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河南省育成花生品种的幼叶体细胞胚胎诱导

苗利娟，张新友，黄冰艳，石　磊，齐飞艳，高　伟，董文召，汤丰收
（河南省农业科学院经济作物研究所／黄淮海油料作物重点实验室／河南省油料作物遗传改良重点实验室，河南郑州 ４５０００２）

　　摘要：选用河南省育成的５个不同类型的花生品种，在６种培养基配方及２种光照处理下进行胚小叶外植体诱导
体胚效率研究。结果表明，豫花１号、豫花２２号、豫花９７１９、豫花９８４７等４个品种体细胞胚诱导率均在２，４－Ｄ浓度
为１５ｍｇ／Ｌ时最高，２种光周期处理的趋势一致，豫花９７１９的体细胞胚诱导率最高。在４周全黑暗培养条件下，豫花
１２号体细胞胚诱导率在２，４－Ｄ浓度为５ｍｇ／Ｌ时最高，而在暗２周转光暗交替（其中光照培养１６ｈ，黑暗培养８ｈ）２
周处理条件下，２，４－Ｄ浓度为１０ｍｇ／Ｌ时体细胞胚诱导率最高，达４５．００％；可见暗培养的平均诱导率低于暗２周转
光暗交替２周处理。因此，以育成品种胚小叶为外植体直接诱导体细胞胚，２，４－Ｄ浓度以１０～１５ｍｇ／Ｌ为宜，暗２周
转光暗交替２周处理的体细胞胚诱导率较高。
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　　花生是我国重要的油料作物，在全国各省（区、市）均有
种植。近年来，河南省花生种植面积位居全国首位，常年种植

面积稳定在１００万ｈｍ２左右。在气候恶化、灾害性天气频发、
环境污染等问题下，为生产提供高产、稳产、优质、抗逆性强的

花生优良品种、对保障花生生产可持续发展和食用油安全具

有重要意义。众所周知，栽培花生遗传基础狭窄，缺乏抗病、

抗虫、耐逆性突出的种质资源，常规育种难以在优质、多抗新

品种选育方面取得重大突破；野生种质的优异基因常与一些

不良性状基因连锁，且与栽培种之间存在杂交不亲和、杂种不

育等障碍，难以直接通过杂交方法加以利用。基因工程为花

生利用外源基因提供有效途径，已有多例利用基因工程进行

花生代谢途径遗传调控或将外源基因成功转入花生，改良花

生品质、抗病、抗虫、耐旱、耐盐等性状的研究报道［１－９］。然

而，基因转化及植株再生效率受基因型影响较大，国内外遗传

转化的成功实例基本局限在少数几个诱导率较高的基因型

上。本研究旨在探索河南省育成花生品种的组培再生效果，

扩大花生基因转化的受体基因型范围，为基因工程技术与常
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规育种的结合奠定基础。

１　材料与方法

１．１　植物基因型
选用不同时期河南省育成审定的５个花生品种：豫花１

号、豫花１２号、豫花２２号、豫花９７１９、豫花９８４７，其中豫花１
号、豫花９７１９为大果品种，豫花１２号、豫花２２号为小果品
种，豫花９８４７为中果品种。
１．２　胚小叶外植体制备及培养

选取籽粒饱满、无破损的花生种子，置于三角瓶中，在超

净工作台上用７５％乙醇浸润洗３０ｓ，然后用０．１％ ＨｇＣｌ２浸
泡８～１０ｍｉｎ，中间轻摇数次，用无菌水冲洗 ３～４次，浸泡
３～４ｈ，用镊子将种皮去掉，并掰去１张子叶，将带胚轴子叶
接种于ＭＳ培养基中，于２５℃ 下光照培养。取出培养４ｄ的
带胚轴子叶，在超净工作台上从小叶柄以上切取胚小叶，接种

于体胚诱导培养基（以ＭＳ为基本培养基，附加１、３、５、１０、１５、
２０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，分别记为培养基１、２、３、４、５、６），每个品种
接种５０个外植体，重复２次，置于光照培养室培养，培养温度
为２５℃，设２个光照处理：全黑暗培养４周、暗２周转光暗交
替（其中光照培养１６ｈ、黑暗培养８ｈ）２周。
１．３　统计分析

４周后统计产胚外植体数，计算体细胞胚诱导率：体细胞
胚诱导率＝产胚外植体数／接种外植体数×１００％。

２　结果与分析

２．１　体细胞胚的形成
预培养４ｄ的胚小叶外植体接种于诱导培养基上，１周后

叶片切口处膨大并有少量的黄绿色愈伤组织出现；培养至３
周左右，愈伤组织表面出现颗粒状突起，随着继代时间的延

长，很快形成簇状、易剥离的体细胞胚，每个外植体上形成

３～５个体细胞胚，颜色为淡绿色（图１）。

２．２　不同基因型品种体细胞胚诱导率
豫花１号、豫花２２号、豫花９７１９、豫花９８４７等４个品种

的体细胞胚诱导率均在２，４－Ｄ浓度为１５ｍｇ／Ｌ时最高，２种
光周期处理的趋势一致：当２，４－Ｄ浓度为０～１５ｍｇ／Ｌ时，体
细胞胚诱导率基本上随２，４－Ｄ浓度的升高而逐渐提高，其
中豫花９７１９的体胚诱导率最高，最高达７５．５８％；其次为豫
花１号；当２，４－Ｄ浓度为２０ｍｇ／Ｌ时，这４个品种体细胞胚
诱导率明显降低（图２－Ａ至图２－Ｄ）。在全黑暗培养４周
的条件下，只有豫花１２号体细胞胚诱导率在２，４－Ｄ浓度为
５ｍｇ／Ｌ时最高；在暗２周转光暗交替２周条件下，豫花１２号
体细胞胚诱导率在２，４－Ｄ浓度１０ｍｇ／Ｌ时最高，达４５００％
（图２－Ｅ），高于全黑暗培养４周处理的诱导率，不同基因型
花生体细胞胚诱导率差异很大，大多数品种的诱导率在

２，４－Ｄ浓度为１０～１５ｍｇ／Ｌ时较高，可见２，４－Ｄ的适宜浓
度为１０～１５ｍｇ／Ｌ。

２．３　光周期对体细胞胚再生率的影响
由表１可知，全暗培养４周处理的平均诱导率低于暗２

周转光暗交替处理。其中，豫花１号和豫花９８４７等２个品种

体胚诱导率在这２种光周期培养条件下的差异较大，而豫花
９７１９的体胚诱导率在这２种光周期培养条件下差异较小。
可见，在暗２周转光暗交替２周条件下诱导胚状体可以提高
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表１　不同光照处理的体细胞胚诱导率差异

光周期处理

体细胞胚诱导率（％）

豫花

１号
豫花

１２号
豫花

２２号
豫花

９７１９
豫花

９８４７

全黑暗培养４周 １２．３７ ６．４０ １９．３５ ４８．２７ ２０．００
暗２周转光暗交替２周 ３３．３３ １２．７７ ２５．４５ ５０．００ ３０．９５

体细胞胚诱导率。

３　结论与讨论

本研究结果表明，以胚小叶为外植体直接诱导体细胞胚，

培养基中２，４－Ｄ浓度以１０～１５ｍｇ／Ｌ为宜，光周期以暗２周
转光暗交替２周处理的体细胞胚诱导率较高。不同基因型花
生体细胞胚诱导率差异很大，豫花９７１９的体胚诱导率最高，
达到７５．５８％。
３．１　２，４－Ｄ最佳浓度差异

２，４－Ｄ是体细胞胚诱导常用的激素，乔利仙等研究了山
东省不同类型花生品种的体细胞胚诱导和再生情况，在

２，４－Ｄ浓度为１０ｍｇ／Ｌ下获得较高的体胚诱导率［１０］。蒋菁

等以花生胚小叶为外植体，在含１０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的诱导培养
基上，体胚诱导率最高的达到 ６２．８％［１１－１２］。周蓉等发现

１０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ有利于提高体胚诱导率［１３］。刘艳芝等以花

生品种四粒红的胚轴为外植体，诱导体胚２，４－Ｄ最佳浓度
为２０ｍｇ／Ｌ，体细胞胚发生率达到６６．６７％。有的研究结果与
本研究的１０～１５ｍｇ／Ｌ为最佳浓度范围有所不同，这可能由
选用不同的基因型和不同外植体对诱导的反应差异所致。

３．２　基因型诱导反应差异
Ｃｈｅｎｇａｌｒａｙａｎ等比较了美国弗吉尼亚型（普通型大花生）

与兰娜型（小花生）的体细胞胚诱导和再生反应，结果表明，

胚性愈伤诱导率、体细胞胚发生和再生率与基因型相关，结果

显示兰娜型比弗吉尼亚型诱导效应强［１５］。乔利仙等认为，在

２，４－Ｄ浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，珍珠豆型和普通型品种体细胞胚
诱导率变异范围较相近，为４２．２％ ～８５．０％，龙生型体细胞
胚诱导率６１．１％～８７．８％，鲁花１４号、鲁花８号、鲁花９号、
鲁花 ２２号等中间型品种体细胞胚诱导率为 ８４．１％ ～
９１２％［１０］。本研究的普通型大花生豫花９７１９具有较高的体
细胞胚诱导率，珍珠豆型花生品种豫花２２号体细胞胚诱导率
较低，进一步说明不同基因型对体细胞胚诱导反应差异较大。

３．３　光周期处理差异
前人利用不同外植体直接诱导体细胞胚发生，在光周期

方面也进行了大量研究，结果表明黑暗培养的体细胞胚诱导

率稍低［１１，１６－１７］，与本研究结果一致。但进一步的体细胞胚萌

发试验结果显示，黑暗培养的体细胞胚易于再生植株；本研究

中黑暗处理对体细胞胚再生的影响有待进一步试验。
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