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摘　 要: 橡胶树的花药愈伤组织在长期继代过程中ꎬ胚性易下降甚至丧失ꎻ而 ＡｇＮＯ３作为乙烯活性抑制剂ꎬ被
广泛应用于植物组织培养中ꎮ 该研究以继代培养 ４ ａ 以上的热研 ７￣３３￣９７ 花药愈伤组织为材料ꎬ在继代培养基

中添加 ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３预培养 ３５ ｄ 后ꎬ观察预培养前后愈伤组织表形及其细胞形态的变化ꎬ并设计不同浓

度 ＡｇＮＯ３及不同处理时间对其进行体胚诱导ꎬ９０ ｄ 后分别统计胚状体总数和正常胚数ꎮ 结果表明:浅黄色质

地柔软的愈伤组织在含 ＡｇＮＯ３的培养基上预培养后能转变成鲜黄色易碎愈伤组织ꎬ在倒置显微镜下前者大多

表现为不规则多边形ꎬ细胞内含物较稀薄ꎻ而后者则呈圆形或椭圆形ꎬ细胞内含物丰富ꎬ属于典型的胚性细胞ꎮ
在体胚诱导的第 １ 个月添加 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３能显著促进体胚的发生ꎬＡｇＮＯ３浓度升至 １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时体胚发生

受到抑制ꎬ且畸形胚的形成率显著增加ꎻ在含 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３的培养基中培养 ２ 个月以上ꎬ体胚发育明显受

阻ꎬ大部分形成畸形胚ꎮ 该研究结果在一定程度上恢复了橡胶树长期继代花药愈伤组织的胚性能力ꎬ并提高

了其体胚发生频率ꎬ为橡胶树花药胚性愈伤组织长期继代培养过程中胚性的保持提供了参考ꎮ
关键词: 橡胶树ꎬ 花药愈伤组织ꎬ ＡｇＮＯ３ꎬ 细胞形态ꎬ 体胚发生
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　 　 巴西橡胶树(Ｈｅｖｅａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ)所产的天然橡胶

是极其重要的工业原料和四大战略物资之一ꎬ品种

改良一直是橡胶产业的首要任务ꎮ 传统的人工授粉

有性杂交育种在橡胶树品种改良上有着举足轻重的

地位ꎬ但存在工作量大、周期长、容易受环境因素影

响等问题ꎮ 随着现代生物技术的发展ꎬ生物技术育

种方式如工厂化组培苗繁育、基因转化、原生质体培

养及体细胞杂交等愈来愈受到科研工作者的青睐ꎬ
成为传统杂交育种的重要辅助手段ꎮ 这些生物技术

育种方式的开展均有赖于胚性愈伤组织的获得及通

过体胚发生途径再生完整植株ꎮ 在橡胶树中ꎬ胚性

愈伤组织的获得主要有花药培养和内珠被培养两种

途径ꎮ 其中ꎬ花药培养是橡胶树离体培养中研究最

多的一个方向ꎬ也是橡胶树生物技术育种的主要途

径(谭德冠等ꎬ２００５)ꎮ 经由花药培养获得的易碎胚

性愈伤组织可通过继代培养快速增殖ꎬ再进行批量

的体胚诱导和植株再生(Ｈｕａ ｅｔ ａｌꎬ２０１０)ꎬ或者进行

悬浮培养建立胚性悬浮细胞系ꎬ以此作为原生质体

培养的最佳分离材料(戴雪梅等ꎬ２０１４)ꎮ 然而ꎬ在
研究过程中胚性愈伤组织随着继代培养次数的增加

胚性特征逐渐消失ꎬ体胚发生能力逐年下降甚至完

全丧失ꎬ导致难于进行下一步的科学研究ꎮ 因此ꎬ在
获得良好的胚性愈伤组织后如何维持其胚性特征并

提高体胚发生能力具有重要的研究意义ꎮ
ＡｇＮＯ３是一种乙烯活性抑制剂ꎬ可能参与多胺、

乙烯和钙介导的信号途径ꎬ在植物离体培养中具有

广泛的应用(Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌꎬ ２００９)ꎮ 在木本植物中ꎬ
ＡｇＮＯ３能够有效地促进胚性愈伤组织的形成(范咏

梅等ꎬ２００３)ꎬ并能维持胚性愈伤组织的胚性特征

(叶新荣等ꎬ１９９４ꎻ赖钟雄等ꎬ１９９７)以及提高体细胞

胚胎的发生频率(Ｋｏｎｇ ＆ Ｙｅｕｎｇꎬ １９９４ꎻ Ｇｉｒｉｄｈａｒ ｅｔ
ａｌꎬ ２００４)ꎮ 此外ꎬ在植物离体培养中 ＡｇＮＯ３具有促

进不定芽分化(Ｕｌｉａｉｅ ｅｔ ａｌꎬ ２００８)以及不定根形成

(Ｍａ ｅｔ ａｌꎬ １９９８)的作用ꎮ 然而ꎬ在橡胶树离体培养

中尚未见有使用 ＡｇＮＯ３的相关研究报道ꎮ 本研究通

过在继代培养基及体胚诱导培养基上添加不同浓度

的 ＡｇＮＯ３并设计不同处理时间ꎬ探讨 ＡｇＮＯ３对长期

继代培养后胚性明显下降甚至丧失的花药愈伤组织

形态及其体胚发生的影响ꎬ以期恢复继代培养长达

４ ａ 的橡胶树花药愈伤组织的胚性能力ꎬ并提高其体

胚发生频率ꎬ为橡胶树花药胚性愈伤组织长期继代

培养过程中胚性的保持提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

研究材料为本实验室诱导并持续继代培养 ４ ａ
以上的热研 ７￣３３￣９７ 花药愈伤组织ꎬ期间约每 ２０ ｄ
用继代培养基 Ｍ１(表 １)继代 １ 次ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 培养基　 本研究所使用的培养基成分及其功

用详见表 １ꎮ
１.２.２ 预培养　 将持续继代培养 ４ ａ 以上呈浅黄色

松软的热研 ７￣３３￣９７ 花药愈伤组织转入添加 ２. ５
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３的继代培养基 Ｍ１ 中进行预培养ꎬ２０
ｄ 后挑取新长出的愈伤组织继续转入含相同浓度

ＡｇＮＯ３的继代培养基中培养ꎬ１５ ｄ 后取预培养和未

预培养的愈伤组织ꎬ分别用适量液体培养基(成分

为去除植物凝胶的继代培养基)悬浮分散后吸取适

量细胞悬液至载玻片上ꎬ于倒置显微镜下进行细胞

形态的观察ꎮ
１.２.３ 体胚诱导　 ＡｇＮＯ３处理浓度筛选:取上述经预

培养 ３５ ｄ 后的愈伤组织分别转入添加 ０、２.５、５、１０
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３的体胚诱导培养基 Ｍ２(表 １)中进行

体胚诱导培养ꎬ３０ ｄ 后将愈伤组织转到不含 ＡｇＮＯ３

的体胚诱导培养基中继续进行诱导和成熟培养ꎬ 以
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表 １　 本研究所使用的培养基成分及其功用
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

成分
Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

功用
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｍ１ 改良的 ＭＳ 培养基ꎬ１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＮＡＡꎬ１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡꎬ１.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄꎬ ５０ ｍＬ􀅰Ｌ￣１椰子水ꎬ７０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗
糖和 ２.２ ｇ􀅰Ｌ￣１植物凝胶ꎬｐＨ ５.８
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＭＳ ｍｅｄｉｕｍꎬ １ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＮＡＡꎬ １ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡꎬ １.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄꎬ ５０ ｍＬ􀅰Ｌ￣１ Ｃｏｃｏｎｕｔ ｗａｔｅｒꎬ
７０ ｇ􀅰Ｌ￣１ Ｓｕｃｒｏｓｅ ａｎｄ ２.２ ｇ􀅰Ｌ￣１ Ｐｈｙｔａｇｅｌꎬ ｐＨ ５.８

继代培养
Ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ

Ｍ２ 改良的 ＭＳ 培养基ꎬ０.０５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡꎬ０.０４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＮＡＡꎬ１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡꎬ１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＧＡ３ꎬ５０ ｍＬ􀅰Ｌ￣１椰
子水ꎬ７０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖ꎬ２.５ ｇ􀅰Ｌ￣１植物凝胶和 １.５ ｇ􀅰Ｌ￣１活性炭ꎬｐＨ ５.８
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＭＳ ｍｅｄｉｕｍꎬ ０.０５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ６￣ＢＡꎬ ０.０４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＮＡＡꎬ １ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡＢＡꎬ １ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＧＡ３ꎬ ５０ ｍＬ􀅰
Ｌ￣１ Ｃｏｃｏｎｕｔ ｗａｔｅｒꎬ ７０ ｇ􀅰Ｌ￣１ Ｓｕｃｒｏｓｅꎬ ２.５ ｇ􀅰Ｌ￣１ Ｐｈｙｔａｇｅｌ ａｎｄ １.５ ｇ􀅰Ｌ￣１ Ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｒｂｏｎꎬ ｐＨ ５.８

体胚诱导
Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ

不经预培养的愈伤组织转入不含 ＡｇＮＯ３的体胚诱导

培养基中在相同条件下培养作为对照(ＣＫ)ꎮ
ＡｇＮＯ３处理时间筛选:取经预培养 ３５ ｄ 后的愈

伤组织转入添加 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３的体胚诱导培养

基 Ｍ２ 中分别培养 ３０、 ６０、 ９０ ｄ 后ꎬ再转入去除

ＡｇＮＯ３的体胚诱导培养基中继续培养ꎮ
以上均在(２７ ± １)℃、黑暗条件下进行ꎬ每 ３０ ｄ

更新 １ 次培养基ꎬ９０ ｄ 后统计每种处理形成的胚状

体总数和正常体胚数ꎮ 每处理设 ３ 次重复ꎬ每个重

复包括 ３ 皿ꎬ每皿起始接种量约 ２ ｇ 愈伤组织ꎮ
１.３ 数据处理

采用 ＤＰＳ ７.０５ 软件进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 预培养对愈伤组织细胞形态的影响

图版Ⅰ显示ꎬ热研 ７￣３３￣９７ 花药愈伤组织在添

加 ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３的继代培养基中预培养 ３５ ｄ
后ꎬ原本呈浅黄色质地柔软的愈伤组织逐渐变成鲜

黄色且易碎ꎮ 在显微镜下观察发现ꎬ不经预处理的

愈伤组织细胞大多为不规则多边形ꎬ细胞内含物较

稀薄ꎬ而经预处理后的愈伤组织细胞呈圆形或椭圆

形ꎬ细胞内含物丰富ꎬ属于典型胚性愈伤组织的细胞

形态ꎮ 说明在继代培养基中添加 ＡｇＮＯ３能促进胚性

愈伤组织形成ꎬ使原本胚性特征消失的愈伤组织朝

着胚性愈伤组织的方向转变ꎬ重新恢复胚性特征ꎮ
２.２ ＡｇＮＯ３对愈伤组织体胚诱导的影响

在体胚诱导的第 １ 个月于培养基中添加不同浓

度的 ＡｇＮＯ３对愈伤组织的体胚发生有很大影响ꎮ 图

版Ⅱ显示ꎬ在含不同浓度 ＡｇＮＯ３的体胚诱导培养基

培养 ３０ ｄ 后均有白色球形胚的出现ꎬ 其中 ５ ｍｇ􀅰

Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３处理体胚发生情况明显优于其余浓度ꎻ转
入去除 ＡｇＮＯ３的体胚诱导培养基中继续培养 ６０ ｄ
后ꎬ从 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３处理的愈伤组织获得的胚状

体总数和正常体胚数均显著高于其余浓度处理ꎬ而
１０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３处理虽然获得的胚状体总数显著

高于 ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３处理ꎬ但大部分胚状体发育

缓慢或畸变ꎬ最终仅获得极少数的正常体胚(表 ２)ꎻ
低于 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３处理ꎬ获得的正常体胚数占胚

状体总数在 ３０％以上ꎬ而 １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３处理获

得的正常体胚数尚不足胚状体总数的 １０％ꎬ表明在

体胚诱导培养基中添加低浓度(０ ~ ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)的

ＡｇＮＯ３不仅能促进花药愈伤组织的体胚发生ꎬ且体

胚畸形化的发生几率相对较低ꎬ而高浓度(１０ ｍｇ􀅰
Ｌ￣１)的 ＡｇＮＯ３ 虽然在一定程度上也能促进体胚发

生ꎬ但不利于其正常发育ꎬ极大增加了畸形化的几

率ꎮ 对照则完全没有体胚的形成ꎬ表明经过 ４ ａ 以

上的继代培养ꎬ其体胚发生能力已完全丧失ꎬ而
ＡｇＮＯ３处理使其体胚发生能力得到了一定恢复ꎮ
２.３ ＡｇＮＯ３处理时间对愈伤组织体胚形成的影响

表 ３ 和图版Ⅲ显示ꎬ在体胚诱导的第 １ 个月添

加 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３ꎬ不仅可以显著提高体胚发生的

频率ꎬ 而且 ９０ ｄ 后正常体胚的形成频率较高ꎻ 当愈

伤组织在含有 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３的体胚诱导培养基

培养 ６０ ｄ 再转入不含 ＡｇＮＯ３的体胚诱导培养基中

培养 ３０ ｄ 后ꎬ大部分体胚发生畸变ꎬ仅获得极少数

的正常胚ꎻ当愈伤组织一直在含有 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３

的体胚诱导培养基中培养 ９０ ｄ 后ꎬ几乎所有体胚均

畸形化或褐化ꎮ 这表明只有在体胚诱导的初期即第

１ 个月内添加适量的 ＡｇＮＯ３才能有效促进体胚的发

生以及正常胚的形成ꎮ

８２４１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



图版 Ｉ　 ＡｇＮＯ３预培养前后愈伤组织的细胞形态　 Ａ. 未预培养的愈伤组织(标尺＝ ５ ｍｍ)ꎻ Ｂ. 未预培养愈伤组织的

细胞形态(标尺＝ ２５ μｍ)ꎻ Ｃ. 经预培养的愈伤组织(标尺＝ ５ ｍｍ)ꎻ Ｄ. 经预培养愈伤组织的细胞形态(标尺＝ ２５ μｍ)ꎮ
Ｐｌａｔｅ Ｉ　 Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｒｅ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ＡｇＮＯ３　 Ａ. Ｃａｌｌｕｓ ｂｅｆｏｒｅ ｐｒｅ￣ｃｕｌｔｕｒｅ (Ｂａｒ＝５ ｍｍ)ꎻ Ｂ. Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｂｅｆｏｒｅ ｐｒｅ￣ｃｕｌｔｕｒｅ (Ｂａｒ＝２５ μｍ)ꎻ Ｃ. Ｃａｌｌｕｓ ａｆｔｅｒ ｐｒｅ￣ｃｕｌｔｕｒｅ (Ｂａｒ＝５ ｍｍ)ꎻ Ｄ. Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ａｆｔｅｒ ｐｒｅ￣ｃｕｌｔｕｒｅ (Ｂａｒ＝２５ μｍ).

图版 Ⅱ　 不同浓度 ＡｇＮＯ３处理 ３０ ｄ 后体胚发生情况 (标尺＝ １０ ｍｍ)　 Ａ. 对照ꎻ Ｂ. ＡｇＮＯ３ ０ꎻ

Ｃ. ＡｇＮＯ３ ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｄ. ＡｇＮＯ３ ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｅ. ＡｇＮＯ３ １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ

ＰｌａｔｅⅡ　 Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡｇＮＯ３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ３０ ｄ (Ｂａｒ＝ １０ ｍｍ)
Ａ. ＣＫꎻ Ｂ. ＡｇＮＯ３ ０ꎻ Ｃ. ＡｇＮＯ３ ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｄ. ＡｇＮＯ３ ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｅ. ＡｇＮＯ３ １０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ .

图版 Ⅲ　 ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３处理不同时间体胚发生情况 (标尺＝５ ｍｍ)　 Ａ. 处理 ３０ ｄꎻ Ｂ. 处理 ６０ ｄꎻ Ｃ. 处理 ９０ ｄꎮ

Ｐｌａｔｅ Ⅲ　 Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈ ５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＡｇＮＯ３ (Ｂａｒ＝ ５ ｍｍ)
Ａ. Ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＡｇＮＯ３ ｆｏｒ ３０ ｄꎻ Ｂ. Ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＡｇＮＯ３ ｆｏｒ ６０ ｄꎻ Ｃ. Ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＡｇＮＯ３ ｆｏｒ ９０ ｄ.
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表 ２　 ＡｇＮＯ３不同浓度处理对体胚发生的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＡｇＮＯ３ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ

ＡｇＮＯ３浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ＡｇＮＯ３

(ｍｇ􀅰Ｌ￣１)

愈伤组织接种量
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｑｕａｎｔｉｔｙ
ｏｆ ｃａｌｌｕｓ
(ｇ)

胚状体总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｉｄ

正常体胚数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ

０ ２ ４ｄ ２ｂｃ

２.５ ２ １３ｃ ４ｂ

５ ２ ３５ａ １３ａ

１０ ２ ２１ｂ ２ｂｃ

ＣＫ ２ ０ｅ ０ｃ

　 注: 同列数字不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ
０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ３　 ＡｇＮＯ３处理不同时间对体胚发生的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｆ
ＡｇＮＯ３ ｏｎ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ

ＡｇＮＯ３处理时间
Ｔｒｅａｔｉｎｇ ｔｉｍｅ
ｏｆ ＡｇＮＯ３

(ｄ)

愈伤组织接种量
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｑｕａｎｔｉｔｙ
ｏｆ ｃａｌｌｕｓ
(ｇ)

胚状体总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｉｄ

正常体胚数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ

３０ ２ ３５ａ １３ａ

６０ ２ ３１ａｂ ５ｂ

９０ ２ ２６ｂ ０ｃ

３　 讨论与结论

从橡胶树花药培养诱导的黄色易碎胚性愈伤组

织在长期的继代保存过程中ꎬ颜色逐渐变浅ꎬ且容易

衰老褐化ꎬ虽然在继代培养基中仍能旺盛生长ꎬ但其

体胚发生能力逐年下降甚至完全丧失ꎮ 类似的现象

在其他植物的组织培养过程中也普遍存在(薛美凤

等ꎬ２００２ꎻ肖望等ꎬ２００８ꎻ刘清波等ꎬ１９９８ꎻ刘德华ꎬ
１９９５)ꎮ 在显微镜下观察发现ꎬ其细胞形态也发生

了变化ꎬ多为不规则多边形ꎬ胞质内含物较稀薄ꎮ 本

研究在继代培养基中添加 ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３处理一

段时间后能使胚性特征消失的橡胶树花药愈伤组织

重新朝胚性愈伤组织的方向发展ꎬ表明 ＡｇＮＯ３在一

定程度上能恢复橡胶树长期继代花药愈伤组织的胚

性能力ꎮ 但有研究指出持续多代在继代培养基中添

加 ＡｇＮＯ３会抑制细胞的生长ꎬ使愈伤组织出现褐变

衰老的现象ꎬ与长期在不含 ＡｇＮＯ３的继代培养基中

培养有相同的趋势ꎬ只是程度相对较轻(叶新荣等ꎬ
１９９４ꎻ赖钟雄等ꎬ１９９７)ꎮ 因此ꎬ在胚性愈伤组织的

长期继代保存过程中宜采用添加和去除 ＡｇＮＯ３的继

代培养基交替进行培养ꎬ这样既能维持愈伤组织的

胚性能力ꎬ同时也可在一定程度上防止愈伤组织由

于生长旺盛而过快衰老和褐化ꎮ
王泽云等(１９８４)在橡胶树花药培养过程中通

过定期连续切片观察表明橡胶树花药愈伤组织起源

于花药断口处、药端、药隔及药壁的薄壁细胞ꎬ愈伤

组织、胚状体和植株的染色体计数结果显示 ９０％以

上属于二倍体ꎬ花药植株的遗传表现也进一步证实

其起源于体细胞ꎮ Ｈｕａ ｅｔ ａｌ(２０１０)通过花药培养诱

导愈伤组织及体细胞胚并通过次生体胚发生途径获

得了一批可作为橡胶树新型种植材料的自根幼态无

性系植株ꎮ 然而橡胶树花药愈伤组织的体胚发生频

率普遍不高ꎬ且因品种和花期的不同而有很大差异

(王泽云等ꎬ１９８０)ꎮ Ｍｏｄｅｓｔｅ ｅｔ ａｌ(２０１３)在对橡胶

树愈伤组织体胚诱导的研究中优化了生长素 ２ꎬ４￣Ｄ
和细胞分裂素 ＫＴ 的浓度及配比ꎬ本文则着重于研

究在植物生长发育过程中可能参与多种信号途径的

ＡｇＮＯ３对橡胶树体胚发生的影响ꎮ 研究结果表明在

体胚诱导培养基中添加较低浓度的 ＡｇＮＯ３可有效促

进橡胶树花药愈伤组织体胚的形成及正常发育ꎬ而
使用高浓度的 ＡｇＮＯ３虽然也能诱导出胚状体ꎬ但其

后发育受到严重阻碍ꎬ最终引发畸变ꎬ这在其它物种

中也有类似的报道(Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ ｅｔ ａｌꎬ １９９９ꎻＦｕｅｎｔｅｓ ｅｔ
ａｌꎬ２０００)ꎮ 而在水曲柳未成熟合子胚为外植体的体

胚诱导中发现ꎬＡｇＮＯ３对其体胚诱导的频率影响不

大ꎬ但在培养基中添加 １ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ＡｇＮＯ３的能促进体

胚发生的同步化ꎬ并有效阻止畸形胚的形成(Ｋｏｎｇ
ｅｔ ａｌꎬ ２０１２)ꎮ 此外ꎬＡｇＮＯ３处理时间对体胚发生及

其后的发育也有很大影响ꎮ 张鹏等 (１９９７) 认为

ＡｇＮＯ３处理时间的长短取决于原基形成的时间ꎬ培
养物一旦形成原基后即可去除 ＡｇＮＯ３ꎬ长时间在含

ＡｇＮＯ３的培养基中培养ꎬ会产生毒害作用ꎬ增加畸变

的风险ꎮ 本研究结果证实了这一观点ꎬ发现在橡胶

树花药愈伤组织的体胚诱导中ꎬ球形胚形成后即移

除 ＡｇＮＯ３能获得更多的正常胚ꎬ而一直在含 ＡｇＮＯ３

的培养基中进行体胚诱导和成熟培养ꎬ将导致所有

的胚状体发生畸变ꎮ
本研究表明 ＡｇＮＯ３在一定程度上能恢复橡胶树

长期继代花药愈伤组织的胚性能力ꎬ并且具有促进

体胚形成的作用ꎬ但受其使用浓度和处理时间的限

０３４１ 广　 西　 植　 物 ３６ 卷



制ꎬ只有使用合适的浓度并控制处理时间才能有效

促进体胚的形成ꎬ高浓度及长时间的处理均不利于

体胚的正常发育ꎮ
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