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银杏组培快 繁和体胚 发生技术研究进展 
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摘 要 ：银杏因其集药用、食用、观赏、材用于一体备受关注。银杏的组织培养方面研究取得了一定的进展。从不 

同外植体包括胚、茎段、子叶、胚轴、小抱子、配子体等方面概述了银杏组培快繁和体胚发生技术的研究进展及存在 

问题，提出建立高效、稳定的快繁体系、进一步探索体胚的生根技术是银杏组培今后研究的两个重要方面。 

关键词 ：银杏；组培快繁；体胚发生；研究进展 

银杏因在食用、药用、木材和观赏方面的价值而 

极具发展潜力。银杏传统的育苗方法为实生繁殖、扦 

插繁殖、嫁接繁殖等。但这些方法的繁殖率低、周期 

长，远不能满足市场的需求。因此如果想短期内得到 

大面积栽培的银杏，组织培养是有效可行的方法。至 

今，国内外对银杏的器官培养、胚培养、细胞培养等方 

法都做丁研究。笔者从银杏的器官发生与体胚发生 

两个方面综述银杏近几年来的研究进展及存在问题， 

对其发展方向提出建议。 

1 银杏的器官发生与植株再生 

组培快繁首先遇到的问题是获得大量的芽苗，而 

芽苗产生是从器官发生开始的，器官发生有两条途 

径：直接器官发生和间接器官发生。直接器官发生是 

不经过愈伤组织阶段直接从起始外植体上诱导出芽 

或根的途径；间接器官发生足从起始外植体先诱导出 

愈伤组织，从愈伤组织中产生芽或根的方法。 

1．1 胚的培养 

1．1．1 作为胚发育生理的基础研究 

对银杏种子的胚，普遍认为银杏胚存在生理后 

熟，给银杏的离体培养带来困难。早在 1934年，李继 

侗先生就对银杏的离体胚培养进行了研究，他认为银 

杏种子的延缓发芽并不是由于胚的未成熟，而是由于 

胚乳的未成熟，胚乳需要一个后熟过程 一̈J。利用未 

成熟胚作外植体，添加蜂皇浆、椰子汁等物质，促进了 

幼胚的分化和生长，完成胚的后熟作用 I。胚培养 

中添加 2，4-D、LH和 NH NO 均有促进银杏胚完成 

后熟的作用，且胚成苗率较高，达66％ J。埘于银杏 

种胚的休眠原因，Holt_6 有不同的看法，他认为银杏 
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种子在从母体脱离后即有发育完好的胚。外层的浆 

种皮是银杏种子冬季休眠的原因，它的存在显著降低 

了整体萌发百分率。低温层积虽然提高了整体萌发 

白’分率，但对萌发来说并不是必需的。 

1．1．2 作为快繁的原始材料 

通过胚培养可直接得到再生植株 J。日本的In- 

oue I s]将银杏胚离体培养时，培养基中单独附加 IAA 

或IBA可促进未成熟胚的萌发，而成熟胚在无激素 

培养基上即可萌发。培养基中附加 2，4一D或 NAA 

能促使胚在光下产生绿色愈伤组织，但未能使诱导的 

愈伤组织分化。Camper 将银杏完整的胚在含有2， 

4一D和NAA的初始培养基上培养5周后，转到仅含 

有4．5txM 2，4一D培养基上再培养 5周后，有根和芽 

的发生，植株在温室里成活。我们的研究发现不同品 

种的银杏种胚在不同的培养基上牛长存在差异，其中 

在DCR培养基上不 品种的胚都较适合生长 】。 

1．1．3 直接作为丛生芽繁殖的外植体 

沈敏娟 ”̈ 以银杏的胚、胚轴、子叶等为外植体， 

研究丛生芽的诱导、抽长与发根。结果发现，将胚培 

养于 MS+BA 1．0 mg／L+CH 300 mg／L+glutamine 

1 600 mg／L+CM30％上有多芽体产生，将多芽体切下 

后培养于不含任何激素的固体培养基中培养，于3个 

月后褐化死亡；将胚轴培养于 WPM+BA 1．0 mg／L+ 

CM30％可获得多芽体；带有原叶体的子叶在MS+KT 

1，0 mg／L上可诱导叶片发生，而培养5 d的无菌苗的 

子叶则可诱导出愈伤组织；诱导形成的多芽体及叶片 

在不含任何激素的MS液体培养基内伸长效果最佳。 

罗紫娟⋯ 将种子胚剪成2～3段，在 White+2，4一D 

5．0mg／L+NH C1 5．34 — 53．49 mg／L+LH 200 ～ 

400 mgL培养基上培养，l0～15 d后在胚轴的伤L：I 

上形成芽。 

在以胚为外植体诱导银杏不定芽的过程中，胚的 
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发育状态是诱导不定芽产生的关键因素。韩国的 P． 

S．Choi等  ̈利用不同发育阶段的未成熟胚包括球形 

胚、心形胚、子叶胚诱导不定芽时发现，心形胚在 MS 

+BA 1．0 ms／L+NAA0．014 ms／L上培养时，每个心形 

胚可诱导出8个不定芽，远高于球形胚和子叶胚。但遗 

憾的是这些芽卣并没有能够生根，完成再生的过程。 

以上研究的结果表明，在以不同阶段的胚直接作为 

增殖的材料时，存在着即使诱导出／f 定芽，最后也难以 

生根，难以完成植株再生的问题。 

1．2 茎段的培养 

1．2．1 定芽或直接再生不定芽的快繁 

这种方式是利用原有茎段上的顶芽、腋芽为外植 

体进行快繁。以定芽作为快繁的外植体，优点在于遗 

传性状十分稳定，变异频率低，能够保持原有的优良性 

状，而且通过定芽途径获得的再生植株所需时间短，植 

株旺盛，移栽易成活，特别适合于优良无性系的快速繁 

殖。目前，银杏的快繁途径主要还是通过该途径。 

Chu M Cll 将长约7 cm的银杏成年雄株的枝条， 

培养于无激素的WPM培养基中，2—3周后转入泥炭 

基质中小枝能够生根，这其实就是微扦插育苗。将银 

杏雌、雄株上当年生的幼嫩茎梢，分别接种在改良 

White+6一BA 0．5-1．0 ms／L+NAA 0．5 mg／L+NH C1 

15．34 mg／L的培养基上，基部出现愈伤组织，节上的 

腋芽开始生长。30 d左右培养于N6+MS微量元素 + 

KH，PO +2，4一D+BA+NAA的培养基上部分腋芽基 

部长出根，形成完整的再生植株  ̈。 

罗言云等 。。 以成熟胚离体培养形成的无菌幼 

苗为外植体，发现茎段在 I／2MS培养基上其腋芽的 

分化效果最好。郝岗平等  ̈研究了不同因素对银杏 

腋芽萌动率的影响，发现在不加激素的改良MS培养 

基上腋芽萌动率和成苗率最高；添加激素后会促进腋 

芽愈伤化，并且腋芽萌动率和成苗率低于不加激素的 

改良MS培养基，这一研究结果得到许多研究者的证 

实[17’ j。而且银杏茎段培养 40 d左右，腋芽可直接 

产生丛生芽。产生丛生芽的频率和芽数与培养基有 

关，丛生芽数可达 3个。F．Tommasi J 的研究结果 

表明，顶梢和带腋芽的茎段形成嫩梢的能力不同，顶 

芽有80％形成嫩梢，而茎段只有 10％的抽梢率，新芽 

的产生属直接产生，因为解剖构造可以看出，新芽的 

维管束与原外植体相连。 

我们的研究也表明，无菌幼苗茎段可以诱导出双 

芽体，1个月龄的银杏幼苗最下段(子叶及下胚轴段) 

在改良MS+NAA 0．1+6-BA 0．5培养 1个月后可见 
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基部分化出大量的叶丛，继代后叶丛逐渐长出，分化 

出多个芽丛。雌、雄株的当年牛嫩茎可以诱导出双芽 

体或 3芽体，不定芽的发生为直接再生  ̈。尽管腋 

芽萌发不需要激素，但培养基 巾添加水解 酪蛋 白 

(CH) t61、多效唑 、稀土 ̈ 都可促进腋芽的萌发。 

1．2．2 愈伤组织再生芽(间接再生途径)的快繁 

银杏茎段极易诱导愈伤组织，但愈伤组织分化丛 

生芽的频率很低，愈伤化程度高，从生苗的伸长也较 

困难。孙 满芝 用 银 杏 的幼 嫩 茎段 在 N6+BA 

1．0,ns／L+NAA 0．1 ms／L上分化出小苗 王洪善 

用带有腋芽的幼嫩茎段诱导出愈伤组织后将其继代 

在 N6+BA 0．8～1．0 ms／I +NAA 0．8～1．0 ms／L上培 

养，愈伤组织移植 13 d后，开始出现不定芽的分化， 

逐渐增殖，产生丛生 芽，并得 到伸长苗。胡惠露 

等 0 利用银杏多年生植株上当年抽生幼嫩带芽茎 

段为外植体，利用正交设计筛选出了银杏最佳的培养 

条件是：最佳培养基为 MS+活性炭 0．5％+6一BA 

1．0 ms／I +NAA 0．1 ms／L，最佳取样时问为4月中、 

下旬。但并没有说明继代后的生长情况，也没有形成 

完整的植株。从以上报道可以看出，通过愈伤组织途 

径快繁对银杏来说比较困难，尽管报道中指出分化的 

芽数多达 8个，甚至报道有 20个，但都很难重复，目 

前分化系数还特别低。 

1．3 叶片和根段外植体不定芽的发生 

到目前为止，利用叶片或根段为外植体易诱导出 

愈伤组织，但不定芽的诱导相当闲难，至今还没有这 

方面的报道。我们的研究发现，1个月龄的银杏成熟 

胚培养 的幼 苗 叶片，在 MS+NAA 1．0 ms／L+KT 

0．5 ms／L上培养 1个月后，发现有叶片直接生根的 

现象，但无不定芽的产生 。 

1．4 无菌苗的生根 

银杏无菌芽苗的生根率仍然很低，结果也不尽相 

同。郝岗平等 报道诱导的芽苗添加生长素后生根 

率只有33．3％。孙满芝 与王洪善等 报道银杏 

芽苗缺乏分裂素不生根，而生长索配合低浓度6-BA 

生根率达66．7％，生根时间为30 d。罗言厶等 报 

道芽苗生根率为90．3％，但生根时间为4O～50 d。罗 

紫娟 将诱导的芽苗转移到附加 0．05％活性炭的 

培养基上，6～10 d生根，形成完整植株 我们利用茎 

段诱导的芽莳作外植体研究丁稀土对银杏不同品种 

芽苗不定根发生的影响，发现 0．5～5．0 ms／L的稀土 

能显著促进芽苗不定根的发生，最高生根率达66． 

7％，生根时间可提前至20 d 。 
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2 银杏的体细胞胚发生及植株再生 

自Reinert和 Steward在 1958年首次在胡萝 卜细 

胞悬浮培养中成功地诱导出了体细胞胚(胚状体)， 

并发育成完整的植株以来，植物体胚发生的研究取得 

了飞快的发展，全世界有1 000多种高等植物进行离 

体培养，大多数可通过体胚发生获得再生植株。通过 

体胚发生途径形成再生植株证明是一种普遍的现象， 

许多学者认为该发生途径是植物体细胞在离体培养 

下一个基本的发育途径。现已有几百种植物诱导出 

体细胞胚，有的已作为人工种子应用于生产中 。 

银杏的体胚发生研究同其他的植物相比，较为缓慢， 

但也取得了一定的进展。 

2．1 以配子体或未成熟胚为外植体 

未成熟胚是诱导体胚发生的最好的材料，银杏也 

是如此。Yates W．R_2 从成熟种子中剥出胚在培养 

基 MS+K 5．0 mg／L+NAA 2．0 mg／L上培养，儿乎每 

个胚均能发生愈伤组织，并且愈伤组织最先发生于子 

叶基部。在培养4～6周后，比较松散易碎的愈伤组 

织表面遍布墨绿色圆球状物，这可能是不同发育阶段 

的胚状体，其中最成熟的胚具有原始的子叶。利用早 

期的原叶体在改良的MT+NAA 1．0～5．0 mg／L+6一 

BA 1．0 mg／L或在不加激素的BN培养基上可直接由 

单倍雌配子体培养出多个心形胚，形成频率为在改良 

的MT培养基上是0．7％ ～1．9％，在 BN上是2．0％， 

形成的胚数为50～470个／mL，但是胚生长很慢，不 

能转到固体培养基中继续培养。若用处于单核发育 

阶段的小孢子在 BN+ A 11．4 IxM+KT0．93 IxM培养 

4—5个月可培育出多个雄性胚，最高频率为23．3％， 

平均为21．5％，这些胚转到不加激素的固体培养基 

上能够继续发育 。Fontamel A【引 利用雌配子体 

诱导出胚，但这样培养出来的胚不能完全发育以形成 

楠株。Laurain D 3 利用银杏未成熟的合子胚在 MT 

+6-BA 10 ixM或 MT／2+6-BA】0 M培养基上，将处 

=F球形、鱼雷型或早期的子叶型的合子胚诱导出胚性 

愈伤组织，最后形成子叶胚，最高能诱导出9．6个胚／ 

外植体，诱导频率为90％ ～95％。其形成的胚状体 

可以发育到子叶后期阶段，但这些体胚最终并没有发 

育成完整的植株。直到2005年郭长禄等 利用 

大于3 IlllI1的幼胚，诱导出了胚状体，其中在 MK+ 

BA1．0 mg／L+NAA 1．0 mg／L培养基上胚状体诱导 

率最高，达到53．6％，最多的一块愈伤组织形成多达 

38个胚状体。最叮喜的是这些体胚能够发育成苗， 

完成植株的再牛过程。另外他还利用未成熟胚的胚 

轴、子叶为外植体也诱导出了胚状体，最高诱导频率 

是由胚轴诱导出来的，可达45．28％，并且完成植株 

冉牛的过程。 

2．2 其他外植体 

除幼胚作外植体诱导体胚发生之外，人们也不断地 

采用其他的器官作外植体。吴元立等 利用成熟胚观 

察到了处于心型胚的早期胚状体。郝岗平等 试图利 

用茎段作外植体诱导银杏的体胚，但只观察到了三细胞 

和四细胞 的原胚出现，在 MS+NAA 2．0 mg／L+BA 

0．1 mg／L培养基上观察到了球形胚。这些研究只是观 

察到体胚发生前期的过程，并没有诱导出真正的体胚， 

看来银杏的体胚发生未成熟胚是最好的外植体。 

3 银杏组培和体胚发生中使用的培养基和激素 

培养基和添加的激素种类、浓度是器官发生和体 

胚发生研究中的两个最关键的因素。银杏的快繁研 

究中所用的基本培养基大多是：MS、各种改良的 MS 

(如 MK、大量元素减半、1／2 MS)、MT、BN、DCR、 

WPM、N6、White等，使用率最高的为 MS或稍加改动 

的 MS、DCR、MT(表 1)。 

表1 银杏快繁和体胚发生中所采用培养基及激素 
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从这些培养基各元素的比例来看，银杏快繁中 

氮、磷、镁对器官发生和体胚发生起着重要的作用，尤 

其是氮元素。如在腋芽萌发培养基中，利用 NH NO 

减半的改良Ms培养基对腋芽的萌发最好  ̈ J，或在 

缺乏硝酸铵的 N6培养基中能够诱导出不定芽 

丛 ；在高浓度的NH NO 的MT培养基中小孢子 

不能萌发，而把硝酸铵换成谷氨酸盐或用低浓度 

NH NO 的BN培养基就可以葫发。利用磷、镁元素 

减半的 MS(即 MK)培养基诱 导的体胚数 目最 

多 粥。从上述报道的研究结果来看，银杏快繁较 

易成功的外源激素大多为6-BA和NAA(见表 1)，而 

且它们的比值关系有时候不太符合组培中的激素杠 

杆理论，即细胞分裂素／生长素比值高有利于不定芽 

的产生。如在用未成熟胚诱导胚状体时 BA／NAA= 

1．0 ，有的甚至 NAA的浓度大于 BA的浓度，如 

Laurain D 在对小孢子进行培养时 IAA为 11．4 M， 

而KT为0．93 M，IAA／KT=12．2。但大多数的研究 

表明，银杏的外植体快繁所需的激素中细胞分裂素较 

生长索类更重要一些，如 Laurain D 叫将未成熟的合 

子胚在只含有6一BA的 MT／2或 MT上诱导出体胚。 

我们的研究表明，银杏的子叶在只含有 KT 2．0的MS 

培养基中也有不定芽的发生  ̈。Laurain D【凹 认为 

外源生长素对银杏小孢子产生胚来说不是绝对的要 

求，只是添加生长索可以增加胚形成的数量。而且用 

NAA／6一BA>l以上对未成熟的合子胚进行诱导，以 

后培养过程中不需添加生长素才有体胚的发生。这 

些结果说明，内源生长素可能在银杏的不同外植体中 

含量不同，有的较高，有的较低。 

4 问题与展望 

从以上的研究结果中可以看出，银杏快繁最易成 

功的首属茎段外植体，主要靠腋芽或嫩梢繁殖，可以 

保存母本的优良性状，但分化数少，不定芽数较少，繁 

殖速度较慢。1个月龄小苗带有子叶腋芽的茎段具 

有发牛丛生芽的潜力(资料未发表)。不管是器官发 

生还是体胚发生，要获得大量的不定芽或体胚，达到 

快速繁殖的目的，最好的外植体就是未成熟胚，特别 

是小于 3 mm以下的幼胚培养最易成功。 

目前尽管可以诱导出大量的不定芽或体胚，但这 

些诱导出的不定芽或体胚只发育到初期的阶段，就慢 

慢地死亡，不能形成真正的再生苗，因此对不定芽或 

体胚的后期培养条件还需要进一步的摸索，特别是根 

的诱导是较关键的一步。另外，我们在研究中还发 

现：银杏实生苗生长具有长短枝现象，在组培过程中， 
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也发现此现象，有的芽苗很难K高，叶片轮生，继代后 

不伸长；银杏茎段培养有的外植体多次继代后易出现 

木质化，茎变硬变黑，难以培养下去；银杏外植体培养 

过程中愈伤化和褐化较严重；小定芽产生的频率低， 

这些芽在培养过程只有少部分能够成苗；在培养中出 

现二次生长现象。 

今后的研究应该着重对不定芽或体胚进一步发育 

或不定根再生方面进行深入探讨；另外若利用成熟胚、 

茎段这些最易得、最普遍、不受季节限制的外植体建立 

不定芽或体胚发生的稳定快繁体系，将会为银杏的转 

基因工程或工厂化育苗提供最有利的基础支持。 
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