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　　摘　要:研究了不同浓度GA3浸泡处理对解除`凤丹'种子上胚轴休眠的影响。结果表明:浓

度为 500 mg/ L 的 GA3浸泡种子 48 h ,胚的萌发率 52.6%;经过对 4种培养基的筛选 ,认为

1/2MS+Ca2+可以作为胚培养的基本培养基;胚培养最佳培养基为 1/2MS+GA30.5 mg/ L。
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　　牡丹(Paeonia suf fruticosa Andr.)为芍药科芍药属

植物 ,其花富丽端庄 、多姿多彩 ,被誉为“国色天香”。在

生产中 ,一些名贵品种由于长期人工栽培导致结实能力

降低 ,种子发育不良且难以保持优良种性 ,而通过常规

杂交育种周期较长 ,选育一个品种往往需十几年 ,甚至

数十年。针对牡丹组培的研究已有报道但还不成

熟[ 1-2] ,总结前人经验的基础上对牡丹种子胚培养条件

做了进一步探索 ,旨在为通过基因工程途径改良牡丹性

状提供技术支持。

1　材料与方法
1.1　试验材料

`凤丹' 种子采自河南省洛阳市国家牡丹基因库 ,

2007年9月中旬采收 ,室内阴干后贮藏备用。

1.2　方法

1.2.1　不同浓度 GA3 　浸泡`凤丹'种子选取饱满 、颜

色光亮的`凤丹' 种子 ,用清水洗去表面杂质 ,拿滤纸吸

干种子表面水分 ,然后放入不同浓度的GA 3溶液中 ,浓

度梯度设置 3个 ,分别为 100 、300 、500 mg/L ,对照用蒸

馏水浸泡处理。每一处理 15粒种子 ,重复 2次 ,浸泡时

间为 48 h ,温度为(20±2)℃。培养时间为 30 d ,统计各

个处理的萌发率和褐化率。

萌发率=萌发的胚数/该处理中无污染胚数;

褐化率=褐化的胚数/该处理中无污染胚数。

1.2.2 　̀ 凤丹' 胚培养之基本培养基筛选 　以 MS 、

1/2MS 、1/2MS+Ca
2+
及 1/2MS+1 g/ L胚乳水提液为 4

种基本培养基 ,调查种胚的萌发生长效果。培养 30 d后

统计各个处理的萌发率和褐化率。

1.2.3　不同激素组合诱导`凤丹'种胚生长　在基本培

养基中附加不同植物激素 ,组成 9种培养基 (见表 1 ),

所有培养基中均加入蔗糖 35 g/ L ,琼脂 5.3 g/ L ,调节

pH值 5.8。培养 30 d后统计污染胚数 、褐化率 、玻璃化

率 、不增大胚率 、萌发率 、胚轴膨大率。

　　表 1　　̀凤丹'胚培养培养基成分的组成 mg/L

处理号 BAP NAA GA3

L1 0.5 0.1 0.5

L2 0.8 0.2 0.5

L3 1.0 0.3 0.5

L4 1.0 0.2 0.5

L5 1.2 0.3 0.5

L6 0.5 - -

L7 - - 0.5

L8 0.1 - -

L9 0.05 - 0.25

　　注:试验中的基本培养基为1/2MS+Ca2 +。

1.2.4　消毒和接种　选取经过低温层积(4℃)50 d的

`凤丹' 种子 ,流水冲洗干净 ,用 800倍的多菌灵浸泡

15 min 后 ,用蒸馏水冲洗 3次 ,在室温下用蒸馏水浸泡

24 h后置于超净工作台上 ,用 75%(v/v)乙醇消毒30 s ,

无菌水冲洗1次 ,再用 0.1%的 HgCl2浸泡 10 min ,无菌

水冲洗 5 ～ 6次 ,每次持续 1 min。剥出种胚 ,接种于不

同培养基上 ,每瓶接种2个胚 ,每个处理接种5 ～ 6瓶 ,重

复 3次。

2　结果与分析
2.1　GA3对打破`凤丹'种子上胚轴休眠的效果

由表 2可知 ,种子的萌发率与 GA3浓度大小有关。

种子的萌发率随 GA3浓度的增加而升高 ,由 100 mg/ L

时的 16.7%增加到 500 mg/L 时的 52.6%,增长了

36%。可见 GA3可有效打破凤丹种子上胚轴休眠 ,GA3

浓度对发芽率有较大影响。对照组和500 mg/L GA3处

理其褐化率均为0%,而 100 mg/L和 300 mg/ L的 GA3

处理对胚的褐化影响不大。

99



·研究简报· 北方园艺 2009(1):99～ 101

　　表 2　不同浓度GA3处理对`凤丹' 种子萌芽率 、

褐化率的影响
GA3溶液浓度/mg·L-1 接种胚数 萌发率/ % 褐化率/ %

CK 24 12.5 0

100 30 16.6 3.3

300 30 23.3 6.7

500 19 52.6 0

2.2 　̀凤丹' 胚培养之基本培养基筛选

由表3可知 ,在4种处理中萌发率最高的为SX2(1/

2MS),达到 100%,但是其褐化率较高 ,故胚培养时不宜

采用。而 SX3(1/2MS+Ca2+)褐化率较低 ,并且胚的萌

发率与其它 3种处理间差异不显著 ,因此可以作为胚培

养的基本培养基。

　　表 3　　̀凤丹'胚培养基本培养基筛选 30 d

处理号 处理 接种胚数 萌发率/ % 褐化率/ %

SX1 MS 19 89.5a 63.2ac

SX2 1/2MS 18 100a 77.7ac

SX3 1/2MS+Ca2+ 24 83.3a 25b

SX4 1/2MS+1 g胚乳 23 86.9a 78.3c

　　注:表中数字后字母表示邓肯氏分析结果。P=0.05。

2.3　不同培养基中的激素组合对`凤丹'种胚生长的影响

胚根与胚芽的生长主要受培养基中植物激素的影

响(表1 、4)。在 9个处理组合中 , L1的褐化率最高 ,达

53.6%,L7的褐化率最低仅 6.3%,由此可见 ,在种胚的

启动培养阶段 ,减少或不使用BAP 、NAA 、IBA对减轻种

胚褐化有帮助;林松明等研究发现[ 3] 在4℃条件下 ,打破

`凤丹'种子上胚轴休眠的临界低温期介于 20 ～ 25 d之

间 ,此试验中 4℃低温处理的时间为 40 d。在所有处理

中 L1的不增大胚率最高达 64.3%,而 L7的所有种胚均

正常增大。L2的萌发率最高达 96.7%,L5和 L8最低 ,

均为 71.4%;在接种种胚 1周后 ,胚轴即开始膨大 ,30d

后 L7的胚轴膨大率最高达 93.8%,而 L8的胚轴膨大率

最低 ,仅50%。

在幼苗的长势方面 ,所有组合中只有 L2 、L3、L7长

势较好 ,其中 L7长势最好(见图 1),幼苗的子叶呈现淡

绿色 ,胚轴显著伸长 ,胚根伸出 ,并着生少量根毛 ,其叶

柄特长 ,远较 L2和 L3处理中的叶柄长 ,而 L2和 L3(见

图 2)中的幼苗株型较矮 ,胚轴膨大 ,子叶颜色与 L7同 ,

只是胚根未伸出。L1 、L4 、L5、L6、L8、L9这几个处理长

势差 ,叶片和胚轴边缘有轻微的褐色斑点 ,胚根也均未

伸出。

　　表 4 不同植物激素组合对种胚启动培养的影响 30 d

培养基指标
处理编号

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9

无污染的胚数a 28 30 28 28 28 22 32 14 20

褐化率b/ % 53.6 6.7 17.9 35.7 28.6 18.2 6.3 28.6 10.0

不增大胚率c/ % 64.3 3.3 17.9 17.9 32.1 27.3 0 50.0 20.0

萌发率d/ % 75 96.7 82.1 78.6 71.4 81.8 93.8 71.4 80.0

胚轴膨大率e/ % 57.1 93.3 85.7 75 67.9 81.8 93.8 50 75

　　注:b:褐化胚数/ a.c:不增大胚数/a.d:萌发的胚数/a.e:胚轴膨大数/ a。

3 结论与讨论

将`凤丹' 种子用 100 ～ 500 mg/L的 GA3浸泡48 h ,

对打破`凤丹'种子上胚轴休眠具有一定作用 ,胚的萌芽

率随 GA3浓度的升高而增加 ,其中以 500 mg/L GA3处

理的效果最好。这与张玉刚等[ 4] 报道的`凤丹' 种子上

胚轴休眠可以被 100 mg/L GA3处理 24 h打破休眠的

结论基本一致。

在胚的启动培养阶段 ,不加或者少加 BAP 、NAA可

以减少胚的褐化和胚轴的愈伤组织化 ,这对后期幼苗的

生根有益 ,总之1/2MS+Ca2++0.5 mg/L GA3为胚培养

最佳培养基。

试验中 ,在 1/2MS培养基中添加1 g/L胚乳水提液 ,

`凤丹'胚的萌发受到抑制 ,这与杨红超[ 5]报道的在培养基

中加入胚乳液抑制胚萌发的观点相似 ,所不同的是在杨红

超的试验中 ,全部胚均没有萌发。而在该试验中 ,胚的萌

发率高达86.9%,与其相对应 ,在没有添加胚乳水提液的

1/2MS培养基中 ,胚的萌发率达 100%,因此认为胚乳在

一定程度上抑制胚的萌发 ,但并不是完全抑制其萌发 ,究

竟是何种物质抑制其萌发 ,有待进一步研究。
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蔗糖和 PEG对山茶花花粉离体萌发的影响

张 　涛 , 黄 　敏
(重庆师范大学 生命科学学院 ,重庆 400047)

　　摘　要:以山茶花为材料 ,研究不同浓度的蔗糖和 PEG对茶花花粉离体萌发的影响。结果

表明:添加适当浓度的蔗糖和 PEG有利于山茶花花粉的萌发和花粉管的生长 ,但是随着浓度的

升高对花粉的萌发有一定抑制作用。当蔗糖浓度为 20 g/L 、PEG浓度为 15 g/L时花粉的萌发率

最高。
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　　茶花 ,又称山茶花(Camellia japomica L.),是我国

传统的十大名花之一 ,也是世界的名贵花木之一。山茶

花的花期一般为1 ～ 3个月 ,始花温度 2℃,属典型的冬 、

春花卉 ,有着重要观赏价值[ 1] 。研究发现 ,人工辅助授

粉或杂交授粉是常规育种研究中培育新品种的重要途

径 ,而花粉采集 、贮藏以及生活力检测是人工授粉的重

要环节 ,因此 ,开展山茶花花粉生活力的研究 ,可以为杂

交育种提供理论基础。花粉生活力的测定方法常用的

有:花粉萌发 、核及原生质染色 、酶测试及荧光染色

法[ 2-3] 。其中花粉萌发法更接近自然实际情况 ,而且这

种方法还为以克服不亲和性为目的的试管受精和通过

花粉进行基因转移等新技术研究奠定基础。

　　目前关于山茶花的离体萌发没有太多的相关报道 ,

魏岩等报道 5%、10 %的2种蔗糖浓度培养液对山茶花

粉萌发的影响差异不显著 ,而不同的硼酸浓度对山茶花

粉的萌发有极其显著的影响
[ 4]
。试验旨在研究蔗糖和
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PEG对山茶花花粉离体萌发和花粉管生长的影响 ,为开

展山茶花的人工授粉及新品种培育提供参考。

1　材料与方法
1.1　材料

以重庆师范大学校园内山茶花为试验材料 ,在早晨

9:00采集新开放的花蕾 ,剥取花药 ,盛于培养皿中 ,置于

人工气候室 25℃培养 ,使其开裂 ,置 4℃冰箱中保存

备用。

1.2　方法

1.2.1　培养基　花粉培养基以不同浓度蔗糖和 PEG-

4000为主要成分 ,组合设计出 8种培养液 ,即 50 mg/ L

H3BO4 +10 mg/L MgSO4 +20 g/L 蔗糖+不同浓度

PEG-4000(5 、10 、15 、20 g/ L);50 mg/L H3BO4 +10 mg/ L

MgSO4 +15 g/L PEG-4000+不同浓度蔗糖(5、10 、20 、40

g/L),用以研究蔗糖和 PEG-4000对山茶花花粉离体萌

发和花粉管生长的影响。

1.2.2　花粉的提取　取即将散粉的山茶花花药置于

1.5 mL离心管中 ,为了降低花粉发育时期不同给试验造

成的误差 ,每个离心管中置 10枚采自不同小花的花药。

在离心管中分别加入等量的8种液体培养基 ,用镊子夹

破花药 ,释放出花粉粒。

Preliminary Research on Embryo Culture of Peony Seed

LIU Hui-chao1 , LIU Lei2 , JIA Wen-qing1 , BAI Zhi-chuan2

(1.Henan Institute of Science and Technology , Xinxiang ,Henan 453003 , China;2.Southwest University , Chongqing 400716 , China)

Abstract:Dormant effects of treatment with different concentration of GA3 on peony seeds were studied.The germination ra-

tio was 52.6%when peony seeds were t reated by 500 mg/L GA3 for 48h.The four kinds of medium were studied , 1/2MS +

Ca
2+

was the basic medium of embryo culture.The best medium of embryo culture was 1/2MS +GA30.5 mg/ L.
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