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‘霞多丽’胚性细胞悬浮系
的 建 立 及 植 株 再 生
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　　摘　要：以‘霞多丽’前胚物质为试材，初步建立了‘霞多丽’胚性细胞悬浮系，并研究了不同激
素及其浓度配比，不同种类及浓度的碳源以及谷氨酰胺对悬浮细胞生长的影响。结果表明：

２，４－Ｄ和ＮＯＡ均可以抑制胚性细胞的分化，但２，４－Ｄ更有利于细胞的增殖，最佳的２，４－Ｄ附加浓
度为１ｍｇ／Ｌ。同等浓度（０～６０ｇ／Ｌ）的麦芽糖比蔗糖更利于细胞的生长，１５ｇ／Ｌ为‘霞多丽’胚性
悬浮细胞生长的最佳麦芽糖浓度。附加谷氨酰胺可以显著提高悬浮细胞的生长，其中以
５００ｍｇ／Ｌ为最佳。
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　　葡萄（Ｖｉｔｉｓ　ｖｉｎｉｆｅｒａ　Ｌ．）属于多年生果树，由于遗
传背景复杂，生命周期长，使得常规育种手段在葡萄品
种改良上受到很大限制，基因工程技术的应用为葡萄
品种改良提供了新的途径［１］。虽然目前多个葡萄品种
已经建立了再生体系，但存在再生率较低、重复性差等
问题［２］。体细胞胚胎发生是一种常用的葡萄再生途径，

由于再生率高，易于基因遗传转化而受到人们的高度
关注。研究者利用不同葡萄品种的幼叶、花药等材料
成功诱导产生了体细胞胚，并获得了转化植株［３］。
　　‘霞多丽’别名‘莎当妮’，原产法国，是我国及南美
国家最重要的葡萄栽培品种，主要用其酿造高档干白
葡萄酒，酒色淡金黄色，澄清、优雅，是一种极为重要的
酿酒葡萄品种。该试验旨在建立一种有效的胚性细胞
悬浮系，进而进行胚胎发生及植株再生途径，为研究优
良功能基因的遗传转化提供理论依据和技术支持。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　‘霞多丽’前胚物质　由美国佛罗里达州农工
大学葡萄与小果研究中心卢江教授惠赠（图版１Ａ
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３　结语
城市公园地域文化表达要真实、正确，不但要保护

前人已创造的文明文化，完整地表现并传给后代，也要
创造属于这个时代的有价值的文化。在当今的时代背
景下，提出植根于地域文化的公园规划设计概念是十
分必要的，“只有民族的，才是世界的”。公园才能成为

地域文化的载体，不断发扬光大。
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１．１．２　 主 要 试 剂 　２，４－二 氯 苯 氧 乙 酸 （２，４－
ｄｉｃｈｌｏｒｏｑｈｅｎｏｘｙａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ，２，４－Ｄ）、Ｐｈｙｔａｇｅｌ均购于
Ｓｉｇｍａ公司；萘氧乙酸（ｎａｐｈｔｈｏｘｙａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ，ＮＯＡ）、Ｌ－
谷氨酰胺（Ｌ－ｇｌｕｔａｍｉｎｅ，Ｇｌｕ）购于上海生工生物工程技
术有限公司；其它药品为国产分析纯。
１．２　试验方法
１．２．１　‘霞多丽’胚性细胞悬浮系的建立　取未分化、
质地细腻均匀的淡黄色前胚物质约２～３ｇ，无菌条件
下转移至含 ＭＳ液体培养基的三角瓶中。（２５±１）℃，
暗条件下振荡培养（１１０ｒ／ｍｉｎ）。每隔１０ｄ用新鲜液
体培养基更换掉大约３／４的旧液，同时去除漂浮在原
培养基上层的细胞碎片和长弯形衰败细胞。
１．２．２　‘霞多丽’体细胞胚的成熟、分化及植株再生　
取‘霞多丽’胚性细胞团，置于分化培养基（ＭＳ＋０．５ｇ／Ｌ
谷氨酰胺＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋２．５ｇ／Ｌ　Ｐｈｙｔａｇｅｌ）上，（２５±
１）℃，前期暗处理，２周后，置于光下培养（８ｈ／１６ｈ暗／
光，２　０００ｌｘ）。３～４周后，体式显微镜下观察‘霞多丽’
体细胞胚的成熟、分化情况。待体细胞胚分化至子叶
期后，将分化的体细胞胚挑出（生长至３ｃｍ左右），置
于生芽培养基（ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋２．５ｇ／Ｌ　Ｐｈｙｔａｇｅｌ）
上，（２５±１）℃，光下培养（８ｈ／１６ｈ暗／光，２　０００ｌｘ）３～
５周。
１．２．３　激素对‘霞多丽’胚性悬浮细胞快繁的影响　
取未分化、质地细腻均匀的淡黄色前胚物质约２～３ｇ，
以 ＭＳ＋１５ｇ／Ｌ麦芽糖＋０．５ｍｇ／Ｌ谷氨酰胺为基本
培养基，附加不同浓度的２，４－Ｄ和ＮＯＡ，其浓度均设
０、０．５、１．０、２．０、３．０ｍｇ／Ｌ　５个处理，置于（２５±１）℃
１１０ｒ／ｍｉｎ震荡培养箱中震荡培养，１５ｄ后分别称量其
鲜重和干重。
１．２．４　碳源对‘霞多丽’胚性悬浮细胞快繁的影响　
以 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ　２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ谷氨酰胺为基

本培养基，附加不同浓度的蔗糖和麦芽糖，其浓度均设
０、１５、３０、４５、６０ｇ／Ｌ　５个处理，置于震荡培养箱中震荡
培养，１５ｄ后分别称量其鲜重、干重。
１．２．５　谷氨酰胺对‘霞多丽’胚性悬浮细胞快繁的影
响　以 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ　２，４－Ｄ＋１５ｇ／Ｌ麦芽糖为基本
培养基，附加不同浓度的谷氨酰胺，其浓度设０、２５０、
５００、７５０、１０００ｍｇ／Ｌ　５个处理，置于震荡培养箱中震荡
培养，１５ｄ后分别称量其鲜重和干重。
１．２．６　细胞鲜重及干重的测量方法　取１ｍＬ离心管
（管底刺孔，直径小于１ｍｍ）称重，将０．５ｍＬ悬浮细胞
液（事先摇匀），置于称重的１ｍＬ离心管中。将１ｍＬ
离心管置于１．５ｍＬ离心管中，５　０００ｒ／ｍｉｎ 离心
２ｍｉｎ，取出称重１ｍＬ离心管。称重后，将其置于６０℃
高温下４８ｈ，烘干并称重。细胞鲜重（ｇ／Ｌ）＝（离心后
离心管的重量－离心前离心管的重量）／０．５；细胞干重
（ｇ／Ｌ）＝（烘干后离心管的重量－离心前离心管的重
量）／０．５。
１．２．７　数据统计分析　测定结果用Ｄｕｎｃａｎ’ｓ新复极
差方法分析。

２　结果与分析
２．１　‘霞多丽’胚性细胞悬浮系的建立
２．１．１　激素对‘霞多丽’胚性悬浮细胞生长的影响　
由图１可看出，在一定范围内，随着ＮＯＡ和２，４－Ｄ浓
度的不断增加，‘霞多丽’悬浮细胞的细胞鲜重和干重
呈现先升高后降低的增殖趋势。其中当附加１ｍｇ／Ｌ
的２，４－Ｄ时，胚性悬浮细胞的生长量达到最大，且与对
照相比，细胞的鲜重和干重分别增长了１５３．３％ 和
１１９．６％（Ｐ＜０．０５）；而添加激素ＮＯＡ时，胚性悬浮细
胞的鲜重和干重略有下降（图１）。这表明与ＮＯＡ相
比，２，４－Ｄ更有利于胚性细胞的增殖，且１ｍｇ／Ｌ为其
最佳的附加浓度。

图１　ＮＯＡ和２，４－Ｄ对‘霞多丽’胚性悬浮细胞生长的影响

２．１．２　碳源对‘霞多丽’胚性悬浮细胞生长的影响　
由图２可看出，在一定浓度范围内，蔗糖和麦芽糖均有
利于‘霞多丽’胚性悬浮细胞的增殖。当附加１５ｇ／Ｌ
的蔗糖时，胚性悬浮细胞的鲜重和干重分别比对照增
加了２８２％（图２Ａ）和１７９％（图２Ｂ）。而附加麦芽糖其
促进胚性悬浮细胞的生长的作用更为明显，１５ｇ／Ｌ为
最佳浓度，在此浓度下胚性悬浮细胞鲜重和干重分别
比对照增加了４００％和２４６％（图２）。

２．１．３　谷氨酰胺对‘霞多丽’胚性悬浮细胞生长的影
响　由图３可看出，附加一定浓度的谷氨酰胺可以显
著地促进‘霞多丽’胚性悬浮细胞的生长（Ｐ＜０．０５），并
具有较为明显的浓度效应。当附加谷氨酰胺的浓度为
５００ｍｇ／Ｌ时，悬浮细胞的增长量达到最大。其细胞鲜
重和干重与对照相比，分别增加了２２９％（图３Ａ）和
１７５％（图３Ｂ）。
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图２　蔗糖和麦芽糖对‘霞多丽’胚性悬浮细胞生长的影响

图３　谷氨酰胺对‘霞多丽’胚性悬浮细胞生长的影响

２．１．４　‘霞多丽’胚性细胞悬浮系的建立及形态观察
　取未分化、质地细腻均匀的淡黄色前胚物质约２～
３ｇ，置于含 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ　２，４－Ｄ＋１５ｇ／Ｌ麦芽糖＋
０．５ｍｇ／Ｌ谷氨酰胺的基本培养基中，（２６±１）℃，暗条
件下振荡培养（１１０ｒ／ｍｉｎ）。几周后，培养液由浊变清，
开始出现胞质浓密的单细胞和小细胞团，反复继代，即
可获得质地均一、生长迅速的胚性细胞悬浮系（图版
１Ｂ）。
２．２　‘霞多丽’胚性细胞的分化及植株再生
２．２．１　‘霞多丽’胚性细胞团的保持　将获得的胚性
细胞团进行继代培养，（２５±１）℃，暗条件培养３０ｄ后，
观察到的胚性细胞团大多呈现白色或浅黄色，质地细
腻均一，有光泽，遇到液体即分散成细沙状，是适宜的
供试材料。与此同时，也有少数细胞团呈现淡黄色，质
地粗糙，松散易碎，不适宜作进一步研究。
２．２．２　‘霞多丽’体细胞胚的分化、成熟及植株再生　
将筛选出的胚性细胞团接种至不含２，４－Ｄ的分化培养
基上培养，３周后开始陆续出现胚状体。起初呈现白
色或淡黄色，质地细腻，分化一段时间后变成颗粒状，
并逐渐发育成乳白色，半透明状的球形胚（图版１Ｄ）。
球形胚继续分化，经历鱼雷形胚（图版１Ｅ）、心形胚（图
版１Ｆ）和子叶形胚（图版１Ｇ）后，最终生长发育为有功
能性叶片的植株（图版１Ｈ）。

３　结论与讨论
目前虽然葡萄基因组测序已经完成，但大量的基

因功能尚未确定，需要进一步利用转基因手段研究其
功能，为此葡萄转化体系的建立至关重要，而体细胞胚
是较好的研究材料。在胚性细胞悬浮细胞系的建立过
程中，植物激素是影响细胞状态的重要调控因素［４］。
该试验研究了２，４－Ｄ和ＮＯＡ对‘霞多丽’胚性悬浮细
胞生长快繁的影响。结果表明，２种激素均可以有效
抑制胚性细胞的分化，同等浓度的２，４－Ｄ比ＮＯＡ更有
利于‘霞多丽’胚性悬浮细胞的生长。１ｍｇ／Ｌ为其最
佳 的 ２，４－Ｄ 附 加 浓 度。这 与 Ｐｉｎｔｏ－Ｓｉｎｔｒａ［５］ 和
Ｊａｙａｓａｎｋａｒ［６］分别对葡萄品种‘Ｔｏｕｒｉｇａ　Ｎａｃｉｏｎａｌ’、
‘Ｃｈａｒｄｏｎｎａｙ’和‘Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　Ｓｅｅｄｌｅｓｓ’的研究结果类
似。碳源是细胞的生长必不可少的营养物质［７］，支玉
玺等［８］以中国野生华东葡萄（Ｖ．ｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃ－ｕｌａｔａ）感
白粉病株系‘广西－２’的花药为试材，证明１５．０ｇ／Ｌ蔗
糖有利于体细胞胚的形成。但该试验研究表明，在‘霞
多丽’胚性悬浮细胞系的建立过程中，同等浓度的麦芽
糖比蔗糖更有利于促进胚性悬浮细胞的生长。这与
Ａｍａｒ等通过对葡萄砧木品种‘１１０Ｒｉｃｈｔｅｒ，Ｋｏｂｅｒ５ＢＢ，
Ｋｏｂｅｒ１２５ＡＡ’和 酿 酒 葡 萄 品 种 ‘Ｔｅｍｐｒａｎｉｌｌｏ’，
‘Ｃａｂｅｒｎｅｔ－Ｓａｕｖｉｇｎｏｎ’的研究结果一致［９］。该试验中
谷氨酰胺对‘霞多丽’胚性悬浮细胞生长的影响结果与
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图版１
　　注：图版１中Ａ代表‘霞多丽’的前胚物质；Ｂ代表‘霞多丽’胚性悬浮细胞系；Ｃ代表体细胞胚的保持；Ｄ代表球形胚阶段；Ｅ代表心
形胚阶段；Ｆ代表鱼雷形胚阶段；Ｇ代表子叶期后期；Ｈ代表成熟植株。

Ｊａｙａｓａｎｋａｒ对葡萄品种‘Ｃｈａｒｄｏｎｎａｙ’和‘Ｔｈｏｍｐｓｏｎ
Ｓｅｅｄｌｅｓｓ’的研究结果类似［６］，进一步证明谷氨酰胺对
细胞的生长具有明显的促进作用。该试验，通过对不
同激素、不同碳源及谷氨酰胺最佳浓度的筛选，初步建
立了胚性悬浮细胞‘霞多丽’的胚性悬浮系，为进一步
研究抗性基因的遗传转化提供了理论依据和技术
支持。
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