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成熟子叶组织的体细胞胚胎诱导

和植株再生的研究

冯新华 蒋兴屯卜 邵启全
(中国科学院遗传研究所

, 北京 )

摘 要

本文利用大豆未成熟子叶作外植体
,

进行大豆体外培养并诱导体细胞胚胎形成

和植株再生的研究
.

结果表明
,

高浓度生长素 10 m g l/ N A A 或 s m g /1 2 , 4一 D 是大

豆体细胞胚胎形成的先决条件
.

附加 l o m g / 1 N A A 的 M uT as h ige 和 S k o o g 培养

基 (简称 M S 培养基 ) 能够直接在子叶表面诱导体细胞胚的形成
,

其频率可达 85 多 ;

附加 s m g / 1 2
,

4一 D 的 M s 培养基首先诱导未成熟子叶产生胚性愈伤组织
,

然后产生

大量体细胞胚
。

频率高达 94 务
.

我们成功地获得再生的大豆完整小植株 巧 株
,

消除

了大豆基因工程的障碍之一

关键词 : 大豆
,

未成熟子叶
,

体细胞胚 胎
,

植株再生

植物组织培养技术的发展是成功地利用现代遗传工程改良作物的重要保证
.

人们利用分

生组织如茎尖
、

侧芽等进行体外培养
,

既可以达到快速繁殖园艺植物的 目的
,

又能应用于难以

进行有性繁殖的植物的种质保存
.

特别值得注意的是
,

未成熟组织如幼胚进行培养产生大量

的胚性愈伤组织
,

从而通过体细胞胚胎形成途径再生出完整的植株
,

为植物基因工程的应用开

辟了广泛的前景
.

大豆 ( lG y ic 、 , ax ( L
.

) M e rr
.

) 是世界上一种重要的农作物
.

尤其在我国东北
,

它在

农业中占有特别重要的地位
.

因此
,

利用现代生物工程技术定向培育大豆优良品种是人们的

最终 目的
.

但是
,

植物基因工程的主要限制因素之一
,

就是大豆组织再生成完整植株的困难

性
.

自从 60 年代以来
,

大豆的组织培养得到了广泛的研究
.

国外曾报道大豆分生组织的培养可

以产生再生的植株 l[, 2 ].

但是从诱导的愈伤组织再生出完整的植株仍是十分困难的
.

P h ill i sP

和 Coll in
。 ( 19 8 1 ) 曾在大豆的悬浮培养过程中观察到体细胞胚胎的形成

,

但未能得到完整植

株
t 3] .

直到 C hr ist ia sn on 等 ( 1 9 83 )利用未成熟的胚的胚轴成功地建立了具有再生能力的培

养物之后
,

大豆的组织培养才取得了突破 性的进展闭
.

国内外的研究者发现
,

大豆的未成熟呸

或其未成熟子叶在体外培养过程中形成胚性组织
,

并可见体细胞胚胎的发育
’ 习 ,

这种培养物能

够 再生出完整的植株 6[, 7,

本文 1 9 8 7年 1 1月 12日收到
, 19 88 年 斗月 2 日收到修改稿

.



月翎 .,1一

!
.

J
,、

J.;

!l

中 国 科 学 (
B 辑 ) 1 9 8 8 年

本文利用大豆未成熟胚和未成熟子叶进行体外培养的研究
,

结果从子叶部位诱导出来的

休细胞胚胎萌发再生完整的植株
,

从而建立了一套体细胞胚胎形成和大豆植株再生的实验程

序
,

为大豆基因工程和大豆形态建成的研究提供了实验依据
,

一
、

材 料 与 方 法

大豆品种
“
小黑豆

”

的种子播种于中国科学院遗传研究所 (北京 )实验田中
.

当新的豆英长

至 30 一 50 m m 长时
,

其中含有大小为 3
.

0一 8
.

om m 的未成熟种子
.

采收的未成熟豆荚在 75 多

乙醇溶液中浸泡 1 05
,

然后在 0
.

1%升汞中消毒灭菌 20 m in
,

无菌蒸馏水冲洗 3 次
.

取 出种子
,

去掉种皮后即可得到完整的胚
,

移去胚轴可得子叶
.

将取出的完整胚 (包括两片子叶 )和子叶放在 M ur a s h i g e 一 S k o o g 基本培养基上
f , 〕 ,

培养基

中附加的不同维生素 (M S 或 5B 维生素 )和不同植物激素 ( l om g / 1 N A A或 s m g /1 2
,

4一 D ) 组

成了 4 种不同的诱导培养基 (见表 1 )
.

将诱导出来的体细胞胚胎转移到生长培养基上
,

以促

进体细胞胚的萌发 (芽再生 )和生长发育
.

具初生叶的小植株被转移到 1 / 2 M s o 或 1 / ZM sl 培

养基上
,

从而诱导根系的形成
.

本实验中所用的所有培养基列于表 1 中
.

实验培养温度控制在 26 ℃土 2℃ ,

日光灯光照

每天 1 h6
.

再生的完整小植株移栽于盛有花卉土的花盆中
.

表 1 本实验所使用的各种培养基

培 养 基

M S N

M S D

M B N

基导
养

诱培

M B D

M SG
长基

养
生培

M S Z

I / Z M S O

M S 基本培养基 十 M S维生素 + 10 m g ZI N A A

M s 基本培养基 + M s 维生素 + , m g / 1 2 , 4一。

M S 基本培养基十 B5 维生素+ 10 m g / 1 N A A

M S 基本培养基 + B , 维生素 + , m g / 1 2 , 4一 D

M s 基术培养基 + M s 维生素 + 。
.

2 , m g / I N 人 A + o
.

o 3 3 m g /1 B A

+ 0
.

03 3 m g / 1 K T + o
.

0 3 3 m g / 1 Z T

M S 基本培养基 + M S维生素 + o
.

1 2 m g / 1 Z T

l / 2 M S 大量 + M s 微量元素 + M S维生素 + 2% 蔗塘
生
培

根

基

*
所有诱导培养基和生长培养基均含有 3% 的蔗糖

.

所有培养基均添加 。
.

7% 的琼脂
.

M S 基本培养基 (包括大量和微量元素 )以及维生素参见文献〔 9〕
,

B S 维生素参见文献〔 1。〕
.

植物激素缩写
: N A A一一二

一

茶乙酸
,
BI A

—
闻噪丁酸

, B A
一

一 6一节基漂吟 ; K T一一激动素
,

Z T
-

一一玉米素
_

二
、

结 果 和 讨 论

1
.

体细胞胚胎的形成
、

维持及其影响因素

实验结果表明
,

外植体 (未成熟的胚或子叶 )在诱导培养基上培养 5一 d8 后
,

在子叶部位表
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一面或由其形成的愈伤组织上可以观察到一种微小突起
,

这些突起大约 1 d0 后发育形成球形呸

和鱼雷胚
.

再经过大约 14 一 1 , d后
,

进一步发育成具有子叶的体细胞胚 (图 1)
.

这个过程与

合子胚的发育过程完全一致
.

在实验过程中
,

我们观察到体细胞胚胎和

胚性愈伤组织都直接在未成熟子叶部 位 形 成
.

同时发现未成熟胚的胚轴不能被诱导产生胚性

组织
.

尽管它们在培养过程中会伸长至 s m m
,

但这种变长的胚轴似乎对于体细胞胚胎形成没

有产生明显的影响
.

因此
,

对于外植体
,

无论是

未成熟的胚还是无胚的未成熟子叶
,

它们在诱

导培养基上显示完全相同的模式
.

我们还研究了不同幼胚成 熟期 和诱 导 培

养基成分 (包括激素
、

维生素 )对体细胞胚形成
图 1 在诱导培养基上形成的子叶胚和喇叭状胚

的影响
.

以未成熟胚的大小作为判断幼胚成熟期的依据
,

首先发现
,

不同大小的未成熟胚

( 3
.

0一 8
.

o mm ) 的体细胞胚形 成频率是显然不同的
,

斗
.

0一 6
.

om m 大小的幼胚或其子叶在诱导

表 2 大豆幼胚或其子叶的体细胞胚诱导频率

一

茸
一…一神于

……………
10 0

9 0

9 3 7%

自U八11ùQU勺才

呀 .51 些
5 0 卜 厂一

3 5
.

5%

16 .2%

40302010

产享)粉鸳衅解悲型黝赚长拉回

岛
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

.

幼旺长度

(
a

)

图 2

( m m )

(b )

幼胚长度 ( 。 m )

( b )

大豆休细胞胚胎诱导频率与接种幼胚大小的关系

( (
a

) N A A 诱导的频率
,

( b ) 2 , 4一 D 诱导的频率 )
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培养基上的效果最好 (表 2 和图 2 )
.

实验以 M S 大量和微量元素为基本成分
,

并在诱导培养基 中附加 1 o m g ZI N A A 或 s m sl/
2 , 4一 D 以及 M S 维生素或 B S 维生素 (表 1 )

.

从表 2 中不难看出
,

当使用同种同浓度的植物

檄素时
,

维生素的替代并不能对体细胞胚胎的形成频率产生明显的影响
.

但是
,

植物激素的类型和浓度却直接 影响着体细胞胚胎的形成频率
,

同时亦决定着体细

胞胚胎的形态
.

国外的研究者发现
,

高浓度的生长素能够诱导较高的体细胞胚胎形成率6[]
.

因

此
,

我们选定 10 m g / 1N A A 和 s m g / 1 2 , 4一 D 作为诱导培养基的激素成分
.

在同样的条件下
,

对诱导本身来说
,

2 , 4一 D 比 N A A 具有更强的效果
.

也就是说
,

在合适的条件下
, 2

,

4一 D

能产生相当高的体细胞胚胎形成频率
,

最高可达 94
,

1多
.

2
,

4一 D 作为诱导因素具有另一个明

显的特点
,

就是它诱导的畸形胚亦比 N A A 为多
,

其中尤以喇叭状胚胎为多
.

而且这些畸形

豹体细胞胚状体不能够象合子胚一样完成正常的发育步骤
.

然而 N A A 诱导的体细胞胚胎
,

大多数在形态上正常
,

通常具有两个明显的子叶 ;少数的变异者也多具有单个子叶
,

这些只有

单个子叶的体细胞胚却具有正常的萌发育能力
.

从图 3 中可以看出
,

10 m g l/ N A A 和 s m g l/
2 ,

4一 D 诱导的体细胸胚在形态上的确不相一致
.

我们的实验结果 继续证实了国外的一些研究

者过去的工作
,

L ip p m a n n 和 L i p p m a n n
( 1 9 8 4 ) 以及 L a z z e r i 等人 ( 19 8 5 )对于 2

,

4一 D 在大

豆未成熟胚胎和未成熟子叶在培养过程中体细胞胚胎的高诱导率和畸形变态都作了详细的报

道 5[, , ,8]
.

近期的工作亦表明
,

N A A 对于体外诱导形态上正常的体细胞胚十分有益
【̀ , ” .

我们还发现
,

高水平的植物激素不但影响着体细胞胚胎的形成频率和形态变化
,

而且还

决定着体细胞胚胎的形成途径
.

大豆未成熟胚和未成熟子叶的体细胞胚胎形成具有 两 种 途

径
:
一种是直接的胚胎形成

,

也就是体细胞胚胎直接产生于未成熟子叶的表面 ; 另一种途径

是间接胚胎形成
,

即未成熟子叶组织首先形成光滑松散的胚性愈伤组织
,

然后才产生大量的体

细胞胚
.

就我们实验所使用的两种植物激素来说
,

高浓度的 N A A 诱导的体细胞胚胎形成 属

于直接途径
.

尽管 5 m g / l 的 2 , 4一 D 也可以在子叶表面上诱导出极少数的体细胞胚
。

但是我

们认为 2 , 4一 D 诱导的体细胞胚胎主要是通过间接途径而形成的
.

因为在 2
,

4一 D 存在下
,

未

成熟子叶的绝大部分组织愈伤化
,

形成的胚性愈伤组织能够产生大量的体细胞胚
.

为了继续维持培养物的胚胎形成能力
,

我们将移走体细胞胚后剩下的外植体和愈伤组织

部分转到新鲜的
、

同类型的诱导培养基上
,

隔 4 周转移 1 次
,

可以见到新的体细胞胚的产生
.

但

图 3 N A A 诱导的正常胚和单子叶胚 图 , 从胚状体发育来的再生植株
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是随着时间的推移

,

形成的体细胞胚的数量逐渐减少
,

而分化的根系却逐渐增多
.

根据我们约

实验结果和国外的有关报道
,

植物激素对于培养物的胚胎形成能力的维持显然起着十分重要

的作用
.

B ar w al e 等人 ( 1 9 8 6 )在黑暗条件下以 4m g八 N A A 作为维持培养基的激素成分
,

他

们将移走体细胞胚后剩下的未成熟子叶部分从诱导培养基 (含 s m g / 1 N A A ) 上转移到维持培

养基上
,

其结果是培养物的体细胞胚形成能力没有明显的降低
〔61 .

我们也曾作过同样的处理
,

但是未能诱导出大量新的体细胞胚的产生
,

多见根系的产生和生长
.

我们认为
,

这种差异可能

是由于品种的基因型起着一定的作用的缘故
.

2
.

小植株的再生和生长

当在 4 种诱导培养基中诱导出来的体细胞胚具有一定大小 (通常长于 Zm m )时
,

将它们转

移 到生长培养基 M SG 上
,

可以观察 到较正常的体细胞胚尽管生长缓慢
,

但都能够
“
萌发

”
产

生茎尖分生组织
,

而异常的胚 (如喇叭状的子叶胚 )只能增大一定体积或形成少量愈伤或根系
.

.

一般情况下
,

体细胞胚的
“
萌发

”
过程时间长短不一 在一个月内

,

大约 6 6
,

7并的体细胞胚能够
“ 萌发

”
产生茎尖

,

并长出第一片真叶
,

少数也能产生根系
.

含 2 , 斗一 D 诱导培养基 (M SD 和 M B D ) 形成的胚性愈伤组织
,

93
.

6外 可以形成体细胞

胚
,

其余的一部分愈伤组织转移到生长培养基 M S Z 上
.

这些胚性愈伤组织在该培养基上即

能够迅速再生出幼芽
,

少数还能直接同时分化出芽和根
.

将在上述两种生长培养基上再生出的具有初生叶幼苗转移到 1 / ZM SO 或 1 / ZM SI 上
,

无

根芽在 1 / 2 M SO 上生长并诱导出根系
,

而原已具有少数根系的小植株在 1 / ZM sl 上正常生

长
,

长出更多的根 (图 4 )
.

三
、

结 论

1
.

高浓度的生长素 N A A 或 2 , 4一 D 是诱导大豆未成熟子叶形成体细胞胚胎和再生植株

的先决条件
.

而且这两种生长素表现 出不同的优越性
.

2
.

大豆的体细胞胚胎形成具有两种途径
: 直接胚胎形成和间接胚胎形成

.

实验结果表

明
,

N AA 诱导的体细胞胚胎形成属于直接途径 ; 而 2
,

4一 D 诱导的体细胞胚胎形成多经过

间接途径
,

3
.

大豆未成熟子叶组织在体外培养条件下
,

无论是通过直接体细胞胚胎形成还是间接胚

胎形成
,

都可以再生出完整的小植株
.
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