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大豆幼胚子叶胚性悬浮细胞系的建立
与次生胚诱导
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摘要　本研究选用黑龙江省 5个大豆品种的幼胚子叶 ,建立了胚性悬浮培养体系 ,并由悬浮体系增

殖产生次生胚。系统探讨了培养基组成和浓度对体细胞胚诱导和悬浮培养物生长的影响 ,以及悬

浮体系继代时间与胚成熟率和再生率的关系 。结果表明 ,高效体细胞胚诱导培养基为:MSB+

40mg/L 2 ,4-D +6%蔗糖。高效球型胚增殖培养基为 10mg/L2 ,4-D+1/2M S 氮源+5mM 谷

氨酰胺+5mM 天门冬酰胺 。培养 8 周后的次生胚成熟率和再生率显著提高 ,到第 12 周分别达

63%和 35%,之后提高幅度减小 。
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　　大豆体细胞胚再生已有许多报道 。早期

Lazzeri[ 1]和 Ranch[ 2] 等建立的系统中 ,由胚性细胞

团起源形成的体细胞胚 ,一般不经过愈伤组织增殖 ,

直接形成单一的球形胚。由于其来源于多细胞且发

生频率低 ,即使被转化也是嵌合体 。自从 1988 年

M cGranahan提出用胚性组织被转化的部位诱导次

生胚以来 ,由于其可能起源于单细胞 ,并延长了细胞

分裂周期进行胚增殖生长 ,从而提高了再生率和转

化率等优点 ,成为目前大豆和其它植物转化最适宜

的受体材料[ 3-5] 。由 Finer 建立的可增殖的胚性悬

浮培养系统具有这些优点 ,已经证明是目前大豆转

化最适宜的受体系统[ 6] 。而国内对大豆幼胚子叶

胚性悬浮体系没有过系统的研究报道。本研究在总

结前人经验基础上 ,选用黑龙江省大豆主栽品种的

幼胚子叶 ,建立了较有效的胚性细胞悬浮培养体系 ,

从而为遗传转化提供理想的受体材料。

1　材料和方法

1.1　材料

供试材料选用东北地区 5个性状优良的大豆主

栽品种合丰 25 、合丰 35 、黑农 35 、东农 42 和吉林

30 。由东北农业大学大豆所提供 。

1.2　方法

1.2.1　体细胞胚诱导

1.2.1.1　培养基　基本培养基为 M SB(MS 无机盐

+B5有机成分),添加氮源 、生长素和蔗糖 ,琼脂为

0.8%, pH 5.8。氮源 、生长素和蔗糖均采用 3个浓

度水平 ,设计了 L93
4 正交表(表 1)。

1.2.1.2　培养方法　取开花后 2-3周的幼嫩豆

荚 ,每株上取最先结的豆荚 ,每 3-4天取样一次 ,最

多取 3次。用自来水冲洗 10-30分钟 ,75%酒精表

面消毒 1分钟 ,0.1%升汞(加 0.1%Tw een-20)10

-15分钟 ,无菌水冲洗 3次 。用镊子取出种子 ,剥

去种皮 ,挤出子叶。选取 4-5mm 大小的(半透明

绿),切去胚轴及生长点 ,只取两片子叶 ,近轴面向上

接种到体细胞胚诱导培养基上 ,暗培养 。初次继代

要带有子叶 ,并挑选高度结构化 、胞质浓厚的莲座型

细胞团 。

四周后调查体细胞胚诱导率(有胚胎发生的外
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植体数/接种外植体数总数×100%)、正常胚率(正

常体细胞胚数/有胚胎发生的外植体数×100%)和

诱导效率(胚诱导率×正常胚率)。正常胚的划分 ,

采用 Lazzeri等的标准:有明显苗端和根端 ,并至少

有一个正常子叶的体细胞胚为正常体细胞胚 。显著

性分析优化出最佳培养基组合 ,然后重新接种 。
表 1　体细胞胚诱导影响因素

Table 1　Facto rs influencing the induction of somatic embryos

培养基

Medium

氮源

Nit rogen

生长素(mg/ L)

Auxin(mg/ L)

蔗糖(%)

Sucrose(%)

1 a N10＊ 1.5

2 a D20 3

3 a D40 6

4 b N10 3

5 b D20 6

6 b D40 1.5

7 c N10 6

8 c N20 1.5

9 c D40 3

　　注:a 指 MS氮源;b指 1/ 2MS氮源+5mM 谷氨酰胺+5mM 天

门冬酰胺;c指 1/ 2MS氮源+10mM 谷氨酰胺+10mM 天门

冬酰胺;＊指生长素的种类和浓度 , N 指 NAA , D 指 2 , 4-

D 。

Note:a means MS nit rogen;b means 1/ 2MS nit rogen+5mM Glutamine

+ 5mM Asparagine;c means 1/ 2MS nitrogen + 10mM

Glutamine + 10mM Asparagine;＊ means the kind and

concentration of auxin , N indicates NAA , D indicates 2 , 4-D.

1.2.2　胚性悬浮培养体系的建立

1.2.2.1　培养基　首先筛选适宜 2 , 4-D 浓度 。

以M SB为基本培养基 ,分别添加 1 、5 、10 、20mg/L

2 ,4-D ,探讨出最适 2 , 4-D浓度。在此基础上 ,筛

选适宜的氮源组合。共设计 5 种组合 ,即 M S 氮素

+10mM 谷氨酰胺 、MS 氮素+10mM 天门冬酰胺 、

M S氮素 +10mM 谷氨酰胺 +10mM 天门冬酰胺 、

1/2M S氮素+5mM 谷氨酰胺+5mM 天门冬酰胺 、

1/2MS氮素+10mM 谷氨酰胺 +10mM 天门冬酰

胺。培养一个月后 ,根据胚性细胞团鲜重增长率和

胚成熟率筛选最佳培养基 。胚成熟率=子叶形胚发

生的外植体数/体细胞胚发生的外植体数 X100%。

1.2.2.2　培养方法　取约 1 g 胚性细胞团悬浮于

25m L液体培养基中 , 120-150rpm , 26℃振荡培养 。

每周继代一次。为使体细胞胚发育阶段同步化 ,隔

代选取结构致密 、有光滑表面的细胞团用孔径为 2

mm的尼龙网过筛处理 ,保留大小均一 、直径约 2-

3mm 的细胞团 。选取黄棕色 、有光滑表面 ,较致密

的组织继代 。通过过筛和调节培养基组成使培养物

同步化 。

1.2.2.3　继代时间与胚成熟率和再生率的关系　

用优化出的最佳培养基 ,每两周取一定量跟踪测定

胚成熟率和再生率 。再生率=有植株再生的外植体

数/有体细胞胚发生的外植体数×100%。

用 SPSS Data Processo r软件对试验数据进行显

著性分析。

2　结果与讨论

2.1　体细胞胚诱导

2.1.1　培养基组成及浓度对体细胞胚诱导的影响
表 2　氮源 、生长素和蔗糖对大豆幼胚子叶

体细胞胚诱导的影响

Table 2　Influence of nitrogen , aux in and sucrose on induction of

somatic embryos from immature cotyledons of soybean

培养基

Medium

接种数

No.of

cotyledons

胚诱导率(%)
Percentage

of somatic

emb ryos

induction(%)

正常胚率(%)
Percentage

of normal

somatic

embryos(%)

诱导效率(%)＊

Induction

ef ficiency

(%)

1 200 0 0 0

2 180 21 5 1.05D

3 200 49 6 2.94A

4 200 4 10 0.40F

5 200 36 4 1.44C

6 190 0 0 0

7 150 6 9 0.54E

8 200 0 0 0

9 200 38 5 1.90B

　　注:＊采用 1%差异显著标准;表中数据为各个品种的平均值。

Note:＊ means 1% signi ficant level;Dates in this table are

mean value of all varieties.

接种 20 天左右在子叶边缘或表面长出球形胚

(图版A)。表 2可见 ,3 号培养基最适于体细胞胚

诱导 ,即 M SB 培养基添加 40mg/ L 2 , 4-D 、6%蔗

糖其胚诱导率和诱导效率最高 , 分别达 49%和

2.94%。有机态氮源不是体细胞胚发生所必需的 ,

而生长素和蔗糖的组成配比对体细胞胚诱导有显著

影响。大豆基因型 、幼胚长度 、接种方式 、继代时选择

的组织类型和培养基组成等是影响诱导的组织是否

胚性以及诱导频率的关键因素[ 7] 。本研究在一些已

公认的研究结论基础上 ,用 5个大豆品种证明高浓度

的生长素和蔗糖能显著提高体细胞胚诱导率。

2.1.2　体细胞胚胎发生的基因型差异
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各种培养基对不同基因型体细胞胚的诱导效果

是一致的 ,都是 3号培养基的诱导效果最佳。因此

以 3号培养基为例 ,探讨体细胞胚诱导率 、正常胚率

和诱导效率的基因型差异(表 3)。其中黑农 35 、东

农 42和合丰 35的体细胞胚诱导率较高 ,为 50%左

右 ,差异不显著。黑农 35 的正常胚率为 6%,稍高

于另两者。但黑农 35的诱导效率明显高于合丰 35

和东农 42 ,是从体细胞胚途径再生植株较好的试验

材料 。

2.2　胚性细胞悬浮培养体系的建立和次生胚诱导

2.2.1　2 ,4-D和氮源对胚性细胞团鲜重增长率和

胚成熟率的影响

选用黑农 35 、东农 42和合丰 35诱导的结构致

密的组织建立悬浮体系。新生的次生胚源于旧胚表

面 ,表面增殖产生多层胚(图版 B)。2 ,4-D和有机

态氮的不同组合对胚性细胞团鲜重增长率和胚成熟

率有很大影响(表 4)。在 M S 氮源情况下 ,培养一

个月后 , 10mg/L2 ,4-D 培养的细胞团鲜重增长率

最大 ,胚成熟率最高;浓度过低团块不增殖 ,直接发

育成熟;而过高根本不生长 ,一段时间即褐化死亡 。

在 10mg/L2 , 4-D基础上 ,1/2M S氮源 ,加 5mM 谷

氨酰胺 、5mM 天门冬酰胺时胚成熟率最高 ,与其它

处理差异显著。虽然团块鲜重不是最高 ,但组织团

小 、数目多 ,质量最好 ,利于选择和转化 ,本试验得出

的最佳 2 ,4-D和有机氮素浓度与 Finer 的结果不

一致 ,很可能是基因型不同的原因 。同时可见 ,添加

谷氨酰胺 、天门冬酰胺等大豆根瘤产物对液体增殖

胚性组织及胚成熟起重要作用 。这是因为大豆是酰

尿植物
[ 8]
,在籽实充实初期 ,由茎基部供给子粒和

荚的氮源主要是尿囊素 、尿囊酸 、天门冬酰胺和谷氨

酰胺 ,培养基中直接添加这些有机氮素可以调节无

机氮的代谢。
表 3　基因型对大豆幼胚子叶体细胞胚诱导的影响

Table 3　Influence of genotype on induction of somatic

embryos from immature co ty ledons of soybean

基因型

Genotype

胚诱导率(%)
Induction

percen tage of

somatic embryos

(%)

正常胚率(%)
Percentage of

normal somatic

embryos

(%)

诱导效率(%)＊

Induct ion

eff iciency
(%)

黑农 35 49A 6 2.94A

东农 42 51A 4 2.04B

合丰 35 38A 4 1.52B

合丰 25 11B 5 0.55C

吉林 30 6B 4 0.24C

表 4　2 , 4-D和氮源对胚性细胞团鲜重增长率和

胚成熟率的影响

Table 4　Effect of different 2 , 4-D and nitrogen concentra-

tio ns on percentage of increased fresh w eight o f

embryogenic cell clumps and percentage of mature embryos

培养基
Medium

浓度
Concent rat ion

鲜重增长率

(%)
Percentage
of increased

f resh w eight

(%)

胚成熟率

(%)
Percentage
of embryos

mature

(%)

2 , 4-D(mg/ L) 1 0 1 C

(MS 氮源) 5 21B 5 B

(MS Ni trogen) 10 78A 11A

20 0 0

氮源 MSN+10mMGlu 87A 13B

(Nitrogen) MSN+10mMAsp 93A 13B

(10mg/L 2 , 4-D)MSN+10mMGlu+10mM Asp 95A 17B

1/ 2MSN+5mMGlu+5mMAsp 96A 33A

1/ 2MSN+10mMGlu+10mMAsp 101A 34A

　　注:MSN 指 MS氮源;Glu指谷氨酰胺;Asp指天门冬酰胺;表中
数据为各个品种的平均值。
　　Note:MSN represents MS nit rogen;Glu representsGlutamine ;Asp

represents Asparagine;Dates in this table are mean value of all varieties.

2.2.2　继代时间与胚成熟率和再生率的关系

用优化出的最佳培养基 ,每两周取一定量培养

物接种到成熟培养基上测定胚成熟率(图版 C),并

跟踪测定再生率(图版 D)。结果见图 1 ,图中数据

为三个品种的平均值。可见 ,悬浮体系培养 8周后

胚的成熟率和再生率明显提高 ,超过 12周后提高幅

度减小 。有报道说长期增殖的胚性培养物会产生染

色体畸形而造成植株不育[ 9] ,较早转化和筛选提高

可育植株比率[ 10] 。因此用培养 8-12周的胚性组

织作为遗传转化的受体材料可显著提高再生率和转

化率。
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ESTABLISHMENTOF EMBRYOGENIC SUSPENSION WITH IMMATURE COTYLEDONS

OF SOYBEAN(Glycine max (L.)Merr.)AND INDUCTION OF SECONDARY EMBRYOS

Li Haiy an　Zhu Yanming
＊＊
　Feng Yingying　Zhou Changmei　Liu Beidong

Ding Xiaodng　Zhang Shuzhen

(Department op Plant Bioengineering , College of L ife Sciences Northeast

Agricultural University , Harbin 150030)

Abstract　With 5 soybean cultivars in Heilong jiang province , somatic embryos were induced wi th immature

cotyledons and secondary embryogenesis systems were established through suspension proliferation of

embryogenic cultures.We studied systematically the influence of component and concentration of medium on

somatic embryo induction and suspension culture proliferation.The results show , high efficient medium of

inducing somat ic embryos is MSO +40mg/L 2 , 4-D +6%sucrose.High eff icient medium of global embryos

proliferation is 10mg/L 2 , 4-D+1/2 M S nit rogen+5mM glutamine+5mM asparagines.The percentage of

embryos mature and regeneration of secondary embryos af ter cultured for 8 weeks were significantly improved ,

and reached 63% and 35% respectively at the 12 week , af ter then , the increased rate declined.

Key words　Soybean;Immature coty ledons;Embryogenic suspension system;Secondary embryos
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