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　　摘要：探讨了水、赤霉素ＧＡ３对杜仲完整种子与剥离胚乳产生的愈伤组织的作用，设置了不同激素种类及浓度配

比的培养基并在培养基中添加了酵母提取物与水解酪蛋白，研究了激素、外源有机添加物对胚乳愈伤组织的诱导与改

造的作用。结果表明，最佳的前处理方式为：８００ｍｇ／Ｌ的赤霉素浸泡完整种子２４ｈ；最佳的愈伤组织诱导培养基为：
ＭＳ＋琼脂６．３ｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ；对愈伤组织继代与改造有较好促进作用的外源
有机添加物为：酵母提取物。
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　　杜仲（ＥｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖ．）别称思仙，主产于河南、
四川、江苏等地，为杜仲科杜仲属植物，且杜仲科仅１属１种，
为我国特有的一种名贵药用植物，资源稀少，具有补肾壮腰、

抑制肿瘤生长、双向调节血压等作用［１－３］；它也是温带最具开

发利用前景的胶源植物，在它的叶片、树皮、根皮和果皮中都

含有杜仲胶，经济价值很高［４－６］。杜仲为二倍体（２ｎ＝２ｘ＝
３４）落叶乔木，以种子繁殖为主，以收获树皮、树叶等营养体
为主要栽培目的。杜仲种子中的胚乳是双受精的产物，因此

是三倍体，鉴于多倍体植物具有器官巨大、抗逆性强和生化物

质含量高等特点，结合杜仲的药用和经济价值，多倍体育种应

成为杜仲遗传改良的主要途径之一［７－９］。因此，通过组织培

养的方法，诱导杜仲胚乳产生三倍体愈伤组织，可以为后续再

分化获得三倍体植株提供物质基础，而且利用三倍体植株细

胞体积增大的特点可以提高杜仲单株产胶量或细胞次生代谢

产物含量［１０－１４］。

１　材料与方法

１．１　供试材料
杜仲成熟种子采自天津农学院。

１．２　试验方法
１．２．１　材料的前处理　将新采收的成熟饱满的杜仲翅果晾
干，剥去果皮，取出种子，洗净。做以下５种处理：Ａ：将种子
沿背腹线切成两半，剔除其中种胚，留胚乳备用；Ｂ：按上述方
法取得胚乳，用无菌水浸泡２４ｈ；Ｃ：按上述方法取得胚乳，置
于 ＧＡ３中浸泡 ２４ｈ（设置 ＧＡ３的浓度分别为 Ｃ１处理：

４００ｍｇ／Ｌ、Ｃ２处理：６００ｍｇ／Ｌ、Ｃ３处理：８００ｍｇ／Ｌ、Ｃ４处理：
１０００ｍｇ／Ｌ）；Ｄ：将完整的种子置于无菌水中浸泡２４ｈ；Ｅ：将
完整的种子置于 ＧＡ３中浸泡２４ｈ（设置 ＧＡ３的浓度分别为
Ｅ１处理：４００ｍｇ／Ｌ、Ｅ２处理：６００ｍｇ／Ｌ、Ｅ３处理：８００ｍｇ／Ｌ、Ｅ４
处理：１０００ｍｇ／Ｌ）。将处理好的材料，用７０％乙醇浸泡１５ｓ，
无菌水冲洗３次，再用０．１％Ｈｇｃｌ２处理６ｍｉｎ，无菌水冲洗５
次后备用。

１．２．２　愈伤组织的诱导　将灭菌后的胚乳置于无菌的培养
皿中，在超净台中切除每扇胚乳子叶端的３／４，将占种子全长
１／４的胚根端胚乳接种到愈伤组织诱导培养基中；灭好菌的
完整种子，先在无菌的环境下剥离种胚，取得胚乳，再按上述

方法切割后接种。愈伤组织诱导培养基见表１。

表１　愈伤组织诱导培养基

处理
６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｆ１ １．０ ０．５ ０
Ｆ２ １．０ １．０ ０
Ｆ３ １．０ ０．５ ０．５
Ｆ４ １．０ １．０ ０．５

　　注：培养基为ＭＳ＋琼脂６．３ｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ。

１．２．３　愈伤组织的继代与改造　将诱导产生的愈伤组织切
下，接种到继代培养基中，继代培养基配方见表２。

表２　愈伤组织继代培养基

处理
酵母提取物

（ｍｇ／Ｌ）
水解酪蛋白

（ｍｇ／Ｌ）

Ｇ１ ０ ０
Ｇ２ ８００ ０
Ｇ３ ０ ８００

　　注：培养基为 ＭＳ＋ＺＴ０．８ｍｇ／Ｌ ＋ＮＡＡ０．８ｍｇ／Ｌ ＋琼脂
６．３ｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ。

２　结果与分析

２．１　取材部位与前处理方法对愈伤组织诱导的影响
经不同方式处理后的材料接种于诱导培养基２周后，大
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部分胚乳开始膨大（图１）。为避免褐化现象加重，将膨大的
部分切下，继续接种于相同成分的培养基中，再经３５ｄ左右
的培养，部分膨大的胚乳会形成疏松白色的愈伤组织（图２）。
统计愈伤组织形成的数量发现，水和ＧＡ３的浸泡对于胚乳脱
分化形成愈伤组织具有促进作用，且 ＧＡ３的促进作用优于
水，愈伤组织诱导率最高可达２０．２％；ＧＡ３的促进作用会随
着浓度的增大而增大，浓度为８００ｍｇ／Ｌ时，愈伤组织的诱导
效果最好，当浓度达到１０００ｍｇ／Ｌ时ＧＡ３的促进作用又开始
下降（表３、图３）；完整种子中的胚乳相对于剥离出来的胚
乳，脱分化形成愈伤组织的能力更强（表３）。

表３　不同取材部位与前处理方法对愈伤组织诱导的影响

处理
接种胚乳数

（个）

形成愈伤组织数

（个）

诱导率

（％）

Ａ １０５ ０ ０．０
Ｂ １１１ ０ ０．０
Ｃ１ １０７ ２ １．９
Ｃ２ １０７ ３ ２．８
Ｃ３ １１７ ７ ６．０
Ｃ４ １０９ ５ ４．６
Ｄ １１０ １２ １０．９
Ｅ１ １０５ １３ １２．４
Ｅ２ １１０ １６ １４．５
Ｅ３ １０９ ２２ ２０．２
Ｅ４ １０９ １９ １７．４

２．２　培养基对愈伤组织诱导的影响
研究发现，在不添加激素的培养基中，胚乳虽然可以膨

大，但是不能形成愈伤组织。因此，向培养基中添加了３种不
同浓度配比的激素。统计愈伤组织形成的数量发现，ＮＡＡ在
一定浓度范围内，具有促进杜仲胚乳形成愈伤组织的作用；虽

然２，４－Ｄ在很多植物中具有促进愈伤组织形成的作用，但
是在杜仲胚乳形成愈伤组织的过程中，２，４－Ｄ起了抑制作
用，且这种抑制作用会随着培养基中其他激素浓度的增大而

增大；诱导杜仲胚乳产生愈伤组织的最佳激素种类及浓度配

比为：６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ，诱导率最高可达
１１４％（表４）。

表４　不同培养基对愈伤组织诱导的影响

处理
接种胚乳数

（个）

形成愈伤组织数

（个）

诱导率

（％）

Ｆ１ ２９４ ２７ ９．２
Ｆ２ ３０７ ３５ １１．４
Ｆ３ ２９６ ２１ ７．１
Ｆ４ ３０２ １６ ５．３

２．３　外源添加物对愈伤组织生长的作用
经诱导后初生的疏松白色的愈伤组织生长慢且不具备分

化能力，需将其转移到继代培养基中进行继代培养。在继代

１～２次之后，部分会转变成绿色且质地紧密、具有分化能力
的愈伤组织（图４、图５），未转变的愈伤组织继续在相同的培
养基中进行继代，会逐步转变。研究发现，激素种类及浓度配

比为ＺＴ０．８ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．８ｍｇ／Ｌ时，对愈伤组织的继代
与改造效果最佳；适当添加外源有机物对愈伤组织的改造具

有促进作用，其中酵母提取物（ＹＥ）的促进效果最佳，愈伤组
织改造率可达４１．５％，新生的愈伤组织颜色绿且质地紧密，
经２周继代培养后，增殖效果也较好（表５、图４）。
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３　讨论

Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ［８］在罗氏核实木胚乳培养研究中指出，利用成
熟胚乳培养诱导愈伤组织时，必须有原位胚的参与或用 ＧＡ３
进行处理。本研究支持了Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ这一观点，水的浸泡对完
整种子中的胚乳诱导愈伤组织有促进作用而对剥离的胚乳没

有作用，说明了完整种子经水浸泡后休眠被打破，种子中的胚

被活化，从而影响胚乳的诱导。而 ＧＡ３具有打破种子休眠、
促进发芽的作用，因此会对胚乳产生类似种胚在萌发过程中

对其产生的影响，从而促进了胚乳愈伤组织的诱导。但ＧＡ３

表５　不同外源添加物对愈伤组织生长的作用

处理
接种愈伤组织数

（个）

愈伤组织变化数

（个）

改造率

（％） 愈伤组织质地 愈伤组织颜色
继代２周后愈伤
组织大小

Ｇ１ １３８ ２６ １８．８ 稍疏松 浅绿色 较大

Ｇ２ １４７ ６１ ４１．５ 紧密 绿色 较大

Ｇ３ １３３ ４３ ３２．３ 较紧密 浅绿色 大

为植物生长调节剂，须在一定浓度范围内使用，浓度过高，反

而会对胚乳诱导愈伤组织产生抑制作用。

２，４－Ｄ作为植物生长调节剂，可以促进植物组织的膨
大，但它对胚乳愈伤组织诱导的抑制作用可能是由于其可以

干扰植物体内激素的平衡，破坏核酸和蛋白质的代谢，从而抑

制胚乳向生长旺盛的愈伤组织进行脱分化。在培养基中添加

酵母提取物、水解酪蛋白等外源有机物，可以在继代培养时有

效促进愈伤组织的改造与增殖，这是由于它们富含多肽、氨基

酸、核苷酸、维生素、微量元素等营养成分，且比例协调，尤其

是其所含的一些生长因子成分，可以对愈伤组织的生长、改

造、再分化等具有较好的促进作用［１９］。
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