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摘 要:研究探讨基本培养基类型对珙桐愈伤组织诱导的影响、植物生长调节剂对胚性愈伤组织诱

导及体胚发育的影响,初步建立以未成熟合子胚为外植体,通过体细胞胚胎发生途径再生珙桐植株

的培养方案。结果表明,在含有3%蔗糖、0.3%凝胶、800
 

mg/L水解酪蛋白、400
 

mg/L
 

L-谷氨酰

胺的 MS、1/2MS和 WPM 基本培养基上均可诱导出愈伤组织,以 MS+2.0
 

mg/L
 

2,4-D+0.5
 

mg/L
 

6-BA诱导率最高,可达94.0%;胚性愈伤组织在MS+0.5
 

mg/L
 

NAA+1.0
 

mg/L
 

6-BA的

培养基上诱导效果较好;在 MS+0.5
 

mg/L
 

NAA+1.0
 

mg/L
 

6-BA培养基上,体胚诱导率可达

22.9%;成熟体胚在1/2MS+0.5
 

mg/L
 

6-BA+0.25
 

mg/L
 

IBA的萌发培养基上能正常萌发,其后

在添加1
 

g/L活性炭的萌发培养基上转化成完整小植株。组织细胞学观察表明,珙桐体胚起源于

胚性愈伤组织,经历了球形期、心形期、鱼雷期和子叶期发育阶段,这与自然条件下的合子胚形成过

程相似。
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Abstract:The
 

effects
 

of
 

basic
 

medium
 

types
 

on
 

the
 

callus
 

induction
 

of
 

Davidia
 

involucrata
 

and
 

plant
 

growth
 

regulators
 

on
 

embryogenic
 

callus
 

induction
 

and
 

somatic
 

embryo
 

development
 

were
 

studied.A
 

cul-
ture

 

scheme
 

for
 

the
 

regeneration
 

of
 

D.involucrata
 

plants
 

by
 

somatic
 

embryogenesis
 

with
 

immature
 

zygotic
 

embryos
 

as
 

explants
 

was
 

preliminarily
 

established.The
 

results
 

showed
 

that
 

callus
 

could
 

be
 

induced
 

on
 

MS,

1/2MS
 

and
 

WPM
 

basic
 

media
 

containing
 

3%
 

sucrose,0.3%
 

gel,800
 

mg/L
 

hydrolyzed
 

casein,400
 

mg/L
 

L-
glutamine,and

 

MS+2.0
 

mg/L
 

2,4-D+0.5
 

mg/L
 

6-BA
 

had
 

the
 

highest
 

induction
 

rate
 

of
 

94.0%.The
 

em-
bryogenic

 

callus
 

was
 

induced
 

on
 

MS+0.5
 

mg/L
 

NAA+1.0
 

mg/L
 

6-BA
 

medium.On
 

MS+0.5
 

mg/L
 

NAA+1.0
 

mg/L
 

6-BA
 

medium,the
 

induction
 

rate
 

of
 

somatic
 

embryos
 

reached
 

22.9%.Mature
 

somatic
 

embryos
 

could
 

germinate
 

normally
 

on
 

the
 

germination
 

medium
 

of
 

1/2MS+0.5
 

mg/L
 

6-BA+0.25
 

mg/L
 

IBA,and
 

then
 

transformed
 

into
 

complete
 

plantlets
 

on
 

the
 

germination
 

medium
 

supplemented
 

with
 

1
 

g/L
 

activated
 

carbon.Histocytological
 

observation
 

showed
 

that
 

the
 

somatic
 

embryos
 

originated
 

from
 

embryo-
genic

 

callus
 

and
 

underwent
 

the
 

development
 

stages
 

of
 

globular-,heart-,torpedo-
 

and
 

cotyledonary-stage,

which
 

was
 

similar
 

to
 

the
 

formation
 

process
 

of
 

zygotic
 

embryos
 

under
 

natural
 

conditions.
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  珙桐(Davidia
 

involucrata)为珙桐科珙桐属落

叶乔木,俗称鸽子树,原产于中国,是第三纪古热带

植物区系的孑遗种,距今已有一千多万年历史。其

系统发育古老,被誉为“活化石”,是我国一级重点保

护野生植物[1]。其树形优美、花型奇特、花苞片洁

白,是驰名世界的珍贵观赏树种。珙桐通常采用种

子繁殖,由于果皮极厚且果壳木质化严重,一般需

2~3
 

a才能萌发,加之种子败育现象严重,结实率

低严重制约其野外种群的扩大和园林应用。国内外

学者在解除珙桐种子休眠方面已有相关报道[2-4],但
繁殖效率仍然很低。像扦插繁育和器官发生再生植

株这样的方法在珙桐无性繁殖中仍然很困难[5-7]。
因此,开发高效的珙桐繁殖技术是十分必要的。体

细胞胚胎发生是指未经配子融合从体细胞产生类似

合子胚结构的过程。具有繁殖系数高、周期短等优

点。利用体细胞胚胎发生技术快速繁殖植物种,国
内外已有不少报道,在许多珍稀濒危木本植物中已

取得成功[8-11]。然而珙桐的体细胞胚胎发生技术研

究尚属空白。本研究旨在以珙桐未成熟合子胚为材

料诱导体胚发生,研究胚性组织起始、胚性组织保持

与增殖、体胚发育、体胚植株转化的关键影响因子。
为珙桐体胚发生离体再生植株体系的建立奠定

基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

2022年7月6日-7月13日于陕西省安康市

岚皋县城关镇平溪河巴山珍稀植物繁育基地(108°
E,32°N,海拔1

 

400
 

m)林龄30
 

a左右的人工林中

随机选择10株自由授粉优良单株,采集幼果,带回

实验室储存于4
 

℃冰箱中保存备用。将果实自来水

冲洗 20
 

min,再 用 75% (v/v)乙 醇 浸 泡 消 毒

10
 

min,于超净工作台用修枝剪去除果实的外果皮

和肉质中果皮,沿内果皮上的沟纹剪开果核,取出带

有胚乳未成熟合子胚,置于消毒瓶中。10%(v/v)
次氯酸钠浸泡消毒2.5

 

min,无菌水冲洗4~5次。
无菌条件下用解剖刀剥去胚乳,取出未成熟合子胚,
水平接种于含培养基的培养皿中。

1.2 培养条件

除基本培养基筛选试验外,所有试验使用添加

3%(w/v)蔗 糖(CAS:57-50-1)、0.3%植 物 凝 胶

(CAS:71010-52-1)的 MS培养基。除体胚萌发培

养基外,所有培养基均添加800
 

mg/L水解酪蛋白

(CAS:65072-00-6)和400
 

mg/L
 

L-谷氨酰胺(CAS:

56-85-9),pH 调至5.8,121
 

℃高压灭菌20
 

min。

L-谷氨 酰 胺 采 用 过 滤 灭 菌。每 个 培 养 皿(直 径

90
 

mm)倒入约20
 

mL的培养基,每个培养瓶(高

90
 

mm,直径70
 

mm)倒入培养基30
 

mL用于体胚

萌发。培养室温度(25±2)℃,胚性愈伤组织诱导、
保持和体胚发育采用暗培养,体胚萌发和植株生长

采用光培养,以冷白色荧光灯(40
 

μmol·m
-2·

s-1)为光源,光照16
 

h/d。

1.3 基本培养基筛选

将珙桐果实中未成熟合子胚接种到添加0.2
 

mg/L
 

6-BA、1.0
 

mg/L
 

2,4-D的1/2MS、MS、WPM
基本培养基上,共3个处理,每个处理接1皿,每皿

接种外植体15个,重复3次。培养30
 

d后统计愈

伤组织诱导率。

1.4 胚性愈伤组织的诱导

以 MS为基本培养基,添加不同质量浓度6-BA
(0.2、0.5、1.0、2.0

 

mg/L)与2,4-D(0.5、1.0、2.0
 

mg/L)组合,以及6-BA(0.2、0.5、1.0、2.0
 

mg/L)
与NAA(0.5、1.0、2.0

 

mg/L)组合。每个处理接2
皿,每皿接种外植体15个,重复3次。培养30

 

d
后,统计愈伤组织和胚性愈伤组织诱导率。

1.5 胚性愈伤组织保持与增殖

在胚性愈伤组织诱导过程中,选择诱导效果最佳

的一组处理对其初始培养基进行称重,接种合子胚后

每3
 

d随机选取3份样品,测量其鲜重。将样品放入

烘箱中70
 

℃处理20
 

h以上达到恒定重量,称量其干

质量。根据测定的鲜质量和干质量值绘制生长曲线。

1.6 体胚发育

取疏松、呈颗粒状的胚性愈伤组织团转入体胚

发育培养基0.5、1.0、2.0
 

mg/L
 

2,4-D与0.2
 

mg/L
 

6-BA组合,以及0.5、1.0、2.0
 

mg/L
 

NAA与1.0
 

mg/L
 

6-BA组合进行体胚诱导。在体视显微镜下

实时观察并统计体胚发育情况。

1.7 体细胞胚萌发及植株转化

从发育正常的子叶期体胚中挑选成熟体胚,在
萌发培养基上培养。萌发培养基以1/2MS为基础

培养基,添加0.5
 

mg/L
 

6-BA和0.25
 

mg/L
 

IBA。
在培养开始后4~6周评估萌发和分化。体胚萌发

通过出苗来判断,分化通过可见根和芽的建立来

判断。
挑选正常萌发和生根的体细胞胚,转移到植株

再生培养基上促进地上部分和根系发育。再生培养

基在萌发培养基的基础上添加1.0
 

mg/L的活性炭

(Activated
 

Carbon,AC),30
 

d后观察植株的再生

情况。

1.8 组织细胞学观察

在体胚发育阶段,收集不同发育时期的体胚,并
将其固定在FAA溶液(福尔马林∶冰醋酸∶乙醇,
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5∶5∶90,v/v)中24
 

h。将组织在分级系列乙醇中

脱水,然后包埋在石蜡中。在旋转切片机上切割

8
 

μm厚的切片,用番红固绿法染色[12]。将制作好

的石蜡切片在配备照相机的光学显微镜(Olympus)
下获得图像。

1.9 统计分析

愈伤组织诱导率(%)=(诱导出愈伤合子胚数/
总接种合子胚数)×100%

胚性愈伤组织诱导率(%)=(诱导出胚性愈伤

合子胚数/总接种合子胚数)×100%
使用SPSS27.0软件进行数据统计和单因素方

差分析(ANOVA),采用Duncan􀆳s多重比较法[13]进

行差异显著性(P<0.05)测验。用 Origin2022进

行图表的绘制。

2 结果与分析

2.1 基本培养基对愈伤组织诱导的影响

珙桐果实为长卵圆形核果(图1A),薄膜状外果

皮和肉质中果皮包裹木质化内果皮(图1B),种子多

3~6枚,少见7枚(图1C),呈长披针形(图1D)。将

去除胚乳的未成熟合子胚接种到愈伤组织诱导培养

基上进行暗培养(图2E),3
 

d后与培养基接触的合

子胚吸取营养,胚轴与子叶连接处的叶脉由乳白色

逐渐开始变黄色(图1F),5
 

d胚轴膨大萌动,子叶基

本全变黄并开始伸展翻卷(图1G),继续培养到7
 

d
后合子胚明显愈伤化,且愈伤组织逐渐形成(图

1H),14
 

d时愈伤组织基本完全长成(图1I)。还有

部分合子胚15
 

d后胚轴和子叶与最初接种时的状

态无明显变化,仍保持乳白色,而子叶与胚轴连接处

直接有愈伤组织的生长(图1J)。诱导培养30
 

d后,
愈伤组织主要有2种类型:一种为淡黄色状态,分散

性好,表面有明显颗粒状凸起的胚性愈伤组织(图

1K);另一种为褐色,质地紧密,呈瘤状的非胚性愈

伤组织(图1L)。
不同类型基本培养基附加0.2

 

mg/L
 

6-BA和

1.0
 

mg/L
 

2,4-D均有愈伤组织形成(图2)。方差

分析表明:基本培养基类型对愈伤组织诱导率有显

著影响(F=71.03,P<0.001),MS培养基诱导率

较高,1/2MS和 WPM 培养基略低。观察发现 MS
和1/2MS培养基诱导合子胚的子叶和胚轴均产生

愈伤组织,呈白色或黄白色,质地松软、有颗粒感;

WPM培养基诱导的愈伤组织多集中于合子胚胚

轴,且呈酱状、质地紧实,长时间培养下子叶和愈伤

组织上均出现长根现象。

A.肉质中果皮的珙桐种子;B.木质内果皮的珙桐种子;C.珙桐种子的横切面和纵切面;D.珙桐胚乳包裹的合子胚;E~J.合子胚接种0
 

d、3
 

d、5
 

d、7
 

d、14
 

d、15
 

d变化;K.胚性愈伤组织;L.非胚性愈伤组织。

图1 珙桐种子及愈伤组织示意图

Fig.1 Schematic
 

diagram
 

of
 

seed
 

and
 

callus
 

of
 

D.involucrata

2.2 植物生长调节剂对胚性愈伤组织诱导的影响

将珙桐未成熟合子胚接种于 MS附加不同植物

生长调节剂的培养基上,5
 

d胚轴膨大,7
 

d子叶和胚

轴开始愈伤化,30
 

d后根据细胞学观察(图6)和形态
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学特征相结合统计愈伤组织诱导率(表1)。方差分

析表明,不同质量浓度配比的植物生长调节剂对愈伤

组织诱导无显著影响(F=1.314,P=0.276),但对胚

性愈伤组织诱导影响显著(F=115.45,P<0.001)。
在2,4-D与6-BA组合中,珙桐未成熟合子胚愈伤组

织诱导率为80.2%~94.0%,胚性愈伤组织诱导率为

7.0%~32.1%。2,4-D质量浓度为0.5
 

mg/L和

1.0
 

mg/L时,胚性愈伤组织诱导率随6-BA质量浓度

的提升呈先升高后降低的趋势;2.0
 

mg/L
 

2,4-D和

0.2
 

mg/L
 

6-BA处理下的胚性愈伤组织诱导率最高,
达32.1%。在NAA与6-BA组合中,珙桐未成熟合

子胚愈伤组织诱导率为20.9%~82.8%,随NAA质

量浓度增强,愈伤组织诱导率升高;胚性愈伤组织诱

导率为3.4%~33.7%,不同质量浓度的NAA处理

下,胚性愈伤组织诱导率均随6-BA质量浓度的增加

呈先 增 加 后 降 低 的 趋 势,以0.5
 

mg/L
 

NAA 和

1.0 mg/L6-BA组合的胚性愈伤组织诱导率最高,

可达33.7%。2,4-D与6-BA组合愈伤组织诱导率整

体高于NAA与6-BA组合,但胚性愈伤组织诱导率

在2个组合中无明显差异。NAA与6-BA组合在长

时间培养下在子叶和愈伤组织上还观察到长根现象,
且随NAA质量浓度升高而增加。

不同字母表示在不同处理下P<0.05水平下的显著性差异。

图2 不同培养基对愈伤组织诱导的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

different
 

media
 

on
 

callus
 

induction

表1 6-BA与2,4-D或NAA对愈伤组织和胚性愈伤组织诱导的影响

Table
 

1 Effects
 

of
 

6-BA
 

and
 

2,4-D
 

or
 

NAA
 

on
 

callus
 

and
 

embryogenic
 

callus
 

induction

处理
植物生长调节剂/(mg·L-1)

2,4-D NAA 6-BA
愈伤组织诱导率(%) 胚性愈伤组织诱导率(%)

1 0.5 0.2 84.4±9.7ABCD 7.0±0.6m

2 0.5 0.5 86.3±3.3ABCD 26.8±1.1c

3 0.5 1.0 80.2±12.4CD 21.9±1.5de

4 0.5 2.0 82.8±6.9BCD 12.6±1.4kl

5 1.0 0.2 82.4±4.2CD 12.6±1.1kl

6 1.0 0.5 85.4±3.6ABCD 22.8±2.7d

7 1.0 1.0 92.6±3.0AB 23.0±0.8d

8 1.0 2.0 86.9±4.6ABCD 16.0±1.3hij

9 2.0 0.2 89.9±2.5ABC 32.1±2.1ab

10 2.0 0.5 94.0±4.7A 17.7±1.4fgh

11 2.0 1.0 85.9±5.2ABCD 20.0±0.7ef

12 2.0 2.0 88.3±6.2ABCD 14.8±1.0ijk

13 0.5 0.2 20.9±2.7G 3.4±0.3n

14 0.5 0.5 50.7±6.6F 22.8±1.0d

15 0.5 1.0 57.7±4.9EF 33.7±0.8a

16 0.5 2.0 56.9±6.6EF 25.8±1.0c

17 1.0 0.2 64.7±3.4E 11.4±0.7l

18 1.0 0.5 59.5±2.2EF 22.3±1.3de

19 1.0 1.0 66.0±3.1E 30.1±1.3b

20 1.0 2.0 64.1±2.0E 21.8±1.9de

21 2.0 0.2 78.8±3.0D 12.8±1.5kl

22 2.0 0.5 82.8±3.3BCD 18.8±1.4fg

23 2.0 1.0 80.2±4.1CD 16.4±1.9ghi

24 2.0 2.0 79.3±1.1D 13.8±1.8jkl
  注:不同大小写字母表示在P<0.05水平下的显著性差异。

2.3 胚性愈伤组织的保持与增殖

由愈伤组织增殖培养生长曲线(图3)可以看

出,第1阶段(Ⅰ-Ⅱ)愈伤组织增长缓慢,且多呈白

色或透明丝状愈伤,质地蓬松;第2阶段(Ⅱ-Ⅲ)愈

伤组织生长迅速,出现淡黄色或黄色颗粒状、分散性

好的胚性愈伤组织;第3阶段(Ⅲ-Ⅳ)愈伤组织生

长速度下降,鲜重生长曲线存在明显的峰值,随后缓

慢下降至平稳状态,可能是培养基的营养物质不能
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满足愈伤组织生长或愈伤组织开始衰竭脱水导致;
第3阶段结束时,愈伤组织呈现出明显的颜色变化,
胚性愈伤组织呈明亮的黄白色,而非胚性愈伤组织

开始褐化变暗,随着培养时间的推移,胚性愈伤组织

的产生逐渐减少。

图3 增殖培养愈伤组织生长曲线

Fig.3 Growth
 

curve
 

of
 

callus
 

in
 

multiplication
 

culture

2.4 体胚发育

将珙桐未成熟合子胚产生的胚性愈伤组织转移

到体胚发育培养基上进行体胚诱导。结果表明,在
培养15

 

d,胚性愈伤外层组织开始有光滑的圆形突

起产生,逐渐发育成球形体胚(图5A);球形体胚进

一步发育伴随细胞分裂分化,胚顶端两侧细胞分裂

快于中央,10
 

d逐渐形成中央凹陷、2个突起的心形

体胚(图5B),突起为子叶原基;随着顶端子叶的继

续分裂生长,体胚基部部分细胞逐渐发育成胚根,子
叶与胚根间的胚轴部分伸长,有明显的胚柄结构,胚
体呈现出鱼雷形(图5C),可以清晰地观察到极性的

逐步建立;子叶期胚(图5D)有2个明显的子叶和

1个下胚轴,成熟期体胚(图5E)分化出明显的淡黄

色胚根,子叶张开;10
 

d后子叶期和成熟期体胚逐

渐发育完成,进行养分吸收和运输作用的胚柄逐渐

退化消失,至此珙桐体胚发育过程历经球形期、心形

期、鱼雷期、子叶期和成熟期等阶段,明显观察到体

胚的极性发育过程,这与合子胚形成过程相似。体

胚与合子胚相似的发育过程和结构表明其具有发育

成完整植株的能力。同时观察到同一胚性愈伤组织

出现不同发育阶段的体胚(图5E),表明珙桐体胚的

起始和发育不同步。
初步试验表明,植物生长调节剂对体胚诱导有

影响,NAA与6-BA组合处理的体胚诱导率高于2,

4-D与6-BA组合,其中1.0
 

mg/L
 

NAA+1.0
 

mg/

L
 

6-BA体胚诱导最高,可达22.9%。

2.5 体胚萌发及植株转化

将27个成熟期体胚转移到萌发培养基,子叶在

1周内变绿。接种2周后,体胚的2片子叶向外伸

展。4周后体胚形成茎和根(图5C),该过程中胚根

的愈伤化严重,生根率低,根系数量少且质量差。异

常萌发的体胚茎和根不同时萌发,通常形成异常的

茎或根(图5B),或仅子叶伸长却不长根(图5A)。
体胚萌发异常是影响萌发率的重要因素。将仅剩的

16个正常萌发的体胚在添加 AC的萌发培养基上

培养30
 

d,可获得具有2~3片小叶、根系发育良好

的健康植株(图5D)。

2.6 细胞组织学观察

通过对珙桐愈伤组织细胞学观察发现,胚性愈

伤组织与非胚性愈伤组织内部结构有明显的区别,
胚性愈伤组织细胞较小,排列紧密,边界明显,细胞

核较大几乎占据整个细胞(图6白色箭头),非胚性

愈伤组织细胞较大,排列疏松,细胞核几乎没有,细
胞间隙很大而且不规则(图6黑色箭头)。

通过对不同发育阶段体胚的组织学观察(图

4A1-图4E1)发现,体胚起源于细胞核大、细胞小且

排列紧密的胚性愈伤组织形成的胚性细胞团的外层

细胞,未观察到深层胚性细胞团分化成体胚。这些细

胞连续分裂产生了早期球形胚,随后发育形成球形胚

(图4A1)、心形胚(图4B1)、鱼雷胚(图4C1)、子叶胚

(图4D1)和成熟胚(图4E1)。在鱼雷期(图4C和图

4C1)和子叶期(图4D)阶段观察到明显的胚柄结构。
成熟期体胚具有明显的“Y”形结构,以及分化的子

叶、胚根和维管束(图4E1)。说明珙桐体胚是从体细

胞中发育的类似于合子胚结构的胚状体。
表2 6-BA与2,4-D或NAA对体胚诱导的影响

Table
 

2 Effects
 

of
 

6-BA
 

and
 

2,4-D
 

or
 

NAA
 

on
 

somatic
 

embryo
 

induction

处理
植物生长调节剂/(mg·L-1)

2,4-D NAA 6-BA
接种数 体胚数 体胚率(%)

1 0.5 0.2 35 3 8.6

2 1.0 0.2 33 6 18.2

3 2.0 0.2 30 0 0.00

4 0.5 1.0 34 6 17.7

5 1.0 1.0 35 8 22.9

6 2.0 1.0 34 4 11.8
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A、A1为球形期;B、B1为心形期;C、C1为鱼雷期;D、D1为子叶期;E、E1为心形期和成熟体胚,箭头为维管束。

图4 珙桐体胚不同发育阶段及组织学特性

Fig.4 Characterization
 

of
 

different
 

developmental
 

stages
 

and
 

histology
 

of
 

the
 

somatic
 

embryo
 

from
 

D.involucrata
 

somatic
 

embryos

3 讨论

3.1 基本培养基对体胚发生的影响

基本培养基是体细胞胚胎发生诱导的重要外在

因素,作用机理在于不同成分及浓度在不同程度上

胁迫植物材料生长发育而促进体胚诱导[14]。在体

胚发生过程中,培养基所包含的有机物、大量元素及

微量元素不仅为植物材料提供基础营养物质,也能

通过调节营养物质比例影响培养基渗透压,直接或

间接诱导体胚发生[15]。体细胞胚胎发生对培养基

的要求因植物种类、基因型、外植体等不同也会有所

差异,常见的用于木本植物体胚发生培养基有 MS、

B5、WPM、SH等培养基[11,16]。据报道,阔叶树种体

胚诱导以 MS为常见培养基,如栓皮栎[17]、蓝桉[18]

等,文冠果[19]等体胚在B5培养基下成功诱导,核
桃[20]则以 WPM为体胚最适培养基;马尾松[21]、杉
木[22]等针叶树种体胚发生却以DCR作为基本培养

基。本研究通过研究不同基本培养基对愈伤组织诱

导的影响,最终以 MS培养基成功诱导出珙桐体胚。
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A.仅子叶异常萌发;B.仅胚根异常萌发;C.子叶和胚根正常萌发;D.再生植株。

图5 珙桐体胚萌发及转化植株

Fig.5 Germination
 

and
 

conversion
 

plantlets
 

of
 

somatic
 

embryos
 

in
 

D.involucrata

图6 愈伤组织细胞学观察

Fig.6 Cytological
 

observation
 

of
 

callus

3.2 植物生长调节剂对体胚发生的影响

培养基中的外源植物生长调节剂是调节体细胞

胚胎发生的重要因素。大量研究表明,植物生长调

节剂显著影响愈伤组织和胚性愈伤组织的诱导

率[23-25],而胚性愈伤组织的产生是诱导体胚间接发

生的关键[26]。生长素被认为是调节体细胞胚胎发

生的重要植物生长调节剂之一。据报道,2,4-D通

过调节外植体中内源生长素水平,在大部分双子叶

植物和几乎所有单子叶植物的体胚诱导过程中起重

要作用[24,27]。研究发现,有些植物种在单独添加2,

4-D的培养基上成功诱导出体胚[27],而其他植物诱

导体细胞胚发生不仅需要生长素(2,4-
 

D、NAA),
还需要体胚诱导的另一重要植物生长调节剂———细

胞分裂素(如KT、6-BA)的配合应用[28-29]。细胞分

裂素和生长素的协同作用在被子植物胚性愈伤组织

的诱导中效果优于只添加生长素的培养基配方。在

体胚被诱导成功后,生长素的作用发生变化[29]。体

胚开始合成内源生长素,因此需要外源生长素更少。
例如,Mallón等[30]对夏栎体胚增殖培养基中添加

NAA有负作用。本研究中,在低浓度6-BA的组合

下,珙桐胚性愈伤组织诱导率随2,4-D质量浓度的

增加而增加,胚性愈伤组织继代培养中成功诱导出

珙桐体胚,而不含植物生长调节剂的CK组没有观

察到愈伤组织和体胚产生。细胞分裂素6-BA与生

长素2,4-D或NAA的组合均观察到珙桐体胚的成

功诱导。此外还观察到珙桐体胚诱导过程中NAA
浓度过高引起培养物根形成,因此在不降低胚性愈

伤组织诱导率的情况下,通过降低 NAA质量浓度

可缓解培养物过早生根。其他植物生长调节剂如

KT、TDZ等在本研究中诱导愈伤组织的效果不显

著,但在其他物种中单独或与其他植物生长调节剂

配 合 使 用 对 愈 伤 组 织 和 体 胚 的 诱 导 有 重 要 作

用[31-32]。

4 结论

在珙桐体细胞胚胎发生过程中,以珙桐未成熟

合子胚为外植体,在含有3%蔗糖、0.3%凝胶、800
 

mg/L水解酪蛋白、400
 

mg/L
 

L-谷氨酰胺、2.0
 

mg/
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L
 

2,4-D 和 0.5
 

mg/L
 

NAA 的 MS、1/2MS 和

WPM基本培养基上均可诱导出愈伤组织,以 MS
为基本培养基的处理愈伤组织诱导率最高,可达

94.0%,胚性愈伤组织在 MS基本培养基添加0.5
 

mg/L
 

NAA和1.0
 

mg/L
 

6-BA的培养基上诱导效

果较好。胚性愈伤组织在添加0.5
 

mg/L
 

NAA和

1.0
 

mg/L
 

6-BA的 MS培养基上体胚诱导率可达

22.9%,体胚发育历经了与自然条件下的合子胚形

成过程相似的球形期、心形期、鱼雷期和子叶期发育

阶段,成熟体胚在以1/2MS为基本培养基并添加

0.5
 

mg/L
 

6-BA和0.25
 

mg/L
 

IBA的萌发培养基

上分化出可见根和芽,随后在添加1g/L活性炭的

萌发培养基上转化成完整小植株。
体胚发育阶段的组织细胞学分析对于探究体胚

的起源和发育以及建立有效的体外繁殖方案至关重

要。组织细胞学观察表明,珙桐体胚起源于胚性愈

伤组织,并经历了与合子胚类似的发育阶段,成熟体

胚在形态学和结构学上与合子胚相似,都是双极性

的,具有典型的胚根、下胚轴和子叶。
本研究利用珙桐未成熟合子胚首次诱导出珙桐

体胚,初步建立了珙桐体细胞胚胎发生植株再生培

养方案,但胚性愈伤组织和体胚诱导率较低,需要在

后续研究中进一步优化培养方案,以便为珙桐遗传

资源的保存和利用提供技术支撑。
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