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花生体细胞胚发生及植株再生

刘艳芝 , 韦正乙 , 谭 化 , 高 明

(吉 林 省 农 业 科 学 院 生 物 技 术 中 心 , 长 春 130033)

摘 要 : 以 花 生 优 良 品 种 四 粒 红 成 熟 种 子 胚 轴 为 外 植 体 , 诱 导 体 细 胞 胚 发 生 并 获 得 了 再 生 植 株 。将 胚 轴 切

成 小 段 , 接 种 于 附 加 40 mg/L 的 MS 培 养 基 上 诱 导 胚 性 愈 伤 组 织 , 愈 伤 组 织 转 移 至 2, 4- D 20 mg/L 的 MS 培 养

基 上 形 成 体 细 胞 胚 。 体 细 胞 胚 发 生 率 达 到 66.67%; 体 细 胞 胚 在 BA 浓 度 逐 渐 降 低 的 MS 培 养 基 上 培 养 , 发 育 成

完 整 植 株 。
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Somatic Embryogenes is and Plantle t Regenera tion in Peanut
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Abs tract: The hypocotyls of mature seed of an eminent cultivar of peanut, 'Hongsili' were used for explants

for somatic embryogenesis induction and, the regenerated plants were obtained. The hypocotyls were cut into

segments and were placed on the MS medium contained 40mg/L 2,4- D to induce callus. The calli were

transferred to MS medium with 20 mg/L 2,4- D for somatic embryo formation, the ratio of embryogenesis is

66.67% and the somatic embryos developed into wholly plants on the MS medium with gradually lowered

concentration of BA.
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花生是一种 重要的油料 作物 , 在我国 花生产

量约占油料作物总产量的 1/2。福建、广东、广西等

为花生主产区 , 但是由于这些地区高温、高湿及生

长后期常遇干旱等气候因素 , 使得 花生黄曲霉 病

等病害日益严重。近年来花生产 区已经逐渐 向北

方 转 移 , 吉 林 省 气 温 温 差 大 , 冬 季 寒 冷 , 夏 秋 季 日

照 丰 富 , 出 产 的 花 生 油 脂 含 量 高 , 味 道 香 , 在 生 长

和贮存时 , 无黄曲霉病发生。

利 用 基 因 工 程 技 术 将 外 源 基 因 导 入 花 生 , 可

以获得相应的目标性状 , 高效的花生 组培再生体

系是遗传转化的基础。在花生组织培养过程中 , 不
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同外植体经激素诱导 , 均 可通过器官 或体细胞胚

发生途径再生植株 , 但花 生基因型对 再生能力和

再 生 率 影 响 较 大 , 植 株 再 生 率 也 较 低 [1- 4], 因 此 建

立花生主栽品种的组织培养再生体 系具有重要 意

义。

吉 林 省 是 花 生 优 良 品 种 四 粒 红 的 生 产 基 地 ,

种植的花生 95%以上是这个品种 , 经过 20 多年的

种植 , 品种性状退化已经十分严重 , 急 需进行遗传

改良。本研究以四粒红为供体材料 , 通过体细胞胚

发生途径获得了再生植株 , 对其进一 步通过基因

工程改良研究具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料为花生品种四粒红。
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将成熟荚果去果皮 , 先后浸于 75%的酒精 中

1 min, 0.1%HgCl2 溶液中 10 min, 进 行 表 面 消 毒 ,

之后用无 菌水漂洗 4 次 , 用 无 菌 水 浸 泡 6 h 后 取

出种子 , 接种于 MSO 培养基。

1.2 培养基

花生无菌苗生长 , 体细胞 胚发生及植 株再生所

用培养基见表 1。

1.3 体细胞胚发生

在 MSO 培 养 基 上 培 养 2 d 的 种 子 , 切 掉 2 个

子 叶 , 将 胚 轴 切 成 约 2 mm 大 小 切 段 , 接 种 于 H1

培 养 基 诱 导 胚 性 愈 伤 组 织 。 培 养 温 度 24～26℃ ,

暗培养 3 周。将诱导形成的胚性愈 伤组织转移 至

H2 培养基继代培养 , 诱导 体细胞胚 发生。培养温

度 24～26℃ , 每天 16 h 光照 , 光强度为 3 000 lx。

1.4 体细胞胚分化及萌发

将 诱 导 出 体 细 胞 胚 的 愈 伤 组 织 转 至 H3 培 养

基分化培养 , 2 周后转 至 H4 培养基 继代培养。没

有 形 成 体 细 胞 胚 的 愈 伤 组 织 仍 然 用 H2 培 养 基 继

代培养。在 H4 培养基上体细胞胚逐渐长大 , 形成

体 细 胞 胚 丛 , 2 周 后 将 体 细 胞 胚 丛 剥 离 下 来 转 移

至 H5 培养基培养 , 2 周再转至 H6 培养基培养。

1.5 植株再生

体 细 胞 胚 丛 在 H6 培 养 基 上 , 逐 渐 有 独 立 的

体细胞胚脱离下来 , 将这些独立 的体细胞胚 转至

H7 培养基 , 体细胞胚萌 发。长出真叶 的小苗转 至

H8 培养基上 , 1 周左右生根 , 发育成完整植株。

2 结果与分析

2.1 不同激素组合对体细胞胚发生的影响

试验用 5 种培养基 , 组成 (MS 基 本培养基 +

蔗糖 5% + 琼脂 0.8%, pH5. 8) 如下:

①2, 4- D 80 mg/L; ②2, 4- D 40 mg/L; ③MS

+2, 4- D 40 mg/L+ KT 0.1mg/L; ④2, 4- D 40 mg/L+

KT 0.5 mg/L; ⑤2, 4- D 40 mg/L+ KT 1.0 mg/L。

试 验 结 果 见 表 2, 可 以 看 出 5 种 激 素 组 合 的

培养基都可以诱导体细胞胚的 生成 , 体细胞 胚的

诱导需要较高水平 的生长素 , 附 加 2, 4- D 40 mg/L

和 80 mg/L 的 培 养 基 都 可 以 获 得 高 效 率 体 细 胞 胚

发 生 , 并 且 附 加 2, 4- D 80 mg/L 的 培 养 基 体 细 胞

胚发生率较高 , 但是诱导形成 的体细胞胚 生长发

育较慢 , 转到 H2 培养基上继代培养后体细胞胚膨

大, 只有较少部分能正常发育, 分析出现这一结果是

由于 2, 4- D 浓度过高所致。2, 4- D 诱导体细胞胚发

生 , 但 抑 制 体 细 胞 胚 发 育 已 为 胡 萝 卜 、枸 杞 、三 叶

草 , 芹菜等许多植物体胚发生所证实 [5- 6]。

在 2, 4- D 40 mg/L 浓 度 不 变 的 前 提 下 , 体 细

胞 胚 诱 导 率 随 着 KT 浓 度 的 增 加 而 降 低 , 但 是 诱

导形成的体 细胞胚质量 差别 较 大 , 以 附 加 KT 0.5

mg/L 的 培 养 基 上 体 细 胞 胚 质 量 最 好 , 且 每 块 愈 伤

组织上的体细胞胚数量也多。

2.2 诱导体细胞胚发生

外植体接种 于 H1 培养基 , 1 周 左右即有 少 量

黄 白 色 愈 伤 组 织 出 现 , 3 周 左 右 整 个 外 植 体 都 形

成暗黄色、松软的愈伤组织 , 一部分愈伤组织 上出

现黄色 体细胞胚 (图 1)。选 择 胚 性 愈 伤 组 织 转 入

H2 培养基光下培养 , 已出 现的体细胞 胚生长并逐

渐变绿 , 同时 有新的体 细胞胚形成 。没有转入 H2

培养基的愈伤组织 , 颜色逐渐变成黄褐色 , 已出现

的体细胞胚也可以继续生长 , 但是生长缓慢 , 没 有

新的体细胞胚形成。大多数学者认为 , 在植物体细

胞 胚 发 生 过 程 中 , 2, 4- D 的 作 用 十 分 微 妙 。 一 方

面 , 它对诱导胚性愈伤组织的形成必不可少 ; 另一

方面 , 在胚性愈伤组织形成之后 , 又抑制体 细胞胚

图 1 愈伤组织体细胞胚发生

表 1 花生体细胞胚发生培养基

培养基 成 分 (pH5.8)
MSO 培养基 MS+3% 蔗糖 +0.8%琼脂

诱导培养基 H1 MS+2, 4- D40mg/L+KT0.5mg/L+3% 蔗糖 +0.8%琼脂

诱导培养基 H2 MS+2, 4- D20mg/L+KT0.5mg/L+3% 蔗糖 +0.8%琼脂

分化培养基 H3 MS+BA5mg/L+3% 蔗糖 +0.8%琼脂

分化培养基 H4 MS+BA2mg/L+3% 蔗糖 +0.8%琼脂

分化培养基 H5 MS+BA1mg/L+3% 蔗糖 +0.8%琼脂

分化培养基 H6 MS+BA0.5mg/L+3% 蔗糖 +0.8%琼脂

分化培养基 H7 MS+BA0.1mg/L+3% 蔗糖 +0.8%琼脂

生根培养基 H8 MS+IBA0.2mg/L+3% 蔗糖 +0.8%琼脂

表 2 不同激素组合培养基对花生体细胞胚诱导的影响

培养基
接种外植体

数(块)
诱导出体细胞

胚外植体数(块)
体细胞胚

诱导率(%)
1 36 30 83.33
2 36 27 75.00
3 36 24 66.67
4 36 24 66.67
5 36 15 41.67
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进一步发育 。本实验 H2 培养 基 中 2, 4- D 浓 度 的

降 低 , 可 能 部 分 解 除 了 高 浓 度 2, 4- D 对 体 细 胞 胚

发生的抑制 , 导致愈伤组织还 可以诱导形 成新的

体细胞胚。

2.3 体细胞胚分化

诱 导 形 成 体 细 胞 胚 的 愈 伤 组 织 转 入 H3 培 养

基 , 2 周后需要转移至 H4 培养基培 养 , 体细胞胚

才 可 以 正 常 生 长 发 育 。 如 果 继 续 用 H3 培 养 基 继

代 培 养 , 愈 伤 组 织 逐 渐 变 成 墨 绿 色 、瘤 状 , 体 细 胞

胚 玻 璃 化 , 生 长 点 不 生 长 , 只 分 化 出 叶 状 物 , 无 法

再生植株。BA 是植物组织培养中培养物玻璃化的

主要原因之一 , 因此我们采取了分化 培养基中逐

步降低 BA 浓度 的方法 , 经 过 BA 从 5mg/L 降 低 至

0.5 mg/L 的 分 化 培 养 , 获 得 了 正 常 生 长 发 育 的 体

细胞胚。

2.4 体细胞胚萌发再生植株

发 育 正 常 的 体 细 胞 胚 在 H7 培 养 基 中 萌 发 成

完整植株(图 2), 萌发率 在 93%以上。而 将体细胞

胚 单 独 剥 离 下 来 转 移 至 不 添 加 激 素 的 MS 培 养 基

上培养 , 未见体细胞胚萌发。这可能说明体细胞胚

萌 发 培 养 基 中 BA 的 逐 渐 降 低 , 符 合 体 细 胞 胚 萌

发的植物激素需要 , 而突然 去除植物激 素会使其

内源激素不平衡 , 导致萌发停止。实验结果表明 ,

在分化阶段能够正常生长发育的体细 胞胚 , 也容

易萌发再生植株。

3 讨 论

体细胞胚发 生分为胚性 愈伤组织诱 导和体细

胞胚形成及发育两个阶段 , 应用植物 激素是成功

诱 导 体 细 胞 胚 发 生 的 决 定 因 素 。 周 容 等 [7]研 究 表

明 , 植物生长 素 2, 4- D 浓 度 为 20 mg/L 对 诱 导 花

生 体 细 胞 胚 发 生 作 用 明 显 。 李 丽 等 [8]的 实 验 结 果

是 低 浓 度 2, 4- D 对 花 生 脱 分 化 有 利 , 较 高 浓 度

2, 4- D 对 再 分 化 有 利 , 10 mg/L 和 15 mg/L 的

2, 4- D 诱导效果均较好。庄伟建等 [9]在附加 20、40

和 60 mg/L 的 2, 4- D 培养基 上 , 一些花 生 品 种 成

熟 胚 轴 体 细 胞 胚 发 生 率 达 到 了 100% , 附 加 40

mg/L 的 2, 4- D 培 养 基 每 个 外 植 体 平 均 诱 导 体 细

胞 胚数量最多 。本试 验 选 用 40 mg/L 的 2, 4- D 诱

导 培 养 3 周 , 然 后 降 低 2, 4- D 浓 度 到 20 mg/L, 胚

性愈伤组织持续形成体细胞胚 , 结 果表明 40 mg/L

的 2, 4- D 诱 导 四 粒 红 花 生 体 细 胞 胚 的 效 果 也 较

好。实验中还发现高浓度的 2, 4- D 使愈伤组织褐

化 , 从而降低体细胞胚发生率。李丽等 [8]也发现培

养基中 2, 4- D 浓度 在 1～20 mg/L 范围内 , 随 浓 度

的升高 , 愈伤组织 褐化率逐渐 升高 , 但是 2, 4- D

浓 度 太 低 又 不 利 于 愈 伤 组 织 向 体 细 胞 胚 方 向 发

展。我们在 实验中采用 缩短 40 mg/L 的 2, 4- D 诱

导 时 间 , 随 之 将 2, 4- D 降 低 到 20 mg/L, 既 减 少 了

愈 伤 组 织 褐 化 率 又 保 持 了 较 高 的 体 细 胞 胚 诱 导

率。

体细胞胚形 成和发育阶 段 , 细胞分裂 素必不

可少 。李美芹等 [10]采 用诱导阶 段和 分 化 阶 段 均 添

加较高浓度 BAP, 花生幼叶体细胞 胚发生率 达到

87%～100%, 体 细 胞 胚 可 正 常 再 生 植 株 。 我 们 在

实 验 中 添 加 5 mg/L 的 BA, 结 果 是 已 经 诱 导 出 体

细胞胚的愈伤组织变成瘤状 , 颜色变墨 绿 , 不能继

续诱导体细胞胚发生 , 并且 使体细胞胚 玻璃化不

能发育成植 株 , 采 用 逐 渐 降 低 BA 浓 度 的 方 法 , 诱

导形成的体细胞胚正常萌 发再生植株 。细胞分裂

素 对 花 生 体 细 胞 胚 形 成 和 发 育 的 影 响 效 果 不 一

致 , 可能与基因型的差异有关 , 还有待于进一步 试

验研究。
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表 3 产量与各性状的关联度及排序

项目 X 1 株高(cm) X 2 穗粗(cm) X 3 穗长(cm) X 4 行粒数 X 5 秃尖(cm) X 6 千粒重(g) X 7 单株粒重(g)X 8 单株穗重(g)X 9 出子率(%)
ri 0.587 7 0.605 9 0.739 7 0.659 8 0.533 2 0.683 9 0.551 4 0.607 3 0.646 9

位序 7 6 1 3 9 2 8 5 4

(上 接 第 6 页 )单株穗重呈显著正相关 , 植株高度与穗

粗、穗长、单株粒重呈显著负相关。从产量与主要性

状之间的相关分析可知 , 产量与千粒重、单株粒重、

单株穗重、穗长间呈显著正相关 , 因此 , 在后代选择

上 , 在不降低膨爆性能的基础上 , 应注重千粒重、穗

长和单株粒重高、茎秆坚韧、株高较低的材料。

2.2 产量与主要数量性状之间灰色关联度分析

爆裂玉米产 量是许多性 状控制的 , 按 灰色系

统要求, 将参试杂交种的产量及 9 个性状视为一个

整体 , 即灰色系统。设产量为参考数列 X0, 植株高

度、穗粗、穗长、行粒数、秃尖长、千粒重、单株粒重、

单株穗重、出子率分别为比较数列 X1、X2、X3、X4、X5、

X6、X7、X8、X9, 用灰色关联度对各性状与产量间的关

系进行分析。产量与各性状关联系数见表 3。

爆裂玉米主 要数量性状 与产量之间 的关联度

第一位是穗长 , 其次千粒重、行粒数、出子率、单株

穗 重 、株 高 、穗 粗 、再 其 次 株 高 、单 株 粒 重 、秃 尖

长。说明穗长、千粒重、单株穗重对产量的影 响较

大 , 这与前面相关分析结果是一致的。

3 讨 论

通过对爆裂 玉米主要数 量性状及产 量的关系

的研究表明 : 千粒重、穗长、单株粒重、单株穗重的

影 响 较 大 , 因 此 , 在 选 择 上 应 注 重 这 几 种 性 状 , 把

其作为主要指标 , 从分析中可知 , 单株粒重与千粒

重 、穗 粗 呈 极 显 著 正 相 关 , 与 株 高 呈 显 著 负 相 关 ,

所以在选取大穗的同时 , 选中矮秆材料 , 提高抗 倒

伏能力 , 这与生产实际也是相一致的。目前玉米生

产上存在的主要问题是倒伏和病虫 害 , 它已成为

爆裂玉米高产的限制因素 , 选育抗倒伏、抗病品 种

是解决问题的根本 , 但并不是越矮越好 , 也需 要考

虑到生 物学产量 [10]。在 选择中应注 意 考 虑 到 茎 秆

的质量 , 选择坚实粗壮、韧性好的茎秆。

在 后 代 选 择 上 , 应 选 择 中 秆 、中 穗 型 材 料 , 在

此基础上 , 在不降低膨爆特性 的前提下 , 对 千粒

重、穗长加以重点选择。减少盲目性 , 提高预见性。
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