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摘要：以野生构树组织培养无菌苗茎段为外植体，探讨不同种类、质量浓度的植物生长调节剂对胚性愈伤组织诱导

及体胚发生的影响，初步建立愈伤组织诱导及体胚发生技术途径。 结果表明，ＴＤＺ 是影响构树茎段胚性愈伤组织

诱导的主要因素，ＮＡＡ 和 ２，４⁃Ｄ 是次要因素，构树胚性愈伤组织最佳培养基为 ＭＳ＋０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ＬＴＤＺ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ
＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ。 最佳体胚诱导培养基为 ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ６⁃ＢＡ，体胚诱导率达到 ４１􀆰 ３３％。
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ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｓ ＴＤＺ＞ＮＡＡ＞２，４⁃Ｄ， ｗｉｔｈ ＴＤＺ ａｓ ａ ｍａｉｎ ｆａｃｔｏｒ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｉｓ
ＭＳ＋０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ ＴＤＺ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ．Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｓ ＭＳ＋０􀆰 １ ｍｇ ／
Ｌ ＮＡＡ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ４１􀆰 ３３％．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａ ｐａｐｙｒｉｆｅｒａ； Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ； Ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ；Ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ； Ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ

　 　 构 树 （ Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａ ｐａｐｙｒｉｆｅｒａ ） 为 桑 科

（Ｍｏｒｅｃｅａｅ）构树属落叶乔木或灌木，分布于我国除

东北北部、西北北部以外的大部分地区。 构树适应

性极强，是优良的生态绿化树种［１⁃３］，同时可作为造

纸［４］和加工青储饲料［５⁃６］ 等的原材料，发展前景

广阔。
目前，构树种苗繁育主要依靠播种、埋根和传

统扦插方式［７⁃８］，很难满足市场对构树种苗的需求，
限制了其良种的大规模推广［９］。 利用植物组织培

养实现植株再生，可较好解决优良种苗的大规模高

效繁殖和商业化生产的问题。 特别是通过植物体

细胞胚再生途径生产种苗，具有繁殖系数高、遗传

稳定等优点，还可为林木分子育种搭建平台［１０⁃１１］。
目前， 已 有 学 者 对 构 树 组 织 培 养 技 术 进 行 研

究［１２⁃１４］，但关于构树体细胞胚诱导的研究尚少，仅
见张朝晖等［１５］以杂交构树叶片为材料，初步探讨了

影响构树体细胞胚发生的因素。 本研究以野生构

树组织培养无菌苗为材料，研究不同植物生长调节

剂对茎段外植体胚性愈伤组织诱导和体细胞胚发

生的影响，以期为构树的良种繁育及进一步遗传改

良奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料

以野生构树组织培养无菌苗为试验材料，无菌

苗由江苏省林业科学研究院提供。
１．２　 方法

１．２．１　 无菌苗的培养　 构树无菌苗根据文献［１３］的



方法培养。 取江苏南京当地野生构树当年半木质化

枝条，去除叶片，剪成一芽一段的茎段，经过 ７５％酒精

预处理 ６０ ｓ，０􀆰 １％氯化汞消毒 ５ ｍｉｎ 后进行接种。 其

中，继代培养基为 ＭＳ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ
ＩＢＡ，继代周期 ２０ ｄ。 生根培养基为１ ／ ２ＭＳ＋０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ
ＩＢＡ＋０􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ，培养天数为 ２５ ｄ。
１．２．２ 　 愈伤组织的诱导及细胞学观察 　 取继代 ３
次，生长一致的组织培养无菌苗，于超净工作台上

去掉粗壮的幼苗顶端和根部后，将茎段切成长

０􀆰 ３—０􀆰 ５ ｃｍ 的小段，每个小段均不带任何芽点和

叶片。 将切好的外植体水平接种于愈伤组织诱导

培养基上。 以 ＭＳ 为基本培养基，采用 Ｌ９（３４）正交

设计，考察 ３ 个植物生长调节剂 ＴＤＺ，ＮＡＡ 和 ２，４⁃Ｄ
对愈伤组织的诱导的影响，每因素 ３ 个水平，共 ９ 个

处理（见表 １），不考虑交互作用。 每处理接种 １０
瓶，每瓶外植体 ２ 个，重复 ３ 次。 接种后每 ７ ｄ 观察

外植体的形态变化，接种 ３０ ｄ 时拍照记录愈伤组织

的不同类型，并统计胚性愈伤组织的诱导率。 愈伤

组织的细胞学观察采用常规的石蜡切片法，具体参

照项伟波等［１６］ 的方法，利用 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 显微镜

观察拍照。
１．２．３　 体胚的诱导 　 挑取长势较好的胚性愈伤组

织转接至体胚诱导培养基上，进行体胚的诱导。 以

ＭＳ 为基本培养基，添加不同质量浓度的 ６⁃ＢＡ 和

ＮＡＡ，共 ９ 个处理（见表 ３），每个处理 １０ 瓶，每瓶接

愈伤组织 ５ 团，重复 ３ 次。 培养 ３５ ｄ 时统计体胚诱

导率。
以上培养基均添加 ３０ ｇ ／ Ｌ 蔗糖和 ６􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 卡拉

胶，ｐＨ ５􀆰 ８。 培养温度 ２５ ℃，光照周期为 １２ ｈ ／ ｄ，光
照度１ ５００ Ｌｘ。
１．３　 数据统计与分析

胚性愈伤组织诱导率 ＝ （诱导出胚性愈伤组织

的外植体数 ／接种外植体数）×１００％；
体细胞胚诱导率 ＝ （诱导出体细胞胚的愈伤组

织数 ／接种愈伤组织数）×１００％；
采用 Ｅｘｃｅｌ ２００３ 和 ＳＰＳＳ１３􀆰 ０ 软件进行数据统

计分析。

２　 结果与分析

２．１　 愈伤组织的形成及形态观察

将构树无菌苗茎段接种到愈伤诱导培养基 ７ ｄ
后开始形成愈伤组织，培养 ３０ ｄ 后，可见 ２ 种类型

的愈伤组织。 一类愈伤组织为白色，透明、水渍状、

结构疏松（见图 １⁃Ａ），镜检发现其细胞大、形态不规

则，核小且偏向一侧（见图 １⁃Ｃ），为非胚性愈伤组

织。 另一类为黄绿色，质地较碎，结构疏松、表面瘤

状突起（见图 １⁃Ｂ），镜检发现胚性细胞团，细胞排列

规则、紧密，体积小，核大且多位于细胞中央（见图

１⁃Ｄ） ［１６］，为胚性愈伤组织。

Ａ：非胚性愈伤组织；Ｂ：胚性愈伤组织；
Ｃ：非胚性细胞（ＮＥＣ）；Ｄ：胚性细胞（ＥＣ）

图 １　 构树体细胞胚诱导

２．２　 不同植物生长调节剂对茎段胚性愈伤组织诱

导的影响

极差分析（见表 １）可知，极差 Ｒ 的排序为 ＴＤＺ＞
ＮＡＡ＞２，４⁃Ｄ。 从各因素水平看，ＴＤＺ 质量浓度上，
０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ＞ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ＞ ０􀆰 ０１ ｍｇ ／ Ｌ；ＮＡＡ 质量浓度

上，１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ＞ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ＞０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ；２，４⁃Ｄ 质量浓

度上，０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ＞ ０􀆰 ０１ ｍｇ ／ Ｌ＞ ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ。 方差分

析（见表 ２）可见，ＴＤＺ 对构树茎段胚性愈伤组织诱

导影响达到了显著性水平（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），而 ＮＡＡ 和 ２，
４⁃Ｄ 作用并不显著，这表明 ＴＤＺ 是影响构树茎段外

植体胚性愈伤组织诱导的主要因素，ＮＡＡ 和 ２，４⁃Ｄ
是次要因素。 根据主要因素选最优水平，次要因素

选适宜水平的原则，筛选各因素的最佳组合为

Ａ２Ｂ３Ｃ３，即 ０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ ＴＤＺ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 １
ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ。
２．３　 不同植物生长调节剂对体胚诱导的影响

对体胚诱导率进行极差分析（见表 ３）可知，极
差 Ｒ 的排序为 ＮＡＡ＞ ６⁃ＢＡ。 从各因素水平看体，
ＮＡＡ 质量浓度上，０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ＞０􀆰 ０５ ｍｇ ／ Ｌ ＞０􀆰 ０１ ｍｇ ／
Ｌ；６⁃ＢＡ 质量浓度上，１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ＞ １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ＞０􀆰 ５ ｍｇ ／
Ｌ。 方差分析（见表 ４）可见，ＮＡＡ 显著影响构树体
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胚诱导率（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），而 ６⁃ＢＡ 作用未达到显著水

平，说明 ＮＡＡ 是影响构树体胚诱导的主要因素，６⁃
ＢＡ 为次要因素。 综合考虑，各因素的最佳组合为

Ａ３Ｂ２，即处理 Ｙ８，０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ，
此时体细胞胚诱导率为 ４１􀆰 ３３％。
表 １　 植物生长调节剂组合对胚性愈伤组织诱导的影响

处理
生长调节剂 ／ （ｍｇ ／ Ｌ）

ＴＤＺ ＮＡＡ ２，４⁃Ｄ
胚性愈伤

组织诱导率 ／ ％

１ ０􀆰 ０１ ０􀆰 １ ０􀆰 ０１ ８􀆰 ３３ ｆ
２ ０􀆰 ０１ ０􀆰 ５ ０􀆰 ０５ １３􀆰 ３３ ｅｆ
３ ０􀆰 ０１ １􀆰 ０ ０􀆰 １ ２３􀆰 ３３ ｂｃｄｅ
４ ０􀆰 ０５ ０􀆰 １ ０􀆰 ０５ ２８􀆰 ３３ ｂｃｄ
５ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ５ ０􀆰 １ ３０􀆰 ００ ａｂｃ
６ ０􀆰 ０５ １􀆰 ０ ０􀆰 ０１ ４０􀆰 ００ ａ
７ ０􀆰 １ ０􀆰 １ ０􀆰 １ ３３􀆰 ３３ ａｂ
８ ０􀆰 １ ０􀆰 ５０ ０􀆰 ０１ ２１􀆰 ６７ ｃｄｅ
９ ０􀆰 １ １􀆰 ００ ０􀆰 ０５ １８􀆰 ３３ ｄｅｆ
Ｋ１ １５􀆰 ００ ２３􀆰 ３３ ２３􀆰 ３３
Ｋ２ ３２􀆰 ７８ ２１􀆰 ６７ ２０􀆰 ００
Ｋ３ ２４􀆰 ４４ ２７􀆰 ２２ ２８􀆰 ８９
Ｒ １７􀆰 ７８ ５􀆰 ５５ ８􀆰 ８９

　 　 注： Ｋ 为同一因素不同水平 Ｐ 值的平均值，Ｒ 为极差。 不同小
写字母表示 Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 水平上差异显著。

表 ２　 正交试验方差分析

变异来源（ＤＦ） 平方和（ＳＳ） 自由度（ ｆ） 均方（ＭＳ） 均方比（Ｆ） Ｓｉｇ􀆰
ＴＤＺ １ ４２４􀆰 ０７４ ２ ７１２􀆰 ０３７ １０􀆰 ４４８ ０􀆰 ００１
ＮＡＡ ２５１􀆰 ８５２ ２ １２５􀆰 ９２６ １􀆰 ８４８ ０􀆰 １８３
２，４⁃Ｄ １ １８􀆰 ５１９ ２ ５９􀆰 ２５９ ０􀆰 ８７０ ０􀆰 ４３４
误差 １ ３６２􀆰 ９６３ ２０ ６８􀆰 １４８

总变异 １８ ７００􀆰 ０００ ２７

表 ３　 植物生长调节剂组合对体胚诱导的影响

处理
生长调节剂 ／ （ｍｇ ／ Ｌ）

ＮＡＡ ６⁃ＢＡ
体胚诱导率 ／ ％

Ｙ１ ０􀆰 ０１ ０􀆰 ５ ２􀆰 ６７ ｄ

Ｙ２ ０􀆰 ０１ １􀆰 ０ ４􀆰 ００ ｄ

Ｙ３ ０􀆰 ０１ １􀆰 ５ ７􀆰 ３３ ｄ

Ｙ４ ０􀆰 ０５ ０􀆰 ５ １２􀆰 ６７ ｄ

Ｙ５ ０􀆰 ０５ １􀆰 ０ ２４􀆰 ６７ ｃ

Ｙ６ ０􀆰 ０５ １􀆰 ５ ３５􀆰 ３３ ａｂ

Ｙ７ ０􀆰 １０ ０􀆰 ５ ３６􀆰 ６７ ａｂ

Ｙ８ ０􀆰 １０ １􀆰 ０ ４１􀆰 ３３ ａ

Ｙ９ ０􀆰 １０ １􀆰 ５ ２６． ６７ ｂｃ
Ｋ１ ４􀆰 ６７ １７􀆰 ３３
Ｋ２ ２４􀆰 ２２ ２３􀆰 ３３
Ｋ３ ３４􀆰 ８９ ２３􀆰 １１

Ｒ ３０􀆰 ２２ ６􀆰 ００
　 　 注：Ｋ 为同一因素不同水平 Ｐ 值的平均值，Ｒ 为极差。 不同小写
字母表示 Ｐ ＜０􀆰 ０５ 水平上差异显著。

表 ４　 试验方差分析

变异来源（ＤＦ） 平方和（ＳＳ） 自由度（ ｆ） 均方（ＭＳ） 均方比（ Ｆ） Ｓｉｇ􀆰
ＮＡＡ ４ ２２８􀆰 ７４１ ２ ２ １１４􀆰 ３７０ ３４􀆰 ０９９ ０􀆰 ０００
６⁃ＢＡ ２０８􀆰 ２９６ ２ １０４􀆰 １４８ １􀆰 ６８０ ０􀆰 ２０９
误差 １ ３６４􀆰 １４８ ２０ ６８􀆰 １４８

总变异 １８ ００４􀆰 ０００ ２７

３　 讨论和结论

大量研究表明，植物生长调节剂在调控植物体

细胞胚胎诱导过程中起着极其重要的作用，且不同

物种或同一物种不同基因型或外植体在体胚发生

阶段所需植物生长调节剂种类和质量浓度存在差

异［１７⁃１９］。 生长素 ２，４⁃Ｄ 在植物体细胞胚胎诱导中

广泛应用，研究表明，多种木本植物在体胚性愈伤

组织诱导阶段均需添加 ２，４⁃Ｄ［２０⁃２１］。 蔡雪玲等研究

番木瓜（Ｃａｒｉｃａ ｐａｐａｙａ）体胚发生时，ＮＡＡ 在番木瓜

愈伤组织诱导和增殖上起着重要作用［２２］。 而本试

验中发现，ＴＤＺ 是影响构树茎段外植体胚性愈伤组

织诱导的主要因素，ＮＡＡ 和 ２，４⁃Ｄ 是次要因素。 这

与鲁娇娇等［２３］研究的结果一致，后者在研究朱顶红

（Ｈｉｐｐｅａｓｔｒｕｍ ｖｉｔｔａｔｕｍ）鳞片外植体胚性愈伤组织诱

导及体细胞胚发生时，也验证了 ＴＤＺ 对于某些植物

体细胞胚诱导的重要性。
研究表明，绝大多数木本植物在体胚诱导过程

中必须使用生长素和细胞分裂素，二者配合使用才

能获得体细胞胚［２４⁃２５］。 杨强强等［２０］研究发现，ＮＡＡ
和 ６⁃ＢＡ 是甘薯（ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ）体细胞胚诱导的

主要因素，而 ＡＢＡ 和活性炭为次要因素。 在构树体

胚的诱导研究中也发现类似的结论，不同配比的

ＮＡＡ 和 ６⁃ＢＡ 均能诱导体胚发生，但诱导效果存在

较大差异，０􀆰 １ ｍｇ ／ ＬＮＡＡ＋１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ 处理时体

胚诱导效果较好。
本研究以野生构树无菌苗茎段为外植体，初步建

立了构树体胚诱导体系，这是对前人研究［１５］ 从构树

叶片获得体胚发生的补充和突破，但从目前的试验结

果看，体胚诱导率还是比较低，仍需要进一步研究。
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