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摘 要 以多肉冰灯玉露(Haworthia cooperivar)叶片为外植体，诱导、增殖胚性愈伤组织和植株再生；用

Spurr树脂包埋组织切片技术对颗粒状的胚性愈伤组织进行形态学和组织结构特征的研究。结果表明，外植

体在改良的MS+1.5 mg/L 6-BA+0.5 mg/L IAA培养基上可诱导出淡黄色、颗粒状的胚性愈伤组织，其诱导率

高达 66.7%。胚性愈伤组织在MMS+1.5 mg/L 6-BA+0.4 mg/L IAA培养基上增殖效果最佳，其净增殖量高达

14.73 g。胚性愈伤组织上分化的胚状体为乳白色球形或心形结构，由细胞核大，胞质浓密，内含淀粉颗粒的，

分裂旺盛的细胞构成。内部的胚性愈伤组织呈螺旋状或椭圆形。这些结构在MMS添加 0.1~0.2 mg/L IAA的

培养基上进一步发育形成体细胞胚，并在愈伤组织表面堆积形成完整的丛生小植物体，体细胞胚在 MMS+

0.1 mg/L IAA培养基上再生形成根系粗壮的完整的小苗。小苗经驯化后移栽，成活率达 100%。该研究为冰灯

玉露快速繁殖与分子育种提供了技术支撑。
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Abstract The fleshy leaves were used as materials for induction and proliferation somatic embryonic callus and

plant regeneration. The morphological and histological characteristics of granular embryonic callus were studied

by light microscopy using Spuur resin section. The results showed that the yellowish and granular embryonic callus

was induced on modified MS medium were supplemented with 1.5 mg/L 6-BA and 0.5 mg/L IAA, the highest

induction ratio was 66.7%. The highest proliferation net weight (14.73 g)was presented at modified MS medium

were added 1.5 mg/L 6-BA an d 0.4 mg/L IAA. Milky white globular or heat shape somatic embryo was differentiated

from calls that originate d from outer or inner-epidermis, the embryonic callus was composed of cells with big

nuclear, vigorous division and containing starch granules. The inner embryonic cell clusters showed spiral or oval

shapes. These structures were further developed to somatic embryos, which were transformed to complete clumps

of small plants from the surface of callus. Healthy developed seedlings rooted on MMS +0.1mg/L IAA. This
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冰灯玉露(Haworthia cooperivar)隶属百合科(Lili-

acea)瓦苇属(Haworthia)多年生肉质草本植物，是玉露

杂交后选出的优良品种(谢维荪和徐民生, 1994,中国

农业出版社, pp.1-87)，其叶片晶莹剔透，形似冰灯，

是玉露家族中的极品，观赏价值高(周海成等, 2017)。

在自然条件下冰灯玉露主要靠种子繁殖，但结实率

比较低，出苗期比较长。目前，人工栽培条件下冰灯

玉露主要采用分株、叶插等繁殖方式，但存在分生能

力比较差，难以长出侧芽，繁殖系数较低，且生长速

度较缓慢等问题，而不能满足市场需求(宋扬, 2014)。

植物组织培养技术是一种能快速、有效地获得克隆

植株的方法，包括体细胞胚胎发生和器官发生两种

途径(Rosa et al., 2015)，具有可应用于大规模再生、种

质保存、遗传转化等优点(Ogawa et al., 2014; Teixeira

et al., 2014; Nguyen et al., 2015)。植物体细胞胚再生

方式具有来源于单个的原始胚性细胞，个体间遗传

背景一致、胚结构完整、成苗快、繁殖量大、可用于生

产人工种子生产等优点(翟彦等, 2011)。目前，冰灯玉

露的组织培养研究多以花絮(郭生虎等, 2016)、花枝

(朱天华等, 2012)和花茎(张海龙等, 2017;周海成等,

2017)为外植体，利用不同种类植物生长调节剂诱导

不定芽或不定根(张景新等, 2016)。体细胞胚的研究

有关其体细胞胚诱导研究仅限于松散型愈伤组织的

诱导方法(严小峰等, 2017)，尚无冰灯玉露体细胞胚

组织结构研究相关报道。本试验以冰灯玉露叶片为

外植体利用植物生长调节剂诱导胚性愈伤组织和体

细胞胚的发生，用 Spurr树脂包埋切片技术对胚性愈

伤组织进行切片、染色、观察，研究冰灯玉露体细胞

胚发生的形态学和细胞学特征组织学特性，旨在探

究冰灯玉露体细胞胚的发生，建立冰灯玉露离体高

效植株再生体系，为冰灯玉露离体快繁、分子育种提

供一定理论依据。

1结果与分析

1.1不同细胞分裂素对冰灯玉露胚性愈伤组织诱导的

影响

将外植体接种于不同植物生长调节剂组合的

MMS培养基上培养 56~70 d后观察结果显示，没有

添加植物生长调节剂的培养基上未观察到愈伤组织

分化现象，在添加不同种类细胞分裂素的培养基上

产生不同颜色和形态的愈伤组织。当外植体在培养

基添加 1.5 mg/L 6-BA和 0.5 mg/L IAA的诱导培养

基上培养 15 d时，叶片外植体基部开始膨大，膨大处

出现淡黄色愈伤组织，大约培养 42 d时逐渐转变成

表面湿润，质地松软易碎的淡黄色颗粒状愈伤组织，

有些愈伤组织上可观察到已分化的小芽点。培养 56 d

左右时淡黄色颗粒状愈伤组织上开始出现表面光

滑的乳白色的颗粒状结构，在显微镜下观察到球形

(图 1A)、心形(图 1B)等胚状体结构，其愈伤组织诱导

率为 66.67% (表 1)。

1.2胚性愈伤组织增殖

1.2.1不同浓度 6-BA对胚性愈伤组织增殖的影响

不同浓度 6-BA对胚性愈伤组织的颜色、形态、

质地和生长速度的影响差异比较大。愈伤组织增殖

结果如表 2所示，6-BA浓度为 0.5~1.5 mg/L时，接

种 7~14 d时增殖不明显，培养 21 d后愈伤组织增殖

十分旺盛，到 56 d时后愈伤组织的增殖速度比较快，

增殖净重分别为 9.36 g、11.14 g和 14.73 g，处理之间

的差异显著。愈伤组织呈淡黄色、质地微松散易碎的

research provides technical support for the rapid propagation and molecular breeding of Haworthia cooperivar.
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图 1冰灯玉露体细胞胚诱导及其植株再生

注: A:球形胚; B:心形胚; C:愈伤组织增殖; D:体细胞胚的成

熟与萌发; E:植株再生; F, G:驯化移栽的冰灯玉露小苗

Figure 1 Somatic embryogenesis and plant regeneration of Ha-

worthia cooperivar

Note: A: Globular shape somatic embryo; B: Heat shape somatic

embryo; C, D: Maturation and germination of somatic embryo; E:

Regenerated plantlets; F, G: SE derived plantlets were transplant-

ed after acclimation. A, B: Bars=1 mm; C-D: Bars=0.25 cm
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颗粒状，愈伤组织表面上可观察小芽(图 1C)，绿色小

芽和愈伤组织结合不紧密，用镊子轻轻一碰，小芽便

从愈伤组织脱落下来。

胚性愈伤组织在 6-BA浓度为 2.0~2.5 mg/L的

培养基上培养 14 d左右时增殖比较旺盛，培养 42 d

左右时增殖量最多，分别为 6.55 g和 6.72 g，之后愈

伤组织生长比较缓慢，逐渐停止生长，处理间的差异

不显著。愈伤组织逐渐呈淡黄色水浸状、质地变得更

松软，无绿色芽点的空心泡状结构，培养 42 d后，愈

伤组织的质地粘稠和空心化逐渐加重，培养 56~60 d

后，愈伤组织基本停止生长，开始发生褐化。表明，

6-BA浓度较低时，可促进胚性愈伤组织的增殖，同

时也可以维持胚性愈伤组织的特性。而胚性愈伤组

织在较高浓度 6-BA的刺激下易丧失胚性，也不利于

愈伤组织的增殖。

1.2.2不同浓度 IAA对胚愈伤组织增殖的影响

不同浓度 IAA对胚性愈伤组织的颜色、形态和

冰灯玉露体细胞胚诱导及其形态学和解剖学研究

表 1不同细胞分裂素对冰灯玉露胚性愈伤组织诱导的影响

Table 1 Effects of different cytokinin treatments on somatic embryonic callus induction of Haworthia cooperivar

细胞分裂素

Cytokinin

0

6-BA 1.5

ZT 1.5

KT 1.5

IAA (mg/L)

0

0.5

0.5

0.5

外植体数

No. of explants

30

30

30

30

诱导率(%)

Induction ratio (%)

0

66.67依0.60 a

16.67依7.64 b

22.86依12.64 b

生长状态

Growth state

无愈伤组织

Non callus develope

黄白色易碎的颗粒状

Yellowish-white friable callus with granular structures

质地较硬的绿色愈伤组织

Compact green callus

质地较硬的绿色愈伤组织

Compact green callus

注:不同小写字母表示在 p<0.05水平差异显著

Note: Different lowercase letters indicate significant differences at p<0.05

表 2不同浓度 6-BA对胚性愈伤组织增殖的影响

Table 2 Effect of different concentration of 6-BA combine d with 0.1 mg/L IAA on proliferation of somatic embryonic callus of

Haworthia cooperivar

6-BA

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

IAA

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

14 d

1.33依0.12 cd

1.37依0.15 c

1.98依0.11 b

2.25依0.37 ab

2.50依0.16 a

28 d

4.39依0.38 cd

5.70依0.18 a

5.36依0.15 b

4.25依0.26 de

4.49依0.24 c

42 d

9.33依0.32 b

8.91依0.41 bc

10.63依0.48 a

6.55依0.35 de

6.72依0.32 d

56 d

9.36依0.46 c

11.14依0.54 b

14.73依0.45 a

6.31依0.48 de

6.57依0.38 d

70 d

7.43依0.26 c

9.45依0.48 b

13.52依0.24 a

4.36依0.32 de

4.41依0.17 d

植物生长调节剂(mg/L)

Pant growth regulator (mg/L)

胚性愈伤组织增殖量(g)

Proliferation weight of somatic embryonic callus (g)

注:不同小写字母表示在 p<0.05水平差异显著

Note: Different lowercase letters indicate significant differences at p<0.05

质地影响差异不大，但对愈伤组织增殖的影响有一

定的差异。IAA浓度为 0.1~0.2 mg/L时，愈伤组织增

殖比较旺盛，当培养至 56 d时增殖量最多，分别为

13.37 g和 14.22 g，随后慢慢减少。愈伤组织结构和

颜色比较均匀，仍然保持淡黄色、质地松散的、较硬

的颗粒状胚性愈伤组织的特性，表面可观察到分化

出的绿色芽点，多以愈伤组织增殖为主。IAA浓度为

0.3~0.5 mg/L时，愈伤组织的增殖比较缓慢，56 d时

增殖量分别为 11.97 g、10.96 g和 11.02 g，处理之间

差异不显著。虽胚性愈伤组织仍保持淡黄色、质地松

散的、易碎的颗粒状胚性愈伤组织的特性，但更趋于

胚状体成熟并转变成小植物体。说明 IAA浓度对胚

性愈伤组织的增殖有一定的作用，低浓度 IAA处理

可促进愈伤组织的增殖，较高浓度 IAA虽然可提高

初期愈伤组织的增殖量，但愈伤组织增殖趋向于分

化成为不定芽。因此，适合冰灯玉露胚性愈伤组织的

增殖 IAA浓度为 0.1~0.2 mg/L (表 3)。
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1.3体细胞胚的植株再生

将愈伤组织转接到 MMS添加 0.1~0.2 mg/L I-

AA的培养基时，体细胞胚再生植株比较明显，培养

21~28 d时愈伤组织表面上堆积发生完整的丛生小

植物体(图 1D;图 1E)，培养 42~56 d时小植物体根系

粗壮，数量多，生长比较旺盛。每块儿愈伤组织上平

均可分离出 21~31棵小植物体，大部分胚性愈伤组

织均分化形成完整的小植物体(表 4)。胚性愈伤组织

在添加 0.3~0.4 mg/L IAA的培养基上培养 42~56 d

时，愈伤组织上发生的小植物体的数量较少，幼根细

而短，有些小苗为根系发育不全的无根苗，尚未分化

成小植物体的愈伤组织比较多，每块儿愈伤组织上

平均可分离出 2~6棵小植物体。愈伤组织在 MMS

添加 0.5 mg/L IAA的培养基上培养 10 d左右，观察

到第一个完整的小植物，随后未能观察到完整的小

植物体的发生，培养 35 d左右，愈伤组织上分化出绿

色小芽，培养 42~56 d时发现，愈伤组织上分化的小

苗大部分为无根，小苗粗壮，数量少，与愈伤组织结

合比较疏松。

表 3不同浓度 IAA对胚性愈伤组织增殖的影响

Table 3 Effect different concentration of IAA combined with 1.5 mg/L 6-BA on proliferation of somatic embryonic callus of Haworthia

cooperivar

6-BA

1.5

1.5

1.5

1.5

1.5

IAA

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

植物生长调剂(mg/L)

Pant growth regulator (mg/L)

14 d

2.00依0.11 a

1.90依0.02 b

1.32依0.11 cd

1.39依0.23 c

1.92依0.23 ab

28 d

6.02依0.17 a

5.31依0.12 bc

4.34依0.23 d

5.22依0.29 c

5.37依0.29 b

42 d

12.63依0.27 a

10.57依0.47 b

8.75依0.11 d

9.00依0.31 c

8.71依0.31 de

42 d

12.63依0.27 a

10.57依0.47 b

8.75依0.11 d

9.00依0.31 c

8.71依0.31 de

70 d

12.03依0.24 a

13.40依0.31 b

9.76依0.06 c

8.93依0.44 d

8.23依0.44 de

胚性愈伤组织增殖量(g)

Proliferation weight of somatic embryonic callus (g)

注:不同小写字母表示在 p<0.05水平差异显著

Note: Different lowercase letters indicate significant differences at p<0.05

1.4试管苗移栽

将小苗从试管中取出，用自来水洗去培养基，置

于暗处风干 1~2 d，移栽至基质上，适量喷水，保持基

质湿润度。早期避免强光直射，逐步加强光照强度，

保持通风，2周后叶片恢复坚挺，叶色翠绿，成活率高

达 100% (图 1E;图 1F)。

1.5组织切片结果与分析

冰灯玉露体细胞胚的发生是外植体叶片在诱导

培养基上脱分化形成胚性愈伤组织，胚性愈伤组织

再分化形成体细胞胚的间接发生途径。颗粒结构的

纵向切片结果显示，颗粒状的愈伤组织由具有明显

的细胞核、核及核仁较大、细胞质浓密、内部广泛分

布着淀粉颗粒的分裂旺盛的细胞来构成。这种颗粒

状结构其外层是由排列紧密、形状较规则的类表皮

结构(图 2A)和突出于外表的由 7~8个细胞构成的胚

性细胞团组成(图 2B)。其下方可观察到由一个细胞

来源的体细胞胚样中心(图 2C)。这些分裂旺盛的不

规则的小细胞团由单细胞经过平周和垂周分裂而

表 4体细胞胚状体的成熟

Table 4 Maturation of somatic embryo

IAA的浓度

Concentrations of IAA(mg/L)

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

愈伤组织块儿数

No. Callus clumps

18

18

18

18

18

成熟小植物体数

No. Mature plantlets

31.30依1.21 a

21.67依0.87 b

6.67依1.62 c

2.33依1.89 d

6.67依2.12 c

生长状态

Growth stage

大量小植物体根系粗壮，生长旺盛

Numerous plantlets roots with strong an d vigorously grow

小部分植物体带根系，幼根细而短

Small amount of plantlets with thin roots

小植物体大，少部分有根

Big an d small amount of plantlets without roots

注:不同小写字母表示在 p<0.05水平差异显著

Note: Different lowercase letters indicate significant differences at p<0.05
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成，与其他细胞没有明显的连接区，呈现不规则排

列，分布较为松散，未发现明显的维管束结构。颗粒

状结构的内部是由多个垂周分裂的类表皮环绕的细

胞团来构成，这种细胞团的边界清晰，细胞大小基本

相等，核质明显，细胞分裂旺盛。从细胞团的生长轮

廓中可看出，其生长方向是由内而外的旋转生长，细

胞团之间联系比较少，细胞垂周分裂形成类表皮，平

周分裂增加细胞数量，为分裂旺盛的分生细胞，可观

察到中期染色体(图 2C;图 2D;图 2E)。切片中未能

观察到维管束和导管系统等，分裂比较旺盛的地方

也可以观察明显小于周围细胞的进行垂直分裂的前

原形成层细胞(图 2F)。

球形颗粒的纵切和横切结构如图(图 2G;图 2H)

所示，具有明显且排列紧密的表皮细胞，表皮下方细

胞大小基本相等，大多数细胞有明显的细胞核，核质

明显，多位于中央，细胞多进行纵向或横向分裂，为

分生细胞，并可发现明显的淀粉颗粒，且数量相对于

其他类型的细胞更多。

有些颗粒结构纵切结构显示，单个颗粒结构与

周边组织分离，其外表面为细胞大小相似，形状较规

则、排列紧密的表皮结构。表皮内侧细胞呈不规则排

列，分布较为松散，细胞间隙较大，是液泡化的薄壁

细胞，但未能观察到明显的维管束结构(图 2G)，中间

多处可观察到沿垂周方向或平周方向进行细胞分裂

的有明显的细胞核、细胞质浓密的前原形成层细胞

(图 2H;图 2I)。

2讨论

体细胞胚发生是植物植株再生的有效途径之一

(翟彦等, 2011)，然而诸多因素影响体细胞胚的发生。

植物生长调节剂参与细胞周期调节和细胞分裂，是

诱导体细胞胚的必要因素(Francis and Sorrell, 2001;

Feh佴r et al., 2003; Gaj, 2004)。有报道指出 2,4-D单独

或组合其他植物生长调节剂最广泛应用于体细胞

胚诱导(Gumerova et al., 2003; Umehara and Kamada,

2005)，NAA也频繁应用于体细胞胚的诱导研究中，IAA

的应用较少(Hou et al., 2015)。严小峰等(2017)报道冰

灯玉露胚性愈伤组织诱导和胚性的变化依赖于

BA/2,4-D的比值。本试验以冰灯玉露的叶片为外植

体，利用改良的MS培养基添加 6-BA组合 IAA成功

诱导出了胚性愈伤组织，且其胚性可维持 3年多。实验

结果显示，6-BA浓度对胚性愈伤组织的诱导、增殖

和胚性维持的影响比较大，6-BA浓度为 1~1.5 mg/L

时愈伤组织增殖和胚性维持效果比较好，提高 6-BA

浓度时虽然愈伤组织的增殖量较大，但培养过程中

逐渐丧失其胚性。IAA对胚性愈伤组织的增殖效果

显示，0.1~0.2 mg/L的浓度适合胚性愈伤组织的增殖

和胚性的维持，提高 IAA浓度时更趋于体细胞胚的

成熟和小植株的转换。

体细胞胚发生主要包含体细胞胚的诱导、胚性

的维持和培养、胚分化和体细胞胚的再生的 4个过

程(Ibaraki and Kurata, 2001)。胚性愈伤组织具有致

密、淡白色颗粒状、生长比较缓慢或排列较松散易碎

的形态学特性(Sun et al., 2003; Yang et al., 2003)。试

验中冰灯玉露叶片在 6-BA和 IAA组合的培养基上

培养两个月之后也有类似变化，形成生长较缓慢、淡

黄色的、排列较疏松的颗粒状愈伤组织，颗粒状的愈

伤组织进一步发育形成典型的球形、心形结构，随后

转变成绿色成熟胚。淡绿色致密的、质地比较硬的，

或乳白色质地松软的水浸状的愈伤组织上，未能观

察到体细胞胚的发生。这与肖望等(2016)、曹雨等

(2016)报道的结果一致。

冰灯玉露的胚性愈伤组织的组织切片结果显

示，胚性愈伤组织形成后，不仅从愈伤组织表面发生

冰灯玉露体细胞胚诱导及其形态学和解剖学研究

图 2冰灯玉露愈伤组织组织切片

注: A:球形颗粒纵切结构; B, C:发生在表皮外层的分裂旺盛

的分生细胞; D, E:表皮内部发生的螺旋状或球形的分生细胞

团; F:旺盛分裂细胞中的中期染色体(红色箭头); G:细胞团内

部发生的前原形成层细胞(红色箭头); H, I:非胚性愈伤组织颗

粒结构;比例尺: A, H, I: 200 滋m; D: 150 滋m; B, C, G: 100 滋m

Figure 2 Section of somatic embryogenesis in Haworthia cooperivar

Note: A: Section of globular structure; B, C: Meristematic cells

that developed from outer epidermis; D, E: Meristematic cells

that developed from outer epidermis; F: Metaphase chromosomes

in vigorous divided cell mass; G: Pre-procambial cells; H, I:

Structure of non-embryonic callus; Scale bar: A, H, I: 200 滋m; D:

150 滋m; B, C, G: 100 滋m
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染色深、细胞核大、细胞质浓密、排列紧密的胚性细

胞团，而且内部也发生由分裂旺盛、排列紧密的小细

胞组成的胚性细胞团，细胞团呈圆形或螺旋形的生

长，这种胚性细胞团进而发育成为体细胞胚。除此之

外，分裂旺盛的愈伤组织内部观察到了由垂直分裂

小细胞组成的前原形成层细胞，前原形成层细胞可

作为多能的或全能的干细胞样细胞引起器官分化或

体细胞胚发生。这种前形成层细胞很容易对生长素 /

细胞分裂素比例做出反应，导致器官分化或体细胞

胚发育，这种分化通常取决于前形成层细胞分裂方

向和细胞位置(Risopatron et al., 2010)。冰灯玉露非胚

性愈伤组织的表皮内侧的细胞呈不规则排列，分布

较松散，细胞间隙较大，为无明显细胞核结构的细长

或大的高度液泡化的大型薄壁细胞团，这与(任海燕

等, 2019)报道的结果相似。

另外，体细胞胚发育过程中淀粉颗粒的积累与

体细胞胚的分化有一定的联系，在有关椰子(Cocos

nucifera Lz)树的体细胞胚诱导(Verdeil et al., 2001)、

棕榈(Elaeis guineensis)树的体细胞胚诱导(Schwendi-

man et al., 1988; Kanchanapoom and Domyoas, 1999)

的研究中报道过体细胞胚发生过程中淀粉颗粒积累

的动态变化，并指出了淀粉颗粒的积累与细胞分裂

有关，主要集中在细胞分裂旺盛的中心附近，为细胞

生长提供能量，其积累是体细胞胚分化和发育的标

志(季艳丽等, 2019)。实验中分裂旺盛的胚性愈伤组

织细胞团里可观察到分布比较广泛的淀粉颗粒，而

非胚性愈伤组织上未能观察到淀粉颗粒，结果表明

胚性愈伤组织中淀粉粒的积累可能是保障体细胞胚

发生成功的重要因素。

试验以冰灯玉露叶片为外植体成功诱导出了体

细胞胚，构建了冰灯玉露体细胞胚植株再生体系，研

究了冰灯玉露体细胞胚发生的形态学和解剖学特

性。试验结果对为冰灯玉露的快速繁殖、种质保存、

育种及大量生产提供一定理论依据。

3材料与方法

3.1冰灯玉露材料

2017年，由临沂市仙株生物科技有限公司提供

盆栽的冰灯玉露(Haworthia cooperivar)。选取健壮完

整的叶片，用洗衣粉水轻轻搓洗表面污渍，洗净后用

自来水流水冲洗 15 min，备用。在超净工作台上，先

用加入 1滴(约 50 滋L)Tween-20的 0.15%的升汞消

毒 5 min，然后用无菌水反复冲洗 5~6次，放在灭菌

的不锈钢盘子里，无菌滤纸吸干表面水分，备用。

试验所用的培养基为改良的MS (Murashige and

Skoog, 1962)。所述的改良的 MS培养基(Mo dified

MS, MMS)为，在MS基本培养其它成分不变的条件

下调整盐酸硫胺素、盐酸吡哆醇、烟酸和泛酸钙的浓

度，其调整浓度分别为 10.0 mg/L、1.0 mg/L、1.0 mg/L

和 1.0 mg/L。培养基中均添加 30 g/L蔗糖和 8.0 g/L

琼脂粉，pH 5.6~5.8，在 104 kPa，121℃下高压蒸汽灭

菌 20 min。愈伤组织诱导、体细胞胚的诱导和成熟在

(25依2)℃温度，光照强度 30~50 滋mol·m-2·s-1、每天

16 h光照, 8 h黑暗下进行培养。

3.2胚性愈伤组织的诱导

将消毒好的叶片用解剖刀纵切并接种于 MMS+

1.5 mg/L 6- 苄氨基嘌呤 (6-BA)+0.5 mg/L吲哚乙酸

(IAA)；MMS+1.5 mg/L玉米素(Zeatin, ZT)+ 0.5 mg/L

IAA；MMS+1.5 mg/L激动素(Kinetin, KT)+0.5 mg/L

IAA培养基，以 MMS作为对照，筛选诱导胚性愈伤

组织的最佳植物生长调节剂组合。每个处理 接种

10个外植体，设 3次重复。观察愈伤组织的生长情

况，60 d后统计诱导率并进行分析。

3.3胚性愈伤组织的增殖

选取 1.5 g左右淡黄色、颗粒状的质地松散的胚

性愈伤组织分成 8~10块儿，转接到增殖培养基中进

行培养。胚性愈伤组织增殖培养基为：MMS+(0.5,

1.0, 1.5 2.0、2.5) mg/L 6-BA+0.1 mg/L IAA；MMS+

1.5 mg/L 6-BA+(0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5) mg/L IAA。称

重时，在超净工作台上将愈伤组织与培养基分离，然

后转入已去掉重量的无菌培养皿进行称量，记录数

据后再将愈伤组织重新接种到原来的培养基上。每

14天称 1次鲜重并观察愈伤组织的生长状态，至愈

伤组织生长进入衰退期为止(约两个多月)，各处理均

重复 3次。

3.4植株再生

选取增殖培养基上生长状态较好的胚性愈伤组

织，转接于 MMS+(0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5) mg/L IAA+

30 g/L蔗糖+8.0 g/L琼脂。培养 56d后统计成熟率和平

均成苗数，筛选最适壮苗培养基。各处理均重复 3次。

3.5驯化移栽

将玻璃培养瓶移到室外阴凉处炼苗 1周左右，

打开培养瓶瓶盖，再放置 3~7 d，待组培苗硬挺后，用

清水洗净基部的培养基，并在阴凉处晾晒幼苗 3~7 d。
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将晾晒的苗移栽到基质上，基质为泥炭土、河沙和珍

珠岩的混合基质，其混合体积比例为 5颐3颐2。

3.6组织结构观察

选取新鲜的球形愈伤组织颗粒，按照廉玉姬等

(2013)的方法进行固定、包埋、修边，切片。包埋的组

织利用纳米切片机(莱卡,德国)切成厚度为 1 滋m的

半超薄片，染色后将切片置于奥林巴斯光学显微镜

(Olympus BX51,日本)下观察，照相并记录。

3.7数据统计分析

利用以下公式进行数据统计。

愈伤组织诱导率=(发生愈伤组织的外植体数/接

种的外植体总数)伊100%。

胚性愈伤组织净增殖量(鲜重)=增殖后的愈伤组

织的质量 -接种的愈伤组织质量。

采用邓肯氏多重分析法进行显著性差异分析，

最小显著性差异在 5%水平上显示。
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