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有机附加物对栓皮栎胚性组织增殖的影响
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　　摘　要:研究有机附加物水解酪蛋白、谷氨酰胺在离体培养条件下对栓皮栎胚性组织增殖的

影响。结果表明:在栓皮栎的胚性组织增殖培养基中 ,添加一定浓度的水解酪蛋白及谷氨酰胺能

促进栓皮栎胚性组织的增殖;单独添加 ,当水解酪蛋白的浓度为 200 mg/L ,谷氨酰胺的浓度为

400 mg/L时胚性组织的增殖量显著增加;当水解酪蛋白与谷氨酰胺同时添加时 ,200 mg/L 及

500 mg/L 的水解酪蛋白与400 mg/ L 的谷氨酰胺组合均能得到更大的胚性组织增殖量。
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　　植物体细胞胚胎发生技术具有体细胞胚产生数量

多 ,繁殖速度快 ,在短期内可以得到大量遗传上和形态

上均一的苗木等的优点[ 1] 。自 Stew ard和 Reinert在胡

萝卜组织培养中发现一种与胚相似的结构以来 ,目前对

一些草本植物如小麦 、苜蓿 、天仙子等和木本植物白云

杉、挪威云杉 、宁夏枸杞 、龙眼等的体胚发生研究已有了

较为深入的报道 ,已有多达 200 多种植物成功诱导体

胚[ 2-4] 。近年来 ,有关栎属植物体胚发生和植株再生的

研究也逐年增加[ 5] ,已能从栎属植物成年组织诱导出

体胚。

体胚一旦被诱导产生 ,即开始重复增殖次生体胚。

近年来 ,这种重复性体胚发生系统已被视为一种可资利

用的繁殖途径[ 6] 。研究发现 ,体细胞胚胎发生以来外界

条件很多 ,但是在增殖和成熟的过程中渗透压 、氮源 、激

素等尤其重要 ,因为体细胞胚的一个重要特征是能够反

复进行次生胚发生
[ 7]
。栓皮栎是我国重要的造林树种 ,

并且极具经济价值。研究表明 ,体胚发生途径可能是栎

属植物优良单株组培快繁的最好途径
[ 8]
。张存旭等

[ 9]

以栓皮栎实生苗叶片为外植体诱导体胚并对栓皮栎体

胚的增殖 、成熟及萌发进行了研究 ,建立了初步的栓皮

栎体胚再生植株体系 ,虽然体胚的萌发率达到 65.9%,

但植株再生率却只有9.4%,究其原因 ,可能是因为体胚

在增殖或成熟过程中没有积累足够的营养物质或是适

当浓度的生长调节物质 ,从而影响到后期的萌发及再

生。该研究以栓皮栎未成熟的合子胚为外植体诱导体

胚 ,选取同一个细胞系的胚性组织为材料 ,研究有机附

加物水解酪蛋白和谷氨酰胺对栓皮栎胚性组织增殖及

生长状况的影响 ,以期在更大程度上提高栓皮栎的体胚

增殖率 ,得到更加优质的体胚 ,进而优化栓皮栎的体胚

快速繁殖体系 ,为建立更加系统高效的栓皮栎体胚再生

植株体系奠定基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

采集栓皮栎的未成熟合子胚 ,接种到附加了 6-BA

0.5 mg/L、2 ,4-D 0.5 mg/L 、PVP 0.5 mg/L 的MS培养

基上诱导出胚性组织作为材料。

1.2　试验方法

1.2.1　胚性组织的增殖　选取诱导出的胚性组织中生

长较好的细胞系Ⅰ、细胞系Ⅱ的胚性组织分别接种到培养

基 1:基本的增殖培养基MS+6-BA 1 mg/L+NAA 0.25

mg/L ,分别添加 0 、100、200 、500 mg/L的水解酪蛋白;培

养基 2:基本的增殖培养基 MS+6-BA 1 mg/L +NAA

0.25 mg/ L ,分别添加 0 、200 、400 mg/L 的谷氨酰胺;培

养基 3:基本的增殖培养基 MS+6-BA 1 mg/L +NAA

0.25 mg/ L ,同时添加200 mg/ L的谷氨酰胺与 100 、200、

500 mg/L的水解酪蛋白 ,400 mg/L的谷氨酰胺与 100、

200、500 mg/L的水解酪蛋白。培养温度为25～ 28℃,光

照时间 14 h。

1.2.2　统计分析　每个处理接种 5瓶 ,每瓶接种 5 ～ 8

块 0.25 cm2 大小的胚性愈伤组织 ,接种前对材料进行称

重 ,培养28 d后再次进行称重 ,计算增殖量的平均值 ,并

用 SPSS 、DPS软件对数据进行统计分析。
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2　结果与分析
2.1　水解酪蛋白对栓皮栎胚性组织增殖的影响

从表 1可以看出 ,水解酪蛋白对栓皮栎胚性组织的

增殖具有显著促进作用。分别选取 2个细胞系的胚性

组织在添加了不同浓度的水解酪蛋白的培养基中培养

28 d后 ,与对照相比 ,在细胞系Ⅰ和细胞系Ⅱ中 ,200 mg/ L

的水解酪蛋白均能显著促进胚性组织的增殖量的提高。

同时对胚性组织的生长情况进行观察 ,从表 1可知 ,随

着水解酪蛋白的添加 ,胚性组织的生长状况越来越好 ,

当水解酪蛋白的浓度为 200 mg/L 时 ,在胚性组织生长

量显著增加的同时 ,生长状况也达到最好。添加水解酪

蛋白后 ,愈伤组织仍然是白色或浅黄色颗粒状 ,结构较

坚硬或疏松 ,属于正常的胚性愈伤组织 , 并且胚性组织

生长旺盛 ,单独的体胚数量明显增加 ,出现大量的早子

叶形的体胚 ,但是水解酪蛋白的浓度不宜太高 ,否则生

长状况反而变得不好。

　　表 1　水解酪蛋白对栓皮栎胚性组织增殖的影响

处理
水解酪蛋白

/ mg·L-1

细胞系Ⅰ

生长量/g 胚性组织生长势

细胞系Ⅱ

生长量/g 胚性组织生长势

CK 0 0.93±0.05 a ++ 0.91±0.16a ++

C1 100 0.95±0.06 a +++ 0.97±0.14a +++

C2 200 1.08±0.14b ++++ 1.20±0.05b ++++

C3 500 0.95±0.08 a ++ 1.01±0.13a ++

　　注:最小显著差异测验(LSD)测验,不同字母表示差异显著 P=0.05 ,下同;++

生长较慢但不停滞;+++生长较快;++++生长旺盛, 下同。

2.2　谷氨酰胺对栓皮栎胚性组织增殖的影响

从表 2可以看出 ,谷氨酰胺对栓皮栎胚性组织的增

殖具有显著的促进作用。细胞系Ⅰ、细胞系Ⅱ在添加了不

同浓度谷氨酰胺的培养基中培养 28 d后 ,与对照相比 ,

生长量均有所提高 ,当谷氨酰胺的浓度为 400 mg/L 时 ,

胚性组织的生长量显著提高。同时对胚性组织的生长

状况进行观察后发现 ,随着谷氨酰胺的添加 ,胚性组织

的生长状况越来越好 ,胚性组织生长旺盛 ,单独的体胚

数量明显增加 ,愈伤组织也仍然为白色或浅黄色颗粒

状 ,结构较坚硬或疏松 ,属于正常的胚性愈伤组织 ,并且

有大量的早子叶形的体胚出现。

　　表 2　　谷氨酰胺对栓皮栎胚性组织增殖的影响

处理
谷氨酰胺

/ mg·L-1

细胞系Ⅰ

生长量/g 胚性组织生长势

细胞系Ⅱ

生长量/g 胚性组织生长势

CK 0 0.93±0.05a ++ 0.91±0.16a ++

G1 200 0.94±0.08a +++ 0.90±0.18a +++

G2 400 1.08±0.17b ++++ 1.13±0.11b ++++

2.3　水解酪蛋白与谷氨酰胺组合对栓皮栎胚性组织增

殖的影响

从表 3中可以看出 ,不同浓度的水解酪蛋白与谷氨

酰胺组合能促进栓皮栎胚性组织的增殖 ,通过不同浓度

组合的水解酪蛋白与谷氨酰胺对细胞系Ⅰ、细胞系Ⅱ的胚

性组织进行处理后 ,当谷氨酰胺的浓度为 200 mg/L 时 ,

随着水解酪蛋白浓度的增加 ,2个细胞系胚性组织的增

殖变化都不明显 ,从生长情况上看 ,虽然与对照相比 ,生

长势有所增强 ,胚性组织生长较快 ,但均未出现明显的

变化;当谷氨酰胺的浓度为 400 mg/L 时 ,随着水解酪蛋

白浓度的增加 ,2个细胞系中体胚的增殖量均出现显著

的变化 ,生长势增强 ,当水解酪蛋白浓度为200 mg/L和

400 mg/ L时 ,在 2个细胞系中胚性组织的增殖量都显著

提高 ,胚性组织生长旺盛 ,体胚数明显增加。在水解酪

蛋白浓度为 200 mg/ L时 ,得到胚性组织增殖的最大值。

在经过水解酪蛋白与谷氨酰胺组合处理后 ,愈伤组织也

仍然为白色或浅黄色颗粒状 ,结构较坚硬或疏松 ,属于

正常的胚性愈伤组织 ,同时在胚性组织中也出现大量单

独的体胚 ,并且有很多已经进入早子叶期。

　　表 3　　 水解酪蛋白与谷氨酰胺组合对栓皮栎胚性组织增殖的影响

处理
水解酪蛋白

/mg·L-1

谷氨酰胺

/mg·L-1

细胞系Ⅰ

生长量/g 胚性组织生长势

细胞系Ⅱ

生长量/g 胚性组织生长势

CK 0 0 0.92±0.05a ++ 0.91±0.16a ++

(C+G)1 100 200 0.97±0.08a +++ 0.96±0.12a +++

(C+G)2 200 200 0.95±0.05a +++ 1.03±0.09a +++

(C+G)3 500 200 0.95±0.10a +++ 1.04±0.08a +++

(C+G)4 100 400 0.95±0.09a +++ 1.02±0.08a +++

(C+G)5 200 400 1.23±0.11b ++++ 1.29±0.13b ++++

(C+G)6 500 400 1.17±0.13b ++++ 1.20±0.08b ++++

3　结论与讨论
水解酪蛋白和谷氨酰胺作为有机氮源对栓皮栎胚

性组织的增殖有很大的影响作用 ,这与张东向[ 10]在对齿

瓣延胡索愈伤组织生长的研究中发现水解酪蛋白和水

解乳蛋白均有利于愈伤组织生长 ,张建瑛[ 7] 在胡桃楸的

研究中发现 700 mg/L 水解酪蛋白有利于胚性愈伤组织

的诱导 ,王玉珍等[ 11]在对水稻的研究中发现500 mg/L 谷氨

酰胺或精氨酸有利于愈伤组织的形成等的研究结果相

一致。

有机附加物在促进栓皮栎胚性组织增殖的同时 ,对

胚性组织的生长状况也有很大的影响作用 ,在添加了有

机附加物的培养基中生长的胚性组织到后期便开始出

现大量已进入早子叶期阶段的体胚 ,因此 ,有机附加物

的添加很可能改善了体胚的营养环境 ,有利于体胚的成

熟及萌发。
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Effect ofOrganic Additives on Proliferation of Embryogenic Tissue in Q.variabilis

CHEN Chun-ling1 , ZHANG Cun-xu1 , GAO Xiao-jun2

(1.College of Forestry , Nor thwest Ag ricultural and Forestry University , Yang ling , Shaanxi 712100;2.College of Landscape and Horticulture,

Yunnan Ag ricultural University , Kunming , Yunnan 650201)

Abstract:The study focus on the ef fect of organic addi tives such as casein acids hydrolysate and glutamine on proliferation

of embryogenic tissue in Q.variabi lisin vitro.The results showed that add a certain concentration of casein acids hydrol-

ysate and glutamine w ould increase the proliferation of embryogenic tissue in Q.variabi lis.Adding 200 mg/L casein acids

hydrolysate and 400 mg/ L glutamine respectively , would increase the proliferation of embryogenic tissue significantly;

when 200 mg/L casein acids hydroly sate and 400 mg/L glutamine were combined , 500 mg/ L casein acids hydrolysate

and 400 mg/L glutamine were combined , the proliferation of embryogenic tissue increased significantly.

Keywords:Quercus variabi lis;organic additives;embryogenic tissue

蔬 菜 分 苗 讲 技 巧

　　蔬菜分苗 ,是防止苗挤苗 ,扩大幼苗营养 、光照面

积 ,促使幼苗加快生长的有效途径。但是 ,分苗必然

造成不同程度的断根 ,使根系功能下降 ,抑制幼苗正

常生长。要保证幼苗尽可能快恢复根系吸收功能、幼

苗健康成长 ,其技术要点如下。

1　适时分苗

一般冷床育苗如辣椒、茄子分苗约需 40 ～ 60 d。

分苗从2片真叶开始 ,分苗宜控制在 3 ～ 4片真叶以

内。因为幼苗相对小 ,成苗率高 ,苗龄过大 ,影响花芽

分化 ,而且每分苗一次 ,延迟生长5 ～ 6 d。分苗前 3～

5 d ,苗床要降温 ,加大通风 、控制水分 、锻炼秧苗。分

苗时做到边挖苗边扎小拱棚排苗盖膜 ,以防中午高温

秧苗萎蔫。分苗时尽可能集中劳力 、时间进行排苗 ,

以利幼苗健壮生长和管理。分苗宜采取一次分苗。

2　密度适宜

分苗密度与产量关系密切。在一定范围内 ,随苗

距的加大 ,前期产量相对提高 ,效益也会大幅度增加。

一般辣椒分苗苗距 7 ～ 8 cm ,茄子 8 ～ 9 cm 。若苗床

不紧张 ,其苗距可达 8 ～ 10 cm;营养钵育苗其直径达

8 ～ 10 cm ,钵间用土充实 ,提高保湿 、保温效果 ,有利

培育壮苗 ,提高产量效益。

3　分苗方法

分苗前半天应浇水于苗床 ,有利挖苗和苗带土。

挖苗时用铁锨或铁铲。挖苗要离幼苗根部 1 ～ 2 cm 。

挖苗后用手轻轻挖掉根部大部分土 ,然后将其放在盆

里或篮里 ,以利排苗。取苗勿伤嫩茎 ,对子叶应小心

保护。幼苗挖起后立即排苗 ,尤其要防根部被太阳晒

或被风吹干 ,分苗时最好将大小苗分开 ,剔除病苗 、虫

伤苗 、无头苗。

4　排苗

分苗宜浅排 ,一般子叶出土 1 ～ 2 cm 为标准 ,排

苗要把根部土培紧 ,并及时浇足定根水。当天挖的苗

当天排完。若上午排不完的 ,可集中在一起用土围

住 ,并用遮盖物遮盖 ,以防失水萎蔫 ,下午及时排完。
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