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　　摘　要：以陇东马牙枣盛花后５０～６０ｄ的幼胚为试材，采用三步培养法诱导胚状体。结果表
明：诱导愈伤组织适宜的培养基为Ｎｉｔｓｃｈ培养基上附加ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ　１．５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖
３０ｇ／Ｌ＋琼脂４．０ｇ／Ｌ。诱导胚状体培养基宜选用，ＭＳ＋ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ＋ＬＨ
０．５ｍｇ／Ｌ＋ＶＣ　０．１ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂４．０ｇ／Ｌ，并获得完整植株。
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　　枣的胚败育问题严重制约着枣杂交育种进程，以
幼胚为外植体诱导愈伤组织获得再生植株可以解决胚
败育问题，并且愈伤组织再生系统的建立是细胞培养、
原生质体培养、细胞融合及遗传转化等研究获得成功
和应用的基础［１］。由愈伤组织诱导胚状体可以培育人
工种子、简化育种程序及其与基因工程、脱病毒等生物
技术相结合诸方面，具有诱人的前景［２］。关于枣体细
胞胚胎途径诱导再生植株的报道较少，以陇东马牙枣
幼胚为外植体进行体细胞胚胎诱导还未见报道。该研
究以陇东马牙枣盛花后５０～６０ｄ的幼胚为试材，进行
愈伤组织和胚状体的诱导，最终获得再生植株，为枣新
品种的选育提供育种基础。

１　材料与方法
试验于２００５～２００８年在甘肃省农业科学院果树

研究所进行。陇东马牙枣取自甘肃省农科院果树所枣
品种园，外植体为陇东马牙枣盛花后５０～６０ｄ的枣果
（果核没有达到硬核期，７０％发育至心形胚时期，陇东
马牙枣自然含仁率为６０％）。采用三步培养法。培养
条件为：室温２２℃。培养间温度２６～２８℃，光照度
２　０００～３　０００ｌｘ，光照时间１２ｈ／ｄ。
第一步从枣果的果核中剥出种子（图１）消毒处理

后，剥去种皮（图２）接种于幼胚萌发培养基中，其中
ＭＳ－Ｈ［３］＋ＺＴ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．６ｍｇ／Ｌ＋蔗糖５０
ｇ／Ｌ＋ＬＨ　０．５ｇ／Ｌ＋琼脂４．０ｇ／Ｌ＋ＰＶＰ　０．２ｇ／Ｌ获
得了４７．６２％的幼胚萌发率［４］，外植体接种１０ｄ后胚
陆续变绿，有些外植体２０ｄ后胚乳开始肿胀，长出乳
白色（有的略带淡黄色）初生愈伤组织（图３），３０ｄ后愈
伤组织增生，幼胚逐渐长大变绿，发育至子叶胚时期。
第二步将发育至子叶胚期的胚从胚乳中或愈伤组

织中剥离转至无激素的ＭＳ培养基，培养３０ｄ后，子叶

图１　切开刺果取出种仁　　图２　去皮种子　　

图３　幼胚接种３０ｄ后　　　图４　剥离出的胚　

展开、增大，长出胚根的子叶胚（图４），但不能继续发育
成叶色浓绿、根、茎齐全的正常的幼苗。将子叶展开、
增大，长出胚根的子叶胚分别转移至 ＭＳ（改良）即大量
元素减半和在 Ｎｉｔｓｃｈ［３］基本培养基上，都附加了ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ　１．５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂４．０
ｇ／Ｌ诱导愈伤组织培养基上，诱导愈伤组织；接种３０ｄ
后，统计出愈率，愈伤组织黄绿率和黑褐率（出愈率＝
愈伤组织块数／接种个数；黄绿率＝黄绿色的愈伤组织
块数／愈伤组织块数；黑褐率＝黑褐色的愈伤组织块
数／愈伤组织块数）。
第三步由愈伤组织诱导胚状体成苗（培养基设计

见表１）。统计胚状体诱导率，胚状体成苗率（胚状体诱
导率＝胚状体块数／愈伤组织快数）。
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　　表１ 愈伤组织诱导胚状体培养基
组合 基本培养基 ＩＢＡ／ｍｇ·Ｌ－１　 ＢＡ／ｍｇ·Ｌ－１

１ ＭＳ　 ０．５　 ０
２ ＭＳ　 ０．２　 １．０
３ ＭＳ改良 ０．５　 １．０
４ ＭＳ改良 ０．２　 ０

２　结果与分析
２．１　枣幼胚诱导愈伤组织
将子叶胚分别接种在愈伤组织诱导培养基３０ｄ

图５　Ｉ型剑伤组织　　图６　ＩＩ型愈伤组织图

后，２种培养基上都诱导出大量的愈伤组织，诱导率在
９５％以上。２种培养基上都诱导出２种类型的愈伤组
织，Ⅰ型愈伤组织呈黄绿色，组织致密，（图５）；Ⅱ型愈伤
组织黄褐色、黑褐色（图６）。但不同类型的愈伤组织在
不同培养基上产生的比例不同，Ｎｉｔｓｃｈ黑褐率较高，而
ＭＳ（改良）培养基黄绿色率较高（表２）。２种培养基的
愈伤组织的生长都非常旺盛。
　　表２ 基本培养基诱导愈伤组织的效果
基本培
养基

接种
个数

愈伤诱
导率／％

愈伤生
长量

愈伤
质地

愈伤颜色
黄绿率／％　黑褐率／％

ＭＳ（改良） ４２　 ９５ ＋＋＋＋ ＊＊ ８３　 １７
Ｎｉｔｓｃｈ　 ３８　 ９７ ＋＋＋＋ ＊＊ ５０　 ５０

　　注：＋＋＋＋为生长旺盛；＊＊为生长致密。

２．２　胚状体诱导
将愈伤组织转移到１～４号（表１）培养基中，每种

培养基上接种３０～４０个外植体，每４５ｄ继代１次，２
次后可见大量的胚状体发生（图７）。胚状体在 ＭＳ＋
ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ＋ＬＨ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＶＣ
０．１ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ上继代２次，可直接成苗，发
育成具有根、茎、叶的正常植株（图９），具有子叶和胚
根。胚状体诱导及再生情况统计见表３。ＭＳ培养基
胚状体的生长量旺盛（表３），诱导率在８０％以上，ＭＳ
（改良）胚状体生长量一般，ＭＳ培养基上的胚状体可发
育成正常植株，在 ＭＳ（改良）的胚状体不能发育成正常
植株。胚状体为黄绿色半透明状，易于分离，有的能清
晰的看到胚根和子叶；胚状体的发生是不同步的（图
８）。在继代培养中，大多数胚状体不能发育成完整植
株，而是大量增殖；少数胚状体上部子叶发育成杯形、
喇叭形或片状结构，这些结构可以不停地发育、生长，

但不能萌发出嫩叶及发育成完整植株（图１０）。而且培
养的条件不适合，发育早期的体胚又重新变为无序结
构，形成新的胚性细胞团，而不能进入成熟发育。

　 　　图７　诱导出胚状体　　图８　发育不同时期的胚状体

　　表３ 培养基对诱导胚状体的影响

组合
基本培
养基 ＩＢＡ／ｍｇ·Ｌ－１　ＢＡ／ｍｇ·Ｌ－１

胚状体
诱导率／％

胚状体
生长量

成苗

１ ＭＳ　 ０．５　 ０　 ８６ ＋＋＋＋ Ｎ
２ ＭＳ　 ０．２　 １．０　 ８７ ＋＋＋＋ Ｙ
３ ＭＳ改良 ０．５　 １．０　 ７５ ＋＋ Ｎ
４ ＭＳ改良 ０．２　 ０　 ７２ ＋＋ Ｎ

　　注：＋＋为生长一般；＋＋＋＋为生长旺盛；Ｎ为否；Ｙ为是。

图９　胚状体成苗

图１０　胚状体不能发育成正常植株

３　讨论与结论
一般而言，对于同一基因型，处于幼态型或幼嫩期

的组织或器官，其细胞的分裂与分化活性强，易于响应
培养因素的反应而变化，即越幼嫩的部位愈伤组织诱
导率越高，该试验培养枣幼胚，获得子叶胚，再诱导子
叶胚愈伤组织，也得出这样的结论，获得９５％以上的出
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愈率，这与何业华等［５］、李登科等［６］研究结论一致。

２，４－Ｄ是诱导多种植物离体培养的体细胞转变为
胚性细胞的重要激素，该试验添加２，４－Ｄ　１．５ｍｇ／Ｌ高
效诱导愈伤组织，且在胚性愈伤的诱导中添加一定浓
度的ＢＡ是必要的，这和陈超等［７］的结论是一致的。
基本培养基的不同，实际上就是营养物质间的供

应比率不同。细胞、组织、器官的发育是一个动态过
程，从而影响到细胞、组织和器官生长发育过程中对营
养条件的需求也不断变化。该试验的研究表明，在幼
胚萌发培养基ＭＳ－Ｈ获得４７．６２％的幼胚萌发率［４］，陇
东马牙枣幼胚培养需要高的无机盐浓度，丰富的有机
成分，且胚龄越小对培养基的要求越严格［８－９］。子叶胚
在愈伤组织诱导过程中，在Ｎｉｔｓｃｈ、ＭＳ（改良）即ＭＳ培
养基大量素减半培养基上获得９５％以上的出愈率，２
种培养基都属于低盐培养基，并且二者的硝酸盐浓度
都较低，可见适当降低盐的浓度，特别是硝酸盐的浓
度，对愈伤组织生长分化有利［１］。在胚状体诱导过程
中，ＭＳ培养基较 ＭＳ（改良）即 ＭＳ培养基大量素减半
培养基胚状体的生长量旺盛，诱导率高出１０％，且获得
正常植株，说明胚状体的诱导需要高的细胞渗透压，高
无机盐浓度，ＢＡ的有无对胚状体的生长量影响不大，
但ＢＡ是胚状体成苗所必须有的。
该试验获得高频率（７２％～８７％）、生长旺盛的胚

状体，但成苗率较低，大多数胚状体不断增殖，不能发
育成完整的植株。体胚的成熟发育需要适宜的培养基
的成分，合理的外源激素配比，及额外添加的有机附加
物等［１０］；王娜将枣叶片愈伤组织分化出的胚状体可在
ＭＳ＋蔗糖４０ｇ／Ｌ＋ＣＨ　５００ｍｇ／Ｌ的无激素培养基上
发育成熟，在１／２ＭＳ＋蔗糖２０ｇ／Ｌ＋ＩＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ的

培养基上诱导生根，获得了叶片胚状体完整的再生植
株［１１］。李登科等将幼胚和子叶分别接入 ＭＳ＋ＢＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋１ＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ＋蔗糖５％和 ＭＳ＋ＢＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋１ＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３０．５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖
５％的培养基中可诱导出胚状体，但不能发育成
熟，在 ＭＳ＋ＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．０８ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３
５ｍｇ／Ｌ＋ＣＨ　１００ｍｇ／Ｌ＋蔗糖５％的培养基上可发育
成苗［６］。
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