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百合体细胞胚胎发生研究进展
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　　摘　要：通过对百合体细胞胚发生的方式、诱导胚性愈伤组织形成中的影响因素、培养条件
和方式等方面进行总结概括，并且对存在问题进行了分析，为今后百合体细胞胚胎发生的相关研
究提供参考依据。
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　　植物组织培养中从各种器官、组织以及悬浮培养的
细胞和原生质体都可以诱导形成不同于合子胚起源但

是结构类似的培养物，因此称为不定胚或胚状体，而由
体细胞诱导的胚状体称为体细胞胚胎，简称体胚［１］。自
１９５８年Ｓｔｅｗａｒｄ和Ｒｅｉｎｅｒｔ发现组织培养条件下胡萝卜
根细胞形成了胚状体并长成完整的植株，至今已有１００
余种植物成功地获得了体细胞胚，并在一些珍稀树种上
实现了体细胞工程育苗的产业化［２］。体细胞胚胎发生
技术不仅使植物体的工厂化快繁成为现实，而且是为研
究高效基因转化受体系统建立、种质保存、突变体筛选、
人工种子研制、单倍体育种、体细胞胚胎发生与发育机
理等方面提供了可能［３－４］。
百合（ＬｉｌｉｕｍＳｐｐ．）属于百合科（Ｌｉ１ｉａｃｅａｅ）百合属

（Ｌｉｌｉｕｍ）多年生具地下鳞茎的草本植物。百合花朵硕
大、花色艳丽、花姿百态、芳香怡人，栽培及应用历史悠
久［５］。千百年来深受我国各族人民和世界人民所喜爱，
研究百合体细胞胚胎发生机理，对于百合工厂化快繁和
转基因育种、突变体筛选、人工种子研制、单倍体育种等
研究提供理论依据和实践意义。

１　百合体细胞胚发生途径
１．１　直接发生途径
直接发生途径是指从外植体某些部位直接诱导分

化出体细胞胚。刘选明等［６］、杨柏云等［７］研究共同证明，
用四倍体龙牙百合鳞片叶作外植体通过直接体细胞胚

发生方式产生小鳞茎。２００２年，Ｎｈｕｔ　Ｄ　Ｔ 等［８］利用

Ｌ．ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ茎尖、假鳞茎薄层切片培养直接获得体
胚。李筱帆［９］通过石蜡切片观察到了‘白天堂’体胚的
发生阶段。

１．２　间接发生途径
间接发生途径是指外植体先发生脱分化形成愈伤

组织后，再从愈伤组织的某些细胞分化出体细胞胚。

１９９７年，Ｔｒｉｂｕｌａｔｏ　Ａ［１０］用麝香百合‘Ｓｎｏｗ　Ｑｕｅｅｎ’和东方
百合‘Ｓｔａｒ　Ｇａｚｅｒ’的花梗、花柱作为外植体；杨柏云等［７］

用四倍体龙牙百合鳞片叶作外植体；王杰等［１１］采用麝香
百合（Ｌ．ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ ）无菌苗叶柄和叶片再生小鳞茎；
Ａｒｚａｔｅ－Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ等［１２］利用Ｌｉｌｉｕｍ　ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ 带有花
药的花丝；Ｎｈｕｔ　Ｄ　Ｔ等［１３］利用Ｌ．ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ‘Ｅａｓｔｅｒ
Ｌｉｌｙ’胚性愈伤组织；柳玉晶等［１４］用‘ｂｅｒｎｉｎｉ’的花丝；Ｋｅ－
ｄｒａ　Ｍ等［１５］利用Ｌ．ｍａｒｔａｇｏｎ以上均通过胚性愈伤组织
的诱导，间接得到了体胚。
研究者们只是发现了这２种体胚发生途径，但是并

未对２种途径进行深入的研究，发现导致这２种途径的
实质差别，这是以后研究的一个重点，从细胞学、组织学
等方面研究２种途径的区别，诱导效果的差别，从而选
择高效的途径，提高诱导率、缩短诱导时间。

２　胚性愈伤组织的诱导及其影响因素
离体培养条件下影响体细胞胚发生的因素很多，其

内因主要是植物的基因型、外植体类型；外因主要是激
素种类及其浓度、其它添加物，培养条件和培养方式等。

２．１　胚性愈伤组织与非胚性愈伤组织
在诱导愈伤组织的过程中，及时正确地区分胚性愈

伤组织与非胚性愈伤组织，不仅能够减少工作量，而且
能够及时获得大量的体胚。刘选明等［１６］进行细胞超微
结构观察时认为器官发生型的胚性细胞呈圆形或近椭

圆形，排列较疏松，细胞之间的大小有差异。吴若菁
等［１７］认为愈伤组织较紧密，形成胚状体多，而愈伤组织
较疏松时形成的胚状体少，同时植株易产生玻璃化现
象。柳玉晶等［１４］认为黄色疏松的愈伤组织为胚性愈伤，
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而绿色致密的为非胚性愈伤。唐东芹等［１８］认为胚性愈
伤组织表现为颜色新鲜，色泽浅黄或黄色，质地较紧密，
表面有颗粒状的小凸起。Ｍｏｒｉ　Ｓ［４３］认为黄色、疏松，表
面光滑呈颗粒状的为胚性愈伤组织，Ｋｅｄｒａ　Ｍ［１５］认为黄
色、致密、颗粒状的愈伤组织为胚性愈伤组织，更利于悬
浮细胞系的建立，体细胞胚单独、疏松地与胚性愈伤连
接，而直接产生的鳞茎则紧密地与愈伤组织连接。
目前为止，关于胚性愈伤组织的描述还不是完全一

致，可能与外植体、培养条件、培养方式等有关系。外植
体颜色较深时，诱导出的胚性愈伤为绿色，反之为黄色；
液体培养时可能为疏松状态，而固体培养则可能为致密
的状态。对于胚性愈伤组织的鉴定还需要进一步的研
究，只有通过细胞学、组织学的手段才能真正区别出胚
性愈伤和非胚性愈伤组织。

２．２　影响胚性愈伤组织形成的因素
２．２．１　基因型及外植体　在百合体细胞胚诱导方面，不
同的基因型差异很大。Ｈａｅｎｓｃｈ等［１９］将不同基因型的
百合接种在含２，４－Ｄ或Ｐｉｃｌｏｒａｍ的ＭＳ培养基上，在２３
个杂种中，仅４种获得了体细胞胚。１９９７年，Ｔｒｉｂｕｌａｔｏ
Ａ等［１０］用麝香百合‘Ｓｎｏｗ　Ｑｕｅｅｎ’和东方百合‘Ｓｔａｒ
Ｇａｚｅｒ’的花梗、花柱得到体胚。Ａｒｚａｔｅ－Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ等［１２］

利用Ｌ．ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ带花药的花丝间接诱导出小鳞茎和
根；王杰等［１１］采用Ｌ．ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ无菌苗叶柄和叶片再
生小鳞茎；Ｎｈｕｔ　Ｄ　Ｔ等［８］利用Ｌ．ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ茎尖培养
得到了体胚。张艺萍等［２１］利用东方百合‘Ｔｉｂｅｒ’、
‘Ａｃａｐｕｌｃｏ’、‘Ｓｉｂｅｒｉａ’的花丝、无菌幼叶、生长点等分别作
为外植体均诱导出了胚性愈伤组织，其中，花丝和无菌
苗叶片的诱导率均为７０％以上，但生长点诱导率仅为
２８．４％。间接诱导形成再生植株。Ｋｅｄｒａ　Ｍ［１５］通过Ｌ．
ｍａｒｔａｇｏｎ的种子试管内萌发形成的胚轴、鳞片等诱导出
胚性愈伤组织，间接得到体胚。百合基因型差异较大，
其中东方百合和麝香百合杂种系的体胚诱导已有报道，
但亚洲百合杂种系还未见报道。外植体的生理状态也
是影响诱导的重要因素。其中花丝、花梗、花托较为容
易诱导出胚性愈伤组织。而外植体的影响因素是与其
它因素交互在一起的。与其生理状态、发育阶段密切相
关，还与激素的种类、浓度，培养方式，培养条件等一起
起作用。因此，很难笼统地说哪种外植体容易诱导体胚
或者哪种不容易。

２．２．２　常用激素或者添加剂及其适宜浓度　２，４－Ｄ：

Ａｒｚａｔｅ－Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ等［１２］认为诱导胚性愈伤组织合适的
２，４－Ｄ浓度为４ｍｇ／Ｌ，诱导率为４６％。刘选明等［１６］认
为２，４－Ｄ是龙牙百合体细胞胚发生的必要因素，与２，４－Ｄ
的浓度和预培养浓度及时间有关。经过２，４－Ｄ预培养，
转入无激素的培养基后，鳞片叶上于未形成愈伤组织处
可以直接产生体细胞胚。而杨柏云等［７］研究认为２，４－Ｄ

的浓度高于３．０ｍｇ／Ｌ时，产生的愈伤组织多为非胚性
的，不能进一步发育成体细胞胚，合适的胚性愈伤组织
诱导浓度为２ｍｇ／Ｌ。施季森等［２０］诱导‘Ｔｉｂｅｒ’的愈伤
组织在ＭＳ培养基添加２，４－Ｄ暗培养时，同时诱导出不
定芽和体胚。２，４－Ｄ在诱导胚状体中具有双重效应，它
既能启动胚状体发生中胚胎蛋白合成的早期反应，又能
阻止胚状体发育成熟过程中的必需蛋白质的进一步合

成。报道中，不同品种所用的２，４－Ｄ浓度相差较大，可
能还与基因型等有较大的关系。Ｐｉｃｌｏｒａｍ：张艺萍等［２１］

诱导东方百合花器官时认为Ｐｉｃｌｏｒａｍ比２，４－Ｄ更有利
于胚性愈伤组织的诱导，当Ｐｉｃｌｏｒａｍ的浓度为２ｍｇ／Ｌ
时获得了较好的胚性愈伤组织。Ｋｅｄｒａ　Ｍ［１５］认为单独
使用Ｐｉｃｌｏｒａｍ或者配合ＢＡ诱导Ｌ．ｍａｒｔａｇｏｎ的无菌苗
的胚轴、鳞片均能得到黄色、颗粒状的胚性愈伤组织；姜
新超等［２２］认为利用２ｍｇ／Ｌ　Ｐｉｃｌｏｒａｍ诱导岷江百合试管
鳞茎得到了结构疏松、有粘性、乳白色的愈伤组织，建立
了理想的细胞悬浮系。Ｄｉｃａｍｂａ：Ｆｕｒｉｎｉ和Ｊｅｗｅｌ［２３－２４］认
为Ｄｉｃａｍｂａ是诱导棉花疏松的愈伤组织和体细胞胚合
适的生长调节剂，Ｔｒｉｂｕｌａｔｏ　Ａ等［１０］认为由Ｄｉｃａｍｂａ诱导
的疏松愈伤组织比Ｐｉｃｌｏｒａｍ诱导的愈伤组织更白且产
生少量的根，更适合悬浮细胞体系的建立，低浓度的Ｄｉ－
ｃａｍｂａ能都诱导出‘Ｓｎｏｗ　Ｑｕｅｅｎ’和‘Ｓｔａｒ　Ｇａｚｅｒ’疏松的
愈伤组织适于诱导体胚。ＴＤＺ：被认为是能诱导外植体
从愈伤组织形成到体细胞胚胎发生的一系列不同反应，
具有生长素和细胞分裂素双重作用的特殊功能［２５］。
‘Ａｃａｐｕｌｃｏ’的愈伤组织在含有Ｐｉｃｌｏｒａｍ、ＴＤＺ的培养基
上长得较好，愈伤组织呈颗粒状，适宜作下一步悬浮培
养，将Ｐｉｃｌｏｒａｍ　２ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．０３ｍｇ／Ｌ作为‘Ａｃａｐｕｌ－
ｃｏ’愈伤增殖培养基［２１］；ＮＡＡ在配合任何浓度的ＴＤＺ
使用的情况均可以产生疏松的愈伤组织，并且可以观察
到体细胞胚发育过程，促进直接体胚的形成［８］。６－ＢＡ：
在诱导胚性愈伤组织植株再生时，６－ＢＡ浓度较低时只
有芽的分化而没有根的分化。Ｋｅｄｒａ　Ｍ［１５］认为６－ＢＡ与
Ｐｉｃｌｏｒａｍ配合使用可以促进形成黄色、紧实颗粒状的愈
伤组织，即为胚性愈伤组织。ＮＡＡ：Ｎｈｕｔ　Ｄ　Ｔ［２６］认为
ＮＡＡ和ＴＤＺ或者６－ＢＡ的组合能够诱导出胚性愈伤组
织及体细胞胚。Ｈｏ　Ｃｈｉｎ－Ｗｅｎ［２７］认为利用０．１ｍｇ／Ｌ的
ＮＡＡ能够诱导出Ｌ．×ｆｏｒｍｏｌｏｎｇｉ绿色、易碎的愈伤组
织从而形成体胚和再生植株。齐力旺等［２８］在华北落叶
松（Ｌａｒｉｘ　ｐｒｉｎｃｉｐｉｓ×ｒｕｐｐｒｅｃｈｔｉｉ）胚性愈伤组织继代、增
殖过程中，以０．５ｍｇ／Ｌ的ＮＡＡ代替２，４－Ｄ后，有利于体
细胞胚的成熟和根发生。吴若菁［１７］研究发现在培养基
里单独添加２，４－Ｄ或ＮＡＡ都能使外植体产生愈伤组
织，进而分化形成胚状体。ＡＢＡ：霍妙娟等［２９］研究认为
ＡＢＡ对改善愈伤组织的状态具有较好的作用。张艺萍
等［２１］认为ＡＢＡ对胚性愈伤组织的诱导有促进作用。王
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杰等［１１］认为随着ＡＢＡ浓度提高，对胚性愈伤组织的长
势、干湿程度、增殖体积和增殖系数的抑制效果逐渐明
显，但其浓度对胚性愈伤组织比例和颗粒性的影响效果
不显著。Ｌｉ　Ｌ［３０］认为ＡＢＡ促进体细胞胚成熟的作用在
单子叶植物上表现得比较明显。ＫＴ：吴若菁［１７］认为０．５
ｍｇ／Ｌ　ＫＴ＋０．２ｍｇ／Ｌ　２，４－Ｄ能够诱导大多数外植体均
能产生致密的愈伤组织，并在愈伤组织表面或内部产生
数量较多的球形期胚状体，但要让球形期胚状体继续沿
正常途径发育下去，则需将其转移到仅添加０．５～１．０
ｍｇ／Ｌ　ＫＴ的培养基中。Ｈｏ　Ｈｉｎ－Ｗｅｎ［２７］认为添加ＫＴ
有助于提高体胚或者胚状体的再生率。许洁婷等［４４］研
究结果表明，由于ＢＡ浓度过高会抑制胚状体发生，并且
会产生玻璃化现象，而ＫＴ与ＮＡＡ配合使用能够达到
较高的分辨率，在功能上能够取代ＢＡ。

３　其它添加物
３．１　氯化钴
王杰等［１１］认为氯化钴对麝香百合胚性愈伤组织的

长势、比例、颗粒形状、体积、增殖系数、干湿程度等方面
有明显影响，其认为合适的氯化钴浓度为０．０５μｍｏｌ／Ｌ。

Ｐｈｉｌｏｓｏｐｈ－Ｈａｄａｓ等［３１］认为由于Ｃｏ２＋的存在，乙烯不能
干扰多胺的合成，Ｃｏ２＋可以通过促进多胺的合成而提高
体细胞胚的发生频率。Ｍｅｒｒｉｔｔ等［３２］则认为Ｃｏ２＋作为一
种直接的乙烯抑制剂，抑制了ＡＣＣ循环中乙烯的产生。
对于Ｃｏ２＋影响胚性愈伤组织的机理，目前尚不清楚。

３．２　蔗糖以及Ｎ源
王杰等［１１］研究认为蔗糖对愈伤组织的影响作用是

与光照条件交互存在的。在光照条件下，６０ｇ／Ｌ的蔗糖
浓度对麝香百合胚性愈伤组织的比例和颗粒性都有较

好的促进作用；而在暗培养条件下，３０ｇ／Ｌ的蔗糖效果
要更好一些。Ａｒｚａｔｅ－Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ等［１２］认为相对较高的蔗
糖浓度（９０ｇ／Ｌ）和较低的Ｎ源以及暗培养有利于花丝
胚性愈伤组织的形成。还原态氮是体细胞胚发生的一
个重要因素。康玉庆等［３３］认为通常Ｎ源由水解酪蛋白
（ＣＨ）或氨基酸及其衍生物提供，精氨酸能使百合科植
物体细胞胚体积比使用ＮＨ＋４ 时增大１倍。

３．３　活性炭（ＡＣ）

Ｍａｔｈｅｗｓ　Ｈ　Ｓｉｎｈａ［３４－３５］认为活性炭能够提高体胚发
生率，Ｄｒｕａｒｔ　Ｐ［３５］认为活性炭可能通过改变植物激素的
比例从而影响植株再生。Ｚａｇｈｍｏｕｎｔ　Ｏ　Ｍ　Ｆ［３７］认为活
性炭提高了Ｆｅｓｔｕｃａ　ｒｕｂｒａ的愈伤组织再生体胚和植株
的能力。

３．４　ＬＨ
水解乳蛋白（Ｌａｃｔａｌｂｕｍｉｎ　Ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ，简称ＬＨ），

为乳白蛋白经蛋白酶和肽酶水解的产物，含有丰富的氨
基酸，是常用的天然培养基，可用于许多细胞和原代细
胞的培养。ＬＨ中的还原性氮对胚状体或不定芽的分化

有良好的促进作用。柳玉晶等［１４］认为利用花丝诱导胚
性愈伤组织时ＬＨ的影响效果优于６－ＢＡ。李筱帆［９］研
究表明添加低浓度的ＬＨ是体胚发生的关键因素。在
体胚间接诱导方面，６－ＢＡ和ＬＨ的配合对胚性愈伤组织
诱导分化体胚起着关键作用。

４　培养方式以及条件
据报道，影响体胚诱导的培养方式主要有液体培

养、固体培养、薄层切片培养，而培养条件主要是指光照
条件，ｐＨ、温度等对其的影响还未见报道。ｐＨ一般为
５．８～６．０，温度一般为２０～２５℃。

Ｐｒｉｙａｄａｒｓｈｉ和Ｓｅｎ［３８］认为黑暗条件是愈伤组织形
成的重要条件。Ａｒｚａｔｅ－Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ等［１２］认为外植体在黑
暗条件下比光照条件更有利于胚性组织的形成；刘选明
等［６］认为体胚发生采取二步培养法，弱光照或先暗培养
然后光照培养。杨柏云等［７］认为光照强度为２　０００ｌｘ，
光照时间１２ｈ／ｄ的培养条件下直接和间接获得了体细
胞胚；胡凤荣等［２０］认为明暗培养是‘Ｔｉｂｅｒ’的愈伤组织
形成体胚的必要条件。张艺萍等［２１］利用３个东方百合
品种百合‘Ａｃａｐｕｌｃｏ’、‘Ｔｉｂｅｒ’、‘Ｓｉｂｅｒｉａ’在全黑暗条件下
的胚性愈伤出愈率在７０％以上；王杰等［１１］认为麝香百
合胚性愈伤组织在光培养条件下其体积增长和增殖系

数为１２级以上，比较暗培养条件下的６级高很多，结合
较高的蔗糖浓度６０ｇ／Ｌ，观察到体细胞胚发育的各个
阶段。

５　百合体细胞胚发生的应用前景
Ｓｋｉｒｖｉｎ　Ｒ　Ｍ等［３９］研究认为，百合体细胞胚发生的
途径比其它器官的发生途径有很明显的优点，单细胞起
源避免了植株再生过程中的嵌合体产生，另外即使经过
长期的培养也有较高的再生效率［４０］。百合上已有的研
究成果表明，以胚状体为受体的遗传转化更容易成功，

Ｍｅｒｃａｒｉ　Ａ等［４３］从Ｌ．ｌｏｎｇｉｆｌｏｒｕｍ‘Ｓｎｏｗ　Ｑｕｅｅｎ’的花梗
和花托诱导出了胚性愈伤，成功转入了ｒｏｌａｂｃ基因，培
育出了转基因植株。Ｃｏｈｅｎ等［４４］在建立百合基因枪法
遗传转化体系时，将固体培养得到的胚性愈伤转入液体
培养基中振荡培养，得到适宜转化的疏松胚性愈伤，其
接受外源基因的能力比普通的愈伤组织要高５０～７０倍。
但是百合胚状体的发生对培养条件要求较高，又不易直
接识别，需要利用切片和扫描电镜等手段观察。
转基因受体系统基因型依赖性强，并且转入基因的

稳定性是百合研究中急需解决的问题。体细胞胚胎是
理想的外源基因受体，其细胞繁殖量大、转化率高、嵌合
体少，无性系变异小。可以大幅度提高转基因的效率。
百合体细胞胚胎发生的研究报道还相对较少，虽然

国内外都有报道已观察到体胚发生的过程，但是对于体
胚发生的机理还不是很清楚，通过体胚产生实现工厂化
快繁还存在一定的困难，为我们进行深入研究提供了可
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能性和挑战。
百合体细胞胚胎诱导技术成熟后，可以用于基因转

化、种植保存、人工种子研制、突变体筛选、单倍体育种
等领域。可以结合生物反应器微体繁殖，２００３年，廉美
兰等［４５］研究表明利用生物反应器进行百合小鳞茎快速

繁殖比固体培养发生率高，通过胚性细胞的诱导，利用
生物反应器进行工厂化繁殖是百合未来研究的一个

重点。
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芦笋花药培养的研究进展

陈 海 媛，乜 兰 春，张 学 英
（河北农业大学 园艺学院，河北 保定０７１０００）

　　摘　要：该文综述了芦笋花药培养中材料的选择、培养基的种类及其添加物质、培养方法、再
生植株染色体倍性等方面的国内外研究概况和进展。以期为这一领域的进一步研究提供参考。
关键词：芦笋；花药培养；研究进展
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　　芦笋（Ａｓｐａｒａｇｕｓ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ．Ｌｉｎｎ）学名石刁柏，以
嫩茎供食，具有极高的营养保健价值，有防癌、抗癌，预
防和治疗高血压、心脏病的功效。是国际公认的抗癌食
品，享有“蔬菜之王”的美称。在日本、东南亚、欧美各国
被视为高级营养保健蔬菜。

２０世纪９０年代以来，绿芦笋及其速冻产品在国际
市场上长期处于供不应求的状况。发达国家消费需求
逐年上升，但由于土地和劳动力价格昂贵等因素，栽培

面积却在减少。在这种形式下，我国芦笋生产迅速发
展。全国种植面积已超过１０万ｈｍ，为世界第一大芦笋
生产国。
芦笋为雌雄异株植物，雌株产量低，雄株产量比同

期同条件生长的雌株高２０％～３０％以上［４－６］，而且雄株
生长旺盛、品质好、产量高、寿命长、抗病性强，因此，培育
全雄品种成为国内外芦笋育种的主要方向［５］。石刁柏
的性别是由一对等位基因控制的，雄性是 Ｍｍ，雌性是
ｍｍ，基因型是ＭＭ的雄性株被认为是超雄株。超雄株
（ＭＭ）与雌株（ｍｍ）杂交，Ｆ１ 代全是雄株（Ｍｍ），因此培
育超雄株是全雄育种关键。花药培养是获得芦笋超雄
株的重要途径之一［７］。
１９７２年，Ｐｅｌｌｅｔｉｅ［７］最早开展了石刁柏花药离体培
养，并从培养的花药中得到由花粉发育来的ｎ＝１０的单
倍性细胞团。同年，日本人Ｙａｋｕｗａ从芦笋花药再生的
６棵植株中，发现２棵雌株［７］。之后法国人Ｄｏｒｅ［８］利用
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