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Embryo Culture and Proliferation of Interspecies Hybrids of Sweet Cherry
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(Shandong Institute of Pomology , Taian , Shandong 271000)

Abstract:The crossing fruits were used as explants in this paper to study the embryo culture of sweet cherry.The results

indicated that the proper medium for embryo culture of sweet cherry w as MS +BA 1 mg/L+IAA 1 mg/ L+sucrose

30 g/L+agar 6 g/L and for proliferation w as MS +BA 0.5 mg/L+sucrose 30 g/ L+agar 6 g/ L;The appropriate medi-

um for roots induction was 1/2MS +IBA 0.4 mg/L+sucrose 30 g/L+agar 6 g/ L。
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龙芽楤木体细胞胚状体发生及成苗的调控研究

李正 楠
1 , 王 　红1 , 张 爱军1 , 胡益 民2 , 姬惜 珠1

(1.河北农业大学山区研究所 ,国家北方山区农业工程技术研究中心 ,河北保定 071001;2.保定市园林局 ,河北保定 071001)

　　摘　要:利用龙芽楤木叶片 、叶柄 、嫩茎及根为试材 ,研究了2 ,4-D 、6-BA 、NAA 、糖种类对胚性

愈伤组织及胚状体的诱导 、芽分化和成苗的影响。以 2 ,4-D 1.0 mg/ L ,确定诱导胚性愈伤组织及

胚状体的最适外植体为嫩茎 ,诱导的胚性愈伤组织及胚状体质量 、数量均高于叶片 、叶柄和根;经

直观分析 、方差分析和多重比较 ,结合对比试验 ,结果表明:6-BA是龙芽楤木芽分化及成苗的主要

因素。以蔗糖 30 g/L作碳源 ,芽分化最适培养基为 MS+6-BA 1.0 mg/L+NAA 0.02 mg/ L;成

苗最适培养基为 MS +6-BA 1.0 mg/L +NAA 0.04 mg/L ,芽分化率和成苗率达 88.02%和

79.62%。

关键词:龙芽楤木;胚状体;芽分化;成苗
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　　龙芽楤木 Ar alia elata(Miq)Seem系五加科楤木属

落叶小乔木。别名刺嫩芽 、刺龙芽。原产东北 ,多分布

于东北 、河北山区。生长于林缘 、山谷阴坡等处 ,树皮灰

色 ,密生坚刺。龙芽楤木不仅能防风固沙 ,美化环境 ,且

含有较高的人参营养素 ,具有强身健体 、调节神经 、祛风

除邪的功效[ 1] 。其嫩芽是营养高 、口感佳的山野菜。由

于龙芽楤木零星散生 ,雌雄异株 ,授粉机会较少 ,天然繁

殖率低 ,限制了规模发展。随着山野菜销售价格的提

高 ,利益驱使原产地人掠夺式采集 ,造成野生资源濒临

灭绝。利用组织培养技术对龙芽楤木进行快速繁殖 ,为

其资源的保存 、产业化工厂育苗奠定基础 ,对龙芽楤木

新品种(例如无刺品种)的培育和改良有重要的作用。

目前 ,国内对龙芽楤木的组织培养研究多集中于嫩茎和

芽外植体不经愈伤组织阶段而直接培养成苗 ,诱导胚性
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愈伤组织进而分化胚状体培养成苗的再生方式报导尚

少。该研究以叶片 、叶柄 、嫩茎及根为试材 ,通过胚性愈

伤组织的诱导、分化 ,最终获得了再生植株。旨在为品种快

繁、工厂化育苗 、品种改良、优良品种选育提供科学依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

叶片 、叶柄于 2005年 4月自易县望龙实验站采集

的嫩芽经无菌培养的植株上采集;嫩茎与根为 2006年 4

月由望龙实验站采集 ,该试验在河北省山区研究所组织

培养室完成。

1.2　试验方法

1.2.1　不同器官诱导胚性愈伤组织与胚状体试验　取

经无菌培养大小基本一致的叶片 ,垂直主脉平行切 3

刀 ,叶边缘相连;叶柄切成长 0.5 cm ,纵切;嫩茎与根经

常规灭菌后切成3 ～ 5 mm的薄片接种于 MS培养基 ,经

10 d培养取无污染新鲜组织与上述叶片 、叶柄组织分别

接入 MS+2 ,4-D 1.0 mg/L的培养基上 ,每瓶 3个 ,每种

组织接 30瓶 ,25 d后继代。继代 25 d调查胚性愈伤鲜

重 ,计算胚性愈伤组织诱导率及胚状体诱导率。

1.2.2　不同调节剂配比对芽分化及成苗的影响　以

MS为基本培养基 ,采用 L9(3
4
)正交试验 ,各试验因素水

平见表 1。A 、B 、C 3个因素分别为 6-BA 、NAA 、糖种类。

2种激素各设 3个水平 ,糖种类为蔗糖、葡萄糖 、果糖 ,均

为30 g/L。将胚性愈伤组织和胚状体诱导率高且生长

状态好的培养物移入附加上述激素及糖不同配比的培

养基中 ,每瓶接 3 块培养物 ,每处理 10瓶 ,重复 2次 ,

40 d 调查分化率和成苗率 ,探求 6-BA 、NAA 、糖种类对

芽分化及成苗的影响。

试验培养温度(24 ～ 26)℃,pH 5.8 ,光照强度1 500～

2 000 lx ,光照时间 12 h/d。

　　表 1 因素水平

水平
A

6-BA/ mg·L-1

B

NAA/mg·L-1

C

糖种类

1 0.05 0.02 蔗糖

2 1.00 0.04 葡萄糖

3 2.00 0.08 果糖

2　结果与分析
2.1　不同器官诱导胚性愈伤组织与胚状体试验

将龙芽楤木叶片、叶柄 、嫩茎和根分别接种于 MS+

2 ,4-D 1.0 mg/ L培养基 ,均可不同程度的诱导出胚性愈

伤组织 ,其中嫩茎诱导的愈伤组织数量多质量好 , 10 d

出现微小的黄白色颗粒状突起 ,30 ～ 40 d胚性愈伤出现

生长高峰 ,乳黄色菜花样 ,表面光滑鲜亮、疏松 ,在继代

后期胚性愈伤颗粒纵向伸长 ,两侧生长速度加快 ,顶端

出现 2个裂片 ,部分呈喇叭状 ,肉眼清晰可见 ,用镊子轻

碰即可与其他组织分离 ,获得根茎齐全的幼苗达 60%以

上。15 d叶柄两端膨大及根的形成层处均出现小颗粒 ,

浅黄或白色 ,疏松或致密 ,继代后期在根的薄片上布满

薄层致密的白色愈伤组织 ,没有明显的生长高峰 ,产生

的愈伤组织大部分致密不易分化 ,胚性愈伤组织与诱导

出的胚状体彼此之间连接紧密 ,不易分离 ,分化成少量

胚状体。20 d叶片切口处有微量肿胀 ,25 d叶片部分拱

起 ,皱卷 ,35 d部分组织出现极少量愈伤 ,浅绿色 、质脆、

致密 ,没有明显的生长高峰 ,未分化出胚状体。以上 4

种外植体以嫩茎诱导胚性愈伤组织及胚状体最合适。

　　表 2 不同部位外植体诱导愈伤组织及胚状体试验结果比较
外植体 接种量/ g( x±SD) 愈伤组织收获量/g( x±SD) 愈伤组织诱导率/ % 胚状体诱导率/ % 生长状态

叶片 0.051±0.001 0.247±0.012 13.33 0.00 浅绿色、质脆 、量少 、无胚状体

叶柄 0.03±0.001 0.287±0.021 42.22 15.49 浅黄 、疏松、少量胚状体

嫩茎 0.137±0.001 0.953±0.051 93.56 62.41 乳黄色、疏松、大量胚状体

根 0.148±0.001 0.330±0.042 86.67 8.09 白色 、致密 、极少量胚状体

　　表 3 不同调节剂配比对芽分化及成苗的影响

编号
A

(6-BA)

B

(NAA)

C

(糖种类)

分化率/ %

Ⅰ Ⅱ
分化率合计/ %

成苗率/ %

Ⅰ Ⅱ

成苗率合计

/ %

1 1 1 1 72.24 74.91 147.15 51.00 64.36 115.36

2 1 2 2 63.9 59.90 123.80 47.22 48.92 96.14

3 1 3 3 50.00 54.36 104.36 37.12 31.90 69.02

4 2 1 2 83.73 89.65 173.38 68.75 74.84 143.59

5 2 2 3 72.47 73.00 145.47 69.35 68.52 137.87

6 2 3 1 82.25 84.20 166.45 76.16 74.03 150.19

7 3 1 3 37.17 37.22 74.39 33.04 41.00 74.04

8 3 2 1 58.03 64.01 122.04 36.17 45.22 81.39

9 3 3 2 39.12 47.09 86.21 20.65 16.33 36.98

分 T1

化 T2

率 T3

375.31 394.92 435.64

485.30 391.31 383.39

282.64 357.02 324.22

成 T1

苗 T2

率 T3

280.52 332.99 346.94

431.65 315.40 276.71

192.41 256.19 280.93

R 33.78 6.32 18.57 R 39.87 12.80 11.71
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2.2　不同调节剂配比对芽分化及成苗的影响

正交试验结果表明 ,不同浓度的调节剂与糖种类对

龙芽楤木芽分化和成苗有显著影响。1 ～ 6号试验中 ,随

着6-BA浓度的升高 ,分化率及成苗率明显上升 ,幼苗色

泽新鲜 ,叶片大小适中 ,55%幼苗达2.5 cm左右;7 ～ 9号

试验 ,6-BA浓度为 2.0 mg/L 时 ,分化率及成苗率明显

降低 ,幼苗节间短 ,叶片小 ,质地脆。说明6-BA 2.0 mg/L不

适于芽的分化;6-BA 浓度相同时 ,随着 NAA 浓度的升

高 ,分化率及成苗率下降。碳源为果糖的组合试验均比

蔗糖和葡萄糖组合试验的分化率及成苗率低。

由表 3分化率的 R值分析可看出 ,调节剂与糖种类

对分化率的影响从大至小依次为6-BA 、糖种类 、NAA ;而

对成苗率的影响大小依次为 6-BA 、NAA 、糖种类 ,6-BA

对两者的影响均最大 ,而 NAA 与糖种类对两者影响有

差异。这可能是在分化过程中糖与细胞分裂素之间的

相互作用促进了细胞的分化 ,而在成苗阶段需要较高的

生长素才使得糖降为次要。由正交试验的直观分析可

确定最优分化与成苗培养条件为 A2B1C1 ,即应用 MS培

养基 、6-BA 1.0 mg/L 、NAA 0.02 mg/L 、蔗糖 30 g/L。

该试验中的最高分化和成苗组合分别为 A2B1C2 ,

173.38%;A2B3C1 ,150.19%。根据 2个指标 6-BA浓度

相同 ,取 NAA 0.02、0.04 mg/ L ,用蔗糖 30 g/L 作对比

试验 , 结果显示 , NAA 0.02 mg/L 处理分化率为

88.02%,该试验平均数上升 1.33%,分化幼苗状态与

A 2B1C2 相同;NAA 0.04 mg//L 成苗率为 79.62%,该试

验平均数上升4.53%,且幼苗色泽新鲜 ,叶片大小适中 ,

达 1.5 ～ 2.5 cm 幼苗 60%。说明在分化阶段适宜培养

基为MS+6-BA 1.0 mg/L+NAA 0.02 mg/L ,成苗阶段

只需将 NAA调整为0.04 mg/ L ,碳源用蔗糖30 g/L。

方差分析结果见表4 ,A和 C因素对分化率影响极

显著 ,B因素对分化率影响显著 ,各因素的影响显著性依

次为 6-BA 、糖种类 、NAA;3个因素对成苗率影响均极显

著 ,显著性大小依次为6-BA 、NAA 、糖种类;3个因素对

分化率和成苗率的影响程度与正交试验结果一致。单

位组间影响不显著。F 检验说明各因子水平间存在差

异 ,水平的改变对分化率和成苗率有显著的影响。应进

行各因子水平处理平均数差异的多重比较 ,见表5。根

据多重比较可知 ,分化率和成苗率 ,A因素 3水平均数

间差异均极显著 ,根据平均值大小选 2个水平为好。B

因素 3个水平间对分化率而言 B1 和 B2 对 B3 均影响显

著 ,B1与 B2 不显著 ,根据平均值大小取 B1 水平为好。

对成苗率而言 ,B因素3水平间 B1和 B2 对 B3 均影响极

显著 ,B1与 B2 不显著 ,2个水平可任选其一 ,或取平均

值大的B1 为好。C因素3个水平均数间 ,分化率和成苗

率 C1水平的平均数对其它 2个水平均数影响均极显

著 ,因此 ,取 C1 水平为好。综合上述分析 ,可确定试验

最佳组合各因子值 A2B1C1或在成苗阶段为A 2B2C1 ,与

对比试验结果一致。

　　表 4 芽分化率及成苗率方差分析

变异来源 df
萌芽率

SS MS F

成苗率

SS MS F
F0 .05 F0 .01

A 2 3 430.93 1 715.47 108.23＊＊ 4 879.96 2 439.98 93.56＊＊ 4.10 7.56

B 2 145.85 72.93 4.6＊ 539.63 269.82 10.35＊＊ 4.10 7.56

C 2 1 035.87 517.94 32.68＊＊ 517.07 258.54 9.91＊＊ 4.10 7.56

单位组 1 35.93 35.93 2.27 36.58 36.58 1.40 4.96 10.04

误差 10 158.50 15.85 260.84 26.08

总数 17 4 807.08 6 234.08

　　表 5 各因素水平平均数多重比较(SSR)

因素 水平
分化率显著水平

平均值 0.05 0.01
水平

成苗率显著水平

平均值 0.05 0.01

A A2 80.88 a A A2 71.94 a A

A1 62.55 b B A1 46.75 b B

A3 47.11 bc BC A3 32.07 bc BC

B B1 65.82 a A B1 55.50 a A

B2 65.22 a A B2 52.57 a A

B3 59.5 b A B3 42.70 b B

C C1 72.61 a A C1 57.82 a A

C2 63.90 b B C3 46.82 b B

C3 54.04 bc BC C2 45.79 b B

3　讨论与结论
根据植物体细胞都携带着发育成完整植株的全部

遗传信息的理论 ,植物任何器官都可以用作外植体 ,离

体培养产生完整植株[ 2] 。但不同器官的生理状态 、激素

水平有差异 ,各自特性的表达随之不同
[ 3]
。体细胞胚胎

发生的方式有 2种 ,一种是从培养的器官 、组织 、细胞或

原生质体直接分化成胚 ,另一种是外植体愈伤化以后由

愈伤组织分化成胚 , 2种形式以后者常见[ 4] 。该试验 4

种器官在相同激素条件下诱导愈伤组织和胚状体表现

差异极大 ,嫩茎为最适外植体。胚状体分化中各个时期
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同时存在 ,部分基部相连 ,彼此之间难分离。这种不同

步的原因 ,可能一是愈伤组织内部的细胞状态和启动分

裂时间不一致;二是胚状体的发生是反复进行的 ,新的

胚胎发生有可能从原细胞群或从胚状体再次产生。待

幼小子叶显现 ,用镊子轻碰即可脱离其他组织时 ,应该

及时分离培养 ,获得完整植株。避免基部组织及根部交

织一起影响分离。

激素是芽分化与成苗不可缺少的关键物质 ,达克

东、吕晋惠研究认为 ,只有外源激素与内源激素达成某

种平衡才能启动外植体不定芽的发生[ 5-6] ,培养基中添

加的激素种类 、浓度以及配比对外植体的分化与成苗起

主导作用[ 7] 。该试验在 6-BA 2.0 mg/L 、NAA 0.08 mg/ L

时 ,分化与成苗明显下降 ,即高浓度激素抑制了幼苗的

分化与生长 ,表现为幼苗簇状 、节间短 、颜色浓绿或浅

绿、叶片质脆。激素不同浓度组合处理间 ,芽分化及成

苗在色泽 、质地 、生长状态均有显著差异 ,BA 1.0 mg/L 、

NAA 0.02 ～ 0.04 mg/L时芽分化与成苗为最佳激素配

合。

糖在外质体生长发育中作为一种能源和结构物质 ,

还维持培养基的渗透压 ,糖的种类和用量不仅影响培养

物生长速度和生长量 ,而且影响其代谢水平和形态建

成
[ 8]
。外植体对糖的感知是多重性的 ,可能同时适应不

同的糖种类 ,或糖与激素的配合 ,该试验采用 3种糖做

能源材料 ,配合不同种类和浓度的激素 ,以蔗糖 30 g/ L

获得较高质量的幼苗。组培研究中能源种类是一个不

可忽视的问题 ,在培养基高压灭菌过程中 ,蔗糖水解为

葡萄糖和果糖 ,这可能正好满足了外植体发育的能源需

要 ,而添加单一葡萄糖或果糖的处理可能未达到其生理

需求。关于糖用量与调节剂的配合 、糖在外植体诱导分

化过程中的作用机理有待今后的试验予以说明。

总之 ,该研究表明 4 种不同器官在 MS +2 , 4-D

1.0 g/L条件下 ,嫩茎诱导的胚性愈伤组织及胚状体在

数量 、质量上优于叶片 、叶柄及根 ,胚性愈伤组织诱导率

93.56%;胚状体诱导率 62.41%,为最适外植体。不同

浓度的激素 、糖种类对芽分化与成苗影响差异极大 ,芽分

化阶段培养基为MS +6-BA 1.0 mg/L+NAA 0.02 mg/ L ,

成苗阶段培养基为 MS +6-BA 1.0 mg/ L+NAA 0.04

mg/L ,能源为蔗糖 30 g/L。对于参差不齐 ,交织一起不

易分离的幼苗 ,为便于管理 ,可切断复壮后再生根。
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Abstract:The effects of different kinds of growth regulators and sugar on induction of the callus and somatic embryogene-

sis , bud differentiation and seedling formation were studied using leaf blade , petiole , tender shoot and root of Aralia ela-

ta(Miq)Seem.Using 2 ,4-D 1.0 mg/L as the grow th regulator , it showed that the tender shoot w as the optimum ex-

plants for the callus and somatic induction.The 6-BA was the main factor in bud differentiation and seedling formation.

Using Sucrose 30 g/ L as the carbon sources , the optimum medium for bud differentiation w as MS+6-BA 1.0 mg/L+

NAA 0.02 mg/L , while for seedling formation it was MS+6-BA 1.0 mg/ L+NAA 0.04 mg/ L.The bud dif ferentiate

rate was 88.02%and seedling formation rate is 79.62%.

Keywords:Aralia elata(Miq)Seem;somatic;bud differentiation;seedling formation
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