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地锦体细胞胚胎发生研究
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摘要 :以地锦幼胚为外植体, 接种在附加 6 BA 2 mg L- 1及 2, 4 D 0~ 4 mg L - 1的改良 B5培养基中诱导愈伤组织, 愈

伤诱发率 0~ 100% 对诱导出的愈伤组织采用 6 BA 和 2, 4 D不同浓度组合的培养基进行继代 ,对能稳定继代的愈

伤组织,以改良 B5 为基本培养基进行分化培养, 采用 L16( 44 )正交设计, 研究 6 BA、NAA、AC 及 LH 四因素不同浓度

组合对体细胞胚胎发生的影响。结果表明:适宜地锦幼胚体细胞胚胎发生的培养基为: 愈伤组织诱导:改良 B5+ 6

BA 2 0 mg L- 1+ 2, 4 D 2 0 mg L- 1;愈伤组织继代: 改良 B5+ 6 BA 2 0 mg L- 1+ 2, 4 D 1 0 mg L- 1; 胚状体分化及萌

发:改良 B5 基本培养基。胚状体诱发率 33% , 成苗率 53% , 移栽成活率 85%。胚状体为外起源发生方式, 经球形

胚、心形胚、鱼雷形胚、子叶形胚等阶段发育成熟。
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Abstract:Calli were induced from immature embryos of Parthenocissus tricuspidata which were cultured in improved B5 medium

supplemented with 2 0 mg L- 1 6 BA and 0~ 4 mg L- 1 2, 4 D. The inducing frequency of callus ranged from 0 to 100% . Calli

were subcultured in the same base medium with various combinations of 6 BA and 2, 4 D. Somatic embryoids occurred from im

proved B5 medium without any regulators. Results showed that the suitable mediums for embryogenesis and plant regeneration

from immature embryos of Parthenocissus tricuspidata were: ( 1) callus inducement: improved B5+ 6 BA 2 0 mg L- 1+ 2, 4 D 2 0

mg L- 1 ; ( 2) subculture medium: improved B5+ 6 BA 2 0 mg L- 1+ 2, 4 D 1 0 mg L- 1 ; ( 3 ) embryogenic and germination

medium: improved B5. The embryogenic frequency was 33% , the germination frequency of embryoids was 53% , and the survival

ratio after transplant was 85% . Embryoides occurred from exterior of callus and developed through the stages of globular embry

oid, heart shaped embryoid, tin fish shaped embryoid and cotyledon differentiation stage embryoid.
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地锦 ( Parthenocissus tricuspidata ( Sieb & Zucc )

Planch ) 为葡萄科 Vitaceae 地锦属 ( Parthenocissus

Planch. )植物,春夏叶色翠绿,入秋转为鲜红或紫红,

观赏效果好,且吸盘发达, 攀援能力强, 是园林及城

市垂直绿化的优良材料,也是荒漠、石质山地、公路

及铁路护坡植被恢复的理想树种。然而其生长速度

及适应 性 均 不 如 由 北 美 引 入 的 五 叶 地 锦

( P quenquefolia ( L ) Planch )理想
[ 1~ 3]

。五叶地锦

却有吸盘不发达、固着能力差等缺陷[ 4]。为获得综

合此二种优良特性的地锦新种质所做的杂交试验表

明,两个种杂交不亲和。因此, 采用体细胞杂交、物

理及化学诱变等现代生物技术进行地锦种质创新,



才有可能获得理想的优良新种质, 而植株再生体系

的建立是这些技术获得成功的前提。目前国内外对

该属植物育种及植株再生的研究均少见报道。本研

究以地锦幼胚为外植体诱导出愈伤组织, 并通过体

细胞胚胎发生途径成功获得再生植株。

1 材料与方法
1 1 材料

试验 材料 为地锦 ( Parthenocissus tricuspidata

( Sieb & Zucc ) Planch )盛花期后 45 d的幼胚,采自

北京中国林业科学研究院内。

1 2 方法

( 1)外植体处理: 取盛花期后 45 d的幼果, 流水

冲洗30 min, 70% 酒精 2 min, 无菌水洗 3 次, 0 1%

HgCl2 10 min,无菌水洗 4次, 放于铺有灭菌滤纸的培

养皿内吸干表面水分。剥去果皮及种皮, 取幼胚接

种于诱导培养基。

(2)愈伤组织诱导及分化: 愈伤组织诱导、继代、

胚状体分化及萌发均以改良 B5[ 5]为基本培养基, 附

加蔗糖 3% , 琼脂 0 6%, pH 值 5 8。愈伤组织诱导

及继代均为暗培养, 温度 25 # 2 ∃ 。分化及萌发培
养条件:光照 2 000 lx、12 h d- 1,温度 25 # 2 ∃ 。

愈伤组织诱导培养基:改良 B5+ 6 BA2, 主要研

究2, 4 D浓度对愈伤组织诱导的影响。

试验设置 5个 2, 4 D浓度梯度( mg L- 1) : %-

0, &- 0 5, ∋- 1 0, (- 2 0, )- 4 0。

愈伤组织继代培养基: 主要研究 6 BA及 2, 4 D

对愈伤组织继代效果的影响。设置见表 1(浓度:

mg L- 1)。

表 1 愈伤组织继代培养基

培养基
6 BA/ (mg L- 1)

2 0 1 5 1 0 0 5

2, 4 D/

( mg L- 1)

1 A B C D

0 5 E F G H

分化培养基:采用 L16( 44)正交设计,研究 6 BA、

NAA、水解乳蛋白( LH)、活性炭(AC)四因素 16个组合

对地锦愈伤组织再分化的影响。每处理 5重复, 每重

复5块愈伤组织。每30 d继代 1次(见表 2)。

表 2 分化培养基正交设计

水平 6 BA/ ( mg mL- 1) NAA/ (mg L- 1) LH/ (mg L- 1) AC/ ( g L- 1)

1 0 0 0 0 0

2 0 5 0 1 100 1

3 1 0 0 5 300 2

4 2 0 1 0 500 5

2 结果与分析

2 1 愈伤组织诱导

2 1 1 愈伤组织诱发时间 接种后 5 d, 各处理幼

胚均开始生长, 3周后部分形成具根和芽的小苗, 幼

胚生长长度与2, 4 D浓度呈明显负相关(图1) ,浓度

越高,下胚轴越是短缩并增粗。

10 d后 %、(、)处理开始出现愈伤组织, 多由

胚轴与胚根接合部位及子叶发生。20 d后(、)处

理伸长至2~ 3 cm, 但未进一步发育的胚形成愈伤,

约 20%则胚基本未生长便整个形成愈伤组织。&、

∋处理的胚虽然也伸长、膨大,但最终未形成愈伤组

织。

图 1 不同处理幼胚萌发长度

2 1 2 愈伤组织诱导率及类型 处理 %愈伤组织

诱导率为35%, 但全为白色雪花状。(、)处理愈伤
组织诱导率达 88%和 100% (见表 3)。此结果说明

地锦幼胚愈伤组织诱导率随 2, 4 D浓度升高而升

高。

表 3 愈伤组织诱导率及类型

处理
处植

体数

愈伤

块数

愈伤诱

导率/ %
愈伤组织类型

% 20 7 35 100% ( 1)型

& 25 0 0

∋ 25 0 0

( 25 22 88 85%为( 2)型, 15%为( 3)型

) 25 25 100 85%为( 2)型, 15%为( 3)型

愈伤组织据颜色、质地可明显分为三类: ( 1)型

为白色雪花状, 致密; ( 2)型为白色, 糊状, 无粘性;

( 3)型为淡黄,松软,胶状,有一定粘性。 %处理全为

( 1)型, (、)处理 85%为( 2)型, 15%为( 3)型。细胞

学观察表明, ( 1)型细胞圆形或卵圆形, 排列紧密, 大

小不规则,表面存在许多大型特化细胞,胞质较稀。

( 2)型有两类细胞, 约 90%为管状长细胞, 长度为圆

形细胞的 4~ 5 倍, 少量可达近 15 倍, 内含较多液

泡,细胞间无粘连,置于水中全部分散; 10%左右为
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圆形细胞,成团镶嵌于长形细胞中,胞质较浓, 核大,

分化培养时胚状体从这类细胞产生。( 3)型细胞圆

形,质浓, 成团包于一层胶质下。

2 2 愈伤组织继代培养

接种 33 d后,愈伤组织直径达 0 5~ 1 0 cm。白

色雪花状愈伤一般无分化能力,故未进行继代培养。

将下胚轴形成的( 2)、( 3)型愈伤接种于 8组继代培

养基中培养,每 30 d继代 1次。继代 3次后愈伤状

态见表4。

表 4 分化培养 3个月后愈伤状态

初始愈伤类型 培养基 颜色 质地 生长速度 ∗

(2)型 A 白 稀 + +

B 白 稀 + +

C 白 松散 + + +

D 白 松散 + + +

E 黄褐 稀 +

F 黄褐 稀 +

G 白 松散 + + +

H 白 松散 + + +

(3)型 A 褐 硬 死亡

B 褐 硬 死亡

C 褐 硬 死亡

D 褐 硬 死亡

E 褐 硬 死亡

F 褐 硬 死亡

G 褐 硬 死亡

H 褐 硬 死亡

∗ + ∀ ∀ ∀ 慢, + + ∀ ∀ ∀ 中等, + + + ∀ ∀ ∀ 快

( 3)型愈伤在各处理培养中表面胶质不断增多,

最后形成一层硬胶壳,继代 3次后愈伤全部死亡。

( 2)型愈伤培养状况有所不同, A、B处理生长速

度中等,但愈伤形态、颜色正常; C、D、G、H 处理生长

极快,愈伤逐渐由糊状变为松散、干燥状; E、F 生长

最慢,且愈伤逐渐褐化,继代 6次后全部死亡。

2 3 愈伤组织分化

2 3 1 胚状体诱导 用 6 BA、NAA、水解乳蛋白、活

性炭四因素进行 4水平正交试验。用相同的 16 组

培养基对A、B、C、D、G、H 继代培养基培养的愈伤组

织进行分化,每月转接 1次。

结果 B、C、D、G、H 培养基继代的愈伤经 6个月

分化培养后无胚状体产生。

A培养基继代的愈伤分化培养 1周后可看到表

面或内部局部变黄绿色,在同样培养基中继代 3次

后, 1(基本培养基)、4(基本培养基+ 6 BA 2 0 mg

L- 1+ NAA 0 1 mg L- 1+ LH 300 mg L- 1)、14(基本

培养基+ 6 BA 2 0 mg L
- 1
+ NAA 0 5 mg L

- 1
+ LH

100 mg L- 1+ AC 5 g L- 1)三处理愈伤表面从松散的

硬颗粒状愈伤分化出胚状体, 分化率分别为 33%、

33%和 13%。此时各处理中愈伤组织状态见表 5。

除上述三处理外, 其余处理连续培养 6 个月均

未诱导出体胚,愈伤组织大多基部白色疏松,顶部绿

色紧密,无颗粒。6、7处理则几乎全部愈伤均为绿

色硬块。

1处理培养基中的愈伤组织经继代后能不断生

长,且不断产生胚状体,继代 6次后仍保持胚状体发

生能力,从最初分化的 8块愈伤组织共产生约 3 000

个胚状体,平均每块产生 370余个。

4、14处理培养基中的胚状体继代 6次后仍未发

育成熟,愈伤及未成熟胚状体均逐渐停止生长并褐

化死亡。

通过显微观察, 确定胚状体均从愈伤组织表面

的圆形细胞产生,即外起源,愈伤底部的长形细胞无

胚状体发生。胚状体发育经过球形胚、心形胚、鱼雷

形胚和子叶形胚等不同时期逐渐发育成熟 (图版 1

~ 6) ,与合子胚发育相类似。

2 3 2 胚状体萌发 分化培养中 1处理的成熟胚

状体在相同培养基中萌发为具根、茎、叶结构的完整

小苗。对 39瓶胚状体萌发情况进行调查, 798 个胚

状体中有 422 个发育为具真叶的完整小苗, 成苗率

53%。其余 47%胚状体则为畸形胚,如不形成子叶,

或单片肥大子叶,或玻璃化等。

表 5 分化培养3 个月后各处理胚状体分化率及愈伤状态

处理 愈伤数 分化愈伤数 愈伤组织状态

1 30 10 基部乳白色疏松,顶部淡黄硬颗粒

2 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒

3 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒

4 30 10
基部白色疏松, 顶部部分淡黄硬颗粒,

部分绿色紧密,无颗粒

5 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒

6 30 0
10%基部白色疏松, 顶部绿色紧密, 其

余全为绿色紧密硬块

7 30 0 全为绿色紧密硬块

8 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒

9 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒

10 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒

11 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒

12 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒

13 30 0 全为绿色硬块,顶部细胞紫红色

14 30 4
基部白色疏松, 顶部部分淡黄硬颗粒,

部分绿色紧密,无颗粒

15 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒

16 30 0 基部白色疏松,顶部绿色紧密,无颗粒
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2 3 3 体胚苗移栽 小苗长到 8~ 10 cm时,在温度

25 ∃ 、湿度 75%左右的玻璃温室中揭盖炼苗 3 d后

移栽, 于同样条件温室中培养, 第 1周置于阴凉处,

而后置于向阳处, 1个月后调查成活率 85%。

3 结论与讨论

(1)地锦愈伤组织的诱导国内外少见报道。据

同科葡萄属( Vitis L )植物组织培养研究[ 6~ 8] , 在含

有 IAA、NAA、NOA、2, 4 D的培养基上均可产生愈伤

组织,其中 2, 4 D使用较为普遍,一般浓度在 0 5~ 2

mg L- 1之间,在一定范围内, 随 2, 4 D浓度的增加,

愈伤组织诱导率也随之增大, 但是,生长素浓度并不

是越大越好, 过高浓度的 2, 4 D并不利于胚状体的

发生。本实验结果与此趋势相同。诱导葡萄( Vitis

sp )幼胚产生胚性愈伤组织的适宜 2, 4 D浓度为

0 5~ 2 mg L- 1,本实验中,低于 1 mg L- 1的2, 4 D不

能诱导 地 锦幼 胚产 生胚 性 愈伤 组织, 而 4

mg L
- 1
2, 4 D诱导出的愈伤组织经相同分化试验未

能产生胚状体, 说明浓度可能过高,抑制了胚状体的

发生。因此适宜地锦幼胚诱导胚性愈伤组织的 2, 4

D浓度应为 2 mg L
- 1
左右。

( 2)地锦幼胚诱导出的愈伤组织在多种组合的

培养基中均可顺利继代, 但生长素与细胞分裂素的

比例越低,愈伤组织生长越快,而过快生长的愈伤组

织在本研究中未能分化出胚状体。据葡萄胚状体发

生研究[ 9, 10] ,继代培养基保持较高浓度的细胞分裂

素和较低浓度的生长素有利于胚状体的诱发, 但二

者比例若过高,则不利于愈伤组织的生长。本研究

得出相似的结果, 地锦幼胚愈伤组织能诱导出胚状

体的适宜继代培养基激素组合为: 6 BA 2 0 mg L- 1

+ 2, 4 D 1 0 mg L- 1, 而 6 BA 2 0 mg L- 1与 2, 4 D

0 5 mg L
- 1
、6 BA 1 5mg L

- 1
与2, 4 D 0 5 mg L

- 1
组

合继代培养的愈伤组织不仅生长速度缓慢, 且褐化

严重,继代 4次后便全部死亡。

( 3)有学者认为生长素对进入胚胎发生 预决定
状态!的细胞来说,会起到抑制胚胎发生和发育的作

用[ 11]。本研究用无任何外源激素的改良 B5基本培

养基成功诱导出胚状体,且胚状体在相同培养基上

萌发为正常小苗, 而添加低浓度生长素( NAA 0 1

mg L
- 1
)的培养基则未诱导出胚状体,结果与此观点

相符合。

( 4)综合愈伤组织诱导、继代及分化结果, 适宜

地锦幼胚体细胞胚胎发生的适宜培养基为: 愈伤组

织诱导培养基:改良 B5基本培养基+ 6 BA 2 0 mg

L- 1+ 2, 4 D 2 0 mg L- 1; 愈伤组织继代培养基: 改

良 B5基本培养基+ 6 BA 2 0 mg L- 1+ 2, 4 D 1 0

mg L
- 1
;分化及萌发培养基:改良 B5基本培养基。

( 5)地锦幼胚的胚状体起源于愈伤组织表面, 即

外起源,胚状体发育经过球形胚、心形胚、鱼雷形胚

和子叶形胚等不同阶段逐渐发育成熟, 为较典型的

双子叶植物胚状体发生方式
[ 12]
。
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