎ２)、０.５ ｇ􀅰
Ｌ￣１水解乳蛋白 ＬＨ(Ｎ３)、０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１Ｇｌｎ ＋ ０.２５ ｇ􀅰
Ｌ￣１ＣＨ ( Ｎ４)、 ０. ２５ ｇ􀅰 Ｌ￣１ Ｇｌｎ ＋ ０. ２５ ｇ􀅰 Ｌ￣１ ＬＨ
(Ｎ５)、０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ＣＨ ＋０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ＬＨ(Ｎ６)和以不

添加有机氮为对照(Ｎ０)ꎮ
上述各阶段每个处理重复 ３ 次ꎬ每个重复接种

２０ 个外植体ꎮ 所有培养基在灭菌前( １２１ ℃ꎬ２０
ｍｉｎ)ｐＨ 值均调节至 ５. ９０ ± ０. ２ꎬ培养条件为暗培

养ꎬ(２５±２) ℃ꎮ
１.２.３ 胚性愈伤组织的生长和有机物测定 　 接种

后第 ２５ 天ꎬ分别测定不同处理培养基的 ｐＨ 值(雷
磁 ＰＨＳ￣３Ｃ 型 ｐＨ 计ꎬ上海)ꎻ并收集胚性愈伤组

织ꎬ使用万分之一天平 (赛多利斯 Ｐｒａｃｔｕｍ２２４￣
１ＣＮꎬ德国)测量单个成熟胚诱导获得的胚性愈伤

组织重量ꎬ装入 ５ ｍＬ 离心管ꎬ贮藏于－８０ ℃ 超低

温冰箱ꎻ待样品收集完毕ꎬ对生理指标进行统一测

定ꎮ 可溶性糖和淀粉含量的测定采用硫酸－蒽酮

法ꎬ可溶性蛋白含量的测定采用考马斯亮蓝法(刘
萍等ꎬ２０１６)ꎬ每个处理重复测定 ３ 次ꎮ
１.３ 体胚诱导相关指标计算

胚性愈伤组织诱导率、体细胞胚诱导率和体

细胞胚分化率的计算公式如下:
胚性愈伤组织诱导率(％) ＝ (胚性愈伤组织

的数量 /接种成熟胚数量) ×１００ꎻ
体细胞胚诱导率(％)＝ (体细胞胚的数量 /接

种胚性愈伤组织数量) ×１００ꎻ
体细胞胚分化率(％) ＝ (体细胞胚的萌发数

量 /接种体细胞胚数量) ×１００ꎮ
１.４ 数据处理

试验数据用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｏｆｆｉｃｅ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 进行统

计处理ꎬ使用 ＳＰＳＳ １８.０ 软件

对数据进行单因素方差分析ꎬ通过 Ｔｕｒｋｅｙ 检

验进行差异显著分析(Ｐ<０.０５)ꎬ最后使用 Ｏｒｉｇｉｎ
２０１９ 作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 花榈木体胚发生的诱导

成熟胚在胚性愈伤组织诱导培养基中培养

７ ~ １０ ｄꎬ愈伤组织从成熟胚四周长出ꎮ 培养 ２５ ｄ
后ꎬ胚性愈伤组织为乳白色、黄白色或黄色ꎬ并在

１１１２１２ 期 吴高殷等: 碳氮源对花榈木胚性愈伤组织诱导、发育及有机物积累的影响



愈伤组织表面有结节状的小突起(图 １:ａ)ꎬ它们在

不同碳源、蔗糖浓度和有机氮源上的外观形态无

差异ꎮ 胚性愈伤组织在体胚诱导培养基中培养 ４
周后相继发育形成表面光滑、白色、透明状和类似

球形胚的体细胞胚(图 １:ｂ)ꎬ体细胞胚在体胚分

化培养基中进一步分化形成幼芽(图 １:ｃ)ꎮ
２.１.１ 碳源对胚性愈伤组织诱导及发育的影响 　
添加 ３ 种碳源的花榈木成熟胚愈伤组织诱导率均

为 １００％(图 ２)ꎬ但胚性愈伤组织诱导率差异显著

(Ｐ<０.０５)ꎮ 其中ꎬＴ１ 处理的胚性愈伤组织诱导率

最高ꎬ比 Ｔ２ 和 Ｔ３ 分别高 ９.３％和 ９.７％ꎮ 不同碳源

体细胞胚诱导率和分化率的差异不显著 ( Ｐ >
０.０５)ꎬ但均以 Ｔ１ 最高ꎮ
２.１.２ 蔗糖浓度对胚性愈伤组织诱导及发育的影

响　 花榈木成熟胚愈伤组织诱导率随蔗糖浓度的

增加呈降低趋势(图 ３)ꎬ但差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎻ
而胚性愈伤组织、体细胞胚诱导率和体细胞胚分

化率随蔗糖浓度的增加呈先升高后降低趋势ꎬ其
诱导率均以 Ｃ２ 最高ꎬ但体细胞胚分化率差异不显

著(Ｐ>０.０５)ꎮ 值得注意的是ꎬＣ４ 的体胚诱导率急

剧下降ꎬ这说明高浓度蔗糖不利于体胚诱导ꎮ
２.１.３ 有机氮源对胚性愈伤组织诱导及发育的影

响　 与对照 Ｎ０ 相比ꎬ添加不同有机氮源对愈伤组

织诱导率和体胚分化率差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎻ但
对胚性愈伤组织和体胚诱导率影响显著(Ｐ<０.０５ꎬ
图 ４)ꎬ其中ꎬＮ１ 胚性愈伤诱导率显著高于 Ｎ０ꎬ增
加了 １８％ꎻＮ１、Ｎ２ 和 Ｎ４ 体胚诱导率显著高于 Ｎ０ꎬ
分别比 Ｎ０ 高 １８.５％、２０.５％和 １９.２％ꎮ
２.２ 碳氮源对胚性愈伤组织的生长及有机物积累

的影响

２.２.１ 碳源对胚性愈伤组织生长及有机物积累的

影响　 不同碳源处理的胚性愈伤组织重量差异显

著(Ｐ<０.０５)ꎬ以 Ｔ１ 最高ꎬ分别比 Ｔ２、Ｔ３ 高 ２１％、
７.８％ꎬ而对培养基 ｐＨ 值、胚性愈伤组织的可溶性

糖、淀粉和可溶性蛋白含量的影响不显著 ( Ｐ >
０.０５ꎬ表 １)ꎮ 这表明不同碳源对胚性愈伤组织的

生长影响较大ꎬ对培养基 ｐＨ 值、胚性愈伤组织碳

氮积累的影响较小ꎮ
２.２.２ 蔗糖浓度对愈伤组织生长及有机物积累的影

响　 不同蔗糖浓度处理对培养基 ｐＨ 值和胚性愈伤

组织淀粉含量的影响不显著(Ｐ>０.０５)ꎬ但对胚性愈

伤组织的重量、可溶性糖和可溶性蛋白含量的影响

显著(Ｐ<０.０５ꎬ表 ２)ꎮ 随蔗糖浓度升高ꎬ胚性愈伤组

织的重量和可溶性蛋白含量呈先升高后降低的趋

势ꎬ以 Ｃ２ 最高ꎻ胚性愈伤组织可溶性糖含量则随蔗

糖浓度增加呈逐渐增加趋势ꎬ在 Ｃ４ 处理中最高ꎬ分
别是 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３ 处理的 ２.８５、１.９０、１.３０ 倍ꎮ 结果表

明蔗糖浓度对培养基的 ｐＨ 值影响较小ꎬ对胚性愈

伤组织的生长及其有机物积累影响较大ꎮ
２.２.３ 有机氮源对愈伤组织生长及有机物积累的

影响　 有机氮源对培养基 ｐＨ 值和胚性愈伤组织

淀粉含量的影响不显著(Ｐ>０.０５)ꎬ但对胚性愈伤

组织重量、可溶性糖含量和可溶性蛋白含量的影

响显著 ( Ｐ < ０. ０５ꎬ表 ３)ꎮ 胚性愈伤组织重量在

Ｎ５、Ｎ１ 和 Ｎ０ 处理中较高ꎻＮ０ 胚性愈伤组织可溶

性糖 含 量 分 别 比 Ｎ１ － Ｎ６ 高 ２２％、 １７％、 ３４％、
９.８％、１６％和 ２.４％ꎻ相反ꎬＮ１－Ｎ６ 胚性愈伤组织可

溶性蛋白含量显著高于 Ｎ０ꎮ 可见ꎬ有机氮源的添

加有助于胚性愈伤组织的生长和可溶性蛋白的积

累ꎬ却不利于胚性愈伤组织可溶性糖的积累ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ 碳源对花榈木体胚发生诱导的影响

碳源参与碳代谢途径ꎬ为植物生命活动提供

能量和碳骨架ꎬ对植物生长发育是不可或缺的ꎬ影
响植物体胚诱导率的高低( Ｂａｒｔｏｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ
本研究中ꎬ蔗糖胚性愈伤组织、体胚及体胚分化诱

导率均高于葡萄糖和麦芽糖ꎬ与龙眼(Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓ
ｌｏｎｇａｎａ)(赖钟雄ꎬ１９９７)和胡桃楸(赵舒野ꎬ２０１３)
体胚诱导的结果一致ꎮ 胚性愈伤组织的重量以添

加蔗糖处理最高ꎬ可能与相同碳源浓度下蔗糖较

葡萄糖和麦芽糖能够更好地调节培养基中的低渗

环境ꎬ且蔗糖作为双糖经水解后形成同等量的葡

萄糖和果糖ꎬ有 助 于 提 高 蔗 糖 合 成 酶 ( ｓｕｃｒｏｓｅ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅꎬＳＳ)、蔗糖磷酸合成酶( ｓｕｃｒｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅꎬＳＰＳ)和转化酶( ｉｎｖｅｒｔａｓｅꎬＩＮＶ)的活性ꎬ
促进碳水化合物之间的相互转化和转运能力ꎬ从
而增加碳水化合物含量ꎬ提供外植体更多的能量

有关( Ｉｒａｑｉ ＆ Ｔｒｅｍｂｌａｙꎬ ２００１ꎻ罗凯等ꎬ２０２１)ꎮ 这

些可能是蔗糖被作为大部分植物细胞培养碳源的

主要原因ꎮ 此外ꎬ不同碳源处理下培养基 ｐＨ 值差

异不显著ꎬ与它们是非电解质有关ꎮ
３.２ 蔗糖浓度对花榈木体胚发生诱导的影响

蔗糖浓度影响培养基渗透压ꎬ适当的蔗糖浓

度为细胞膨大提供渗透推动力ꎬ 有助于提高蔗糖
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ａ. 胚性愈伤组织(ＥＣ)ꎻ ｂ. 体细胞胚(ＳＥ)ꎻ ｃ. 体细胞胚的分化ꎮ
ａ. Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ (ＥＣ)ꎻ ｂ. Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ (ＳＥ)ꎻ ｃ. Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ.

图 １　 花榈木在培养基中添加谷氨酰胺的体胚发生
Ｆｉｇ. １　 Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｏｒｍｏｓｉａ ｈｅｎｒｙｉ ｉｎ ｍｅｄｉｕｍ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ

Ｔ１－Ｔ３ 分别表示 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖、３０ ｇ􀅰Ｌ￣１葡萄糖和 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１麦芽糖ꎮ 不同大小写字母表示显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｔ１－Ｔ３ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ｓｕｃｒｏｓｅꎬ ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ｍａｌｔｏｓｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ａｎｄ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ < ０.０５)ꎮ Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 不同碳源对愈伤组织、体胚和体胚分化诱导的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｃａｌｌｕｓꎬＳＥ ａｎｄ ＳＥ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

代谢相关酶的活性ꎬ对体胚诱导具有重要作用

(Ｈａｚｕｂｓｋａ￣Ｐｒｚｙｂｙł ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 在本研究中ꎬ花
榈木的胚性愈伤组织、体胚和体胚分化诱导率均

以添加 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖最高ꎬ与前人对龙眼(赖钟

雄ꎬ１９９７)和云杉( Ｈａｚｕｂｓｋａ￣Ｐｒｚｙｂｙł ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)
的研究结果类似ꎮ 花榈木胚性愈伤组织可溶性糖

和淀粉含量随蔗糖浓度升高整体呈逐渐升高的趋

势ꎬ前人在红花玉兰(Ｍａｇｎｏｌｉａ ｗｕｆｅｎｇｅｎｓｉｓ) (宁娜

娜等ꎬ２０１８)、栓皮栎(Ｑｕｅｒｃｕｓ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ) (辛福梅ꎬ

２００７)和云杉(Ｈａｚｕｂｓｋａ￣Ｐｒｚｙｂｙł ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)体胚

诱导中也得出了类似的结果ꎮ 究其原因可能是适

当的蔗糖浓度不仅促进组织的生长ꎬ调控着细胞

内外糖代谢的信号分子应答ꎬ诱导了 ＡＢＡ 水平上

升ꎬ提高了糖代谢过程中 ＳＳ 和 ＳＰＳ 酶活性ꎬ促进

了糖 分 的 积 累 ( 陈 俊 伟 等ꎬ ２００４ )ꎻ 凌 亚 杰 等

(２０１８)报道随外源糖浓度升高ꎬＳＳ 和 ＳＰＳ 酶活性

相应增强ꎬ糖分含量增加ꎬ从而影响到细胞组织的

形态建成(Ｃａｎｇａｈｕａｌａ￣Ｉｎｏｃｅｎｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬ使得
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Ｃ１－Ｃ４ 分别表示 ２０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ４０ ｇ􀅰Ｌ￣１和 ５０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖ꎮ
Ｃ１－Ｃ４ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ２０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ４０ ｇ􀅰Ｌ￣１ａｎｄ ５０ ｇ􀅰Ｌ￣１ｓｕｃｒｏｓｅꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ３　 不同蔗糖浓度对愈伤组织、体胚和体胚分化诱导的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｃａｌｌｕｓꎬＳＥꎬＳＥ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

Ｎ０. 对照ꎻ Ｎ１. ０.５ ｇ􀅰Ｌ￣１谷氨酰胺 Ｇｌｕꎻ Ｎ２. ０.５ ｇ􀅰Ｌ￣１水解酪蛋白 ＣＨꎻ Ｎ３. ０.５ ｇ􀅰Ｌ￣１水解乳蛋 ＬＨꎻ Ｎ４. ０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１Ｇｌｕ ＋ ０.２５
ｇ􀅰Ｌ￣１ＣＨꎻ Ｎ５. ０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１Ｇｌｕ＋０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ＬＨꎻ Ｎ６. ０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ＣＨ＋０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ＬＨꎮ
Ｎ０－Ｎ６ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＣＫ)ꎬ ０.５ ｇ􀅰Ｌ￣１ｇｌｕｔａｍｉｎｅ (Ｇｌｕ)ꎬ ０.５ ｇ􀅰Ｌ￣１ｃａｓｅｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ (ＣＨ)ꎬ ０.５ ｇ􀅰Ｌ￣１ Ｌａｃｔａｌｂｕｍｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ (ＬＨ) ꎬ
０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１Ｇｌｕ ＋ ０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ＣＨꎬ ０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１Ｇｌｕ＋０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ＬＨꎬ ０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ＣＨ＋０.２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ＬＨ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ４　 不同有机氮源对愈伤组织、体胚和体胚分化诱导的影响
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｃａｌｌｕｓꎬＳＥ ａｎｄ ＳＥ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

胚性愈伤组织糖含量较高ꎬ却抑制了体胚发育进

程ꎮ 这些研究结果证明高浓度的蔗糖虽然促进了

花榈木胚性愈伤组织糖分的积累ꎬ但是抑制了体

胚诱导ꎮ
３.３ 氮源对花榈木体胚发生诱导的影响

有机氮源(谷氨酰胺、水解酪蛋白和水解乳蛋

白)可提高培养基 ＮＨ４
＋与 Ｎ０３

－比例ꎬ改变 Ｃ / Ｎ 的

比值ꎬ促进龙舌兰(Ｒｅｙｅｓ￣Ｄíａｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)和落叶

松(齐力旺ꎬ２０００)胚胎的生长发育ꎮ 本研究中ꎬ添
加有机氮源的处理花榈木胚性愈伤组织和体胚诱

导率均高于对照(Ｎ０)ꎬ其中ꎬ胚性愈伤组织诱导

率以添加谷氨酰胺(Ｎ１)最高ꎬ类似的结果在三叶

无患子胚性愈伤组织诱导中被报道 ( Ａｓｔｈａｎａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７) ꎮ 这可能与花榈木对氮元素 (ＮＨ４

＋与
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表 １　 不同碳源对胚性愈伤组织生长及生理特性的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ＥＣ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ

碳源
Ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

胚性愈伤重量
ＥＣ ｗｅｉｇｈｔ

( ｇ)

可溶性糖含量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

淀粉含量
Ｓｔａｒｃｈ ｃｏｎｔｅｎｔ
(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

可溶性蛋白含量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

Ｔ１ ４.７４±０.０７ａ ０.２６９±０.００７ａ ２２.２２±１.１４ａｂ １８.３８±１.４７ａ １１.８６±０.３ａ
Ｔ２ ４.６５±０.０６ａ ０.２１２±０.０１２ｂ ２４.８０±０.３３ａ １６.０４±１.６７ａ １０.８９±０.５８ａ
Ｔ３ ４.７３±０.０８ａ ０.２４８±０.０１５ａ ２４.４５±０.１０ａ １６.６６±１.７１ａ １０.９８±０.４６ａ

　 同一列不同小写字母代表在 Ｐ<０.０５ 水平下的显著性差异ꎮ 下同ꎮ
　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ< ０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ２　 不同蔗糖浓度对胚性愈伤组织生长及生理特性的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ＥＣ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ

蔗糖浓度
Ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

胚性愈伤重量
ＥＣ ｗｅｉｇｈｔ

( ｇ)

可溶性糖含量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

淀粉含量
Ｓｔａｒｃｈ ｃｏｎｔｅｎｔ
(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

可溶性蛋白含量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

Ｃ１ ４.５８±０.０３ａ ０.１８±０.０２４ａｂ １２.８４±０.８９ｃ １５.４８±０.６４ａ １０.２１±０.６３ｂｃ
Ｃ２ ４.６±０.０３ａ ０.２±０.０１６ａ １９.２７±１.０８ｃ １４.９３±１.８６ａ １１.８５±０.０６ａ
Ｃ３ ４.４±０.０６ａ ０.１７±０.０１４ｂ ２８.２４±５.３１ｂ １６.５８±２.８４ａ ９.０５±０.９３ｃ
Ｃ４ ４.５４±０.１４ａ ０.１７±０.０２２ａｂ ３６.６５±２.８２ａ １８.７４±１.１８ａ １０.６±０.３ｂ

表 ３　 不同有机氮源对胚性愈伤组织生长及生理特性的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｒｇａｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅ ｏｎ ＥＣ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ

有机氮源
Ｏｒｇａｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅ

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

胚性愈伤重量
ＥＣ ｗｅｉｇｈｔ

( ｇ)

可溶性糖含量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

淀粉含量
Ｓｔａｒｃｈ ｃｏｎｔｅｎｔ
(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

可溶性蛋白含量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

(ｍｇ􀅰ｇ ￣１)

Ｎ０(ＣＫ) ４.４９±０.０６ａ ０.２１±０.０１２ａｂ ２０.１６±２.２８ａ ９.９±５.２７ａ ８.３１±０.３３ｄ
Ｎ１ ４.５４±０.０４ａ ０.２１±０.０１ａｂ １５.８３±１ｂｃ １５.４１±１.５７ａ １１.７９±０.２ａ
Ｎ２ ４.４７±０.０８ａ ０.１６±０.００７ｃｄ １６.７６±２.１９ａｂｃ １１.２６±２.３５ａ １１.７９±０.３６ａ
Ｎ３ ４.５２±０.１２ａ ０.１９±０.０１１ｂｃ １３.２５±０.８１ｃ １４.７１±１.８９ａ ９.８４±０.２４ｂｃ
Ｎ４ ４.５７±０.１１ａ ０.１３±０.００８ｅ １８.１９±０.８１ａｂ １４.８５±１.３１ａ １１.５２±０.２６ａ
Ｎ５ ４.５５±０.０９ａ ０.２２±０.０１１ａ １６.８９±１.６５ａｂｃ １６.１７±０.２７ａ １１.４９±０.１７ａ
Ｎ６ ４.５２±０.０８ａ ０.１６±０.００３ｄ １９.６７±１.３１ａｂ １１.３３±０.７４ａ １０.４９±０.１４ｂ

Ｎ０３
－)的吸收和利用效率有关ꎮ 因为谷氨酰胺合

成酶 ( ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅꎬ ＧＳ) 和 硝 酸 还 原 酶

(ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＮＲ)是植物体内氮代谢同化作

用的关键酶ꎬ其中ꎬＧＳ 通过氮素同化作用ꎬ利用

ＡＴＰ 分解释放的能量ꎬ将无机氮催化为谷氨酰胺

和谷氨酸供植物利用(刘云菲等ꎬ２０２１)ꎻ若 ＧＳ 活

性低ꎬ植物体内合成的蛋白质不足或低于植物生

长所需阈值ꎬ植物生理代谢和生长发育将受影响ꎬ
而外源谷氨酰胺的添加利于植物对其的吸收和利

用ꎬ提高了 ＧＳ 和 ＮＲ 的活性ꎬ促进蛋白质的形成

(罗慧和李伏生ꎬ２０２０)ꎬ为花榈木胚性愈伤组织的

正常发育提供氮源保障ꎮ 与对照(Ｎ０)相比ꎬ有机

氮源(Ｎ１－Ｎ６)处理促进花榈木胚性愈伤组织中可

溶性蛋白含量的积累ꎬ相反ꎬＮ１－Ｎ６ 处理花榈木胚

性愈伤组织可溶性糖含量却较低ꎬ辛福梅(２００７)

在栓皮栎中也发现类似的结果ꎮ 这可能与 Ｎ０ 处

理中培养基 Ｃ / Ｎ 比相对较高ꎬ利于可溶性糖的合

成ꎬ而添加有机氮源(Ｎ１－Ｎ６)ꎬ培养基 Ｃ / Ｎ 比值

降低ꎬ促进可溶性蛋白的积累有关ꎮ
综上分析得出结论:碳氮源影响花榈木胚性愈

伤组织的诱导、发育和有机物的积累ꎬ从而影响其

体胚诱导率ꎬ但对体细胞胚分化的影响不显著ꎮ 培

养基中添加 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖和 ５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１谷氨酰胺

可以促进花榈木胚性愈伤组织和体细胞胚的诱导ꎮ
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