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氮源处理。而黄大斌等研究发现，在琼脂培养基上以蛋白胨、

酵母汁为氮源处理的菌丝生长速度不如柠檬酸铵、硝酸铵、硫

酸铵等无机氮源处理［７］。因此，如果用琼脂培养基活化樟芝

菌种，应采用无机氮源；如果进行樟芝菌丝体的液体发酵生

产，则应采用有机氮源。

本研究表明，以葡萄糖为碳源处理的樟芝菌丝产量明显

高于麦芽糖、半乳糖处理，且葡萄糖是仅次于天然多糖类物质

的碳源。而黄大斌等研究表明，在琼脂培养基上，以葡萄糖为

碳源处理的菌丝生长速度快于山梨醇糖、半乳糖、麦芽糖、淀

粉处理［７］。因此，以葡萄糖作为碳源，不但适于樟芝菌种的

活化，而且适于樟芝菌丝体的液体发酵生产。

本研究还表明，在樟芝的液体发酵培养基中不需要添加

维生素。因此，可以推测在樟芝菌丝生长过程中，菌丝体会合

成自身生长所需维生素。
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　　摘要：以巴西橡胶树花药为外植体，对巴西橡胶树再生过程中不同类型愈伤组织的内源激素含量及比值进行测
定。结果表明：过高或过低的内源激素含量和不同内源激素含量比，大多会导致橡胶树外植体在分化过程中出现非胚

性愈伤和畸形胚，因此橡胶树花药体细胞胚再生过程与其内源激素密切相关。
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　　高等植物体细胞胚发生是离体生长发育中一个复杂的科
学问题，受内外多种因素的影响，目前人们尚未掌握其离体发

育规律。植物离体培养过程中植物激素起着重要的调控作

用，它们的调控是引起各细胞组织和器官分化的基础，从而维

持植物正常的离体发育过程，植物激素对形态发生起着重要

的作用，外植体离体培养形态建成往往需要很多外源激素的

诱导［１－２］。对于植物离体培养中体细胞胚发育过程，只有胚

性愈伤才能形成正常胚，畸形胚难以形成正常的组培苗，这种

情况严重制约了组培苗工厂化的生产和育种的应用。因此，

本试验对橡胶树花药组织培养过程中非胚性愈伤和胚性愈

伤、畸形胚和正常胚不同内源激素含量进行研究，对建立高效

巴西橡胶树体细胞胚再生体系以及种质资源保存具有一定

意义。

１　材料与方法

１．１　材料
植物材料以巴西橡胶树优良无性系热研７－３３－９７花药

为外植体，花药培养参照 Ｈｕａ等的方法［３］，然后分别取培养

６０ｄ的胚性愈伤组织（简称ａ）、非胚性愈伤组织（简称ｂ）、子
叶胚时期的正常胚（简称 ｃ）和畸形胚（简称 ｄ）用液氮速冻，
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置于－８０℃冰箱中保存待测。
１．２　方法

内源激素的测定采用酶联免疫法，采集４种类型材料，重
复３次，１次１０个样品材料，于液氮中速冻；用８０％甲醇溶液
匀浆，４℃提取８ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；沉淀用８０％甲醇
提取，重复３次；合并上清液，然后用氮气吹干，由中国农业大
学生物技术实验室提供测试服务，每个指标的测定均重复

３次。
应用ＤＰＳ软件对试验数据进行统计分析，利用 Ｅｘｃｅｌ

２００７作图。

２　结果与分析

２．１　内源激素含量的变化
如图１所示，在花药愈伤再生过程中，ＺＴ在非胚性愈伤

组织（ｂ）和畸形胚（ｄ）中含量相对较高，在胚性愈伤组织（ａ）
和正常胚（ｃ）中含量相对较低；ＩＡＡ在畸形胚中含量最高，在
非胚性愈伤组织中含量最低；ＡＢＡ在非胚性愈伤组织中含量
最高，在畸形胚中含量最低；ＧＡ３含量在各组织中变化趋势与
ＺＴ相似，在非胚性愈伤组织和畸形胚中含量相对较高，在胚
性愈伤组织和正常胚中含量较低。

２．２　内源激素比值的变化
在花药愈伤再生过程中，不同内源激素含量比值在４种

愈伤组织中是不同的（图 ２）。ＩＡＡ／ＺＴ、ＩＡＡ／ＧＡ３和 ＩＡＡ／
ＡＢＡ的含量比在非胚性愈伤组织（ｂ）中最低，ＺＴ／ＡＢＡ和
ＧＡ３／ＡＢＡ的含量比在畸形胚（ｄ）中最低；ＩＡＡ／ＺＴ、ＩＡＡ／ＡＢＡ
和ＧＡ３／ＡＢＡ的含量比在胚性愈伤组织（ａ）中最高，ＩＡＡ／ＧＡ３
和ＺＴ／ＡＢＡ的含量比分别在畸形胚（ｄ）和非胚性愈伤组织中
最高。

３　讨论与结论

许多学者研究表明，在植物离体细胞发育过程中，生长素

类物质起重要作用，比如启动细胞分裂和诱导胚性潜力，从而

促进外植体早期发育，所以说植物体的各种生理效应是内源

激素相互作用的结果［４－５］。研究表明，细胞分裂素６－ＢＡ可
以诱导水稻花药等愈伤组织以不定芽的形态分化，由愈伤组

织形成的出苗率与内源生长素存在负效应，出苗率与内源细

胞分裂素存在正效应。这说明一些植物愈伤组织在植物激素

作用下所分化的不定芽是受外界诱导从而自身产生的内源激

素所影响的，已经可以满足外植体不定芽生长发育的需

要［５－６］，再添加其他植物激素反而适得其反。邢登辉等研究

表明，体细胞胚发生过程中，黄冠草体胚 ＩＡＡ含量分别在培
养１０、２５ｄ后达到峰值［７］，这与朱丽华等在大白菜和桑下胚

轴愈伤组织不定芽发生过程中的结果［８－９］类似。前人的研究

说明愈伤组织的形成与内源ＩＡＡ关系密切。赖钟雄等发现，
龙眼的胚性愈伤组织内源ＩＡＡ含量比非胚性愈伤组织高，从
早期的胚性愈伤组织发育到早期子叶胚的过程，其内源 ＩＡＡ
含量都维持在较高水平，并且在胚性愈伤组织和球形胚２个
时期出现高峰，而球形胚时期后 ＩＡＡ含量降低［１０］。本研究

中，从花药体胚的不同愈伤组织的 ＩＡＡ含量来看，胚性愈伤
组织和正常胚相对于非胚性愈伤组织较高，与前人的结果一

致，这可能与愈伤组织形成有关。前人研究表明，胡萝卜再生

过程中ＧＡ３含量高可能会抑制其体胚发生。２，４－Ｄ抑制体
胚发育是通过维持高含量 ＧＡ３来进行的，当减少２，４－Ｄ含
量时，ＧＡ３迅速降到适合体胚发育的含量。同样本研究发现，
ＧＡ３在非胚性愈伤和畸形胚中含量相对较高，在胚性愈伤和
正常胚中含量较低。可见在橡胶树花组织培养过程中，形成

正常胚时ＧＡ３的含量较低，而在非愈伤组织、畸形胚中相对
较高。ＺＴ含量与ＧＡ３的变化趋势相同，但变化幅度较大，都
是在胚性愈伤和正常胚中含量较低。可见，要想获得更多的

橡胶树花药组培苗须降低内源ＺＴ的含量。
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　　通常细胞分裂素与生长素含量比越小越有利于不定根分
化，反之有利于不定芽分化。此外，ＩＡＡ／ＡＢＡ比是影响植物
再生的关键因素。Ｂｅｒｒｙ等的研究表明，不定芽产生的愈伤组
织内ＩＡＡ与ＡＢＡ含量比小于１［１１－１２］。本研究结果表明，在
正常胚中ＩＡＡ／ＡＢＡ的比最高，说明橡胶树花药离体培养时，
较高的ＩＡＡ／ＡＢＡ含量比有利于正常胚的形成。上述结果进
一步表明，植物生长调节剂在植物体内的调控作用并不决定

于某单一激素，往往都是一种或者几种以上的激素通过联合

或拮抗作用共同调节的结果［１３－１５］。总之，植物内源激素在橡

胶树体细胞胚发生和发育过程中起到重要的作用，过高或过

低的４种内源激素含量和不同内源激素含量比，大多会导致
橡胶树外植体在分化过程中出现非胚性愈伤和畸形胚。但至

今仍不知道这些激素通过何种途径来调控巴西橡胶树的作用

机制，关于畸形胚及其形成原因以及降低畸形胚发生率的措

施等有待于进一步研究。
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源激素和多胺含量的变化［Ｊ］．福建农业学报，２００６，２１（２）：

１４３－１４６．　

［９］张和禹，赵正龙．桑下胚轴愈伤组织诱导及分化过程中内源激素

的变化［Ｊ］．蚕业科学，２０００，２６（１）：１－４．

［１０］赖钟雄，陈春玲．龙眼体细胞胚胎发生过程中的内源激素变化

［Ｊ］．热带作物学报，２００２，２３（２）：４１－４７．

［１１］ＢｅｒｒｙＴ，ＢｅｗｌｅｙＪＤ．Ａｒｏｌｅｆｏｒｔｈｅｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇｆｒｕｉｔｔｉｓｓｕｅｓｉｎｐｒｅ

ｖｅｎｔｉｎｇｔｈｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｏｍａｔｏ（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ）ｓｅｅｄｓ：ａ

ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｓｍｏｔｉｃｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎｄａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．

ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９２，１００（２）：９５１－９５７．

［１２］裴　东，郑均宝，凌艳荣，等．红富士苹果试管培养中器官分化

及其部分生理指标的研究［Ｊ］．园艺学报，１９９７，２４（３）：２４－２９．

［１３］ＢｅｅｍｓｔｅｒＧＳ，ＢａｓｋｉｎＴＩ．Ｓｔｕｎｔｅｄｐｌａｎｔ１ｍｅｄｉａｔｅｓｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｙｔｏ

ｋｉｎｉｎ，ｂｕｔｎｏｔｏｆａｕｘｉｎ，ｏｎｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎａｎｄｅｘｐａｎｓｉｏｎｉｎｔｈｅｒｏｏｔｏｆ

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０００，１２４（４）：１７１８－１７２７．

［１４］张慧君，陈劲枫．植物组织培养生理机制的研究进展［Ｊ］．江苏

农业科学，２０１５，４３（３）：３３－３５．

［１５］郭　瑾，薛永来，杜道林．植物激素调控拟南芥根系发育的研究

进展［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（５）：７－１０．
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