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从大豆幼胚诱导胚胎发生再生植株
’

周思君 尹光初 雷勃钧 何志鸿

(黑龙江省农业科学院大豆研究所 )

摘 要

未用 M S 基本培养基附加 高浓度 的生长素 ( 2 , 4一 D 或 N A A ) 成功地诱导

了大豆 ( G
.

二 a x ) 木成熟胚的体细胞胚胎发生
。

2 , 4一 D 的诱导效果明显优于

N A A
。

细胞分裂素对体细胞胚胎发生有抑制作用
。

适宜 的维生素 B l 浓 度 为

0
.

4 p p 。
。

体细胞胚胎发生频率随蔗糖浓度 ( 1
.

5一 9 % ) 的提 高而降低
。

体 细

胞胚胎经历 诱导
、

成熟和 发芽三个阶段成功地发育成 完整植株
。

再生植株移入

土攘 已经获得种子
。

关键词
:

大豆 组织培养 体细胞胚胎发生 再生植株

自 6 0 年代以来
,

人们对大豆的细胞和组织培养进行了广泛的研究
,

几乎所有 器 官

和组织都进行过培养
,

但植株再生却一度十分困难
。

这种局面严重阻碍了植物组织培养

及遗传工程技术在大豆品种改良中的应用
。

近几年来
,

大豆未成熟胚的培养为高频率地

再生植株展现了美好前景
。

但国内在这方面的研究却很少
。

国外虽有一些报道
,

但结论

不尽相同
,

许多方面有待完善
。

我们 自 1 9 8 5 年开始进行大豆未成熟胚培养的 研 究
,

现

已确立了通过体细胞胚胎发生和器官发生再生植株的完整体系
。

本文报道体细胞胚胎发

生的部分结果
。

材 料 和 方 法

从生长在大田或温室里的大豆植株上摘取含未成熟胚的豆荚
,

通过观察豆荚里种子

的轮廓来确定适宜 的时期
。

摘取的豆荚按下列程序消毒
:

自来水冲洗 10 一 30 分钟 , 75 %

酒精浸 。
.

5一 1分钟” 。
.

2 % H g C I 浸 15 分钟~ 无菌水冲洗 4一 5次
。

消毒后
,

在超 净

工作台上将豆荚剥开取出种子
,

然后切开种皮剥取幼胚
。

选取 4 士 1 m m 长的胚
,

将 两

片子叶分开
,

使子叶的上表皮朝上接种于诱导培养基上
。

诱导培养 4 周后调 查 反 应 频

率
。

. 卢翠华
、
王树林

、

张开旺
、

钱华
、

李兴 滨
、

张 晓梦参加部分工作
,

谨致 谢忱
.

本文于 1 9 3 8年 7 月 18 日收到
。
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各种培养基的所有成分包括各种植物激素均在高压灭菌前一次加人
。

整个试验均采

用固体培养
,

琼脂用量为 0
.

8 %
。

p H 在高压灭菌前调至 6
.

0
。

培 养 基 在 。
.

9一 1
.

1 k g /

( 。 m ) 2
压力下热压蒸汽灭菌 20 分钟

。

培养条件
:

空调培养室
。

白天补充光照 12 小时 ( 8
.

00 一 20
.

00 )
,

使室内平均 光 照

强度为 1 50 0 L u x ,

在此期间温度控制在 26 ℃ ,
夜间温度控制在 18 ℃

。

黑暗培养在同一

培养室内的密闭木柜中进行
。

为使体细胞胚发育成完整植株
,

采用了下列培养程序
:

诱导~ 成熟” 发芽
。

结 果 与 讨 论

一
、

体细胞胚胎发生的诱导

诱导培养基采用 M S ( M u r a s h i g e a n d S k o o g 1 9 6 2 ) 基本培养基附加高浓 度 的

生长素 ( 2 , 4一 D 或 N A A )
。

未成熟胚接种在诱导培养基上
,

10 一 15 天后在幼子叶的表

皮上长出球形突起
,

这些球形突起即球形期体细胞胚
。

以后这些球形体细胞胚继续发育

经历心形期
、

鱼雷形期直至成熟 (见图版 1一 5 )
。

有些体细胞胚则发育成喇叭形
、

叶形

和类似胚轴的形状 (图版 9 )
。

这些形态不正常的体细胞胚有的能产生根
,

但都不能形

成完整植株
。

1
.

生长素种类
、

浓度及光暗处理对体细胞胚胎发生的影响

关于生长素种类对体细胞胚胎发生的影响已有过研究 〔`
、 5 、 “ 〕 ,

认为 2 , 4一D 和 N A A

的效果最好
,

且二者各有利弊
, 2 ,

4一 D 能诱导高频率的胚胎发生
,

但诱导 产生的 体 细

胞胚往往形态不正常
; N A人诱导频率低

,

但诱导产生的休细胞胚 形态上更正常
。

二者中

哪个效果更好
,

缺乏明确结论
。

表 1 不同浓度的 2
,

4一 D
、

N A 人及光暗处理对体细胞胚胎发生的影响
.
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光在植物组织培养中
,

也是控制形态发生的重要因素之一
。

B ar , al
e
等 ( 1 9 8 6) 报道

N A A 在黑暗条件下能诱导产生形态正常的体细胞胚
。

考虑到光暗处理与生长素种类和

浓度之间可能存在交互作用
,

所以进行了复因子试验
、

分别在光照和黑暗条件下
,

比较

了不同浓度的 2 , 4一 D 和 N A A 的诱导效果 (表 1 )
。

结果表明
, 2 , 4一 D 浓度的变化对胚胎发生频率影响很 大

。

最适 2 , 4一 D 浓 度 为

20 p p m
,

其胚胎发生频率高达 80
.

0 %
。

光暗处理趋势一致
。

不同浓度的 N A A 对胚胎

发生频率的影响在光照和黑暗条件下表现不同
。

在光照条件下
,

不同浓度 N A A 的胚胎

发生频率差异不大
,

适宜浓度在 20 一 4 0 p p 。 之间
。

在黑暗条件下
,

情况相反
,

胚胎发

生频率随 N A A 浓度提高而显著下降
,

适宜浓度在 1 0 p p m 以下
。

这表明黑暗条 件 使

N A A 的适宜浓度降低
。

2 ,
4一 D 的诱导反应频率光照处理高于黑哈处理 ; N A A 的诱 导反应频率黑暗处理

高于光照处理
。

这表明光照条件有利于提高 2 , 4一 D 的诱导反应频率
,

黑暗条 件 有 利

于提高 N A A 的诱导反应频率
,

光
、

暗处理与生长素种类之间存在交互作用
。

比较地看来
,

在光照条件 下2 , 4一D 诱导体细胞胚胎发生的反应频率高于 N A A ;

在黑暗条件下
,

N A A 的诱导反应频率高于 2 , 4一 D
。

但 2 , 4一 D 在光照条件下的最高

诱导反应频率 (8 0
.

0 % )远高于 N A A 在黑暗条件下的最高诱导反应频率 (4 1
.

3 % )
。

从

体细胞胚的发育和外部形态看
,

N A A 诱导的体细胞胚发育快
,

在诱导培养基上很快发育

成各种形态
,

包括叶形
、

喇叭形
、

类似胚轴形等
。

最高正常呸率为 1 6
.

7 %
。

2 , 4一 D 诱导的

体细胞胚要在去掉 2 , 4一 D 的成熟培养基上才能迸一步发育
.

最 高正常胚率为 2 6
.

9 %
。

在含 2 , 4一 D 的诱导培养基上
,

体细胞 拯的进一步发育受到抑制
,

诱导 培 养 4 周 后
,

多数体细胞胚仍停留在球形期
。

这表明 2 , 4一 D 对体细胞的发育有抑制作用
。

无论 2 ,

4一 D 或 N A A
,

体细胞胚形态的正常性与诱导频率都是一致的
。

即百利于提高 诱 导 频

率的条件
,

也有利于提高正 常胚率
。

2 , 4一 D 诱导的平均胚数
,

即平均每个发生反应的

幼子叶上体细胞胚的数量显著多于 N A A
。

2 , 4一 D 的最高诱导效率值 (胚发生率 x 平均

胚数 ) 为 10
.

32
,

平均每个子叶上可得 2
.

7 个正常体细胞胚
; N A A 的最高诱导效 率 值

为 。
.

8 7 ,

平均每个子叶上正常体细胞胚数为 0
.

1 4
。

可见 2
.

4一D 的诱导效果明 显优于

X A A
。

2
.

细胞分裂素对休细胞胚胎发 生频率的影响

在含 2 , 4一 D 20 p p m 和含 N A A 8 p p m 的两种诱等培养玉中分别朋人 6一节氨基

嚓岭 (6 一 B A ) 和激动素 ( K T )
,

其浓度均为 。
.

1 和 l
.

o p p m
,

结呆不管哪 种 配 合 方

式
,

细胞分裂素都对生长素的诱导作用产生强烈抑制 (表 2 )
。

K T 白衬印制作用更强
,

。
.

l p p。 的 K T 即完全抑制 了 2 , 4一 D 的诱导作用
。

这表明诱导大豆未成熟胚的体细胞

胚胎发生不需要外源细胞分裂素
。

3
.

维生素 B :
浓度对体细胞胚胎发生频率的影响

对于维生素的使用
,

大多数研究者都用 B S
培养基的维生素浓度代替 M S 培养基的

维生素浓度
。

这种替换
,

维生素 B : 、

B 6 的用量变化不大
,

但维生素 B : 的 浓 度 从 。
.

1

p p m 猛增至 1 0 p p m
,

提高了 1 00 倍
。

如此剧烈的浓度变化是否对胚胎发 生 的 诱 导 有
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表 2 细胞分裂素对体细饱胚胎发生频率的影响
’

T a bl e 2 E f f e e t s o f e y t o k i m i n : 0 0 f r e q o e n o y o f s o m a t i e e m b r y o g e n e s i s .

细胞 分裂素

( P P m )

Cy t o k i n i几

( P P
、 n )

还 胎 发 生 频 率 (帕 )

E m b r y o g e n e’ i s f r e q u . 肚 e y (肠 )

2
,

生一D 2 0 P P m N A A 8 P P m

0

B A 0
.

1

B A 1
.

(〕

K T 0
.

1

K T 1
.

0

6

:{:
2

:{:

)
.

7

0 1 0
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G 。 : 。 t了 P e w :
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5 H e

3 2
.

i n o n g 一 3 2
.

利 ? 缺乏 试验证据
。

我们对维生素 B , 浓度的试验结果 (表 3 )表明
,

维生素 B , 的适宜浓

度为 0
.

4 p p m
。

浓度继续提高
,

胚胎发生频率下降
。

当维生素 B :
浓度 提 高 到 1 0 p p 。

( B S 培荞基的浓度 ) 时
,

极显著地降低 了胚胎发生的频率
。

从表 3 还可看出
,

高 的 维

生素 B ,
浓度对根为诱导和生长是有利的

。

B S
培养基当初是为大豆根细胞的生长而设计

的
,

高浓亡的维生素 F : 对根细胞生长有利
,

正是 B S
培养基采用高浓度维生素 B : 的根

据
。

表 3 V B :

浓度对体细胞胚胎发生和根诱导频率的影响
`

T a b l e 3 三f f e c t o f V B I C o n 。 。 n t r a t i o n o n s o m a t l e

。 m b r y o g e n e s i: a n d r o o t p r o d u c t i o n ’
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M e d ` u 工尸

V B I 浓度 ( p F m ) ’

V B I C〔】n c ` n t r a t io n ( , , m ) l

胚胎发生 频率 ( % )

E几 b r y o g e n e s is
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一F
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4
.

蔗搪浓度对体细胞胚胎发生频率的影响

蔗糖浓度对幼胚的体细胞胚胎发生频率的影响己育过报道
。

例如
,

高的蔗糖浓度能

提高玉米幼胚的胚胎发生频率 ( L u
等 1 9 8 3 ) ; 高于 3 % 的蔗糖浓度对大豆幼胚的胚胎发

生有利 ( R a n c h 等 19 8 6)
。

我们对蔗糖浓度的试验结果 (表 4 ) 表明
,

随着蔗 糖 浓 度

( 1
.

5一 9 环 ) 的增加
,

胚胎发生频率下降
。
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表

Tab le4 E f fe eto f

4蔗糖浓度对体细胞胚胎发生频率的影响
.

s uo r cse eo e ne nt r atio o n n f re qe e n uyo fo fo sm ati e e mb ryo g e n。 公 i` 务

培 养 基

M ei d um

蔗 糖 浓 度 (肠 )胚胎发生频率 (肠 )

S
u。 ro o e e sne e n lr at jo n (% )E mb

ryo g e n。 , 15 f r e q u e 打 e y ( 肠 )

M S +

2
,

4一 D Z o P p m );

{
·

: … 黑
书 基因型材料为合丰 25

。

釜
G

e n o t y p e w . s

爪 f
e n g 2 5

试验还研究了基因型
、

幼胚长度
、

供体植株发育阶段
,

基木培养基
、

接种方式等因

素对胚胎发生频率的影响
,

试验结果将另文报道
。

二
、

体细胞胚成熟

在诱导培养基上 产生的体细胞胚
,

需要转移到成熟培养 基 上
,

使 其 发 育 成 熟
。

R a n
ch 等 1 9 8 5 年指出

,

要使 90 % 以上的体细胞胚转向成熟
,

培养基 里 需要加人脱落

酸 ( A B A )
。

我们采用了两种 成 熟培 养 基
:

① M S + I B A 0
.

1 p p m + A B A 0
.

3 p p m ;

② M S 十 10 m M 脯氨酸 + 10 %蔗糖 + 1 % 活性碳
。

结果培养基②优于培养基①
。

90 写以

上的体细胞胚都能在培养基②上发育至成熟
。

表明 A B A 对于体细 饱 胚 的成熟不是必

需的
。

三
、

体细胞胎发芽与完整植株的形成

体细胞胚在成熟培养基上发育成熟后 (约一个月左右 )
,

转移到发芽培养基上
,

使其

发芽
。

我们采用了两种发 芽 培 养 基
:

① M S 十 蔗糖 1 % ; ② M S + BI A o
.

l p p m + G A

0
.

1 PP m
。

两种培养基都能使成熟的体细胞呸发芽
。

培养基①由于蔗糖浓度低
,

渗透 压

小
,

体细胞胚膨大的程度大
,

根 系发育较好
。

培养基②由于 含有生长素 (1 B A )
一

阳赤霉素

〔G)A
,

体细胞胚发芽后抽茎快
。

成熟的体细胞胚 在发芽培养基上先
一

长出根 (5 一 7 天 )
,

然后 民出芽
。

体细胞胚形态

越正常 (接近授精胚 )
,

形成完整植株守能力越强
。

成熟的形态正常的体 细 胞 胚 90 %

以上都能发芽并形成完整植株
。

再生植株移人土壤
,

已经获得种子
。

结 语

本文报道的方法
,

对于供试灼 23 个大豆 ( G
.

爪ax ) 基因型都是成功的
,

任胎发上

的浸高诱导反应频率达 80
.

口% 以上
。

可以说它是 g 前大豆组织培养中再生频率最 高 的

方案
。

但这并不等于说该方案已经尽善尽美
,

至少在以下两个方面还有待继续完善
。

第一

是提高胚性组织的生长速率
。

将胚性组织在诱导培养基上继代繁殖
,

其生长速率极其缓

慢
。

如果能在不影响胚胎发生的前提下
,

提高胚性组织的生 经速率
,

将又是一个重大进
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展
。

第二是提高正常休细胞胚的比率
。

文中已经提到
,

诱导产生的多数体细抱胚形态不

正常
,

而这些形态不正常的体细胞胚不能形成完整植株
。

本试验最高正常胚率为 2 5
.

9 %
,

平均每个幼子叶产生的正常体细胞 怀数已 达 2
.

7 个
。

可见
,

继续大幅度提高植株再生频

率 的关键在于提高正常胚率
。
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