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饲料型四倍体刺槐幼胚离体培养挽救技术研究 
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摘要：遗传变异丰富、具有重要遗传育种价值的饲料型四倍体刺槐幼胚自然败育率很高，研究其离体培养挽救 

技术具有重要的遗传育种学意义。以处于不同发育时期的饲料型四倍体刺槐幼胚为材料，进行了其离体培养 

促萌试验，试验结果表明：胚珠的适宜离体培养时期为花后 30 d，萌动率 47．7％；胚珠的适宜萌动培养基为 

Nitsch+6一BA 0．5 ms／L+IBA 2 mg／L+G 0．5 mg／L；筛选出的最佳愈伤组织诱导培养基上得到的愈伤组织诱 

导率为 38．6％，并初步诱导出了不定芽；愈伤组织切片表明，饲料型四倍体刺槐幼胚愈伤组织的增殖生长以 

内起源为主。 
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Saving young embryo of tetraploid Robinia pseudoacacia 

for fodder by embryo culture／n 

HE Jh·yu，LI Yun，JIANG Jin·Zhong，HAO Chen，CAO Chun-wei 

(Key Laboratoryfor Genetics and Breeding in Forest Trees and Ornamental Plants， 

Ministry ofEducation，＆溉 Forestry University，& 100083，China) 

Abstract：The abortion rate of young embryo，which originates from varied genetic material and plays an important role in 

b
．

1ack locust breeding，oftetraploid Robiniapseudoacacia is high．It is necessary to work out how to improve germination of 

these ahortional young emb ryos by culture in vitro for black locust breeding．Therefore the test to save abortional young em— 

bryo~which were in different development stages，oftetraploid Robinia pseudoacacia by culture／n v／tro was conducted．The 

results indicated that(1)The suitable stage for ovule culture was 30 days after being pollinated and the embryos’culture— 

response—rate was47．7％；(2)The suitable development substrates for ovule cultare／n v／tro was Nitsch+6一BA 0．5ms／ 

L+IBA 2 ms／L+G O．5 mg／L；(3)On the efficient substrates for inducing callus from young embryo，the caius—in- 

ducing rate was 38．6％ and some adventitious buds were induced；(4)The callus anatomy showed that the proliferation 

growth of young embryo callus oftetraploid Robiniapseudoacacia n~nly originated frominner of callus． 

Key words：tetraploid Robiniapseudoacacia for fodder；young emb ryo saving；embryo abortion；tissue culture 

饲料型四倍体(4n)刺槐是由人工诱导二倍体 

(2n)刺槐(Robinia pseudoacacia)体细胞加倍而育成 

的植物同源四倍体。李云_1]、郝晨_2]、张国君_3]、王 

秀芳 及张颖 分别对其微体快繁技术、大小孢子 

发育时期与花器形态的相关性、叶片营养含量及生 

长动态、不同栽培地区生物量及不同立地条件下的 

造林技术进行了研究，从而肯定了其作为饲料树种 

的栽培价值。但是 ，从植物同源四倍体的角度看，它 

不仅具有栽培价值，而且具有饲料型刺槐遗传改良 

变异材料价值。 

由于饲料型四倍体刺槐有4套同源染色体组、 

减数分裂中期时同源染色体不能稳定有序地分离、 

其实生后代常会出现丰富的表现型变异 ；虽然 

这些变异大多对饲料型四倍体刺槐本身可能是不利 
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的，但却是很有价值的刺槐遗传改良原始材料。我 

们过去的研究结果证明，这些具有遗传改良价值的 

幼胚大多在发育为成熟种子之前就已败育，或即便 

是发育为成熟种子，也大多在常规情况下不能萌发。 

所以如果能够成功提高幼胚萌发率和成苗率，则可 

大幅度地丰富饲料型刺槐遗传改良原始材料，为遗 

传改良奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

试验材料采 自北京林业大学饲料型四倍体刺槐 

试验林基地6 a生纯林。分别于 20O6年6月 27号、7 

月27号和 8月 16号将幼嫩荚果采回。试验基地位 

于北京北部远郊区，暖温带亚湿润气候区。 

1．2 研究方法 

1．2．1 外植体无菌培养体系的建立 将花后 10 d、 

30 d、50 d采集到的荚果，暂保存于4~C冰箱。接种 

前将荚果流水洗净，按表 2灭菌方案灭菌，无菌水冲 

洗 3次，然后用剪子顺荚果纵轴剪开，用镊子剥出胚 

珠，接种于初代培养基上(MS+蔗糖 3O g／L+琼脂 5 

g／L+2，4一D 1．0 mg／L+6一BA 0．5 mg／L，pH 5．8)进 

行培养，光照 强度约 500—1 000 Lx，光 照时 间 

10 h／d，温度为 24oC一28~C(光照强度和培养温度以 

下相同)；每种灭菌方式接种 3O个胚珠、重复 3次， 

比较灭菌效果；接种培养5 d后，统计污染率和诱导 

率，结果用 SPSS软件进行分析。 

污染率=(污染数÷接种总数)X 100％； 

存活率=(接种总数一污染数 一死亡数)÷接种 

总数 X 100％。 

1．2．2 幼胚挽救最佳时期选择 分别在花后 10 d、 

3O d、50 d采集荚果，首先按预试验筛选的最佳灭菌 

方式灭菌，剥出胚珠，将其接种于 4类胚珠萌动培养 

基上(见表 1)，培养基添加 6％蔗糖，O．6％琼脂，pH 

5．8，每类培养基接种 9皿，1O粒／皿。20 d后统计胚 

珠萌动情况。 

表 1 胚珠萌动培养基配方 

T l ～kdi啪 for O'l,'Ull~ s eult~  

培养基编号 

Medium No． 

培养基及附加物 

MediIInI and the concentration 

ER+6一BA O．5 mg／L+IBA 2mg／L+GA3 O．5mg／L 

Nits& +6一BA0．5mg／L+IBA 2mg／L+GA3 0．5mg／L 

MS+6一BA0．5,ngL+GA3 0．1,ngL 

MS+2．4一D4．0mg／L+6一BA O．25 mg／L 

1．2．3 幼胚愈伤组织的诱导 将萌动的幼胚转接 

人诱导愈伤组织培养基上，培养基以 MS+蔗糖 3O 

L+琼脂 5 L+CH 300 mg／L为基本培养基，附加 

不同种类和浓度的生长调节剂(2，4一D浓度为 1．0 

mg／L、2．0 mg／L、3．0 mg／L，6一BA浓度 为 0．2 mg／L、 

0．5 mg／L、1．0 mg／L，NAA浓度为 0．2 mg／L、0．5 mg／L、 

1．0 mg／L)。按 L9(3) 正交表安排试验(见表 5)，共 

有 9个处理，每个处理接种 5O个幼胚。接种后采用 

暗培养 15 d再光培养。在连续培养 20 d后调查愈 

伤组织诱导率。诱导率 =(出现愈伤组织数 ÷接种 

总数)X 100％ 

1．2．4 通过愈伤组织诱导分化不定芽 在经上述 

诱导产生的生长旺盛且较致密的愈伤组织中，选取 

不同颜色、质地的愈伤组织，将其切成直径约 2．0 cm 

的小块，接种于分化培养基(配方见表7)上，进行不 

定芽分化，每种分化培养基上接种 5O个外植体，不 

定期调查比较愈伤组织分化的效果。 

分化率 =(分化出芽的愈伤组织块数 ÷接种总 

数 )X 100％。 

2 结果分析 

2．1 豆荚表面灭菌 

7O％乙醇和 O．1％升汞对胚珠污染率和活率的 

影响见表 2。 

表 2 70％乙醇和 O．1％升汞对胚珠污染率和存活率的影响 

Table 2 Effect 0f7O％ ethanol m O．1％ I 

帅 ovule pDIllu rate and smwival rate 

注 ：小写字母表 0．05水平差异显著。‘FI司。 

由表 2可知，豆荚经 70％乙醇与 0．1％升汞组 

合灭菌后，胚珠污染率较低，但不同灭菌处理组合的 

胚珠生存率和污染率有所差异；方差分析(数据转换 

后)结果表明，处理问差异达到了极显著水平；其中 

以4号处理灭菌效果较好，虽污染率较高，但存活率 

最高，6号处理虽然污染率较低，但存活率也较低， 

说明升汞对胚珠生存有一定危害作用；因此综合考 

虑污染率和存活率以及升汞对环境的污染效应，4 
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号处理应是最佳灭菌方案。 

2．2 不同取材时期及不同培养基组合与胚珠的萌 

动率 

将胚珠接种到萌动培养基上(图版 1)，培养 20 

d后调查胚珠萌动情况，结果见表 3。 

图版 l：接种一周的胚珠；图版 2：幼胚从胚珠长出：图版 3：幼胚形成的较致密绿色愈伤组织；图版 4：结构致 

密的分生细胞团400x；图版5：示结构疏松的薄壁细胞 400x；图版 6：愈伤组织分化出芽 

Plate 1：Embryo after inoculation；Plate 2：Young embryo grow out of ovule；Plate 3：Thicker and green callus in- 

duced from young embryo；Plate 4：Meristematic cell group witll compat structure 400x；Plate 5：Parenchyma cells 

tll curmbly structure 400x；Plate6：Bud differentiatedfrom callus 

表3 取材时期对胚珠离体培养的影响 

Table 3 Effect of sampl~ dates on／n v／／ro ovules cultured 

由表 3知，最佳的胚珠挽救时期为花后 30 d， 

胚珠萌动率(表型特征有明显改变、且有明显萌发趋 

势的胚珠与接种胚珠总数的比值)达到47．7％，且 

此时期胚珠不易出现褐化、膨胀较为明显、相对其他 

时期启动早，约接种6～1O d左右即开始出现膨胀， 

胚珠呈深绿色；1O d时采集的材料极易褐化，接种后 

4 d即大部分开始褐化，1O d后几乎全部褐化死亡， 

可能由于此时期幼胚幼嫩且微小，灭菌及剥离操作 

等可能对其造成机械破坏或损伤，导致严重褐化；50 

d采集的材料虽褐化情况稍轻，一直处于绿色饱满 

状态，但大部分很难膨胀启动，可能此时期胚珠生理 

发育接近成熟，未发生败育的幼胚不需要萌动期即 

可直接在成苗培养基上萌发成苗。 

不同萌动培养基的胚珠萌动率见表 4。由表 4 

可知，培养基类型的优劣顺序为 Nitsch，ER，MS，最 

佳的幼胚珠萌动培养基为2号，其萌动率为32．8％， 

在培养 5 d时即有启动发生；其次是 d号培养基，萌 

动率为 26．3％，部分胚珠在接种 7 d后有幼胚从中 

长出(图版 2)。 

表 4 不同培养基对胚珠离体培养的影响 

Tahle 4 Effect of different nlediuln on／n t,／／ro OVl1]e$cultured 

2．3 植物生长调节剂对幼胚愈伤组织诱导的影响 

培养 20 d后，幼胚形成结构多数较致密的绿色 

海绵状愈伤组织(图版 3)，只有少数幼胚形成结构 

疏松的白色海绵状愈伤组织，统计结果见表 5。 

由表5可以看出，随2，4一D浓度的增加，愈伤 

组织诱导率有明显提高，当2，4一D浓度为 3．O mg／L 

时，愈伤组织诱导率最高达 38．6％。方差分析结果 

表明，3种外源激素不同水平之间的诱导效果差异 

均达到了显著水平，说明 3种外源激素对幼胚愈伤 

组织诱导均具有明显的促进作用。同一外源激素不 
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表 5 不同檀物生长调节剂对愈伤组织诱导的影响 

Table 5 Effect of different combination of plant growth 

regulators OI1 the callus hldl,lC'doll 

处 理 2，4一D／ 6一BM NAA／ 导率，％ 著性 

TIeaI (mg·L一‘)(mg·L一‘)(mg·L一‘) Average si caflt 

inducine~e level 

0．5a 

0．5a 

1．0b 

0．5a 

0．2c 

0．2c 

1．0b 

1．0b 

0．2c 

同浓度间的多重比较结果证明，2，4一D以 3．0 mg／L 

的浓度较好，6一BA以 0．5 mg／L的浓度较好，NAA 

各浓度之间差异较为接近。不同处理之间的多重比 

较结果(见表 5)表明，8号、5号、9号处理组合的诱 

导效果明显优于其他处理组合。综合分析得出最佳 

组合为：2，4一D 3．0 mg／L、6一BA 0．5 mg／L，NAA 0．2 

mg／L。 

2．4 愈伤组织生长情况 

根据预备试验及相关研究，利用愈伤组织褐化 

率、结构、颜色及其生长速度 4个指标，采取 5级制 

对愈伤组织质量进行评价，以每个重复为一个观测 

单位(见表 6)。 

由表 6可知，2，4一D浓度对诱导愈伤组织的影 

响较为明显，它与愈伤组织的生长速度成正相关。 

在不同光照条件下，浓度较低时，愈伤组织多表现为 

表6 不同 2。4一D浓度与培养方式对愈伤组织质量的影响 

1妣 6 Eff ect of different concentration of 2．4一D and culture way oll the callus quality 

2，4一D浓度 

／(rag·L一‘) 

(~ncelltrstion 

不同培养方式下愈伤组织状态(颜色、结构、生长速度) 

Quality ofthe callus(Color，Structure，Growth)in different culture ways 

暗培养 光培养 先暗培养 10 d再光培养 

Cultivate in dark Cultivate in lisht Dark for 10 d then lisht 

比较致密，颜色为浅黄或绿色；浓度较高时，愈伤组 

织多为疏松，无规则海绵状，颜色较浅。不同光照对 

诱导愈伤组织的影响较为明显，在相同 2，4一D浓 

度条件下，当暗培养时，愈伤组织的生长速度较慢， 

密度较疏松，颜色较浅；在全光下培养，生长速度则 

较快，密度较疏松，绿色较深。由于致密的愈伤组织 

更利于进一步的分化培养，因此，较低浓度的 2，4一 

D和光下培养是较好的幼胚培养条件。 

2．5 通过愈伤组织诱导分化不定芽 

不同培养基对愈伤组织分化的影响见表 7。由 

表7可知，不定期调查分化结果，发现在诱导分化 

15 d后，只有 1号和 3号培养基组合上出现部分愈 

伤组织不定芽分化(图版6)，但频率较低，分别为 

16％和4．3％。15 d后大部分培养基上未分化的愈 

伤组织开始出现褐化死亡，未能进一步分化出不定 

芽。 

表 7 不同培养基对愈伤组织分化的影响 

Table 7 E of different nledhml oll the callus differeaflatiml 

2．6 不同愈伤组织的发育组织观察 

通过组织细胞学显微观察表明，诱导出的愈伤 

组织团可分为两种细胞形态：一种为致密愈伤组织， 

表面有很多分生细胞，细胞质较浓，核仁大而明显， 

a a a 出 出 _錾 c _8 d 

6  5  l  l  l  2  l  8  9  
弛 卯 ” 加 m 

c5j 恤 c!j c5j 

O  l  O  O  l  O  l  O  O  

眈 ％ 眈 眈 ％ ％ 

3  2  3  l  3  2  l  2  l  

8  5  9  2  7  4  3  6  l  
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细胞规则而紧密排列成分生细胞团，除液泡部分染 

色较深外，细胞多数为绿色颗粒状，分布于愈伤组织 

团的内部(图版4)，不直接与培养基接触，并形成许 

多突起，表现出细胞分生能力较强，但分生速度较 

慢，往往由于表面与内部分裂速度不同，其底部出现 

空腔。另一种是其结构呈疏松的雪花状或呈水渍 

状；愈伤组织细胞大，核相对较小，内部几乎为液泡 

所占据，原生质被一个大液泡挤到细胞边缘，形成液 

泡化程度高的薄壁组织细胞，在切片中染色较浅(图 

版 5)，该类型愈伤组织在继代培养时极易出现褐化 

现象，有的直接与培养基接触，表现出分生速度较 

快。 

胚性愈伤组织的增殖生长从内层即薄壁细胞内 

的胚性细胞开始，小细胞团内的胚性细胞具有旺盛 

的分裂能力，使细胞团不断增大；同时细胞团外部的 

细胞逐渐停止分裂，成为非胚性细胞，内部胚性细胞 

保持分裂能力，使突起细胞团继续长大，当长到一定 

程度时便会与母体分离，形成新的独立的一团胚性 

愈伤组织，其在生长的同时内部不断有胚性细胞开 

始新一轮分裂突起，因此整团愈伤组织看上去表面 

有许多细胞团的突起。从上述过程可以看出，胚性 

愈伤组织的发生可能是内起源。 

3 小结 

饲料型四倍体刺槐胚珠的适宜离体培养时期为 

授粉后30 d，萌动率最高为47．7％；从幼胚愈伤组织 

分诱导分化，分化率不高，初步从愈伤组织诱导出了 

不定芽。说明其组培特性已经发生较大变化，如其 

愈伤组织分化培养基的附加物种类和浓度就与李 

云_8]、王树芝_9]、沈峻岭_1。。等所报道的情况有所差 

异，这从一个方面说明饲料型四倍体刺槐实生后代 

较之亲本发生了很大的变异。饲料型四倍体刺槐幼 

胚和亲本遗传基础的差异以及幼胚 自身遗传基础的 

不完整性——幼胚的起源，可能直接影响了离体培 

养挽救的难度和复杂性，本研究在一定程度上提高 

了幼胚的萌动率，但为了最大限度地获取饲料型四 

倍体刺槐有性繁殖所创造的变异材料，今后还需要 

调整思路，作更深一步的研究和探索。 
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