
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ａｕｇ. ２０１９ꎬ ３９(８): １１０７－１１１４ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１８１００２１

引文格式: 吴丽芳ꎬ 魏晓梅. 渗透剂对白刺花体细胞胚成熟及萌发的影响 [Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０１９ꎬ ３９(８): １１０７－１１１４.
ＷＵ ＬＦꎬ ＷＥＩ ＸＭ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｅｎｅｔｒａｎｔ ｏｎ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｏｆ Ｓｏｐｈｏｒａ ｄａｖｉｄｉｉ [ Ｊ] . Ｇｕｉｈａｉａꎬ ２０１９ꎬ ３９(８):
１１０７－１１１４.

渗透剂对白刺花体细胞胚成熟及萌发的影响
吴丽芳ꎬ 魏晓梅

( 曲靖师范学院 生物资源与食品工程学院ꎬ 云南高原生物资源保护与利用研究中心ꎬ 云南 曲靖 ６５５０１１ )

摘　 要: 该研究以蔗糖、麦芽糖、山梨醇及 ＰＥＧ(６０００)为渗透剂ꎬ探讨了不同渗透剂对白刺花体细胞胚发

育、胚成熟及萌发的影响ꎮ 结果表明:白刺花下胚轴形成的胚性愈伤组织接种至 ＭＳ ＋ ２ꎬ４￣Ｄ ０.２ ｍｇＬ￣１＋

ＮＡＡ １.０ ｍｇＬ￣１＋ ６￣ＢＡ ２.０ ｍｇＬ￣１＋ ＴＤＺ １.０ ｍｇＬ￣１＋蔗糖 ４０ ｇＬ￣１＋ 谷氨酰胺 １００ ｍｇＬ￣１＋植物凝胶 ３

ｇＬ￣１的培养基上ꎬ体细胞胚发生率高达 ６６. ２１％ꎬ总胚数为 ７９ 个ꎻ７％蔗糖可使体细胞胚成熟率高达

６４.３６％ꎬ同时也可提高多子叶畸形胚形成ꎻ２％麦芽糖＋２％山梨醇＋４％蔗糖组合使体细胞胚成熟率最高达

８８.８９％ꎬ畸形胚比例最低ꎻ３０ ｇＬ￣１ＰＥＧ 培养时ꎬ体细胞成熟率最高ꎬ为 ８２.３５％ꎻ鱼雷期的体细胞胚最合适

转接ꎬ可使体胚萌发率达 ９０.５８％ꎬ复合糖上培养得到的成熟体细胞胚生根率最高ꎬ为 ８７.４７％ꎮ 这为实现白

刺花体细胞胚育苗奠定了理论基础ꎬ并提供了可行的方案ꎮ
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　 　 植物组织培养中体细胞胚发生途径是获得再

生植株有效方法之一ꎬ由于体细胞胚发生具有数

量多、来源于单个的原始胚性细胞、遗传相对稳

定、结构完整、再生率高、可作为外源基因转化受

体等优点(Ｇｕｐｔａ ＆ Ｐｕｌｌｍａｎꎬ１９９１)ꎬ已成为遗传改

良和人工种子生产的原材料以及快速繁育和商品

化生产种苗的前提(胡颂平和刘选明ꎬ２０１４)ꎮ 最

早通过体细胞胚发生的报道来自 Ｓｔｅｗａｒｄ(１９５８)
和 Ｒｅｉｎｅｒｔ(１９５９)对胡萝卜根的培养ꎬ随后在一些

草本植物中相继培养获得成功ꎬ木本植物由于生

长发育规律、器官部位等与草本植物有较大差异ꎬ
使木本植物体细胞胚胎发生的种类很有限ꎬ在世

界范围内ꎬ目前通过体细胞胚发生途径诱导并培

育出再生植株的木本植物 １８０ 余种ꎮ 国外对栎属

(Ｑｕｅｒｃｕｓ Ｌ.)、杨 属 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ Ｌ.)、挪 威 云 杉 ( Ｐ.
ａｂｉｅｓ)、白云杉(Ｐ. ｇｌａｕｃａ)、黑云杉(Ｐ. ｍａｒｉａｎａ)等
研究较为深入全面ꎬ且花旗松(Ｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａ ｍｅｎｚ￣
ｉｅｓｉｉ)、火炬松(Ｐｉｎｕｓ ｔａｅｄａ)、辐射松(Ｐ. ｒａｄｉａｔａ)、
挪威云杉(Ｐｉｃｅａ ａｂｉｅｓ)、水曲柳(Ｆｒａｘｉｎｕｓ ｍａｎｄｓｈｕ￣
ｒｉｃａ)、杂交鹅掌楸( Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｈｙｂｒｉｄｓ)等体细胞

胚的诱导和再生植株已成功应用于生产实践中ꎬ
并进行商业化的苗木生产ꎮ 桉树(Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｃａ￣
ｍａｋｄｕｌｅｎｓｉｓ)、北美鹅掌楸( Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａ)、
欧洲落叶松( Ｌａｒｉｘ ｄｅｃｉｄｕａ)等利用其体细胞胚发

生体系ꎬ实现了抗病虫、抗逆等基因转移(陈金慧

等ꎬ２００３)ꎮ 然而ꎬ截至目前为止ꎬ白刺花( Ｓｏｐｈｏｒａ
ｄａｖｉｄｉｉ)有关方面的研究尚属空白ꎮ

白刺花 ( Ｓｏｐｈｏｒａ ｄａｖｉｄｉｉ) 为豆科槐属落叶灌

木ꎬ在西南喀斯特地区和北方干旱地区常作水土

保持的先锋树种(李芳兰等ꎬ２００９ꎻ何晓ꎬ２００７ꎻ何
建利等ꎬ２０１８)ꎮ 白刺花根、茎、叶、花、和种子均可

入药ꎬ具有清热利咽、消热解暑和凉血消肿等功效

(毛晓健等ꎬ２００９)ꎮ 小花数多、密集ꎬ是春天优良

的蜜源植物和天然无公害 “绿色食品” (樊建ꎬ
２００５)ꎮ 在白刺花的开发利用中调查发现ꎬ白刺花

虽然开花数多ꎬ结实量大ꎬ但由于种子硬实(吴丽

芳等ꎬ２０１４)、种皮透水透气性差且具有休眠性(吴
丽芳等ꎬ２０１８)ꎬ所以自然状态下幼苗少、种群更新

慢ꎬ从而限制了幼苗的生长及定居ꎮ 若能通过体

细胞胚发生途径形成再生植株ꎬ这无疑是解决有

性繁殖种苗慢的有效途径之一ꎮ 然而ꎬ通过前期

对白刺花的研究发现ꎬ体细胞胚诱导中存在诱导

率低、萌发率低等问题ꎮ 因此ꎬ本研究在前期研究

基础上ꎬ以优化白刺花体细胞胚培养条件ꎬ提高体

胚的成熟和萌发ꎬ探索影响体胚分化中生长素和

细胞分裂素浓度配比ꎬ筛选适宜的培养条件ꎬ针对

体胚萌发率低的问题ꎬ通过调节培养基中的渗透

压和培养基内的组成成分来确定萌发过程中所需

要的营养物质和关键因素ꎬ以期为实现白刺花体

细胞胚育苗奠定理论基础和提供可行的方案ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

在前期研究基础上ꎬ以白刺花下胚轴在 ＭＳ＋
２ꎬ４￣Ｄ ２. ０ ｍｇＬ￣１ ＋ＴＤＺ ０. ５ ｍｇＬ￣１ ＋ ６￣ＢＡ ０. ５
ｍｇＬ￣１＋蔗糖 ４０ ｇＬ￣１＋谷氨酰胺 １００ ｍｇＬ￣１＋琼
脂 ７ ｇＬ￣１培养基上诱导的胚性愈伤组织作为供

试材料ꎮ
１.２ 白刺花体细胞胚的诱导

将胚性愈伤组织转接至 ＭＳ ＋ ２ꎬ４￣Ｄ ０.２ ｍｇ
Ｌ￣１＋ＮＡＡ １.０ ｍｇＬ￣１＋６￣ＢＡ ２.０ ｍｇＬ￣１＋ ＴＤＺ １.０
ｍｇＬ￣１＋蔗糖 ４０ ｇＬ￣１＋谷氨酰胺 １００ ｍｇＬ￣１＋植
物凝胶 ３ ｇＬ￣１的体细胞胚分化培养基上ꎬ ｐＨ５.８ꎬ
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２０ mｍｏｌｍ ￣２ｓ￣１光下培养ꎬ光照为 １４ ｈｄ￣１ꎬ温
度为 ２５ ℃ꎮ 培养 ４０ ｄ 后ꎬ统计体细胞胚发生率及

不同培养基上每克鲜重愈伤组织的体细胞胚总数

和不同发育期的体细胞胚数ꎮ
体细胞胚发生率 ＝产生体细胞胚的愈伤组织

数 /接种胚性愈伤组织的外植体数×１００％ꎻ
体细胞胚数(每克愈伤组织形成的体细胞胚

数ꎬ个ｇ￣１)＝ 体细胞胚个数 /愈伤组织鲜质量ꎮ
１.３ 白刺花体细胞胚成熟培养

将白刺花体细胞胚分化培养得到的球形胚接

种于体细胞胚成熟培养基上ꎬ成熟培养基比较蔗

糖(２％、３％、４％、５％、６％、７％)ꎬ麦芽糖(２％、５％、
７％)＋蔗糖 ４％ꎬ山梨醇(２％、５％、７％) ＋蔗糖 ４％ꎬ
麦芽糖 ２％＋山梨醇 ２％ ＋蔗糖 ４％ꎬＰＥＧ６０００(２０、
３０、４０、５０、６０、７０ ｇＬ￣１)ꎬＡＢＡ １５ ｇＬ￣１ꎬＮＡＡ １.０
ｍｇＬ￣１ꎬ ６￣ＢＡ ２.０ ｍｇＬ￣１ꎬＴＤＺ １.０ ｍｇＬ￣１ꎬ谷氨

酰胺 １００ ｍｇＬ￣１ꎬ植物凝胶 ３ ｇＬ￣１ꎬ活性炭 ２ ｇ
Ｌ￣１ꎬ不同组合培养上每处理接种 １０ 瓶ꎬ每瓶接种

４ ~ ６ 个体胚ꎬ２０ mｍｏｌｍ ￣２ｓ￣１的光下培养ꎬ光照

１４ ｈｄ￣１ꎬ温度(２５±１)℃ꎬ培养 ４５ ｄ 后ꎬ观察不同

成熟培养的体胚生长发育情况ꎬ记录体胚成熟

数目ꎮ
１.４ 白刺花体细胞胚的萌发

将上述 １.２ 培养中得到的不同发育期体细胞

胚分别接种于体胚萌发培养基上ꎬ萌发培养基为

１ / ３ＭＳꎬ麦芽糖 ２％＋山梨醇 ２％＋蔗糖 ４％ꎬ２ ｇＬ￣１

活性炭ꎬ ３ ｇ Ｌ￣１ 植物凝胶ꎬ ｐＨ５. ８ꎮ ２０ mｍｏｌ
ｍ ￣２ｓ￣１光下培养 ５０ ｄ 后ꎬ观察体胚的萌发状况ꎬ
统计发育正常的幼苗数ꎬ计算体胚萌发率ꎬ测定体

细胞胚成苗质量ꎮ
体细胞胚萌发率 ＝萌发成幼苗的体胚 /接种的

体胚×１００％ꎻ
体细胞胚成苗质量(ｍｇ) ＝ 体细胞胚成苗鲜

重－接种时体胚胚鲜重ꎮ
１.５ 白刺花生根培养与植株再生

不同渗透剂培养得到的成熟体细胞胚转入生

根培 养 基 进 一 步 培 养ꎬ 生 根 培 养 为 １ / ２ＭＳ ＋
ＮＡＡ０.２ ｍｇＬ￣１＋２ ｇＬ￣１活性炭＋蔗糖 ３０ ｇＬ￣１＋
琼脂 ７ ｇＬ￣１ꎬ直至获得完整植株ꎬ最后将幼苗炼

苗后移栽至装有基质(腐殖土 ∶ 珍珠岩 ＝ ２ ∶ １)的

花盆中ꎬ３０ ｄ 后统计植株成活率ꎮ
植株成活率 ＝ 移栽成活的植株(株) /移栽的

总株数(株) ×１００％ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 白刺花体细胞胚的诱导

胚性愈伤组织接种至 ＭＳ ＋ ２ꎬ４￣Ｄ ０.２ ｍｇＬ￣１＋
ＮＡＡ １. ０ ｍｇ Ｌ￣１ ＋ ６￣ＢＡ ２. ０ ｍｇ Ｌ￣１ ＋ ＴＤＺ １. ０
ｍｇＬ￣１＋蔗糖 ４０ ｇＬ￣１＋谷氨酰胺 １００ ｍｇＬ￣１＋植
物凝胶 ３ ｇＬ￣１的培养基后ꎬ前 １０ ｄ 内可见胚性愈

伤组生长ꎬ表面松软ꎬ稍颗粒状(图 １:Ａ)ꎮ 随着培

养时间的增长ꎬ愈伤表面淡黄色ꎬ光滑突起ꎬ３０ ｄ
左右突起圆柱状纵向伸长(图 １:Ｂ)ꎬ有幼小的体

胚开始发育而成(图 １:Ｃ)ꎮ 培养 ４０ ｄ 后ꎬ可以得

到高频发生的白刺花体细胞胚ꎬ包括球形胚、心形

胚、鱼雷形和少部分子叶胚ꎮ 经统计ꎬ体细胞胚发

生率为 ６６.２１％ꎬ每克愈伤组织上获得的总胚数为

７９ 个ꎬ其中球形胚 ５２ 个ꎬ心形胚 １８ 个ꎬ鱼雷胚 ８
个ꎬ子叶胚 ４ 个ꎮ 形成的子叶胚中ꎬ一个仅有 １ 片

子叶ꎬ１ 个有多个子叶ꎬ另外两个形态正常ꎮ
２.２ 渗透剂对白刺花体细胞胚成熟的影响

２.２.１ 蔗糖对白刺花体细胞胚成熟的影响 　 蔗糖

在植物离体培养时既可以提供能源ꎬ又能起到调

节渗透压的作用ꎬ以 ４％的蔗糖为研究对照ꎮ 从表

１ 可以看出ꎬ随着蔗糖浓度的增加ꎬ体细胞胚趋于

成熟ꎬ蔗糖浓度为 ７％时ꎬ体细胞胚成熟率最高ꎬ达
６４.３６％ꎻ蔗糖浓度为 ２％时ꎬ体细胞胚成熟率最低ꎬ
仅 ３５.５８％ꎮ 从研究中观察到ꎬ低浓度的蔗糖和高

浓度的蔗糖都不利于正常体细胞胚的发育ꎮ 低浓

度时ꎬ体细胞胚长势差ꎬ出现透明水渍状的玻璃

胚ꎬ生活力弱ꎬ逐渐变褐死亡ꎻ高浓度蔗糖时ꎬ多子

叶畸形胚形成ꎬ且有簇生的类似单子叶胚拥有共

同胚轴的体胚ꎬ此类体细胞胚不能进一步发育ꎮ
相对适合的蔗糖浓度为 ５％ ~ ６％ꎬ体胚粗壮膨大ꎬ
下胚轴伸长ꎮ
２.２.２ 复合糖对白刺花体细胞胚成熟的影响 　 麦

芽糖、蔗糖和山梨醇不同组合对白刺花体细胞胚

成熟的影响结果见表 ２ꎮ 从表 ２ 可以看出ꎬ在不同

浓度的麦芽糖与蔗糖组合中ꎬ 体细胞胚成熟率随
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表 １　 蔗糖对白刺花体细胞胚成熟的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｐｈｏｒａ ｄａｖｉｄｉｉ

蔗糖浓度
Ｓｕｃｒｏｓｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(％)

体胚成熟率
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ
ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

体细胞胚发育观察
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

２ ３５.５８±２.７０ａ 形成的体胚淡黄偏白ꎬ长势差ꎬ水渍状稍透明ꎬ易褐化死亡
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｒｅ ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ｔｏ ｗｈｉｔｅꎬ ｐｏｏｒ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｗａｔｅｒ ｓｔａｉｎｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔꎬ ｂｒｏｗｎ￣
ｉｎｇ ｅａｓｉｌｙ ａｎｄ ｄｉｅｓ

３ ４１.８４±０.９６ｂ 形成的体胚偏白ꎬ有胚轴伸长ꎬ部分体胚类似玻璃化
Ｔｈｅ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｉｓ ｗｈｉｔｅꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎꎬ ｓｏｍｅ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

４ ５０.００±１.７９ｃ 体胚淡黄稍白ꎬ体胚增大ꎬ胚轴稍粗ꎬ有单子叶胚ꎬ多子叶胚和正常双子叶胚
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｒｅ ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ｔｏ ｗｈｉｔｅꎬ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔꎬ ｔｈｉｃｋ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎬ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｍｏｎｏｃｏｔｙｌｅ￣
ｄｏｎｏｕｓꎬ ｐｏｌｙｃｏｔｙｌｅｄｏｎｏｕｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎｏｕｓ ｅｍｂｒｙｏｓ

５ ５４.２１±２.３８ｃ 体胚淡黄稍白ꎬ体胚增大ꎬ胚轴稍粗ꎬ双子叶胚
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｒｅ ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ｔｏ ｗｈｉｔｅꎬ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔꎬ ｔｈｉｃｋ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎬ ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎｏｕｓ ｅｍｂｒｙ￣
ｏｓ

６ ５８.１６±１.０９ｃｄ 体胚淡黄稍白ꎬ体胚增大ꎬ胚轴稍粗ꎬ双子叶胚
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｒｅ ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ｔｏ ｗｈｉｔｅꎬ ｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔꎬ ｔｈｉｃｋ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎬ ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎｏｕｓ ｅｍｂｒｙ￣
ｏｓ

７ ６４.３６±４.１６ｅ 体胚淡黄稍白ꎬ胚轴粗壮伸长ꎬ多子叶畸形胚形成
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｒｅ ｐａｌｅ ｙｅｌｌｏｗ ｔｏ ｗｈｉｔｅꎬ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ ｉｓ ｓｔｏｕｔ ａｎｄ ｅｌｏｎｇａｔｅｄꎬ ｐｏｌｙｃｏｔｙｌｅｄｏｎｏｕｓ
ａｂｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏｓ

　 注: 不同小写字母表示差异达显著性水平(Ｐ<０.０５) ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｓｐｅｒｅｓｅｎｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ２　 复合糖对白刺花体细胞胚成熟的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｇａｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｎ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｐｈｏｒａ ｄａｖｉｄｉｉ

糖类组合
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｇａｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

接种数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏｓ

成熟体胚数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

体胚成熟率
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

畸形体胚数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｂｎｏｒｍａｌ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

２％麦芽糖＋４％蔗糖
２％ ｍａｌｔｏｓｅ＋４％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５４ ３１ ５７.４１±１.８３ｆ ７

５％麦芽糖＋４％蔗糖
５％ ｍａｌｔｏｓｅ＋４％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５３ ３７ ６９.８１±０.９２ｄｅ ４

７％麦芽糖＋４％蔗糖
７％ ｍａｌｔｏｓｅ＋４％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５１ ４４ ８６.２７±２.５５ａｂ １０

２％山梨醇＋４％蔗糖
２％ｓｏｒｂｉｔｏｌ＋４％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５６ ２９ ５１.７９±１.７９ｇ ５

５％山梨醇＋４％蔗糖
５％ｓｏｒｂｉｔｏｌ＋４％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５７ ４１ ７１.９５±１.７５ｄ ４

７％山梨醇＋４％蔗糖
７％ｓｏｒｂｉｔｏｌ＋４％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５５ ４３ ７８.１８±０.５３ｃ ８

２％麦芽糖＋２％山梨醇＋４％蔗糖
２％ｍａｌｔｏｓｅ＋２％ｓｏｒｂｉｔｏｌ＋４％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５４ ４８ ８８.８９±１.７１ａ ３

着麦芽糖浓度的增加而上升ꎮ 当麦芽糖浓度为

７％时ꎬ体细胞胚成熟率最高ꎬ达 ８６.２７％ꎬ相应的畸

形胚发生率也最高ꎬ为２２.７３％ꎻ麦芽糖浓度为 ２％
时ꎬ体胚成熟率为５７.４１％ꎬ畸形胚占总成熟胚的比

例为 ２２.５８％ꎻ麦芽糖浓度为 ５％时ꎬ畸形胚比例最

低ꎬ仅为１０.８１％ꎮ 在山梨醇与蔗糖的组合中ꎬ成熟

体细胞胚胎数也是随着山梨醇浓度的增加而增

加ꎮ ２％的山梨醇与蔗糖组合时ꎬ体细胞胚成熟率

最低ꎬ仅 ５１.７９％ꎻ７％的蔗糖时ꎬ体细胞胚成熟率最

高ꎬ为 ７８.１８％ꎬ畸形胚比例为 １８.６０％ꎻ山梨醇为中

等浓度 ５％时ꎬ体细胞胚成熟率为 ７１.９３％ꎬ畸形体

胚率最低ꎬ 为 ９.７６％ꎮ 在 ２％麦芽糖与 ２％山梨醇
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表 ３　 ＰＥＧ 对白刺花体细胞胚成熟的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＥＧ ｏｎ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｐｈｏｒａ ｄａｖｉｄｉｉ

ＰＥＧ 浓度
ＰＥＧ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
( ｇＬ ￣１)

接种数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏｓ

成熟体胚数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

体胚成熟率
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

畸形体胚数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｂｎｏｒｍａｌ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

０ ５４ ２７ ５０.００±１.７９ｆ ４

２０ ４９ ２９ ５９.１８±０.７８ｄ ６

３０ ５１ ４２ ８２.３５±０.９９ａ ４

４０ ５２ ３９ ７５.００±１.６５ｂ ５

５０ ５０ ３３ ６６.００±２.６５ｃ ５

６０ ５４ ３０ ５５.５６±２.１１ｅ ５

７０ ５３ ２２ ４１.５１±１.０７ｇ ７

表 ４　 不同发育期体细胞胚萌发能力的比较
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

体胚类型
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ

ｔｙｐｅ

接种数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ

ｅｍｂｒｙｏｓ

成苗数
Ｐｌａｎｔｌｅｔ ｎｕｍｂｅｒ

体细胞胚萌发率
Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

成苗质量
Ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｉｇｈｔ
(ｍｇｐｌａｎｔ￣１)

球形胚
Ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏ

８６ ６０ ６９.７７±３.５９ａ ８１

心形胚
Ｈｅａｒｔ￣ｓｈａｐｅｄ ｅｍｂｒｙｏ

７９ ５７ ７２.１５±１.１０ａ ８７

鱼雷胚
Ｔｏｒｐｅｄｏ ｅｍｂｒｙｏ

８５ ７７ ９０.５８±４.３２ｂ １０３

子叶胚
Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ｅｍｂｒｙｏ

８３ ６１ ７３.４９±０.９４ ａ ８９

和 ４％蔗糖组合中ꎬ得到的体细胞胚成熟率最高ꎬ
为 ８８.８９％ꎬ畸形胚比例最低ꎬ仅 ６.２５％ꎮ 这说明糖

源的种类及浓度对体细胞胚成熟率和畸形胚的比

例有影响作用ꎮ
２.３ ＰＥＧ 对白刺花体细胞胚成熟的影响

ＰＥＧ 作为渗透剂通常能引起水分胁迫ꎬ 使细

胞内蛋白质的合成受抑ꎬ细胞分别受阻ꎬ加速体

细胞胚的发育ꎮ 表 ３ 为不同浓度 ＰＥＧ 对白刺花

体细胞胚成熟的研究结果ꎮ 由表 ３ 可知ꎬＰＥＧ 浓

度为 ３０ ｇ  Ｌ ￣１ 时ꎬ 体 细 胞 成 熟 率 最 高ꎬ 达

８２.３５％ꎬ畸形胚比例仅为 ９.５２％ꎻ而 ＰＥＧ 浓度超

过 ３０ ｇＬ ￣１ꎬ体细胞胚成熟率则开始下降ꎬ当

ＰＥＧ 浓度为 ７０ ｇＬ ￣１ 时ꎬ体细胞胚成熟率仅为

４１.５１％ꎬ而畸形胚比例却高达 ３１.８２％ꎮ

２.４ 白刺花体细胞胚的萌发

过渡期得到的不同发育期的体细胞胚接种

于不含任何激素的体胚萌发培养基上ꎬ其体细胞

胚萌发能力不一致ꎬ球形胚接种后需先经心形

期ꎬ鱼雷期和子叶期ꎬ再形成子叶胚直至发育出

幼苗ꎬ４０ ｄ 左右ꎬ成苗时间长ꎬ形成的幼苗长势稍

弱ꎮ 心形胚培养时ꎬ其发育仍先发育成鱼雷胚再

经历子叶胚ꎻ子叶胚培养时ꎬ部分体胚颜色会先

变成米白色呈衰老状态最终褐化而死ꎻ而鱼雷胚

转接时ꎬ１０ ｄ 后则转变为子叶胚ꎬ子叶逐渐展开ꎬ
随后颜色变为绿色ꎬ胚轴伸长ꎬ基部主根开始生

长ꎬ２０ ｄ 左右ꎬ可见小幼苗长成ꎬ成苗时间快ꎬ畸
形苗少ꎬ形成的幼苗长势健壮ꎮ 不同的体细胞胚

其萌发能力见表 ４ꎬ鱼雷期的体胚萌发能力最高ꎬ

１１１１８ 期 吴丽芳等: 渗透剂对白刺花体细胞胚成熟及萌发的影响



注: Ａ. 培养 １０ ｄ 的胚性愈伤组织ꎻ Ｂ. 培养 ３０ ｄ 的胚性愈伤组织ꎻ Ｃ. 有体细胞胚发生的愈伤组织ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ａｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １０ ｄꎻ Ｂ. Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ａｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ３０ ｄꎻ Ｃ. Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｆｒｏｍ ｏｕｔｅｒ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ.

图 １　 胚性愈伤组织的生长
Ｆｉｇ. １　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ

注: Ａ. 成熟体细胞胚生根培养ꎻ Ｂ. 体胚苗生根ꎻ Ｃ. 再生植株ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｒｏｏｔｉｎｇ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓꎻ Ｂ. Ｒｏｏｔｉｎｇ ｏｆ ｂｕｄｓꎻ Ｃ. Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔ.

图 ２　 成熟体细胞胚的生根
Ｆｉｇ. ２　 Ｒｏｏｔｉｎｇ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

为 ９０.５８％ꎬ成苗质量为每棵 １０３ ｍｇꎬ而球形期的

体胚萌发率则最低ꎬ仅 ６９.７７％ꎬ成苗质量为每棵

８１ ｍｇꎮ
２.５ 白刺花生根培养与植株再生

不同渗透剂培养得到的成熟体细胞胚转入生

根培养基中培养(图 ２: Ａ)ꎬ麦芽糖＋山梨醇＋蔗糖

组合 培 养 基 的 成 熟 体 细 胞 胚 生 根 率 最 高ꎬ 为

８７.４７％ꎬ除主根长出外ꎬ有些小苗还有 ５~６ 根侧根ꎬ
且下胚轴健壮、根粗壮、子叶舒展(图 ２: Ｂ)ꎻ仅蔗糖

的培养基上ꎬ生根率(为 ７７.５１％)不如复合糖上的

培养ꎻ而在 ＰＥＧ 的培养基上培养的体细胞胚ꎬ生根

率则介于两者之间ꎬ为 ８２.１３％ꎮ 将得到的幼苗(图
２: Ｃ)在培养室打开瓶塞炼苗 ７ ｄ 后ꎬ移栽至温室花

盆中ꎬ前 ２０ ｄ 内保持湿度在 ８０％以上ꎬ避免强烈阳

光直射ꎬ３０ ｄ 后幼苗移栽成活率在 ９２％以上ꎮ

３　 讨论

植物组织培养中添加的糖类有蔗糖、葡萄糖、

果糖、麦芽糖、甘露醇、山梨醇等ꎮ 糖类除为细胞

２１１１ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



提供 Ｃ、Ｈ、Ｏ、Ｎ 等必要元素外ꎬ还起到调节渗透压

的作用ꎮ 蔗糖是植物培养时经常使用的糖类ꎬ一
般使用浓度为 ２％ ~５％ꎬ特殊培养如花药或幼胚培

养需较高的蔗糖浓度ꎬ从而对体细胞胚的发育起

到重要作用ꎮ 细胞培养和原生质体培养时ꎬ为了

使培养物生长良好ꎬ除蔗糖外ꎬ还需配合其它糖

类ꎮ 许建秀等(２０１７)在抗松材线虫病赤松体细胞

胚的发育和成熟萌发研究中使用麦芽糖与蔗糖对

比ꎬ得出 ６０ ｇＬ￣１麦芽糖比蔗糖更适宜抗病赤松

的体细胞胚发育和成熟ꎮ 齐力旺等(２００４)对华北

落叶 松 的 研 究 表 明ꎬ ３％ 麦 芽 糖 与 ４％ 的 ＰＥＧ
(４０００)的组合比蔗糖与 ＰＥＧ(４０００)组合效果好ꎬ
且体细胞胚成熟频率高ꎬ植株生根率达 ５７.８９％ꎬ
体细胞胚质量优于蔗糖和 ＰＥＧ４０００ 组合ꎮ 顾晓川

等(２０１８)对橡胶的研究中发现ꎬ蔗糖添加量不影

响胚状体的再生率ꎬ蔗糖添加量对橡胶树胚状体

植株再生的株高和抽叶影响较大ꎮ 本研究不同糖

类及糖类组合均影响体细胞胚的成熟ꎮ 单一使用

蔗糖浓度为 ５％ ~ ６％ꎬ形成的体细胞胚粗壮膨大ꎬ
下胚轴伸长ꎮ 过高的蔗糖浓度ꎬ虽可提高白刺花

体细胞胚成熟率ꎬ但会增加畸形胚的比例ꎮ
ＰＥＧ 作为渗透调节剂促进体细胞胚成熟早有

报道ꎬ其原理是引起细胞失水ꎬ使细胞内含物的浓

度相应提高ꎬ促进体胚的成熟及萌发ꎮ 孙桂君

(２００９)对水曲柳体细胞胚成熟及萌发的研究中发

现ꎬ添加 ７０ ｇＬ￣１的 ＰＥＧ 对水曲柳的体胚成熟有

明显的促进作用ꎬ研究认为适度的 ＰＥＧ 可促进体

细胞胚的成熟ꎬ但过高浓度的 ＰＥＧ 反而会使体细

胞胚成熟率降低和增加畸形胚比例ꎮ 分析其原因

可能是适当 ＰＥＧ 透压引起水分胁迫ꎬ能够使细胞

内正常的蛋白质合成受阻ꎬ而相应地诱导一些胁

迫蛋白质合成ꎬ达到调节代谢ꎬ则抑制愈伤组织细

胞的分裂ꎬ加速胚的发育ꎬ使体细胞胚胎早熟并抑

制成熟胚的萌发(高述民ꎬ２００１)ꎮ
白刺花下胚轴经过胚性愈伤组织诱导ꎬ在ＭＳ＋

２ꎬ４￣Ｄ ０. ２ ｍｇＬ￣１ ＋ＮＡＡ １. ０ ｍｇＬ￣１ ＋ ６￣ＢＡ ２. ０
ｍｇＬ￣１＋ＴＤＺ １.０ ｍｇＬ￣１＋蔗糖 ４％＋谷氨酰胺 １００
ｍｇＬ￣１＋植物凝胶 ０.３％的培养基上诱导体细胞发

生ꎬ可使体细胞胚发生率达 ６６.２１％ꎻ蔗糖浓度会

影响体细胞胚的成熟和增加畸形胚的比例ꎮ ２％麦

芽糖＋２％山梨醇＋４％蔗糖培养时ꎬ体细胞胚成熟

率高达 ８８.８９％ꎬ ３０ ｇＬ￣１ＰＥＧ 可使体细胞胚成熟

率达 ８２.３５％ꎬ鱼雷期体细胞胚转接最合适ꎬ幼苗

炼苗后ꎬ移栽成活率达 ９２％ꎮ 本研究结果可为实

现白刺花体细胞胚育苗奠定理论基础和提供可行

的方案ꎮ
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