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‘宁杞 ８ 号’体细胞胚胎发生体系建立
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摘　 要: 以宁夏枸杞新品种‘宁杞 ８ 号’幼嫩叶片为外植体ꎬ 探讨激素组合及添加物对‘宁杞 ８ 号’体细胞

胚胎诱导、体胚增殖、萌发和植株再生的影响ꎬ并建立高效稳定的体细胞胚胎发生体系ꎮ 结果表明:通过对

６￣ＢＡ、２ꎬ４￣Ｄ 和 ＩＡＡ 进行正交分析ꎬ筛选出‘宁杞 ８ 号’体细胞胚诱导最优激素组合:６￣ＢＡ １.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋２ꎬ４￣Ｄ
０.３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ ＩＡＡ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ体胚诱导率达 ８８.６７％ꎮ 极差分析比较各激素间的影响ꎬ６￣ＢＡ 对体胚诱导影

响最显著ꎮ 当高浓度的生长素及低浓度细胞分裂素浓度适宜的配比时ꎬ才能诱导产生形态正常数量多的

‘宁杞 ８ 号’体细胞胚ꎮ 在体胚增殖培养中ꎬ６￣ＢＡ 的浓度过高易导致玻璃化ꎬ不利于‘宁杞 ８ 号’体胚增殖生

长ꎮ 随着激素浓度的增高ꎬ体胚增殖倍数增加ꎬ玻璃化率也越高ꎬ综合分析得到‘宁杞 ８ 号’最佳体胚增殖培

养基为 ６￣ＢＡ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＮＡＡ ０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 当添加 ＩＢＡ ０.３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＧＡ３ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋蔗糖 １０ ｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ
‘宁杞 ８ 号’体胚萌发率最高ꎬ萌发率达 ８９.１７％ꎮ 添加 ＧＡ３及低浓度蔗糖能促进成熟的体胚萌发ꎮ 对‘宁杞

８ 号’体萌发的影响程度依次是 ＩＢＡ> 蔗糖 > ＧＡ３ꎮ 活性炭能有效提高‘宁杞 ８ 号’体胚再生植株率ꎬ同时对

萌发体胚的根的发育也有促进作用ꎬ当 ＩＢＡ ０.１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＫＴ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋活性炭 １ ｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ‘宁杞 ８ 号’体
胚再生植株效果最佳ꎬ体胚再生率达 ９１.６７％ꎮ
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　 　 宁夏枸杞 ( Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ) 属于茄科枸杞

属ꎬ多年生分枝灌木ꎬ具有很高的药用价值和生态

价值ꎮ 随着宁夏枸杞药用保健方面的深入发掘ꎬ
种植面积逐年增加ꎬ用途单一的枸杞品种很难满

足加工企业的需求ꎬ要培育用途广泛的枸杞新品

种ꎬ以满足生产加工的需要(何军等ꎬ２００６)ꎮ 杂交

育种是运用最早且最为常规的育种手段ꎬ但其新

品种育种年限长ꎮ 植物体细胞胚具有单细胞起

源、繁殖速度快、体胚个体间遗传背景一致、染色

体稳定等特点ꎬ是开展植物细胞工程育种中遗传

转化、种质保存、人工种子等研究工作的关键环

节ꎬ也是悬浮细胞系建立、细胞突变体诱导与筛

选、原生质体培养与融合等诸多生物技术应用的

基础ꎮ 枸杞体细胞胚胎发生体系的建立将为宁夏

枸杞生物技术育种提供良好的平台ꎬ同时有助于

加快生物技术在宁夏枸杞品种改良方面的应用ꎮ
曹有龙等(１９９７)以‘宁杞 １ 号’髓部组织为材

料ꎬ 通过悬浮培养诱导胚状体发生ꎮ 马和平等

(２００５)对‘宁杞 ２ 号’幼果未成熟胚进行体细胞

胚胎诱导ꎬ探讨了激素、光照及温度对体胚发生及

植株再生的影响ꎮ 王兆宾等(２０１４)以‘宁杞 １ 号’
‘宁杞 ２ 号’ ‘宁杞 ４ 号’及新疆枸杞种子为外植

体ꎬ构建了体细胞胚高频发生再生体系ꎮ 这些报

道为枸杞体细胞发生体系的建立提供了借鉴ꎮ 然

而ꎬ由于基因型的差异ꎬ体细胞胚发生体系建立的

最优条件在枸杞不同品种间存在较大差异ꎮ ‘宁

杞 ８ 号’是通过自然选优的方式获得的大果宁夏

枸杞新品种ꎬ具有生长旺盛、果粒大、果实营养成

分高等优良特性(南雄雄等ꎬ２０１４)ꎮ ‘宁杞 ８ 号’
单个果实纵径可达 ４.３ ｃｍꎬ是‘宁杞 １ 号’等品种

的两倍ꎬ但目前有关‘宁杞 ８ 号’体胚发生的相关

研究尚未见有报道ꎮ ‘宁杞 ８ 号’体细胞胚胎发生

体系的建立ꎬ为枸杞品种改良和新品种选育提供

新途径ꎬ不受时间和空间的限制ꎬ同时短时间大量

繁殖ꎬ加快优良品种的繁育ꎬ满足新品种工厂化生

产ꎮ 国内更多研究是以枸杞胚乳、种子、子叶及下

胚轴等为外植体进行体胚诱导ꎬ对于叶片诱导研

究较少ꎮ
利用枸杞叶片进行体胚诱导取材更为方便ꎬ

还能较大地保存植株的遗传特性ꎮ 因此ꎬ本研究

以宁夏枸杞新品种‘宁杞 ８ 号’叶片为外植体ꎬ探
索不同种类及浓度的附加物对体细胞胚胎发生的

影响ꎬ旨在建立体细胞胚胎发生体系ꎬ也为宁夏枸

杞生物技术育种奠定基础ꎮ

４８１１ 广　 西　 植　 物 ３８ 卷



１　 材料与方法

１.１ 材料

所用外植体材料为宁夏枸杞新品种‘宁杞 ８
号’顶梢幼嫩叶片ꎬ采自宁夏林业研究院枸杞种质

资源圃ꎮ 该品种于 ２０１２ 年通过国家植物新品种

保护ꎬ２０１５ 年通过宁夏自治区林木良种审定ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ ‘宁杞 ８ 号’体细胞胚诱导 　 采取健壮无病

虫害的‘宁杞 ８ 号’的幼嫩叶片ꎬ自来水冲洗 ３０
ｍｉｎꎬ在超净工作台上ꎬ先用 ７５％酒精处理 ３０ ｓꎬ无
菌水冲洗 ３ ~ ４ 遍ꎮ 再用 ０. １％的 ＨｇＣｌ２ 溶液处理

３ ~ ４ ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 ３ ~ ４ 次后ꎬ将叶片剪成 ０.５
ｃｍ×０.５ ｃｍ 的小块ꎬ接种于诱导培养基中ꎮ 采用

Ｌ９(３４) 正交设计ꎬ研究 ６￣ＢＡ(０. ５、１. ０、１. ５ ｍｇ􀅰

Ｌ￣１)、２ꎬ４￣Ｄ(０.３、０.６、０.９ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)、ＩＡＡ(０.２、０.４、
０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)对‘宁杞 ８ 号’体细胞胚胎诱导的影

响ꎬ共 ９ 个处理ꎬ 基本培养基为 ＭＳ 培养基＋蔗糖

３０ ｇ􀅰Ｌ￣１＋琼脂 ６ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 每处理 １０ 瓶ꎬ每瓶 ５ 个

外植体ꎬ每处理重复 ３ 次ꎮ 培养 ４０ ｄ 后ꎬ统计体胚

诱导率及体胚的生长情况ꎮ 培养温度 ２３ ~ ２５ ℃ꎬ
光照 １６ ｈ􀅰ｄ￣１ꎬ光照强度 ２ ０００ ｌｘꎬ培养方式下同ꎮ
１.２.２ ‘宁杞 ８ 号’体胚增殖培养 　 采用二因素完

全随机试验设计ꎬ探究 ６￣ＢＡ(０.４、０.８ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)和

ＮＡＡ(０.２、０.４、０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)对 ‘宁杞 ８ 号’体胚增

殖的影响ꎬ共设 ６ 个处理ꎬ基本培养基为 ＭＳ 培养

基＋蔗糖 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１＋琼脂 ６ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 取‘宁杞 ８ 号’
生长正常的体胚组织块ꎬ切成 ０.２ ｃｍ × ０.３ ｃｍ 小

块接种于上述体胚增殖试验培养基内ꎮ 每处理 １０
瓶ꎬ每瓶 ５ 个体胚块ꎬ重复 ３ 次ꎮ 培养 ４０ ｄ 后统计

增体胚再生率和增殖倍数ꎮ
１.２.３ ‘宁杞 ８ 号’体细胞胚萌发　 研究 ＩＢＡ、ＧＡ３、

蔗糖对‘宁杞 ８ 号’体胚萌发的影响ꎬ采用 Ｌ９(３４)
正交设计ꎬ即 Ａ. ＩＢＡ(浓度为 ０. １、０. ２、０. ３ ｍｇ􀅰
Ｌ￣１)ꎬＢ.ＧＡ３(浓度为 ０.２、０.４、０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)ꎬＣ.蔗糖

(浓度为 １０、２０、３０ ｇ􀅰Ｌ￣１)ꎬＭＳ 为基本培养基ꎮ 将

成熟体胚分别接种于上述试验处理中ꎬ每处理 １０
瓶ꎬ每瓶 ４ 个成熟体胚ꎬ重复 ３ 次ꎮ 培养 ３０ ｄ 后ꎬ

统计体胚萌发率ꎬ记录体胚萌发生长状况ꎮ
１.２.４ ‘宁杞 ８ 号’体胚完整植株再生 　 添加 ０.１、
０.３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的 ＩＢＡ 和 ０.２、０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的 ＫＴꎬ同时

又分为①不添加活性炭ꎬ②添加 １ ｇ􀅰Ｌ￣１活性炭两

组ꎬ共设 ８ 个处理(表 ４)ꎬ基本培养基为 ＭＳ 培养

基＋蔗糖 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１＋琼脂 ６ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 将长有胚根的

体胚接种于上述培养基中ꎬ每处理 １０ 瓶ꎬ每瓶 ４
个材料ꎬ重复 ３ 次ꎬ培养 ２５ ｄ 后ꎬ记录植株再生率、
植株的生长情况及芽增殖系数ꎮ
１.２.５ 数据处理与统计　 体胚诱导率 ＝生成体胚叶

片数 /接种的叶片总数×１００％ꎻ 体胚增殖倍数 ＝叶

片体胚团产生新的体胚数 /该处理接种的体胚数ꎻ
体胚玻璃化率 ＝新增殖体胚中的玻璃化体胚数 /供
试体胚总数×１００％ꎻ 体胚萌发率 ＝生根的体胚数 /
供萌发试验的体胚总数×１００％ꎻ 再生植株率 ＝ 根

芽完整的植株 /供试的体胚总数×１００％ꎻ 芽增殖系

数 ＝体胚产生的芽数 /供试接种数ꎮ 用 ＤＰＳ 数据

处理系统进行数据分析ꎬＤｕｎｃａｎ’ ｓ 检验显著性ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 激素对‘宁杞 ８ 号’体细胞胚胎诱导的影响

根据表 １ 中 Ｋ 值的大小ꎬ通过 ６￣ＢＡ、ＫＴ、ＮＡＡ
各因素水平间的比较ꎬ６￣ＢＡ 在 １.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时为最

优ꎬ２ꎬ４￣Ｄ 在 ０. ３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ 时为最优ꎬ ＩＡＡ 在 ０. ４
ｍｇ􀅰Ｌ￣１时为最优ꎬ可得出‘宁杞 ８ 号’体细胞胚诱

导最优激素组合 ６￣ＢＡ １. ０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＋ ２ꎬ４￣Ｄ ０. ３
ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ ＩＡＡ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ即处理 ４ꎮ 处理 ４ 体胚

诱导率最高ꎬ达到了 ８８.６７％ꎬ说明处理 ４ 对诱导体

胚发生效果最好ꎬ这一结果与 Ｋ 值分析结果一致ꎮ
综合以上分析结果ꎬ可以确定‘宁杞 ８ 号’体细胞

胚诱导最佳组合为 ６￣ＢＡ １.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＋２ꎬ４￣Ｄ ０.３
ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＩＡＡ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 极差值 Ｒ 越大ꎬ说明该

因素对指标的影响越显著ꎬ从表 １ 可以看出ꎬ６￣ＢＡ
的 Ｒ 值最大ꎬ说明在本研究中 ６￣ＢＡ 为主导因素ꎬ
对‘宁杞 ８ 号’体细胞胚诱导的影响最大ꎬ在这三

个因素中ꎬ根据 Ｒ 值的大小ꎬ对‘宁杞 ８ 号’体细胞

胚诱导的影响程度依次是 ６￣ＢＡ > ＩＡＡ >２ꎬ４￣Ｄꎮ
２.２‘宁杞 ８ 号’体胚发育不同阶段形态观察

‘ 宁杞８号’体胚诱导培养过程中ꎬ１０ｄ后叶

５８１１９ 期 刘静等: ‘宁杞 ８ 号’体细胞胚胎发生体系建立



表 １　 ‘宁杞 ８ 号’体胚诱导率正交设计结果分析表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ

ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ‘Ｎｉｎｇｑｉ￣８’ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

试验号
Ｔｅｘｔ Ｎｏ.

因素 Ｆａｃｔｏｒ

６￣ＢＡ
(ｍｇ􀅰Ｌ ￣１)

２ꎬ４￣Ｄ
(ｍｇ􀅰Ｌ ￣１)

ＩＡＡ
(ｍｇ􀅰Ｌ ￣１)

体胚诱导率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ
ｅｍｂｒｙｏ
(％)

１ ０.５ ０.３ ０.２ ４０.００ｅｆＦＧ

２ ０.５ ０.６ ０.４ ６１.３３ｃＣＤ

３ ０.５ ０.９ ０.６ ３６.６７ｆＧ

４ １.０ ０.３ ０.４ ８８.６７ａＡ

５ １.０ ０.６ ０.６ ７２.００ｂＢＣ

６ １.０ ０.９ ０.２ ８０.６７ａｂＡＢ

７ １.５ ０.３ ０.６ ５５.３３ｃｄＤＥ

８ １.５ ０.６ ０.２ ３３.３３ｆＧ

９ １.５ ０.９ ０.４ ４８.６７ｄｅＥＦ

Ｋ１ ４６.００ ８０.４４ ４５.７８ —

Ｋ２ ６１.３３ ５５.５６ ５５.３３ —

Ｋ３ ５１.３３ ６６.２２ ５４.６７ —

Ｒ ３４.６７ ６.００ １４.８９ —

　 注: 同列不同小写字母表示 Ｐ ＝ ０.０５ 水平差异显著ꎬ不同大
写字母表示 Ｐ ＝ ０.０１ 水平差异显著ꎮ Ｋ 为每个因素下对应水平
结果的和ꎬＲ 为极差值ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ
Ｐ ＝ ０.０５ ｌｅｖｅｌꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ａｔ Ｐ ＝ ０.０１ ｌｅｖｅｌ. Ｋ ｉｓ ｔｈｅ ｓｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｌｅｖｅｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｅａｃｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ａｎｄ Ｒ ｉｓ ｔｈｅ ｅｘｔｒｅｍｅ ｖａｌｕｅ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

片逐渐膨大ꎬ叶面拱起ꎮ １５ ｄ 膨大的叶片切口处

生成许多密集小突起ꎬ呈现绿色球形小点(图 １:
Ａ)ꎮ 培养 ２０ ｄ 后ꎬ逐渐生成细胞团ꎬ呈不规则形

态ꎮ 培养 ２５ ｄ 后ꎬ细胞团不断增殖ꎬ包围整个胚

体ꎮ 通过显微观察发现ꎬ清晰可见许多发育良好

的球形胚(图 １: Ｂ)、心形胚(图 １: Ｃ)和鱼雷胚

(图 １: Ｄ)ꎮ 球形胚因形态较大ꎬ肉眼可见ꎮ 随着

发育程度的变化ꎬ同一体胚团块能观察到各个时

期的体胚同时存在ꎬ以球形胚居多ꎬ可见鱼雷胚和

发育较快的子叶胚ꎬ并有绿色或紫红色芽出现(图
１: Ｅ)ꎮ 随着胚状体逐渐成熟ꎬ萌发体胚团块上生

长大量胚根(图 １: Ｆ)ꎮ
２.３ ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 对‘宁杞 ８ 号’体胚增殖的影响

从表 ２ 可以看出ꎬ当 ６￣ＢＡ 浓度不变时ꎬ随着

ＮＡＡ 浓度的升高ꎬ体胚增殖倍数逐渐增加ꎬ在处理

６ 中 ６￣ＢＡ 为 ０.８ ｍｇ􀅰Ｌ￣１、ＮＡＡ 为 ０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ
体胚增殖倍数最高(达 １３.２２)ꎬ其玻璃化率也达到

最高ꎮ 在体胚增殖培养中ꎬ不是激素浓度越高越

好ꎬ６￣ＢＡ 的浓度过高易导致玻璃化ꎬ不利于‘宁杞

８ 号’体胚增殖生长ꎮ 当降低 ６￣ＢＡ 浓度(为 ０. ６
ｍｇ􀅰Ｌ￣１)时ꎬ即处理 ３ꎮ 处理 ３ 体胚增殖倍数为

１２.２８ꎬ在 Ｐ ＝ ０.０５ 水平下与处理 ６ 差异不显著ꎬ体
胚玻璃化率明显低于处理 ６ꎬ差异显著ꎬ且处理 ３
体胚玻璃化率与处理 １、处理 ２ 差异不显著ꎮ 因

此ꎬ综合分析可得ꎬ最优‘宁杞 ８ 号’体胚增殖的配

方为 ６￣ＢＡ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＮＡＡ ０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ即处理 ３ꎮ
２.４ 激素和蔗糖对‘宁杞 ８ 号’体胚萌发的影响

‘宁杞 ８ 号’体胚萌发统计结果见表 ３ꎬ８ 号处

理体胚萌发率最高(达 ８９.１７％)ꎬ体胚萌发效果最

佳且差异显著ꎮ 从表 ３ 中的 Ｋ 值大小可以看出ꎬ
ＩＢＡ 为 ０.３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１、ＧＡ３为 ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ蔗糖在

１０ ｇ􀅰Ｌ￣１时为最优ꎬ可得出‘宁杞 ８ 号’体胚萌发

最优激素组合为 ＩＢＡ ０.３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＧＡ３ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋

蔗糖 １０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ即处理 ８ꎬ这与试验数据所得结果

一致ꎬ可确定该组合是‘宁杞 ８ 号’体胚萌发最佳

激素配方ꎮ ＩＢＡ 的 Ｒ 值最大ꎬ说明‘宁杞 ８ 号’体

胚萌发中 ＩＢＡ 为主导因素ꎬ对‘宁杞 ８ 号’体胚萌

发的影响最大ꎮ 根据 Ｒ 值的大小ꎬ对‘宁杞 ８ 号’
体胚萌发的影响程度依次是 ＩＢＡ>蔗糖>ＧＡ３ꎮ
２.５ 激素及活性炭对‘宁杞 ８号’体胚植株再生的影响

由表 ４ 可知ꎬ添加活性炭对‘宁杞 ８ 号’体胚植

株再生有显著效果ꎬ植株再生率、新生根数、根长及

芽增殖系数添加活性炭的处理组都高于未添加活

性炭的处理组ꎬ说明添加活性炭有利于‘宁杞 ８ 号’
体胚植株再生ꎮ 在 ＩＢＡ ０.１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的浓度处理下ꎬ
ＫＴ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１处理对‘宁杞 ８ 号’体胚植株再生的

效果要优于 ＫＴ ０.２ ｍｇ􀅰Ｌ￣１处理ꎬ当提高 ＩＢＡ 浓度

(为 ０.３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１)时ꎬＫＴ ０.２ ｍｇ􀅰Ｌ￣１处理效果优于

ＫＴ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１处理ꎬ说明生长素和细胞分裂素在一

定的比例配比下ꎬ更有利于‘宁杞 ８ 号’体胚植株再

生ꎬ不是配比越高生长情况越好ꎮ 综上所述ꎬ ＩＢＡ
０.１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＫＴ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋活性炭 １ ｇ􀅰Ｌ￣１为‘宁
杞 ８ 号’体胚植株再生最优组合ꎬ即处理 ４ꎬ此时植

株再生率最高(达 ９１.６７％)ꎮ
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注: Ａ. 切口处密集小突起(箭头指示)ꎻ Ｂ. 球形胚ꎻ Ｃ. 心形胚(箭头指示)ꎻ Ｄ. 鱼雷胚(箭头指示)ꎻ
Ｅ. 发育较快的绿色或紫红色子叶期(箭头指示)ꎻ Ｆ. 萌发体胚团块ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｍａｎｙ ｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｌａｄｅ ｎｏｔｃｈ(Ｆｏｌｌｏｗ ｔｈｅ ａｒｒｏｗ)ꎻ Ｂ. Ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏꎻ Ｃ. Ｈｅａｒｔ￣ｓｈａｐｅｄ ｅｍｂｒｙｏ (Ｆｏｌｌｏｗ ｔｈｅ ａｒｒｏｗ)ꎻ
Ｄ. Ｔｏｒｐｅｄｏ￣ｓｈａｐｅｄ ｅｍｂｒｙｏ (Ｆｏｌｌｏｗ ｔｈｅ ａｒｒｏｗ)ꎻ Ｅ. Ｆａｓｔ ｇｒｏｗｉｎｇ ｇｒｅｅｎ ｏｒ ｐｕｒｐｌｅ ｒｅｄ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ｐｈａｓｅ (Ｆｏｌｌｏｗ ｔｈｅ ａｒｒｏｗ)ꎻ

Ｆ. Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｍａｓｓ ｏｆ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ.

图 １　 体胚发育不同阶段形态观察
Ｆｉｇ. １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

表 ２　 不同浓度 ６￣ＢＡ、ＮＡＡ 对‘宁杞 ８ 号’体胚增殖的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ６￣ＢＡ ａｎｄ ＮＡＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ‘Ｎｉｎｇｑｉ￣８’ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

处理编号
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｎｏ.

６￣ＢＡ
(ｍｇ􀅰Ｌ￣１)

ＮＡＡ
(ｍｇ􀅰Ｌ￣１)

体胚增殖倍数
Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

体胚玻璃化率
Ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ
ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ

(％)

体胚增殖量
Ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ
ｅｍｂｒｙｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

１

２

３

０.４

０.２ ７.８０ｃＤ ９.５３ｃＣ ＋

０.４ ９.９３ｂＣＤ １１.３３ｃＣ ＋＋

０.６ １２.２８ａＡＢ １２.８０ｃＣ ＋＋＋

４

５

６

０.８

０.２ ８.６０ｂｃＣＤ ２０.６７ｂＢ ＋

０.４ １０.１７ｂＢＣ ２４.７３ｂＢ ＋＋

０.６ １３.２２ａＡ ３４.２７ａＡ ＋＋＋

　 注: “＋”表示体胚团块大小 ０.５ ｃｍ × ０.５ ｃｍ~０.７ ｃｍ × ０.７ ｃｍꎻ“＋＋” 表示体胚团块大小 ０.７ ｃｍ ×０.７ ｃｍ~０.９ ｃｍ × ０.９ ｃｍꎻ“＋＋＋” 表
示体胚团块大小 ０.９ ｃｍ × ０.９ ｃｍ~１.０ ｃｍ × １.０ ｃｍꎮ
　 Ｎｏｔｅ: “＋” ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ０.５ ｃｍ × ０.５ ｃｍ ｔｏ ０.７ ｃｍ × ０.７ ｃｍꎻ “＋＋”ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ０.７ ｃｍ × ０.７
ｃｍ ｔｏ ０.９ ｃｍ × ０.９ ｃｍꎻ “＋＋＋” ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ０.９ ｃｍ× ０.９ ｃｍ ｔｏ １.０ ｃｍ× １.０ ｃｍ.

３　 讨论与结论

在植物体细胞胚胎发生过程中ꎬ植物生长调

节剂是诱导体细胞胚胎发生最活跃的因子ꎬ体胚

发生不同阶段所需植物生长调节剂种类和浓度存

在差异ꎮ 本研究结果表明ꎬ当高浓度的生长素

及低浓度细胞分裂素浓度适宜的配比时ꎬ才能诱导
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表 ３　 ‘宁杞 ８ 号’体胚萌发率正交设计结果分析表
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ‘Ｎｉｎｇｑｉ￣８’ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

处理编号
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｎｏ.

因素 Ｆａｃｔｏｒ

Ａ
ＩＢＡ

(ｍｇ􀅰Ｌ ￣１)

Ｂ
ＧＡ３

(ｍｇ􀅰Ｌ ￣１)

Ｃ
蔗糖

Ｓｕｃｒｏｓｅ
( ｇ􀅰Ｌ ￣１)

体胚萌发率
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ ｏｆ
ｓｏｍａｔｉｃ
ｅｍｂｒｙｏ
(％)

１ ０.１ ０.２ １０ ５０.００ｄＤＥ

２ ０.１ ０.４ ２０ ４２.５０ｄｅＥＦ

３ ０.１ ０.６ ３０ ３９.１７ｅＦ

４ ０.２ ０.２ ２０ ５８.３３ｃＣＤ

５ ０.２ ０.４ ３０ ４４.１７ｄｅＥＦ

６ ０.２ ０.６ １０ ６５.８３ｂｃＢＣ

７ ０.３ ０.２ ３０ ５９.１７ｃＣＤ

８ ０.３ ０.４ １０ ８９.１７ａＡ

９ ０.３ ０.６ ２０ ７２.５０ｂＢ

Ｋ１ ４３.８９ ５６.１１ ７３.６１ —

Ｋ２ ５５.８３ ５８.６１ ５９.１７ —

Ｋ３ ６８.３３ ５７.７８ ４７.５０ —

Ｒ ２９.７２ ３.３３ ２０.８３ —

产生形态正常数量多的‘宁杞 ８ 号’体细胞胚ꎮ 当

６￣ＢＡ １.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＋ ２ꎬ４￣Ｄ ０. ３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＋ ＩＡＡ ０. ４
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ 时ꎬ ‘ 宁 杞 ８ 号 ’ 体 胚 诱 导 率 最 高ꎬ 达

８８.６７％ꎬ诱导效果最佳ꎬ但 ６￣ＢＡ 浓度过高ꎬ反而抑

制了体胚的生成ꎮ 对‘宁杞 ８ 号’体细胞胚诱导各

激素效应由大到小依次为 ６￣ＢＡ> ＩＡＡ >２ꎬ４￣Ｄꎬ其
中 ６￣ＢＡ 的影响最显著ꎮ 张新宁等(１９９６)研究也

有与本研究相同的发现ꎬ枸杞幼胚接种在含 ６￣ＢＡ
０.５ ~ １.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１和 ＩＡＡ ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１两种激素的培

养基上进行培养ꎬ幼胚胚性愈伤组织的发生率最

高ꎮ 罗青等(２０１６)通过对枸杞花药进行培养试验

指出 ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 配合使用ꎬ胚性愈伤组织分化

频率最高ꎬ与本研究结果相比较ꎬ在激素种类ꎬ浓
度选择上有着相似的地方ꎮ 大多数植物细胞在离

体培养条件下诱导胚性细胞的发生必须在含有

２ꎬ４￣Ｄ的条件下ꎬ并认为 ２ꎬ４￣Ｄ 对内源生长素的调

节和 平 衡 起 重 要 作 用 ( 张 涛ꎬ ２００７ )ꎮ 张 波 等

(２０１６)研究中指出ꎬ枸杞花药在 ２ꎬ４￣Ｄ ０.２ ｍｇ􀅰
Ｌ￣１体胚诱导效果最佳ꎮ 这和本研究添加 ２ꎬ４￣Ｄ
０.３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１体胚诱导效果最佳结果相似ꎬ但由于品

种和外植体种类的不同ꎬ２ꎬ４￣Ｄ 最适宜浓度略有不

同ꎮ 枸杞体胚诱导材料主要有胚乳、种子、子叶、
花药、花粉及下胚轴等ꎬ本实验以枸杞叶片为外植

体ꎬ与以往枸杞体胚诱导方式相比取材更为方便ꎬ
数量也比较多ꎬ可以随时采集ꎬ在本实验筛选的最

适宜三种激素配比下ꎬ枸杞体细胞胚诱导率远高

于胚乳、种子、子叶、花药、花粉及下胚轴等材料体

胚诱导率ꎮ
体细胞胚通过增殖ꎬ能获得大量形态正常的

体胚ꎬ为体胚萌发及植株再生研究提供材料ꎮ 通

过 ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 配比对‘宁杞 ８ 号’体胚增殖倍数

影响进行研究ꎬ当 ６￣ＢＡ 浓度达到 ０. ８ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ
ＮＡＡ ０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ体胚增殖能力最强ꎬ玻璃化率

也最高ꎬ当 ６￣ＢＡ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎬＮＡＡ ０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ
体胚增殖能力较强ꎬ玻璃化率明显降低ꎮ 综合分

析得到 ６￣ＢＡ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＋ ＮＡＡ ０.６ ｍｇ􀅰Ｌ￣１为最

优‘宁杞 ８ 号’体胚增殖培养基ꎮ 潘珺等(２０１８)在
抗性赤松体胚增殖条件优化研究中发现ꎬ添加适

宜浓度的 ＮＡＡ 和 ６￣ＢＡ 能够有效提高体胚增殖速

度ꎬ对抗性赤松体胚增殖影响显著ꎬ这与本研究的

结果一致ꎮ 在‘宁杞 ８ 号’体胚增殖过程中ꎬ各处

理都出现了玻璃化现象ꎬ‘宁杞 ８ 号’体胚增殖玻

璃化控制还需进一步研究ꎮ 此外ꎬ本研究所取增

殖的外植体为体胚发育的各个时期ꎬ‘宁杞 ８ 号’
体胚具体哪个发育时期更有利于体胚增殖也有待

进一步的研究ꎮ
体胚的成熟、萌发和转化是一种相互依赖的

关系ꎮ 成熟是萌发和转化的基础ꎬ只有形态和生

理上都成熟的体胚才能顺利进行随后的萌发和转

化ꎮ ＧＡ３在体细胞胚进一步的发育成熟、刺激胚根

生长和形成完整小植株中起重要的作用( Ｅｖａｎｓꎬ
１９８３)ꎮ 低浓度蔗糖ꎬ胚性愈伤停留在组织阶段ꎬ
球形胚甚少ꎬ但愈伤组织量多ꎬ再生能力强ꎬ而且

正常苗比例高(Ａｂｄｏｕｌａｙｅ ＆ Ｍａｒｋꎬ２００６)ꎮ 蒋菁等

(２０１３)通过研究发现ꎬ成苗培养基中添加 ＧＡ３利

于促进体细胞胚诱导成苗ꎬＧＡ３对花生的体胚萌发

与植株再生有促进作用ꎮ 赵苹静(２００９)研究中同
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表 ４　 不同激素及活性炭对‘宁杞 ８ 号’体胚植株再生的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｏｎ ｐｌａｎｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ‘Ｎｉｎｇｑｉ￣８’ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
(ｍｇ􀅰Ｌ￣１)

芽增殖系数
Ｓｈｏｏｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔ

植株再生率
Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ ｏｆ ｐｌａｎｔ

(％)

平均新生根数
Ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｎｅｗ ｒｏｏｔ

平均新生根
Ｍｅａｎ ｎｅｗ ｒｏｏｔ

ｌｅｎｇｔｈ
(ｃｍ)

ＩＢＡ ０.１＋ＫＴ ０.２ １① ２.１４ｅＥＦ ５２.５０ｅＥ ５.２５ｅＦ ４.３１ｆＦ

２② ３.１１ｃＣＤ ７８.３３ｂｃＢ ７.２０ｂＢ ５.６１ｂＢ

ＩＢＡ ０.１＋ＫＴ ０.４ ３① ２.３６ｄｅＥＦ ５７.５０ｅＤＥ ５.６９ｅＥＦ ５.０４ｄＤ

４② ４.４５ａＡ ９１.６７ａＡ ７.６８ａＡ ６.２７ａＡ

ＩＢＡ ０.３＋ＫＴ ０.２ ５① ２.６７ｄＤＥ ７５.８３ｃＢＣ ６.１９ｄＤｅ ４.６９ｅＥ

６② ３.３５ｂｄＢＣ ８５.００ａｂＡＢ ７.０２ｂｃＢＣ ５.２２ｃｄＣＤ

ＩＢＡ ０.３＋ＫＴ ０.４ ７① ２.０２ｅＦ ６６.６７ｄＣＤ ４.５６ｆＧ ４.１０ｆＦ

８② ３.７３ｂＢ ８０.８３ｂＣＢ ６.６４ｃｄＣＤ ５.４９ｂｃＢＣ

　 注: ① 不添加活性炭ꎻ ② 添加 １ ｇ􀅰Ｌ￣１活性炭ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ① Ｎｏｔ ａｄｄｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｒｂｏｎꎻ ② Ａｄｄｉｎｇ １ ｇ􀅰Ｌ￣１ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｒｂｏｎ.

样也指出在添加 ＧＡ３及低蔗糖浓度条件下ꎬ能促

进成熟的体胚萌发ꎮ 本研究通过对 ＩＢＡ、蔗糖和

ＧＡ３进行三因素三水平的正交试验ꎬ筛选出‘宁杞

８ 号’体胚萌发最优激素组合为 ＩＢＡ ０.３ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋
ＧＡ３ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋蔗糖 １０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ其体胚萌发率高

达 ８９.１７％ꎬ与上述观点一致ꎮ 培养基中添加活性

炭有利于体胚的成熟发育(王丽和张焕玲ꎬ２０１６)ꎮ
本研究结果也表明ꎬ在‘宁杞 ８ 号’植株再生培养

基中添加适量活性炭ꎬ能有效提高体胚萌发后再

生植株率ꎬ活性炭对萌发体胚根的发育也有促进

作用ꎮ ＩＢＡ ０.１ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ＫＴ ０.４ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋活性炭 １
ｇ􀅰Ｌ￣１为‘宁杞 ８ 号’体胚植株再生最优组合ꎮ 王

晓春等(２００４)在大豆体细胞胚研究中也同样得

出ꎬ添加适量的活性碳促进体胚萌发成正常苗ꎬ且
促进根系生长ꎬ幼苗健壮ꎮ 活性炭能吸收培养基

中组织产生的抑制胚胎发生的物质及多余的激

素ꎬ通过调整激素浓度的配比而促进体胚的正常

发育(袁澍等ꎬ２００３)ꎮ
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