
浙 江 农 林 大 学 学 报!

!"#$

!

!"

"

%

#$

$&'($&)

!"#$%&' "( )*+,-&%. /01 2%-3+$4-56

*+,-'".''$//01.,223.!"4%!")%&.!"'$."%."'"

香榧幼胚发育与胚性感受态之间的相关性
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摘要! 以突破种鳞第
$

周至第
#%

周种子的香榧
7"$$+6& .$&%8-4

%

7899,::,,

& 幼胚为外植体! 研究了香榧幼胚胚龄'

生长素等对香榧胚性愈伤组织以及体细胞胚直接发生的影响! 筛选出高胚性感受态的香榧幼胚胚龄! 并根据幼胚

内源吲哚乙酸(

;<<

#和脱落酸(

<=<

#质量分数检测结果! 初步确定了高胚性感受态的香榧幼胚生理特点) 结果表

明$ 在
>?

附加
6.' @A

*

B

"#

C<<

培养基中培养! 第
4

周幼胚的胚性愈伤组织发生率最高! 为
D$./E

! 第
'6

周幼胚

的体胚直接发生率最高! 为
D!.)E

+ 而培养于
>?

基本培养基中的第
'D

周幼胚直接萌发率最高! 为
&%.'E

) 香榧不

同胚龄幼胚内源
<=<

及
;<<

质量分数检测结果表明$ 不同发育时期香榧幼胚的内源
;<<

及
<=<

质量分数具显著

差异(

9＜6.6%

#) 其中香榧第
$

周幼胚内源
;<<

的质量分数最高! 为
%/.46 3A

*

A

"'

! 随着胚龄的逐渐增加! 内源
;<<

质量分数呈下降趋势! 第
'%

周内源
;<<

质量分数最低! 为
/%.&6 3A

*

A

"'

) 内源
<=<

质量分数随着胚龄的增加呈先

缓慢下降! 再快速上升! 后下降! 其中第
'%

周达到最大值! 为
'&6.!6 3A

*

A

"'

) 通过对香榧幼胚离体培养及内源激

素的测定! 发现香榧第
$F#!

周幼胚具有较高的胚性感受态) 该研究结果对维持香榧幼胚高胚性感受态! 开展香榧

胚性愈伤组织及体胚发生培养条件的优化提供了技术指导) 图
%

表
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植物胚性感受态为植物细胞或组织脱分化能力或潜力* 胚性感受态的高低直接决定了植物体细胞胚

诱导的难易程度!

H

%

+ 研究发现* 大多数植物的组织或细胞维持高水平胚性感受态的时间极短!

!N2

%

+ 胚性感

受态水平的高低与基因型, 外植体的取材部位, 生理学年龄等密切相关!

O

%

+ 在黑核桃
/0'1&(+ (*'#&

中*

授粉后
2PO

周的幼胚开始具有体胚发生能力* 授粉后
DPL

周时幼胚体胚发生频率最高* 此后* 体胚发生

能力逐渐下降!

1

%

+ 在梨
2%#0+

中* 具有胚性感受态的时间极短* 只有当梨幼胚发育期为鱼雷胚至子叶胚

时* 才有少量体胚的诱导与发生!

D

%

+ 榧树
,"##-%& '#&(.*+

隶属于裸子植物红豆杉科
F)Q)C()(

榧属
,"##-%&

常绿乔木+ 香榧
,"##-%& '#&(.*+

-

<(''9==99

( 是实生榧树中优良变异类型或优株经人工嫁接繁殖而成的优

良品种* 为中国特有的珍稀干果和木本油料植物* 具有重要的经济, 社会和生态价值!

L

%

+ 由于传统嫁接

繁殖难以满足目前市场的巨大需求* 近年来* 研究人员开展了香榧植株体胚发生及再生体系的建立等研

究!

$NHH

%

+ 但由于缺乏对香榧种子内幼胚发育过程及体胚诱导及发生规律的深入了解* 导致其体胚发生及

再生体系难以稳定* 有效繁殖系数低+ 本研究以不同发育阶段的香榧幼胚为外植体* 开展胚性愈伤组织

及体细胞胚诱导研究* 通过对不同发育时期来源的幼胚进行诱导率分析* 同时辅以幼胚内源激素的变化

规律* 拟阐明香榧幼胚发育状态与其胚性感受态之间的相关性* 为建立香榧稳定, 高效体胚发生及植株

再生体系提供良好的技术平台* 同时也为后期香榧遗传转化体系的建立打下良好的基础+

H

材料与方法

*+*

实验材料

于
!"HO

年
L

月
1

日至
$

月
!2

日* 选取浙江农林大学试验基地中良好的香榧植株.图
H@

$+ 香榧种

子于
1

月
H"

日突破种鳞* 以此日期为起点计算* 即种子突破种鳞后第
$

周至第
H1

周.以下简称第
$

周

至第
H1

周$* 分
$

次采集发育正常, 大小适中的种子带回实验室待处理+

*+,

实验方法

将
$

次采集的香榧种子用解剖刀去除香榧种子的假种皮* 放入添加洗涤剂的清水中搓洗数次并漂洗

干净* 在自来水流水下冲洗
HP! ,

后用吸水纸将种子表面水分吸干+ 在超净工作台上用体积分数为
L1R

乙醇表面灭菌处理好的香榧种子
2 E95

* 无菌水冲洗
2PO

次* 再用稀释
#%

倍的次氯酸钠.

S)K=T

$溶液

.每
1% EU

加
#

滴吐温$真空抽滤
!% E95

* 无菌水冲洗
1PD

次* 无菌吸水纸吸干种子表面水分后等用+

用无菌修枝剪从表面灭菌后的种子顶端.俗称榧眼端$纵向剪开* 在体视显微镜.

V(977 W+('(- X97C-G('B

YH!

$ 下用解剖针剥取完整幼胚* 待用+

H3!3H

不同发育时期幼胚内源吲哚乙酸!

Z@@

"及脱落酸!

@A@

"的质量分数测定 将
$

个不同发育时期的

香榧幼胚.每次剥取
"3! /

左右$* 立即用液氮速冻* 放入
!L" #

的低温冰箱内以备内源激素质量分数测

定+ 内源激素质量分数测定时每
"3 H /

样品加入
H EU

内含
H EE-=

&

U

!H二叔丁基对甲苯酚的
$"R

甲醇提

取液* 弱光下冰浴研磨冰冻鲜样成匀浆* 转入离心管中* 再用
H EU

提取液分次冲洗研钵* 一并转入离

心管中+

O #

下提取
O ,

*

H """ '

离心
H1 E95

取上清液* 残渣加入
H EU

提取液
O #

下提取
H ,

* 合并

上清液+ 上清液过 H$

K

固相萃取柱后* 用氮气吹干+ 过柱后的样品用
0[ L3O

的磷酸缓冲液溶解后* 将样

品甲脂化* 即用氮气吹干* 之后再用甲醇溶解* 在冰浴条件下加过量的重氮甲烷反应至黄色*

H" E95

后加半滴
"3! E-=

&

U

!H乙酸甲醇破坏过量的重氮甲烷.黄色消失$* 用氮气吹干* 磷酸缓冲液溶解后进行酶

联吸附法.

\UW@

$测定
@A@

和
Z@@

质量分数.分母为幼胚鲜质量$+ 每个处理重复
2

次+

H3!3!

香榧胚性愈伤组织及体胚诱导 将
$

个不同发育时期的香榧幼胚取出后* 接种在胚性愈伤组织及

$D!



第
!"

卷第
"

期

体胚诱导培养基中! 培养基成分如下"

!

以
#$% &'

为基本培养基#

#%

$

% 附加
()# *+

&

,

!#萘乙酸'

-..

(%

%

+

&

,

!#活性碳%

!( +

&

,

!#蔗糖)

"#/% &'

基本培养基% 附加
0)# *+

&

,

!#

-..

%

0)" +

&

,

!#谷氨酰胺%

% +

&

,

!#

活性碳%

!0 +

&

,

!#蔗糖)

##$% &'

基本培养基'对照(! 培养基附加
1 +

&

,

!#琼脂%

2' ")3

% 暗培养! 每处

理接种
%0

个幼胚% 重复
!

次!

#)%)!

数据统计分析 每天观察幼胚生长情况% 当幼胚暗培养
1

周时% 在体视显微镜下观察胚性愈伤组

织* 体胚诱导以及幼胚萌发情况% 统计各处理下胚性愈伤组织诱导率* 体胚发生率以及幼胚直接萌发

率! 实验数据采用
&4+*56789 :;0

和
&6&& #3)0

进行统计分析%

<=>?5>

新复极差检验法进行多重比较!

%

结果与分析

!"#

香榧幼胚发育的形态特征观察

观察发现% 成熟的香榧种子具假种皮% 绿色纤维质'图
#.

(! 剥去假种皮% 可见棕褐色外种皮% 坚

硬木质化'图
#@

% 图
#A

箭头
%

所示(! 内种皮暗红色% 褶皱膜质% 内陷成脊状'图
#A

% 箭头
#

所示(!

胚乳单倍体% 乳白色% 为主要可食用部位'图
#A

% 箭头
!

所示(! 香榧幼胚位于种子榧眼端雌配子体腔

内% 细小不明显'图
#A

% 椭圆所示% 图
#<

(% 幼胚胚体和胚柄系统相连% 胚柄系统靠近珠孔端% 胚头部

远离珠孔端! 香榧胚发育经历多胚时期* 胚胎选择时期和优势胚完全发育等
!

个时期! 通过胚胎选择%

多个香榧幼胚最后仅有
#

个发育较好% 其他幼胚在不同发育阶段终止发育而萎缩! 香榧早期幼胚为棒状

'图
#BC D

(% 随着幼胚发育成熟% 头部逐渐膨大% 直至子叶展开% 胚柄萎缩脱落'图
#E

%

'

(!

!"!

不同胚龄对香榧幼胚内源
$%$

及
&$$

质量分数的影响

不同发育时期香榧幼胚的内源
F..

及
.@.

质量分数具显著性差异'

!＜(;("

(! 香榧幼胚内源
F..

的质量分数在胚珠突破种鳞后第
:

周处于最大值% 达
"!;G( >+

&

+

!#

% 第
G

周稍有下降% 但与第
:

周之间

无显著性差异% 之后迅速下降至
11;#1 >+

&

+

!#

! 随着胚龄的逐渐增加% 内源
F..

质量分数总体呈小幅波

动的下降趋势% 第
#"

周最低% 为
!";H( >+

&

+

!#

'图
%

(!

香榧幼胚内源
.@.

质量分数的测定结果表明" 幼胚胚龄对其内源
.@.

的质量分数同样具有显著影

响'

!＜(;("

(! 在种鳞突破种皮后的第
:

至第
#"

周内% 随着胚龄的增加% 内源
.@.

质量分数呈先下降

后上升的总趋势% 其中第
:

周至第
#(

周% 内源
.@.

质量分数先下降后上升% 但变化幅度比较小) 第

龚 丽等" 香榧幼胚发育与胚性感受态之间的相关性

图
#

香榧种子及幼胚生物学特性
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&%

周到第
&!

周处于快速上升期! 从第
&%

周的
$'($% )*

"

*

!#上升

到第
#!

周的
#++(,- )*

"

*

!#

# 第
#.

至
&/

周内源
010

处于变化平

缓期! 且维持在较高水平! 其中第
&+

周和第
&/

周内源
010

质

量分数无显著差异! 第
&/

周达到最大值! 为
&,"(!" )*

"

*

!&

$图
!

%&

!"#

不同胚龄对香榧幼胚胚性感受态的影响

不同发育阶段香榧幼胚的胚性感受态具显著差异# 同时!

不同离体培养条件对香榧幼胚的胚性感受态激发也有显著差异

$表
&

! 图
.

! 图
+

%& 将香榧幼胚接种于
&2! 34

基本培养基中培

养! 当幼胚胚龄较小时! 可产生极少量胚性愈伤组织! 但从第

&"

周开始! 胚性愈伤组织诱导率均为
"

! 但各胚龄幼胚均未诱

导直接产生体胚& 将幼胚接种于附加
"(& 5*

'

6

!&

700

的
&2! 34

基本培养基上培养! 随着幼胚胚龄的增加! 胚性愈伤组织诱导

率先上升后下降! 其中第
$

周幼胚的胚性愈伤组织诱导率为

+$8&9

! 第
'

周时略有升高! 达到最高值! 为
+$8.9

! 随后逐渐

下降! 第
#+

至第
#/

周胚性愈伤组织诱导率为
%

# 将香榧幼胚置

于
#2! 34

基本培养基附加
%8# 5*

"

6

!#

700

的培养基中培养! 随着胚龄的增加! 诱导率也呈先上升后下降

的趋势! 第
$

周体胚诱导率为
%

! 第
'

周体胚诱导率上升为
/8$9

! 至第
#%

周体胚诱导率达到最高! 为

+!8-9

! 后随着胚龄的增加! 体胚诱导率逐渐下降! 第
#+

周至第
#/

周体胚诱导率为
%

(图
.

%&

表
$

胚龄及萘乙酸对香榧幼胚胚性感受态的影响

:;<=> & ?@@>AB C@ D>E>=CF5>)B;= GB;*>G ;)D 700 C) >5<HIC *>)JA @H>KL>)AI C@ !"##$%& '#&()*+

)

M>HHJ==JJ

*

J55;BLH> >5<HICG

处理
! 萘乙酸2(5*'6

!&

% 胚珠突破种鳞
2

周 胚性愈伤组织诱导率
29

体胚直接发生率
29

幼胚萌发率
29

& %

$

/8& " %8$ > % @ % N

! %8# +.8# " %8. < % @ % N

. %

'

#8! " %8# @ % @ % N

+ %8# +$8. " !8, ; /8$ " %8- > % N

/ %

#%

% * % @ /8+ " %8$ O

, %8# +-8+ " #8/ ;< +!8- " #8. ; % N

- %

##

% * % @ '8$ " !8/ P

$ %8# .%8# " %8' A .'8. " %8! < -8! " %8' J

' %

#!

% * % @ !#8. " #8$ D

#% %8# #.8/ " #8# D #$8, " !8# A #/8! " #8. *

## %

#.

% * % @ ++8! " !8+ A

#! %8# !8# " %8. @ -8- " %8# D #'8- " %8- @

#. %

#+

% * % @ ,/8# " #8! ;

#+ %8# % * % @ !%8' " %8/ D>

#/ %

#/

% * % @ ,.8- " %8' <

#, %8# % * % @ !%8. " !8$ >@

第
$

周至第
#/

周的幼胚进行离体萌发试验发现! 不同外植体发育阶段及培养条件对萌发率具有显

著影响(图
+

%+ 将幼胚培养于
#2! 34

基本培养基中! 萌发率随着胚龄的增加而升高! 第
$

周至第
'

周幼

胚萌发率为
%

! 从第
#%

周开始! 萌发率逐渐上升! 第
#+

周时达最高值! 为
,/8#9

! 之后略有下降& 而

当幼胚培养于附加
%8# 5*

"

6

!#

#2! 34

培养基
700

中进行萌发培养时! 香榧幼胚极易产生愈伤组织而不

能正常萌发形成有效苗(图
/

%&

.

结论与讨论

体细胞胚胎发生在植物组织培养过程中! 外植体材料的基因型, 发育阶段以及生理状态等决定了其

胚性感受态的强弱+ 对于多数植物来说! 特定阶段幼胚的胚性感受态明显强于其他阶段-

#.

.

& 目前! 已有

图
!

香榧幼胚胚龄对其内源
Q00

及

010

质量分数的影响

RJ*LH> ! ?@@>AB C@ D>E>=CF5>)B;= GB;*>G C)

>)DC*>)CLG Q00 ;)D 010 AC)B>)B C@

J55;BLH> >5<HIC J) ,"##-%& '#&(.*+

)

M>HHJ==JJ

*

$,+
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图
!

胚龄对胚性愈伤组织及体胚直接发生

的影响

#$%&'( ! )**(+, -* $../,&'( (.0'1- 2(3(4-5.(6,/4 7,/%(7

-6 (.0'1-%(6$+ +/44&7 $62&+,$-6 /62 2$'(+,

7-./,$+ (.0'1-%(6(7$7

!

89:;<= .%

"

>

?=

@AA

#

图
B

胚龄及培养条件对香榧幼胚萌发

的影响

#$%&'( B )**(+, -* $../,&'( (.0'1- 2(3(4-5.(6,/4

7,/%(7 /62 .(2$/ -6 $6 3$,'- %('.$6/,$-6

多种裸子植物经诱导成功获得了体细胞胚$

=B

%

& 与被子植物不同' 裸子植物体细胞胚诱导对外植体的要求

更加严格' 一般情况下' 以胚性感受态较高的幼胚为外植体进行体胚诱导& 如' 在火炬松
!"#$% &'()*

'

华北落叶松
+*,"- .,"#/"."%!,$..,(/0&""

等针叶树' 需采用各发育阶段的幼胚为外植体进行体胚诱导$

="C=D

%

&

除此以外' 部分研究还采用了未成熟的雌配子体为外植体成功获得了体细胞胚$

E;CEE

%

& 本研究采用香榧胚

珠突破种鳞后第
FG="

周的幼胚为外植体' 第
D

周幼胚胚性愈伤组织诱导率最高' 达
"B<!H

' 第
==

周幼

胚的体胚直接发生率最高' 达
BF<BH

' 表明不同发育时期对香榧幼胚胚性感受态具显著影响& 然而' 尽

管幼胚在某些阶段!如子叶胚早期( 子叶胚晚期等#具有良好的胚性感受态' 但对于绝大多数植物来说'

植物组织由于幼胚胚性感受态表现出的细胞全能性仍需要合适的条件下才能受到激发& 本研究中将香榧

幼胚培养于附加
;<= .%

"

>

!=

@AA

的
89

基本培养基时' 无论是胚性愈伤组织诱导率还是体细胞胚直接发

生率' 都显著高于在
89

基本培养基中的诱导结果' 说明香榧幼胚胚性感受态也需要特定条件!外源

@AA

#激发&

幼胚胚性感受态需在特定条件下才能被激活的现象与植物幼胚体的生理状态密切相关$

=FI E!

%

& 植物的

内源激素是影响组织胚性感受态的最重要因素之一& 以香雪兰
1,((%"* ,(2,*/&*

花序为外植体进行体细胞

胚诱导' 花序的形态学上端无体细胞形成' 而下端可分化出体细胞胚& 检测结果表明' 体细胞胚诱导前

的花序形态学上下两端内源
JAA

质量分数无明显差别' 但培养后形态学下端!体细胞胚发生端#

JAA

质量

分数明显高于上端' 表明内源
JAA

质量分数是香雪兰花序诱导产生体细胞胚的主导因子之一$

EB

%

& 本研

究第
F

周至第
==

周幼胚的内源
JAA

质量分数较高' 此时极易诱导胚性愈伤组织或体细胞胚' 说明高质

量分数内源
JAA

可能提高幼胚的胚性感受态' 使幼胚易于受外源激素诱导并脱分化& 现有研究表明'

AKA

对于植物胚的正常发育和防止早萌具有重要作用$

E"

%

& 不仅如此'

AKA

对胚发育调节作用与胚的发

育程度有关' 果针入土后
=; 2

的花生幼胚' 在无外源植物生长调节物质的培养基中能够正常发育' 而

果针入土后
E; 2

的花生幼胚需要越来越高的外源
AKA

维持才能正常发育$

EL

%

& 本研究中香榧幼胚第
FG==

图
"

不同胚龄对香榧幼胚胚性感受态的影响

#$%&'( " ).0'1-%(6$+ *'(M&(6+1 -* $../,&'( (.0'1-7 &62(' 2$**('(6, 2(3(4-5.(6,/4 7,/%(7

&

龚 丽等) 香榧幼胚发育与胚性感受态之间的相关性 FL"
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周幼胚内源
&'&

质量分数较低! 此时幼胚的胚性感受态较高! 随着胚龄增加!

&'&

质量分数快速上升

并维持在较高水平! 但幼胚胚性感受态逐渐降低! 可能与
&'&

可以促进香榧胚胎发育成熟有关! 此现

象与一定质量分数
&'&

促进华北落叶松" 云杉
!"#$%

等裸子植物体胚成熟相似#

#() !*

$

%

综上所述! 香榧第
$+#!

周幼胚具有较高的胚性感受态! 同时! 通过对幼胚内源激素的测定! 对维

持外植体高胚性感受态! 开展香榧胚性愈伤组织及体胚发生培养条件的筛选提供了技术指导% 香榧幼胚

发育状态与胚性感受态之间的相关性是以幼胚为外植体进行胚性愈伤组织及体细胞胚的重要环节% 由此

掌握精确幼胚取样时间! 准确采样! 极大缩短体细胞胚诱导及培养的周期! 大大降低培养成本! 可为香

榧遗传转化体系的建立提供良好的技术平台%

,
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