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摘 要：以高灌蓝莓试管苗叶片为外植体、以改良WPM为基本培养基，研究了外源激素TDZ、ZT及其组合对 

离体叶片胚状体发生的影响，同时也探讨了蔗糖浓度、水解酪蛋 白、椰汁等对胚状体发生 、丛芽形成 的影响。结 

果表明：不同浓度的外源激素 TDZ、ZT及其组合对胚状体的发生频率、丛芽的形成和生长起重要作用；蔗糖浓度 

对胚状体的发生及丛芽的生长影响较大，而添加有机质则对胚状体的发生及丛芽的生长没有明显影响。适合高 

灌蓝莓叶片胚状体发生及成苗的培养基为 WPM+TDZ 0．04 mg／L+ZT 0．25～2．0 mg／L+蔗糖 20～40 g／L，而 

培养基WPM+ZT 0．5—1．0 mg／L+蔗糖20 L适合于丛芽继代生长。组织学观察表明，蓝莓叶片胚状体发生 

主要起源于叶上表皮细胞和部分叶肉细胞，可能为多细胞起源 ，历经多细胞原胚、原球胚、梨形胚、心形胚、子叶 

胚等发育阶段 ，并能直接发育成苗。 
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High Effi cient Somatic Embryogenesis on Leaf Explants of Blueberry 

in vitro Culture and Histological Observations 
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(The School of Plant Science，Anhui Science and Technology University，Fengyang 233 100，Anhui，China) 

Abstract：The tube plantlet leaves of blueberry were used as explants to cuhure in the modified WPM basal medium 

which contained different kinds of plant hormones，different concentrations of sucrose and organic matter．The effects of 

difierent concentrations of two kinds of plant hormones TDZ(thidiazuron，)ZT(zeatin)and their combinations on so— 

matic embryogenesis and crowd shoots growth were studied vitro culture．Meanwhile．the influences of the concentra— 

tions of sucrose(w／v)，coconut water(v／v)and casein hydrolysate on somatic embryogenesis and crowd shoots forma— 

tion were also studied．The results showed that different concentrations of cytokinins TDZ and ZT played an important 

role in the somatic embryogenesis and crowd shoots growth．The concentration of sucrose had a marked effect on embry— 

oid form ation and crowd shoots growth．However，adding organic matter of coconut water and casein hydrolysate had no 

evident effect on embryoid form ation and crowd shoots growth．The optimum medium for somatic embryogenesis is WPM 

+TDZ 0．04 mg／L +ZT 0．25～2．0 mg／L+sucrose 20～40 L while the medium W PM +ZT 0．5～1．0 113Ig／L+SU— 

crose 20 L was suitable for crowd shoots growth．The results of histological observations indicated that somatic emb~os 

originated from upper epiderm is cells and mesophyll cells．The course of somatic emb~os development
， which included 

the phases of muhicellular proemb~o，pear—shaped emb~o，globular embryo，heart—shaped emb~o and cotyledon一 
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shaped embryo etc．，was similar to other plants．Finally，the somatic embryos became crowd shoots and plantlets
． 

Key words：blueberry；plant tissue culture；embryoid；histological observation 

蓝莓(blueberry)又名越橘，为杜鹃花科(Ericace— 

ae)越橘属(Vaccinium)植物，为多年生落叶或长绿灌 

木类果树。高灌蓝莓(highbush blueberry)原产美国， 

其蓝色浆果富含多种维生素及微量元素，具有抗氧 

化 、防衰老 、预 防多种老年性疾病 ，因此被认 为是集 

营养和保健于一身的果树新品而风靡欧美 。̈J。近 

年来，我国多个省的不同地区也进行了引种和栽 

培 。植物组织培养技术是实现植物快速繁殖和 

工厂化育苗的重要途径。国外开展高灌蓝莓组织培 

养进行快速繁殖 的研究相对较早 ，已经对多个品种 

的离体培养进行了广泛的研究 。。4-10]，近几年国内在 

这方面的研究工作也陆续开展 ’“。 ，但国内外有 

关高灌蓝莓叶片离体胚状体直接发生、植株高效再 

生及其组织学观察尚未见报道。胚状体(embryoid) 

又名体细胞胚胎(somatic embryo，SE)，是植物组织 

培养过程中植株再生的重要途径之一  ̈ 。通过体 

细胞胚胎直接发生途径再生植株 ，可避免或减少愈 

伤组织培养再生途径而产生的对种苗优良性状不利 

的无性系变异 ，并可通过生物反应器实现大规模的 

繁殖及人工种子的研制  ̈ 。本研究通过外源激素 

的调控、蔗糖浓度的调节和有机质的添加，优化蓝莓 

离体叶片体细胞胚胎发生及植株再生体系，利用组 

织切片方法，揭示体细胞胚胎发生发育的组织学特 

征，为进一步利用蓝莓离体叶片培养进行转基因研 

究、化学诱变新种质及蓝莓体细胞胚胎发生发育机 

理研究奠定基础，为蓝莓工厂化育苗及人工种子的 

研制提供依据。 

l 材料与方法 

1．1 材 料 

供试植物材料 为通过茎段培养获得的试管苗 ， 

品种为“蓝 丰 (bluecrop)”。基本 培养 基为改 良的 

WPM(Lloyd&McCown，1980)，主要激素为TDZ(thidi— 

azuron)、ZT(zeatin)，购于上海稼丰园艺用品公司。 

1．2 方法 

1．2．1 材料培养及统计 将继代培养2个月的试 

管苗叶片切下，切去叶柄和少量的叶尖部分 ，随机接 

种于含有不同浓度激素组合的改良WPM(Lloyd& 

McCown，1980)培养基中(各处理激素浓度及组合见 

表 1)，在激素处理筛选的基础上，再依次进行蔗糖浓 

度和添加有机质(各处理的浓度分别见表 2、3)的培 

养和筛选。培养基 pH值高压蒸汽灭菌前用 1．0 

mol／L的KOH调节至5．4。每个处理 10瓶，每瓶接 

种5个叶片，培养室温度为(25-4-1)℃。30 d统计叶 

片丛芽(胚状体发育形成)发生率，45 d后继代培养 

丛芽，使苗长高，继代培养25 d统计每个叶片相应形 

成的苗数(苗高 >0．5 cm才计人)。各阶段培养的 

光照周期为 12／12 h，光照强度 为 1 500 Lx～2 000 

Lx。数据分析采用邓肯氏测验法(Duncan’Test)。 

1．2．2 石蜡切片制作及拍照 以1．1．1中筛选的 

最佳培养基进行胚状体诱导，接种后每隔5 d取样进 

行切片制作 ，以进行叶片细胞组织动态变化 观察。 

石蜡切片制作参照参考文献[18]方法并略作修改， 

切片厚度 为 8~xmol／L，番 红、固绿染 色 ，OLYMPUS 

(型号为 U—CMAD3，日本)显微镜观察、数码拍照。 

培养材料拍照用数码相机拍照。 

2 结果与分析 

2．1 外源激素对叶片胚状体发生及成苗的影响 

表 1的结果显示，不使用任何外源激素的处理 

I一1无胚状体的发生和苗的产生，而单独使用 1种 

激素或2种激素均能诱导出胚状体，表明两种外源 

激素 TDZ和zT对高灌蓝莓叶片离体胚状体的发生 

均起着重要作用。单独使用TDZ时，各处理(处理 I 
一 2～5)问胚状体形成率差异显著，胚状体最高形成 

率可达90％；单独使用 zT时，胚状体发生率除了处 

理 I一6与1 1间无显著差异外，各处理(处理 I 、 

11或 16、21)问也存在显著差异，但最高形成率仅为 

38％，从丛芽 45 d的生长状况来看，TDZ浓度达 

0．02％ ～0．04％时，形成的丛芽密而多(图版 Ⅱ一A、 

B)，而 zT在所有的浓度下 ，丛芽相对稀少 ，在低浓度 

时叶片仅有少数植株形成而无丛芽产生。显然在胚 

状体发生作用过程中，TDZ的作用效应比 zT强得 

多。虽然单独使用zT形成的丛芽数少或不形成丛 

芽，但形成的苗相对较为健壮且苗相对较高，处理 I一 

11、16尤为突出，可用于苗继代生长培养使用。在2 

种激素组合 使用 的情况下 ，表现 出 明显 的协 同效 

应 ，且随着 2种激素浓度 的提高 ，胚状体发生率 

有逐渐增高的趋势，但在 TDZ浓度达到0．04％时， 

增加并不明显，即使 zT的浓度为0．25％，胚状体发 

生率也能达到96％，继代培养使芽苗长高的情况也 

无差异，因为在此激素浓度组合的条件下，培养45 d 
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的叶片表面的不定芽已经相当的密集(图版 Ⅱ一B)， 

过于密集的丛芽可能是芽苗难以长高的一个原因。 

整体上来看，在本试验条件下，高灌蓝莓叶片离体培 

养胚状体诱导较为容易，最高诱导率可达 100％，芽 

点状突起产生的时间较短(离体培养 13 d～14 d)， 

在基本培养基 WPM中添加 0．04 mg／[,TDZ和0．25 

～ 2．0 mg／L ZT的条件下，均可高效诱导出胚状体并 

直接成苗，继代生长 20 d，单片叶平均形成的高于 

0．5 cm的苗的株数最高可达22．8。另外，在所有的 

处理中均没有愈伤组织产生。 

表 1 外源激素对胚状体形成及成苗的影响 

Tab．1 Effects of hormones on embryoid formation and plantlets regeneration 

注：基本培养基为 WPM+蔗糖20 L；a、b、c、d、e表示在 5％水平上差异显著。单叶片形成苗数计算时，死亡的叶片不计 

入(表 2、3同)。 

Note：Basal medium is WPM +sucrose 20 g／L；a，b，c，d，e represent significant differences at 5 ％ leve1．Death]eaves didn’t 

calculate in number of leaves forming shoots(same as table 2，3)． 

2．2 蔗糖浓度对叶片胚状体发生的影响 

表2的结果表明，蔗糖对蓝莓离体叶片胚状体 

的发生影响较大。无糖培养基中培养的叶片无胚状 

体和芽的形成，并逐渐黄化，其余各处理中均能形成 

胚状体和丛芽，但丛芽的数量、生长状态、单叶片成 

苗数的差异较大。在低浓度处理1I～ 2中，苗玻璃 

化状况较为严重，芽数量相对也较少；在高浓度处理 

Ⅱ一6中，形成的芽苗畸形、呈僵化状态，且不定芽 

出现的时间也相对较迟；在处理 Ⅱ一 4、5中形成的 

芽多而密 ，且颜 色呈正常 的绿色 ，继代成苗数也 较 
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多。可见蔗糖这个碳源和能源为蓝莓叶片胚状体发 

生所必须，其不同浓度所形成的不同渗透压对不定 

芽的生长发育也产生重大影响，适合蓝莓叶片离体 

表 2 蔗糖浓度对胚状体形成及成苗的影响 

培养的蔗糖浓度为20～40 g／L。各处理叶片及芽生 

长状况见版图 I—A～F。 

Tab．2 Effects of sucrose concentrations on embryoid formation and plantlets regeneration 

注：基本培养基为 WPM+TDZ 0．04 mg／L+ZT 0．25 mg／L；a、b表示在 5％水平上差异显著。 

Note：Basal medium is WPM+TDZ 0．04 mg／L+ZT 0．25 Illg／L；a，b，represent significant difference at 5％ leve1． 

图版 I(Plate I) 

图版 I说明：A．蔗糖浓度为0 g／L时叶片生长状况；B．蔗糖浓度为5 g／L时叶片生长状况；C．蔗糖浓度为 10 g／L时叶片生长 

状况：D．蔗糖浓度为20 g／L时叶片生长状况；E．蔗糖浓度为40 g／L时叶片生长状况；F．蔗糖浓度为80 g／L时叶片生长状况。 

Explanation of plate I：A．Leaves growth in the medium containing 0 g／L sucrose；B．Leaves growth in the medium containing 5 

g／L sucrose；C．Leaves growth in the medium containing 1 0 g／L sucrose；D．Leaves growth in the medium containing 20 g／L SU— 

ClOSe：E．Leaves growth in the medium containing 40 g／L sucrose； Leaves growth in the medium containing 80 g／L sucrose． 
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2．3 添加有机质对叶片胚状体发生的影响 

从表 3可见 ，添加有机质水解酪蛋 白和新鲜椰 

汁对蓝莓叶片胚状体发生、不定芽的生长及单片叶 

平均成苗数没有显著影响，只是在添加椰汁后芽苗 

表3 有机质对胚状体形成及成苗的影响 

的颜色变深，表明蓝莓叶片离体培养对添加有机质 

不敏感，这与文心兰、蝴蝶兰等洋兰 ’ 叶片离体诱 

导胚状体有着较大的差异。具体原因有待于进一步 

研究。 

Tab．3 Effects of organic matter on embryoid formation and plantlets regeneration 

注：基本培养基为WPM+TDZ 0．04 mg／L+ZT 0．25 mg／L+sucrose 20 g／L；a表示在 5％水平上差异显著。 

Note：Basal medium is WPM +TDZ 0．04 mJL+ZT 0．25 m L +sucrose 20 g／L；a represent significant difference at 5％ leve1． 

2．4 蓝莓离体叶片胚状体发生发育的细胞组织 

学特征 

图版 Ⅱ一E～I组织切片图片表明，胚状体在 25 d 

内基本完成其发生、发育和形成芽的全过程。叶片 

离体培养5 d时，叶片少数的表皮细胞核开始变大， 

但并不明显(图版Ⅱ一E箭头所示)；叶片培养至 10 d 

时 ，叶片表面已经出现突起(图版 II—F箭头所示)，这 

是叶表皮细胞起源的多细胞原胚，图象倍数放大(图 

版 Ⅱ．J)后可以清楚地看到，此时的多细胞原球胚 已 

经与周围的组织有着明显的界限，细胞核大、核质浓 

厚、细胞相对较小，与周围组织界限明显，符合典型 

的体细胞胚胎的特征。实际上叶片细胞在离体培养 

的5～10 d内发生着较为复杂的变化，进一步放大倍 

数的图版 Ⅱ一P、Q结构(培养 10 d的切 片)可以清楚 

地说明这一点。细胞表皮出现了大量的胚性细胞 

(黑色箭头所示)，同时在叶肉组织中也存在一些散 

在的胚性细胞团和单个胚性细胞(红色箭头所示)， 

这说明离体培养叶片胚状体的起源既可以是叶片表 

皮细胞也可以是叶肉细胞，也可以是表皮细胞和叶 

肉细胞共同起源的(图版II—Q)。但后期的组织切片 

显示，胚状体以叶表皮细胞起源或表皮细胞与其下 

方联系紧密的叶肉细胞共同起源为主，在叶肉组织 

内部很少发现结构明显的胚状体结构(图版 Ⅱ一K箭 

头所示叶肉细胞起源的梨形胚)。在胚状体起初发 

生的区域，往往是多个胚性细胞一起(图版 Ⅱ．Q)，既 

有叶肉细胞(红色箭头所示)又有表皮细胞(黑色箭 

头所示)，但看不出这些细胞是由单个细胞分裂而形 

成的多 原胚，由此可以推测，蓝莓离体叶片体细 

胞胚胎的发生可能是多细胞起源的。叶片培养至 15 

d时，叶片表面的突起更加明显，有类似于不定芽体 

的出现，图版1I—G的组织结构显示，胚状体此时已经 

有球形胚和心形胚产生，放大倍数图片 L和M(黑色 

箭头所示)清楚地显示球形胚和心形胚的结构。这 

两种胚与母体组织的结构界限更加明显，在胚体联 

系部位的其它细胞大而组织结构松散，心形胚内部 

形成典型的“Y”形的微管组织雏形(图版Ⅱ一M、O红 
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图版 I1(Plate lI) 
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图版Ⅱ说明：A．培养25 d的丛芽；B．培养45 d的丛芽；C．丛生芽苗继代生长；D．解剖镜下叶表面及伤口处形成的成熟胚 

状体的形态(30×)；E—I．依次为培养 5、l0、15、2O、25 d的叶片切片整体图(50×)；J．多细胞原胚(箭头所示；200×)；K． 

梨形胚(箭头所示；100×)；L．球形胚(箭头所示；100×)；M．心形胚(箭头所示；100×)；N．子叶胚(100 x)；0．次生胚 

(黑色箭头箭头所示；)和胚内部“Y”形的微管组织雏形(红色箭头所示；100×)；P．叶片表皮胚性细胞(黑色箭头箭头所 

示)和叶肉组织 内部的胚性细胞团和一些散在的胚性细胞(红色箭头箭头所示；200×)；Q．表皮细胞和叶肉细胞共同形成 

的早期 多细胞原胚 (200×)。 

Explannation of plate lI：A．Crowd shoots formed Oil-the surface of leaf segments cultured in vitro for 25 days；B．Crowd shoo~ 

formed on the surface of leaf segments cultured in vitro for 45 days；C．Crowd shoots subcuhured and growth；D．Mature embryoid or 

shoot bud formed on the surfaee of leaf segments kinder dissecting microscope(30 x)；E～L Complete section photos 0f leaf seg- 

meflts inoculated for 5，10，15，20 and 25 days(50×)；J．Muhicellular proembryo(arrow，200×)；K．Pear—shaped embryo(ar— 

row，100×)；L．Globular embryo(arrow，100×)；M．Heart—shaped embryo(arrow，100×)；N．Cotyledon—shaped embryo(ar— 

row，100×)；O．Secondary embryo(black arrow)and“Y”shaped microtubule tissue(red arrow，100×)；P．Embryogenic cells 

or tissue of leaf upper epidermal layers(black arrow)and mesophyll(red arrow，100×)；Q．Muhicellular proembryo formed by leaf 

upper epidermal layer cells(black a丌(】w)and mesophyll cells(red arrow，100×)． 

色箭头所示)。图版 Ⅱ一H和 N(箭头所示)组织结构 

表明，叶片离体培养 20 d时，子叶胚已经形成，叶片 

表面形成更多的不 定芽状突起。叶片培养至 25 d 

时，叶片表面突-出芽体更加密集(图版Ⅱ．I)，尤其在 

叶尖和叶柄基部的伤口部位(图版 Ⅱ一D)。此外，在 
一 些较大的胚体发育过程中，发育后期胚体的表面 

还可形成次生胚(图版U．o箭头所示)。总体来看， 

蓝莓叶片在此离体培养条件下，历经多细胞原胚、球 

形胚、梨形胚、心形胚、子叶胚等发育过程，最终形成 

肉眼可见的芽体(图版 Ⅱ一D)，并能直接成苗(图版 

Ⅱ一B)。这与一般植物胚状体发育过程相似  ̈，但 

其发生上更倾向于多细胞起源。在所有切片中，胚 

状体只在叶片的上表面形成，在叶片的下表面未发 

现有胚状体形成，这与作者报道的蝴蝶兰叶片离体 

培养胚状体发生发育过程相似 。从本试验动态 

的组织切片过程中，还可以推测出蓝莓离体培养叶 

片体细胞胚胎各发育阶段的大致时间：胚性细胞 1～ 

5 d；胚性细胞团和多细胞原胚6～10 d；球形胚、梨形 

胚 、心形胚 1 1～15 d；子叶胚 16～20 d。 

3 结论与讨论 

3．1 结论 

不同浓度外源激素 TDZ和 zT对蓝莓叶片的离 

体培养胚状体直接发生和不定芽的发生影响很大， 

适合高灌蓝莓叶片离体叶片胚状体及丛芽高效发生 

的最佳培养基为 WPM+0．04 mg／L+ZT 0．25～2．0 

mg／L+蔗糖20～40 g／L，pH 5．4。丛芽继代培养于 

WPM+ZT 0．5～1．0 mg／L+蔗糖 20 L培养基中， 

有利于苗的长高。蔗糖浓度对胚状体的发生及丛芽 

的生长有较大影响，而添加椰汁、水解酪蛋白则影响 

不明显。蓝莓叶片体细胞胚胎发生发育过程与一般 

植物相同，主要起源于叶上表皮细胞及紧挨上表皮 

的部分叶肉细胞，可能为多细胞起源，历经多细胞原 

胚、球形胚、梨形胚、心形胚、子叶胚等发育阶段，最 

终形成不定芽和幼苗。 

3．2 讨论 
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据不完全统计，能通过体细胞胚胎发生途径从 

植物组织培养物诱导胚状体发生的植物种类在 150 

种以上，分布于40多个科，其中包括被子植物几乎 

所有重要的科和一些裸子植物，这表明胚状体发生 

在高等植物中是一个普遍的现象 卫 。蓝莓叶片离 

体培养的相关研究结果认为再生植株是通过器官发 

生途径进行的[54~,8-10,13]，本试验结果表明，高灌蓝莓 

叶片的离体再生植株也可通过体细胞胚胎直接发生 

途径来完成，动态组织切片观察结果清楚地显示了 

胚状体发生发育典型的基本特征。相关研究关于蓝 

莓叶片离体再生植株通过器官发生途径的结果可能 

是因培养体系、品种等差异的缘故。本研究虽仅对 

蓝莓的一个品种进行了研究，相信其结果对其它蓝 

莓的品种的相关研究也具有重要的参考价值。高效 

的体细胞胚胎发生及植株再生体系的建立，为进行 

转基因研究、实现外源基因的稳定表达、利用化学诱 

变剂进行新种质诱变等奠定基础[17-18]，同时研究体 

细胞胚胎发生发育机理对揭示细胞与合子胚的分 

化、发 育 和 形 态 发 生 等 理 论 问 题 具 有 重 要 意 

义 15-17,20]。 

影响植物离体器官体细胞胚胎发生发育的因素 

很多，其中外源激素发挥着重要的调节作用I18,20-22]， 

甚至是关键作用[23 3。大量的研究证明，细胞分裂素 

与生长素的结合使用有利于体细胞的发生，甚至单 

独使用细胞分裂素时有的植物也产生胚状体 ，这 

在我们的试验中也得到了验证，这可能 因植物的种 

类不同而不同。TDZ对离体植物组织培养的生理效 

应较其它的细胞分裂素要强的许多，常常用于洋兰 

叶片的胚状体诱导 18,24]，本试验结果也表明，较低浓 

度的TDZ诱导蓝莓叶片胚状体的效率远高于zT。 

蔗糖不仅是外植体的碳源和能源，也是影响培养基 

中渗透压的重要因素，不同种类植物的不同外植体 

对糖浓度的要求存在一定的差异。Cao。。 等的研究 

结果表明，不仅糖浓度影响蓝莓芽的增殖，不同糖的 

种类也影响蓝莓芽的增殖。蔗糖浓度对蝴蝶兰叶片 

离体培养诱导胚状体发生也产生重要影响 。其 

它蓝莓品种胚状体发生发育及影响蓝莓叶片胚状体 

发生发育的因素 、胚状体发生的生理机制等 问题 尚 

有待于进一步研究。 
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