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� � 摘要:以甜樱桃红灯为材料, 幼果用 0. 1% HgCl2进行消毒, 在无菌条件下取出未成熟胚子叶进行诱导,在胚成苗

后进行继代和生根培养。培养结果表明,以 MS为基本培养基,在 2, 4�D为 2. 0 mg/ L 时培养基上胚性愈伤组织诱导率

较高,为 53. 7% ; 愈伤组织经过数次继代后转移至MS 附加 6�BA 1. 0 mg/ L 和NAA 0. 1 mg/ L培养基上可诱导体细胞胚

的形成, 诱导率可达 81. 0% . 体细胞胚在合适的培养基上可继续生长和增殖。
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Somatic Embryogenesis of Sweet Cherry and Plantlet Regeneration

WU Ya�qin, ZHAO Yan�hua, LIU Guo� jian, LI Chun�min
( Changli Institute of Pomology,Hebei Academy of Agriculture and Forestry

Sciences, Changli 066600, China )

Abstract: Cultivars sweet cherry Hongdeng was used as the materials. An immature pterodia was taken from young

fruit disinfected with 0. 1% HgCl2. Shoot multiplication culture and root ing culture were conducted after emergence of

seedlings. The result indicates that the embryogenic callus( EC) frequency was 53. 1. % at 2 mg/ L of 2, 4�D added in
MS medium, After subcultured for several times, somatic embryogenesis at high frequency ( 81. 0%) was obtained on MS

medium supplemented with 6�BA 1. 0 mg/ L + NAA 0. 1 mg/ L. Somatic embryos can keep on growing and proliferating
on appropriate medium.
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� � 随着人们生活水平的提高,果品市场对甜樱桃

的需求也不断提高, 其栽培面积不断扩大,常规育种

方法已不能满足现代化农业对甜樱桃品质的要求。

随着生物技术的发展, 为果树新品种的选育提供了

新的手段[ 1~ 3]。目前,国内外已有许多关于果树的

体细胞胚发生和植株再生方面的研究报道[ 4~ 13]。

诱导体细胞胚形成再生植株是果树组织快速繁殖的

一个重要、有效的途径,它以繁殖系数高、周期短、结

构完整等优点而被广泛采用。本文研究了甜樱桃体

细胞胚的发生及植株再生, 为进一步建立甜樱桃离

体再生系统和快繁体系打下基础,从而为种质改良

和遗传转化提供科学依据。

1 � 材料和方法

1. 1 � 试验材料

供试品种为自然授粉的甜樱桃红灯, 未成熟幼

胚子叶。

1. 2 � 试验方法
1. 2. 1 � 无菌外植体的建立 取花后 35 d生长良好

的幼果, 经75%的乙醇表面灭菌 2~ 3 min,用无菌水

冲洗 3次, 放入 0�1% HgCl2溶液中消毒 9 min, 用无

菌水冲洗 4~ 5次。在无菌条件下,用解剖刀片将种

子切开,将未成熟幼胚子叶取出接种在 9种含有不

同激素的 MS 培养基上(附加 3�0% 蔗糖, 0�5% 琼
脂)上进行培养。每瓶培养基接种幼胚子叶 4个, 每
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处理接种数见表 1。

1. 2. 2 � 愈伤组织诱导 用 Y1: MS+ 6_BA 1�0 mg/ L
+ 2, 4_D 0�5 mg/ L; Y2:MS+ 6_BA 1�0 mg/ L + 2, 4_D
1�0 mg/ L; Y3: MS + 6_BA 1�0 mg/ L + 2, 4_D

2�0 mg/ L; Y4: MS + 6_BA 1�0 mg/ L + 2, 4_D 3�0
mg/ L; Y5: MS+ 6_BA 0�5 mg/ L + 2, 4_D 0�5 mg/ L;
Y6: MS+ 6_BA 0�5 mg/L + 2, 4_D 1�0mg/ L ; Y7: MS

+ 6_BA 0�5 mg/ L + 2, 4_D 2�0 mg/ L; Y8: MS+ 6_BA
0�5 mg/ L + 2, 4_D 3�0 mg/ L; Y9: MS + 2, 4_D 2�0
mg/ L 共9种含有不同激素的MS培养基上诱导愈伤

组织。暗培养 24 h 后转入正常培养。培养温度为

25~ 27 � , 光照 16 h/ d, 光照强度为 2 000 lx,

pH5�8。
1. 2. 3 � 胚性愈伤组织的诱导及继代培养 将幼胚

接种到含不同浓度的 2, 4_D 的诱导培养基上, 约

20 d开始启动。取生长致密、白色透明的愈伤组织

块,将其接种在 Y3培养基(附加 200 mg/ L 的水解酪

蛋白)上进行继代培养,每 28 d周继代 1次。继代 4

~ 5次后,出现疏松颗粒状胚性愈伤组织,选择颗粒

较细的愈伤组织进行继代培养,并加快继代频率, 当

愈伤组织变得松散、颗粒均匀且生长迅速时, 改为

28 d继代 1次,以保持愈伤组织的胚性状态。

1. 2. 4 � 体细胞胚胎发生 � 取生长迅速的胚性愈上
组织, 2 mm� 2 mm 为一个单位, 进行接种。将其接

种在含有不同蔗糖浓度的 Y3培养基上进行培养,暗

培养 24 h 后转入正常培养, 7 d后观察体细胞胚发

生情况。

1. 2. 5 � 子叶愈伤组织诱导率和胚性愈伤组织诱导

率的计算 愈伤组织诱导率= 诱导出的愈伤外植体

的数量/接种外植体的数量 � 100%; 胚性愈伤组织
诱导率= 诱导出的胚性愈伤外植体的数量/接种外

植体的数量� 100%。

1. 2. 6 � 体细胞胚发育及植株再生 将 Y3培养基上

诱导出的愈伤组织分别接种在 A1: MS; A2: MS+

NAA 0. 5 mg/ L; A3: MS + 6_BA 1. 0 mg/ L; A4: MS

+ 6_BA 1. 0 mg/L+ NAA 0. 1 mg/L ; A5: MS+ 6_BA

1. 0 mg/L + NAA 0. 5 mg/L 等 5 种不同的培养基

上,每一培养基接种 30瓶,置于温度为 25 � 的黑暗

培养箱内培养 5 d 后,再置于光照条件下进行体细

胞胚胎的发生。

1. 2. 7 � 再生苗生根培养 待胚萌发苗长到 2 cm高

时,从基部切下, 转移到生根培养基( 1/ 2 MS+ IAA

0. 2 mg/ L)上诱导生根。

2 � 结果与分析

2. 1 � 6_BA和 2, 4_D对甜樱桃愈伤组织诱导的影响

剥离的甜樱桃幼胚子叶接种在MS 愈伤组织诱

导培养基 15~ 20 d后可见胚开始膨大, 30 d左右有

明显的愈伤组织形成。接种 40 d 后统计愈伤组织

诱导率(表 1)。9种培养基中以 Y4培养基诱导率最

高, 为98. 2%。观察结果表明, 一定浓度的 6_BA 对

幼胚子叶愈伤组织的发生有重要的促进作用。培养

28 d后, 可见大量质地疏松淡黄色愈伤组织产生(图

1_A) ,在经过多次继代培养,愈伤组织疏松, 且颗粒

小, 分散性好。同时会从个别胚上直接诱导出不定

芽(图 1_B)。

表 1 6�BA 和2, 4�D 对甜樱桃愈伤组织诱导的影响

Tab. 1 Effects of 6_BA and 2, 4_D on the callus

induction of sweet cherry

代号
Code

6_BA
( mg/ L)

2, 4- D
( mg/ L)

接种胚数

(个)
No. of

embryos

诱导愈伤组织

(个)
No. calli of

induction

诱导率

( % )
Induction

frequency

Y1 1. 0 0. 5 40 16 40. 0

Y2 1. 0 1. 0 56 34 60. 7

Y3 1. 0 2. 0 70 62 88. 6

Y4 1. 0 3. 0 42 40 98. 2

Y5 0. 5 0. 5 42 12 28. 6

Y6 0. 5 1. 0 46 18 39. 1

Y7 0. 5 2. 0 29 19 65. 5

Y8 0. 5 3. 0 32 14 43. 8

Y9 0 2. 0 41 20 48. 8

2. 2 � 体细胞胚胎发生

2. 2. 1 � 甜樱桃幼胚子叶体细胞胚胎发生的部位及
途径 通过冷冻切片观察发现, 除了幼胚子叶外植

体伤口处体细胞胚胎可直接发生外,体细胞胚胎也

可以通过愈伤组织这一间接途径发生,在这种发生

过程中,体细胞胚胎可通过愈伤组织表面和愈伤组

织内部等部位同时发生。

2. 2. 2 � 培养基成分与胚性愈伤组织的诱导 � 幼胚

接种到诱导培养基后约 20 d 开始启动,长出透明的

愈伤组织, 30 d左右,有些愈伤组织发生褐变。经继

代后,褐变消失,并转变为白色、快速增殖的胚性愈

伤组织, 再经 30 d 左右即可长满整个培养瓶。培养

基中外源激素的配比对胚性愈伤组织的诱导及生长

有很大的影响,特别是 2, 4�D 的浓度起着至关重要
的作用。虽然在各种 2, 4�D浓度的培养基上都能诱
导出胚性愈伤组织(图 1- C) ,但诱导率存在很大差

异: 当2, 4�D浓度为 0. 5 mg/ L 时,诱导率低,愈伤组
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织长势较慢; 当 2, 4�D 浓度为 3. 0 mg/L 时, 诱导率
较低, 但愈伤组织生长较快; 当 2, 4�D 浓度为 1. 0~
2. 0 mg/ L 时, 胚性愈伤组织诱导频率较高(表2)。

表 2� 2, 4�D浓度对诱导频率的影响

Tab. 2� Induction effect of 2, 4�D concentration

2, 4_D浓度

( mg/ L )
Concentration

of 2, 4_D

接种数

(个)
No. of

explants

胚性愈伤

组织数(个)
No. of

embryogenic callus

诱导率

( % )
Induction

frequency

0. 5 82 30 36. 6

1. 0 72 35 48. 6

2. 0 82 44 53. 7

3. 0 70 15 21. 4

� 注: MS基本培养基 � Note:MS basal medium

2. 2. 3 � 蔗糖对甜樱桃幼胚子叶体细胞胚的诱导 �
甜樱桃幼胚子叶得胚性愈伤组织在含不同蔗糖浓度

的MS培养基上培养 7 d后,在 1%和 10%蔗糖培养

基上没有诱导出体细胞胚,在含 2% , 4%, 6%和 8%

蔗糖的培养基上均诱导出体细胞胚(图 1- D)。14

d后, 10%蔗糖培养基上的细胞已停止生长, 30 d后

在含 2%和4%的培养基上出现大量的体细胞胚,当

浓度为 4% 时, 体细胞胚胎发生率最高, 达到 84.

0%。表 3研究表明, 诱导甜樱桃子叶形成体细胞

胚的最佳蔗糖浓度为 4% ,当蔗糖浓度升高时, 体胚

发生率会出现明显的降低(表 3)。
表 3� 不同蔗糖浓度对甜樱桃体细胞胚诱导的影响

Tab. 3� Effects of sucroise concentration on the

somatic embryos induction of sweet cherry

蔗糖浓度

( % )
Sucrose

concentration

接种愈伤

组织数
No. of

explants

体细胞胚胎

诱导率( % )
Induction

frequency

胚数/愈伤

组织数
Embryos/

Callus

1 23 0 0

2 36 55. 5 2. 8

4 25 84. 0 7. 2

6 19 42. 1 2. 6

8 25 36. 0 2. 7

10 20 0 0

2. 3 � 胚状体萌发及植株再生

将发育成熟的胚状体转移到含不同激素配比的

MS 培养基上,观察胚状体的萌发情况(表 4)。可以

看出,在A1培养基上,胚状体很少愈伤组织化, 仅为

7. 5 % ,成苗率为 12. 5 %, 繁殖系数低且生长缓慢;

在A2, A3, A4 和 A5培养基上的体细胞胚, 因培养基

中附加有激素而发育较快, 25 d 开始成苗; A2和A3

上的胚状体愈伤化程度分别为 19. 6 %和10. 0 %;

A4, A5培养基不但能使胚状体萌发,而且随着时间

的延长,从芽的基部长出大量丛生芽 (图 1- E) , 培

养 30 d 后,每芽可得 5~ 10 株无根苗, 繁殖系数和

成苗率都高于其他 3种培养基。从5种培养基的培

养效果来看, A4,A5都可使胚状体萌发,但 A4的成苗

率要高。正常的健壮苗在 MS+ 6�BA 0. 5 mg/ L+
NAA 0. 2 mg/L 培养基上进行继代培养,待苗长到 2

cm 高 时, 从基 部切 下, 转移 到生 根 培养 基

( 1/ 2 MS+ IAA 0�2 mg/ L)上诱导生根, 30 d 后获得
完整植株(图 1- F)。

A�愈伤组织的形成; B� 分化芽的产生; C� 子叶状胚胎 ( 400 � ) ; D�
诱导的体细胞胚(100� ) ; E�由分化芽长成的丛生芽; F� 生根的再生
植株

A�Development of callus; B�Different iation of buds; C�Cotyledonary embryos
( 400� ) ;D�Calli from embryo( 100� ) ; E�Clump shoodts from differentiated
buds; F�Rooted plant lets

图 1 � 甜樱桃体细胞胚诱导程序
Fig�1 � Somatic embryogenesis of sweet cherry and

plantlet regeneration

表 4� 不同激素对胚状体萌发的影响

Tab. 4� Effects of some phytohormones on somatic embryogenesis

代号

Code

培养基

( mg / L)
Medium

胚状体数

(个)

No. of

embryogenic

愈伤化胚
Embryogenic callus

株数

Number

比率( % )

Ratio

成苗率
Plant percent

株数 Number 比率( % ) Ratio

A1 MS 40 3 7. 5 5 12. 5

A2 MS+ NAA0. 5 56 11 19. 6 21 37. 5

A3 MS+ 6_BA1. 0 50 5 10. 0 11 22. 0

A4 MS+ 6_BA1. 0+ NAA0. 1 58 47 81. 0 46 79. 3

A5 MS+ 6_BA1. 0+ NAA0. 5 52 41 78. 8 39 75. 0
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3 � 讨论

� � 甜樱桃幼胚子叶愈伤组织体细胞胚胎发生的进

程和频率与激素的种类和浓度有关。甜樱桃红灯幼

胚子叶胚性愈伤组织诱导培养基为 MS+ 6_BA 1. 0

mg/ L + 2, 4�D 2. 0 mg/ L+ 4%蔗糖+ 5%琼脂; 胚性
愈伤组织继代培养基为MS+ 6�BA 1. 0 mg/ L + 2, 4�
D 2. 0 mg/ L+ 4%蔗糖+ 5. 5%琼脂,附加 200 mg/ L

的水解酪蛋白, 可提高增殖效果,加快繁殖速度; 2,

4�D的浓度对胚性愈伤组织的诱导起很大的作用,
当2, 4�D的浓度为 2. 0 mg/ L 时,胚性愈伤组织的诱
导率较高;胚状体萌发培养基为MS+ 6�BA 1�0mg/ L
+ NAA 0�1 mg/ L; 再生苗继代培养基为 MS+ 6�BA
0�5 mg/ L+ NAA 0�2 mg/ L;生根培养基为 1/ 2 MS+
IAA 0�2 mg。

培养小麦、胡萝卜等植物时发现,适当高浓度的

蔗糖可以提高体细胞胚的诱导率,但高浓度的蔗糖

可改变培养基的渗透压, 使细胞失水,内含物浓度升

高,从而直接影响体细胞胚的成熟[ 14~ 18] , 在甜樱桃

幼胚子叶上诱导体细胞胚的最佳蔗糖浓度为 4% ,

当蔗糖浓度升高时, 体胚发生率会出现明显的降低,

这可能是由于高浓度的蔗糖增加了培养基的渗透

压,影响体细胞胚的发生。

� � 本试验建立的红灯体细胞胚胎发生体系, 不仅

繁殖率高,再生植株移栽成活率也高。而且稳定性

好。田间试验结果表明, 再生植株有明显的优势, 在

生长势上明显优于同期的胚抢救苗。同时, 由于体

细胞胚胎发生体系较为稳定, 可以在分子水平上研

究胚胎的发生机理。
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