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高粱不同类型胚性和非胚性愈伤组织的生理生化差异

季艳丽ꎬ 程云伟ꎬ 陈发菊ꎬ 张德春ꎬ 周　 超∗

( 三峡大学 生物技术研究中心ꎬ 湖北 宜昌 ４４３００２ )

摘　 要: 植物体细胞胚胎发生过程中伴随着复杂的生理生化变化ꎬ为进一步揭示胚性愈伤组织的再生潜

力ꎬ该研究以高粱 Ｓｂ１９ 未成熟胚诱导产生的两种胚性愈伤组织和一种非胚性愈伤组织为材料ꎬ通过测定各

愈伤组织中可溶性蛋白、游离脯氨酸和可溶性糖的含量ꎬ采用方差分析法对高粱体细胞胚胎发生过程中不

同类型愈伤组织的生理生化指标进行了差异比较研究ꎮ 结果表明:(１)高粱两种胚性愈伤组织中可溶性蛋

白、游离脯氨酸和可溶性糖的含量均显著高于非胚性愈伤组织ꎬ表明胚性愈伤组织中的代谢活性高于非胚

性愈伤组织ꎬ能够为体细胞胚胎发生提供更多的物质能量基础ꎮ (２)两种类型胚性愈伤组织之间生理生化

差异显著ꎬ其中ꎬⅡ型胚性愈伤组织中可溶性蛋白和游离脯氨酸含量均显著高于 Ｉ 型胚性愈伤组织ꎬ相反ꎬ
Ⅱ型胚性愈伤组织中可溶性糖含量显著低于 Ｉ 型胚性愈伤组织ꎬ这种生理生化差异在一定程度上影响了后

期的分化ꎮ 该研究结果为愈伤组织的胚胎发生能力与生化代谢的关系提供理论依据ꎮ
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　 　 高粱( Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ)是世界上五大谷类作

物之一ꎬ具有较强的耐旱性ꎬ能够较好地适应半干

旱气候ꎬ具有比玉米更高的水利用效率( Ｒｏｂｙ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ在食品保障和可再生能源开发中发挥

着独 特 的 作 用 ( Ｍｕｌｌｅｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｄｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ 目前ꎬ全球粮食、能源危机日益严重ꎬ发展

高粱生产ꎬ将有助于缓解这些危机ꎮ 建立高效的

高粱再生体系和遗传转化体系是高粱分子育种的

基础ꎮ 但是ꎬ高粱体细胞胚胎发生当前面临的最

大问题就是胚性愈伤组织再生能力的保持ꎬ其次

是基因型和褐化问题ꎮ 近年来ꎬ关于高粱愈伤组

织继代培养后再生能力下降的研究多有报道( Ｌｉｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ但是未见对其再生

率下降机理的研究ꎮ 同时ꎬ在对其他禾本科植物

如水稻的研究中发现ꎬ随着继代次数的增加ꎬ愈伤

组织形态逐渐由胚性向非胚性转化ꎬ从而导致愈

伤组织胚性的丧失(都晓龙等ꎬ２０１６)ꎮ 因此ꎬ如何

使体细胞转变为具胚性能力的细胞是保持愈伤组

织分化能力的关键ꎮ
植物体细胞胚胎发生过程中伴随着复杂的生

理变化ꎮ 其中ꎬ蛋白质是胚胎发育的重要代谢物

组之一ꎬ在胚胎发生初期激活细胞代谢以建立胚

胎发生能力 ( Ｃａｎｇａｈｕａｌａ￣Ｉｎｏｃｅｎｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ
王慧纯等(２０１７)发现连香树胚性愈伤组织中可溶

性蛋白含量显著高于非胚性愈伤组织ꎬ并表明胚

性愈伤组织蛋白质的积累为体胚发生提供物质基

础ꎮ 脯氨酸在调节细胞形态和分化中起重要作用

(Ｎａｎｊｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 孟姣等(２０１５)报道栓皮栎

胚性愈伤组织中游离脯氨酸含量均显著高于非胚

性愈伤组织ꎬ表明了脯氨酸在体细胞胚胎发生中

的重要性ꎮ 可溶性糖在胚胎发育早期也具有重要

作用ꎬ它不仅为细胞发育提供能源物质ꎬ构成碳骨

架ꎬ而且具有信号传导的功能(赵江涛等ꎬ２００６)ꎮ
李华(２０１０)对珍珠黄杨的研究显示ꎬ胚性愈伤组

织中可溶性糖含量高于非胚性愈伤组织ꎬ并表明

可溶性糖能够为体细胞胚胎的发生提供能量和物

质基础ꎮ 因此ꎬ探究高粱胚性愈伤组织与非胚性

愈伤组织生理生化差异对高粱体细胞胚胎发生机

理的研究具有重要意义ꎮ
本研究以高粱 Ｓｂ１９ 未成熟胚诱导产生的两

种胚性愈伤组织和一种非胚性愈伤组织为材料ꎬ
测定不同愈伤组织中可溶性蛋白、可溶性糖和游

离脯氨酸含量ꎬ分析高粱两种胚性愈伤组织和非

胚性愈伤组织生理生化特性的差异ꎬ以期为愈伤

组织的胚胎发生能力与生化代谢的关系提供理论

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

参考彭祥(２０１８)的方法ꎬ采集 Ｓｂ１９ 花后 １４ ｄ
的未成熟种子ꎬ经消毒后将未成熟胚剥离出来ꎬ将
未成熟胚正面朝上放置在含 １.０ ｍＬ􀅰Ｌ￣１ Ｂ５ 有机

质、１. ０ ｇ􀅰Ｌ￣１ Ｌ￣Ｐｒｏ、１. ０ ｇ􀅰Ｌ￣１ Ａｓｎ、１. ０ ｇ􀅰Ｌ￣１

ＫＨ２ＰＯ４、１.０ ｇ􀅰Ｌ￣１ ＰＶＰ、２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ、

２.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ、３０.０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖和 ８ ｇ􀅰Ｌ￣１琼

脂ꎬｐＨ 为 ５.８ 的 ＭＳ 培养基上ꎬ置于 ２５ ℃黑暗条件

下培养 ３０ ｄ 后ꎬ 得到三种愈伤组织(图 １)ꎮ 其中ꎬ
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注: Ａ. Ｉ 型胚性愈伤组织ꎻ Ｂ. Ⅱ型胚性愈伤组织ꎻ Ｃ. 非胚性愈伤组织ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｔｙｐｅ Ｉ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓꎻ Ｂ. ＴｙｐｅⅡｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓꎻ Ｃ. Ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ.

图 １　 高粱胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织
Ｆｉｇ. １　 Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｏｆ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ

Ｉ 型胚性愈伤组织呈黄色ꎬ色泽鲜艳ꎬ呈细胞团状ꎻ
Ⅱ型胚性愈伤组织呈白色颗粒或褶皱状ꎬ质地较

硬ꎻ非胚性愈伤组织呈透明、水渍状ꎬ质地稀软ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 可溶性蛋白含量的测定 　 愈伤组织中可溶

性蛋白的提取:称取 ０.３０ ｇ 的愈伤组织鲜样ꎬ用 ５
ｍＬ 蒸馏水研磨成匀浆ꎬ于 ２５ ｍＬ 容量瓶中定容ꎬ
放置 ３０ ｍｉｎ 以充分提取ꎬ离心ꎬ上清液即为样品的

蛋白提取液ꎮ 采用考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０ 法(王孝平

和邢树礼ꎬ２００９)测定各愈伤组织提取液中可溶性

蛋白的含量ꎮ
１.２.２ 游离脯氨酸含量的测定　 愈伤组织中游离脯

氨酸的提取:称取 ０.３ ｇ 的愈伤组织鲜样ꎬ加 ５ ｍＬ
３％的磺基水杨酸溶液ꎬ沸水浴中提取 １０ ｍｉｎꎬ提取

时要时常摇动ꎬ冷却后过滤ꎬ滤液即为样品的脯氨

酸提取液ꎮ 采用酸性茚三酮法(王学奎ꎬ２００６)测定

各愈伤组织提取液中游离脯氨酸的含量ꎮ
１.２.３ 可溶性糖含量的测定 　 愈伤组织中可溶性

糖的提取:称取 ０.３ ｇ 的愈伤组织鲜样ꎬ用 １ ｍＬ 水

研磨成匀浆后转入试管中ꎬ并用 ５ ｍＬ 蒸馏水分次

洗涤ꎬ洗涤液转入试管中ꎬ沸浴提取 １０ ｍｉｎꎬ冷却

后过滤ꎬ将滤液定容于 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ即为样品

的可溶性糖提取液ꎮ 采用蒽酮比色法(丁雪梅等ꎬ
２０１４)测定各愈伤组织提取液中可溶性糖的含量ꎮ

１.３ 数据分析

每组样品重复取样 ３ 次ꎬ使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 计算

各指标含量ꎬ在 ＳＰＳＳ１９. ０ 中采用单因素 ＡＮＯＶＡ
法分析不同愈伤组织生理指标的差异ꎬ并采用

Ｄｕｎｃａｎ 法进行多重比较ꎬ使用 Ｏｒｉｇｉｎ ９.０ 作图ꎮ 检

验显著性概率设置为 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 可溶性蛋白含量的差异

植物的可溶性蛋白中大部分是具有特异性作

用的酶类ꎬ是重要的渗透调节物质和营养物质ꎬ其
含量是了解植物细胞总代谢的一个重要指标ꎬ其
积累与胚胎发育有关( Ｊｉｍéｎｅｚꎬ ２００１)ꎮ 高粱不同

类型胚性和非胚性愈伤组织可溶性蛋白含量的差

异较大(图 ２)ꎬ高粱两种胚性愈伤组织的可溶性

蛋白含量均显著高于非胚性愈伤组织ꎬ且Ⅱ型胚

性愈伤组织的可溶性蛋白含量显著高于 Ｉ 型胚性

愈伤组织ꎮ
２.２ 游离脯氨酸含量的差异

游离脯氨酸是细胞质中渗透调节的重要有机

溶质ꎬ即使在没有应激情况下ꎬ对细胞形态和分化

的调节也起重要的作用(Ｎａｎｊｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 高

粱不同类型胚性和非胚性愈伤组织游离脯氨酸含
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注: Ａ. Ｉ 型胚性愈伤组织ꎻＢ. Ⅱ型胚性愈伤组织ꎻＣ. 非胚性愈伤

组织ꎮ 不同小写字母表示在 ０.０５ 水平下差异显著ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｔｙｐｅ Ｉ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓꎻ Ｂ. ＴｙｐｅⅡｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓꎻ

Ｃ. Ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 高粱不同类型胚性和非胚性愈伤组织
可溶性蛋白含量的差异

Ｆｉｇ. ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ

ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓｅｓ ｏｆ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ

量的差异较大(图 ３)ꎬ两种胚性愈伤组织的游离

脯氨酸含量均显著高于非胚性愈伤组织ꎬ且Ⅱ型

胚性愈伤组织的游离脯氨酸含量显著高于 Ｉ 型胚

性愈伤组织ꎮ

图 ３　 高粱不同类型胚性和非胚性愈伤
组织游离脯氨酸含量的差异

Ｆｉｇ. ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｆｒｅｅ ｐｒｏｌｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ

ｃａｌｌｕｓｅｓ ｏｆ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ

２.３ 可溶性糖含量的差异

可溶性糖在植物胚胎发育的早期阶段具有重

要作用ꎬ是碳骨架合成和信号传导的主要能量来

源(赵江涛等ꎬ ２００６)ꎮ 高粱不同类型胚性和非胚

性愈伤组织可溶性糖含量的差异较大(图 ４)ꎬ两
种胚性愈伤组织的可溶性糖含量均显著高于非胚

性愈伤组织ꎬ且 Ｉ 型胚性愈伤组织的可溶性糖含量

显著高于Ⅱ型胚性愈伤组织ꎮ

图 ４　 高粱不同类型胚性和非胚性愈伤
组织可溶性糖含量的差异

Ｆｉｇ. ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｇａｒ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ

ｃａｌｌｕｓｅｓ ｏｆ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ

３　 讨论与结论

体细胞胚胎发生的实质是基因表达调控的结

果ꎬ蛋白质是基因表达的产物ꎬ因此在体胚发生过

程中必然伴随着蛋白质含量的变化(崔凯荣等ꎬ
２００１)ꎮ 高粱两种胚性愈伤组织的可溶性蛋白含

量均显著高于非胚性愈伤组织ꎬ说明高粱胚性愈

伤组织代谢活动旺盛ꎬ高含量的可溶性蛋白能够

为胚性细胞的分化奠定分子基础ꎮ 赵舒野(２０１３)
对胡桃楸体细胞胚发生过程生理生化特性的研究

发现ꎬ胚性愈伤组织中的可溶性蛋白和可溶性糖

含量始终高于非胚性愈伤组织ꎬ并表明胚性愈伤

组织代谢较旺盛ꎬ能够从培养基中获得营养物质

并积累ꎬ从而为后期分化做准备ꎮ
胚性愈伤组织中游离脯氨酸的积累与体细胞

胚胎发生有重要联系(Ｆａｔｉｍａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 高粱

两种胚性愈伤组织游离脯氨酸含量均显著高于非

胚性愈伤组织ꎬ说明愈伤组织中游离脯氨酸含量
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的高低可能会影响组织分化ꎮ 张永华等(２００７)在
对番茄花药组织培养的研究中也表明游离脯氨酸

含量与苗分化有关ꎮ 孙政等(２０１７)研究了楸树胚

性愈伤组织与非胚性愈伤组织的生理生化差异ꎬ
发现胚性愈伤组织中游离脯氨酸含量高于非胚性

愈伤组织ꎬ并表明具有较高含量游离脯氨酸的愈

伤组织其体胚发生能力也较强ꎮ
可溶性糖是植物胚胎发育过程中的主要能量

来源(Ｐｅｓｃａｄｏｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎬ能够为蛋白质的合成

提供能源物质(孙政等ꎬ２０１７)ꎮ 高粱两种胚性愈

伤组织可溶性糖含量均显著高于非胚性愈伤组

织ꎬ说明高粱胚性愈伤组织代谢速率高于非胚性

愈伤组织ꎬ为后期的分化提供能源物质ꎮ 邹玉霞

等(２０１８)在对瘤毛獐牙菜愈伤组织生理生化差异

的研究中发现ꎬ胚性愈伤组织中的可溶性糖含量

是非胚性愈伤组织的 ２.５ 倍ꎬ表明高含量的可溶性

糖和可溶性蛋白能够为后期细胞分化做准备ꎮ
高梁两种胚性愈伤组织的生理生化指标均有

差异ꎮ 其中ꎬＩ 型胚性愈伤组织的可溶性蛋白和游

离脯氨酸含量显著低于Ⅱ型胚性愈伤组织ꎬ而可

溶性糖含量显著高于Ⅱ型胚性愈伤组织ꎮ 彭祥

(２０１８)对这两种胚性愈伤组织的研究发现ꎬＩ 型胚

性愈伤组织易分化成根ꎬⅡ型胚性愈伤组织易分

化成苗ꎮ 我们认为两种愈伤组织生理生化的差异

一定程度上影响了后续的分化ꎮ 王海波和范云六

(２００６)在对小麦的组织培养中表明ꎬ可以通过控

制外源因子(如培养基、温度、光照等)ꎬ对培养物

生理生化过程进行调控进而影响愈伤组织状态ꎮ
因此ꎬ我们是否可以通过跟踪愈伤组织中生理生

化的变化ꎬ对愈伤组织状态进行调控使其能够实

现长期继代而不丧失分化能力ꎬ这值得我们进一

步探讨ꎮ
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