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刺五加组培苗的胚性愈伤组织诱导和植株再生 ’ 
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(东北林业大学，哈尔滨，150040) 

摘 要 以悬浮培养刺五加体细胞胚发育而来的再生植株作为实验材料，进行胚性愈伤组织的诱导。研究 
结果表明：在添加1 mg·L G 的固体培养基中，胚性愈伤组织诱导率高于不加任何植物生长调节物质的培养 

基的诱导率；而且 1 mg·L～2，4一D均适合于固体和液体培养基中胚性愈伤组织的增殖；胚性愈伤组织转到不加 
植物激素的培养基后，固体和液体培养基都能分化出大量体细胞胚，而液体培养基中形成的体胚数量比固体培养 
基要高，但是后期的植株再生率及土壤移栽成活率都是固体培养基高于液体培养基。 

关键词 胚性愈伤组织；体细胞胚；2，4一D；赤霉素 
分类号 Q949．763；S567，1 

Embryogenic Callus Induction and Plant Regeneration from Intact in Vitro Plantlets of utherococcus sendcosus 

Maxim／Han Jun，Li Chenghao，Niu Yuda，Zhao Bo(College of Forestry，Northeast Forestry University，Harbin 150040， 
P．R．China)／／Joumal ofNortheast Forestry University．一2007，35(4)．一11～13 

In vitro plantlet derived from somatic embryos of Eleutherococc~ senticos~ by suspension culture were used for induc— 

tion of embryogenic callus．The induction frequency of embryogenic callus was higher in a medium contmning 1 mg·L 

GA tllan in a medium without any plant growth regulators．In both solid and liquid media，1 mg·L 2，4一D supplement 

was suitable for embryogenic callus muhiplication．Numerous somatic embryos were differentiated after embryogenic callus 

was transferred to the medium without plant growth regulators，and the number of somatic embryos in the liquid medium 

Was higher than in the solid medium．However，the subsequ ent planflet regeneration and the acclimation efficiency were 

better in the solid medium than in the liquid medium． 
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刺五加(Eleutherococc~senticos~ Maxim)为五加科 多年 

生落叶灌木，主要分布于我国的东jE地区，及俄罗斯远东、朝 

鲜和日本等国。多在海拔400～1 600 m的针阔叶混交林下生 

长。刺五加是我国医药之珍品，近年来以刺五加为原料生产 

的各种片剂、冲剂、针剂和刺五加参茶等产品，都具有很高的 

经济价值。但由于长期过度的采伐，野生资源已遭到严重破 

坏。为了保护野生资源和满足生产的需求，国内外 已开始了 

对刺五加进行人工栽培和新品种的培育研究。 

植物体细胞胚发生是指单倍体或双倍体的体细胞在特定 

条件下 ，未经性细胞融合而通过与合子胚发生类似的途径发 

育出新个体的形态发育过程⋯。利用体细胞胚发生进行育 

苗，不仅繁殖速度快、数量大、不受地区、季节和气候性灾害等 

自然条件限制的优点，而且体细胞胚还是由无性繁殖体系产 

生的，可以固定杂种优势，一旦获得优良基因型，可以多年使 

用而无需三系配套等复杂的育种过程，特别对于育种周期长 

的木本植物来说意义更大 。自从 Gui等人从合子胚诱导的 

体细胞胚中获得再生植株后L3 J，对刺五加体细胞胚发生和植 

株再生的研究就陆续有了很多报道，大多以合子胚、叶片、叶 

柄和茎段作为外植体诱导体细胞胚或胚性愈伤组织 。】，但 

还没有从完整植株直接诱导胚性愈伤组织和植株再生的论文 

发表。 

本研究利用刺五加完整植株直接诱导胚性愈伤组织，并 

研究了固体和液体2种培养基对体胚形成 、植株再生和土壤 
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移栽的影响，从而缩短了体胚形成时间，提高了胚性愈伤组织 

诱导率，从而为生产实践提供了方便可行的技术方法。 

1 材料和方法 

1．1 试验材料 

刺五加体细胞胚在不加植物激素的 1／3 MS液体培养基 

培养一段时期后，转到不加植物激素的1／3 MS固体培养基中 

培养4周，选择发育良好的再生植株作为本实验的胚性愈伤 

组织诱导材料(图1A)。实验中使用的液体培养基中，添加 

质量浓度为30 g·L 的蔗糖；而固体培养基中另加2．5 g· 

L 的胶立得。2种培养基的pH值均为5．8，在121℃高压灭 

菌 15 min后使用。2种培养基中所用激素2，4一D采用高压 

灭菌，而GA 采用过滤灭菌。培养容器为180 mL塑料培养瓶 

(上海稼丰公司)。固体和液体培养基在光照强度1 600 lx左 

右、日光照时间为16 h、温度为(23±2)oC的培养室里进行；液 

体培养基每瓶20 mL，放在转速为120 r／min的摇床上培养，2 

周继代1次；固体培养基每瓶20 mL，4周继代1次。 

1．2 试验方法 

胚性愈伤组织的诱导：将发育成的刺五加再生植株，分别 

转到不加任何植物生长调节物质的 1／3 MS固体培养基和添 

加1 mg·L—GA 的1／3 MS固体培养基中培养，2个月后观 

察在以上2种不同培养基中胚性愈伤组织的发生率和质量增 

殖情况。 

胚性愈伤组织的增殖：经过胚性愈伤组织诱导2个月后， 

分别转到 1／3 MS固体和液体培养基中进行增殖培养。为调 

查培养基中添加的2，4一D质量浓度对胚性愈伤组织增殖的 

影响，培养基中分别加入0、0．1、0．5、1 mg·L 的2，4一D，每 

个培养瓶中培养150 mg左右的胚性愈伤组织，培养4周后调 

查鲜质量增殖情况。 
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体细胞胚的形成 ：将在 2，4一D固体培养基中增值培养 4 

周后的胚性愈伤组织，分别转到不加任何植物生长调节物质 

的 1／3 MS固体和液体培养基中培养，每个培养瓶中培养 100 

n1g左右的胚性愈伤组织，培养4周后比较2种培养基中产生 

的体细胞胚数。 

植株再生和土壤移栽：将以上2种培养基中的体细胞胚， 

继代 1次后转到不加任何植物生长调节物质的 1／3 MS固体 

培养基中，4周后观察植株再生率；生根并出现3个以上叶片 

的再生植株用 自来水洗去根部培养基，并移栽到装有草炭土 

的容器中，置于21℃左右的温室中培养，移栽 2周内用塑料 

薄膜覆盖，每天浇水 1次；4周后观察移栽成活率。 

2 结果和分析 

2．1 胚性愈伤组织的诱导与增殖 

在不添加任何植物生长调节物质的 1／3 MS固体培养基 ， 

与添加 1 mg·L G 的 1／3 Ms固体培养基中，培养 2周后 

开始从部分刺五加再生植株根的周围出现许多半透明的乳白 

色胚性愈伤组织(图 1A)；培养 8周后调查 2种培养基中胚性 

愈伤组织的发生率 ，结果表明：添加 1 mg·L～GA 的 1／3 MS 

固体培养基中胚性愈伤组织诱导率比不加任何植物生长调节 

物质的1／3 MS固体培养基要高；添加1 mg·L～GA 的1／3 

MS固体培养基中胚性愈伤组织的质量也比不加任何植物生 

长调节物质 1／3 MS固体培养基的高(见表 1)。用于实验的 

植株的形态上无太大的变化，培养结束后可以移栽成活。 

表 1 GA 处理对胚性愈伤组织诱导和增殖的影响 

在添加 1 mg·L～GA 的固体培养基 中，诱导的胚性愈 

伤组织转到添加不同质量浓度2，4一D的 1／3 MS固液培养基 

中，培养4周后调查胚性愈伤组织的质量增加，结果表明：在 

固体培养基中不同质量浓度的2，4一D都能促进胚性愈伤组 

织的增殖，在添加 1 mg·L 的2，4一D培养基中胚性愈伤组 

织质量增加较多，但是与其他质量浓度相比没有显著差异 

(见表2)，在不添加 2，4一 的培养基中培养时，部分胚性愈 

伤组织转变为体细胞胚；液体培养基中不同质量浓度2，4一D 

的处理也能促进胚性愈伤组织的增殖，而且与固体培养基的 

结果一样。在添加 1 mg·L～2，4一D的培养基中胚性愈伤组 

织的质量增加最多(见表2)；不添加2，4一D的培养基中部分 

胚性愈伤组织也分化成体细胞胚。 

表2 固体和液体培养基中不同质量浓度的2．4一D对胚性愈伤组织鲜质置的影响 

2．2 体细胞胚的形成和植株再生 

从2，4一D中诱导出的胚性愈伤组织，分别转到不加任 

何植物生长调节物质的 1／3 MS固体、液体2种培养基中。固 

体培养基中的胚性细胞团培养 8—9 d开始形成球形胚 ，液体 

培养基中的胚性细胞团培养 5—6 d开始形成球形胚。胚性 

愈伤组织在2种培养基中培养4周后体细胞胚的形成个数， 

固体培养基里培养的要比液体培养基少，但 2种培养基中形 

成的体胚都是无子叶的畸形胚，只有在不加激素的培养基中 

继代2次或转到添加 1 mg·L—GA 的培养基后 ，大部分体胚 

才能发芽(见表 3和图 1B和 C)。 

表3 不同培养方法对体胚形成、植株再生及土壤移栽的影响 ％ 

注： 培养 100 mg胚性愈伤组织产生的体细胞胚个数。 

固体和液体培养基里发芽的体细胞胚 ，分别转到不加任 

何植物生长调节物质的 1／3MS固体培养基培养 4周后，2种 

培养基里发芽的体细胞胚都能转换成完整植株，在固体培养 

基里，发芽的体细胞胚植株再生率 比液体培养基高 24．5％ 

(图 1D)。挑选生根并出现 3个以上叶片的再生植株进行土 

壤移栽 1个月后 比较土壤移栽成活率的结果也表明，固体培 

养体细胞胚转换的植株比液体培养的高 32．2％(见表 3)。 

图1 刺五加完整植物诱导胚性愈伤组织和植株再生 

A、胚性愈伤组织诱导；B．固体培养基里发芽的体细胞胚；C．液体培养 

基里发芽的体细胞胚；D．再生植株 

3 结论与讨论 

自从在胡萝 卜悬浮培养细胞中首次诱导成功体细胞胚以 

来 ，已经从 100多种被子植物的组织培养中观察到体细胞 

胚发生和植物再生 J。植物组织培养中常以根、茎、叶等营 

养器官或种子胚 、体细胞胚等生殖器官为外植体来诱导胚性 

愈伤组织，而从完整植株直接诱导体细胞胚发生的报导极 

少 J。本研究首次利用刺五加完整植株诱导胚性愈伤组织 

并实现了植株再生，其原因可能是实验用的植株是通过体细 

胞胚发生途径得到的，植株的组织和细胞中还保留着潜在的 

胚发生能力 训。 

对多数植物体细胞胚发生的研究中，通过胚性细胞悬浮 

培养获得的体细胞胚在成熟、发芽过程中经常出现次生胚发 

生现象 ，在刺五加 71等植物中体细胞胚即使在不加激素的 

培养基里也能自发形成次生胚。虽然也能利用于体细胞胚大 

量生产和苗木快繁研究 ．1lJ，但通常认为次生胚发生是阻碍 

植株再生的不利因素 。本研究中我们从体细胞胚发育 

形成的再生植株诱导胚性愈伤组织，成功避免 了次生胚发生 

中可能出现的阻碍初生胚的发芽和植株再生的问题。Li和 

Choi等曾经从刺五加幼茎、叶柄和体细胞胚诱导胚性愈伤组 

织，可是胚性愈伤组织的形成率分别只有3．0％和5．6％_4’ ， 

而且是从外殖体先诱导体细胞胚和愈伤组织后再次诱导胚性 
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愈伤组织，这个过程不仅时间长，而且诱导率也很低。利用本实 

验的方法从完整植株的胚性愈伤组织诱导率达到了65．0％，而 

且得到的胚性愈伤组织可以直接进行液体培养，极大的提高 

了培养效率。 

总之，本研究中建立的体细胞胚发生和植株再生体系 ，可 

以利用于对体细胞胚进行突变处理或基因转化后得到的优良 

个体的快速繁殖，为生产实践提供了方便可行的技术方法。 
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(上接 10页)22 Et控水第 3天开始，随水分胁迫的加剧，对照 

苗木相对电导率一直在增加，也就是原生质膜透性一直在增 

加。但保水剂处理的苗木电导率变化却大不相同。因为爬山 

虎为抗旱物种，所以土壤水分含量很高对爬山虎的生长反而 

不利 ，保水剂处理开始时浇足水分，对爬山虎原生质膜造成破 

坏，所以8月22 Et相对电导率均大于对照，对照苗木在 8月 

22 Et相对电导率为 12．53％。随控水时间延长，保水剂各处 

理相对电导率反而下降，但却不是一直呈下降趋势 ，而是随控 

水时间延长呈周期性变化 ，而这种变化正好合乎保水剂一土 

壤一植物系统中水分变化的机理。所 以爬山虎水势变化、叶 

水势与土壤含水量关系和相对电导率的变化都呈周期性 ，其 

机理也应该一致。 

3 结论 

目前大多数对保水剂的研究都局限在效果实验阶段 ，即 

用保水剂处理树木或农作物的苗木或种子，然后观察其生长 

效果，本研究重点从植物生长最重要的因素水分和对植物抗 

逆性反应最敏感的原生质膜透性出发，研究了保水剂对植物 

生理的影响和其抗旱节水机理机制。随水分胁迫的加剧，植 

物叶水势下降。但保水剂处理能明显延缓水势下降，其中小 

颗粒 20 g叶水势下降最为缓慢 ，也就是其保水效果最好；廊 

坊杨的水势变化规律与爬山虎的明显不同。廊坊杨叶水势随 

保水剂用量的增加下降越缓慢，叶水势与土壤含水率的变化 

趋势可用指数方程(Y=ae ，b<0)来拟合；而爬山虎水势变 

化呈周期性变化，总趋势是随水分胁迫加剧，水势是下降的。 

其叶水势与土壤含水量关系非常符合4 d移动平均趋势线， 

周期为4 d，而与其它回归方程的相关性非常小，呈极不相关。 

对照叶水势虽土壤含水量变化趋势用直线方程(Y=一 +b，a 

<0)拟合效果最好；土壤 中加入保水剂后 ，改变了植物和土 

壤水分生理生态原始状态，使土壤水势随土壤水分胁迫的加 

剧降低得缓慢，减少了水分丧失，延长了有效水分供植物利用 

的时间，有力证明了保水剂不会产生水分倒吸，这也是多数人 

所关心的问题；保水剂处理对廊坊杨电导率的影响总趋势都 

是随水分的胁迫升高的，只不过用保水剂处理的苗木相对电 

导率变化曲线升高的比对照平缓，说明苗木原生质膜都遭到 

不同程度的伤害，引起质膜透性的增加。而爬山虎电导率变 

化与叶水势变化规律保持～致 ，呈周期性变化。 

爬山虎在与廊坊杨一样的处理条件下，水势和电导率随 

控水进程都呈周期性变化。但是否其它树种使用保水剂以后 

变化规律也与此 2种植物保持一致 ，还有待于对多树种作更 

进一步研究。 
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