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摘 � 要: 以含 6 BA、2, 4 D培养基诱导蝴蝶兰外植体。6 BA 可从嫩茎切块诱导出胚性愈伤组织, 细胞富含

淀粉粒, 而 2, 4 D或 2, 4 D加 6 BA 诱导得到的愈伤组织不能分化。6 BA 易于从嫩叶切片诱导胚性愈伤

组织, 进行体细胞胚发生过程的显微观察。在 6 BA 诱导嫩叶切片外植体期间, DNA 含量前期平缓上升, 第 25

d后急剧上升。RNA 含量开始诱导就上升, 第 11~ 18 d 达到高峰。水溶性蛋白含量上升启动稍晚, 在第 25 d 达

到高峰。
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Effect of cytokinin on the induction and macromolecules metabolic kinetics of somatic

embryogenesis in Phalaenopsis sp.

L IU Fu- ping , CHEN Y-i liang

(F uj ian I nstitute of Subtrop ical Botany , X iamen, F uj ian� 361006, China)

Abstract: T wo ex- plants from test tube seedling of Phalaenop s is sp. wer e cult ur ed on the media cont aining 6- BA

and 2, 4 D. From the stem ex- plant, embryogenic callus ( EC) w ith larg e amounts of starch g ranules in cell could

be induced wit h the presence of 6 BA . On the other hand, the callus induced w ith 2, 4 D or with bo th 2, 4 D

and 6 BA w ere unable to differentiate. EC could also be induced efficiently fr om the leaf ex- plant cultured on the

medium containing 6 BA . H istolog ical observ ation and metabo lic analysis conducted dur ing somatic embryogenesis

show ed that, in leaf ex- plant, the DNA content incr eased slow ly initially and sharply on the 25th day of induction.

The RNA content increased w hen induction began, and reached a peak on the 11- 18th day . The soluble pro tein

content start ed to change later than RNA and peaked on t he 25th day.
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� � 兰科植物的种子为一团未分化的胚性细胞, 萌

发成原球茎才具胚胎结构。兰科植物离体培养所诱

导的类原球茎 ( PLB) 是体细胞胚的表现形式, 这

在蝴蝶兰 ( Phalaenop si s) [ 1]、大花惠兰 ( Cymbid i-

um)
[ 2]
、文心兰 ( Oncid ium)

[ 3]
、白拉索蕾丽亚卡

特丽亚兰 ( Br assolael ia cat tl eya ) [ 4] 等都有提及。

大部分植物尤其是单子叶植物必须以 2, 4 D (或

与细胞分裂素协同) 诱导胚性愈伤组织, 然后降低

或去除培养基 2, 4 D胚性细胞才能继续发育
[ 5]
。

周俊彦等[ 6] 归纳以细胞分裂素作为唯一外源激素诱

导体胚发生的十几种双子叶或单子叶植物, 但他同

时也指出如进一步提高这些植物的体细胞胚发生能

力则依赖添加外源生长素。

依照已有的研究报道, 兰科植物类原球茎诱导

及增殖细胞分裂素起到关键作用, 外源生长素

NAA 仅起协同促进作用, 极少用到 2, 4 D。在

蝴蝶兰[ 7- 11] 、大花惠兰[ 3]、卡特兰 ( Cat tl eya) [ 12] 、

白拉索蕾丽亚卡特丽亚兰
[ 4]
、石斛兰 ( Dendr obi-

um) [ 10, 12]、文心兰[ 10, 12] 、万代兰 ( Vand a) [ 10] 等著

名热带兰的类原球茎诱导和增殖中, 单一应用细胞

分裂素 ( 6 BA) 就取得理想效果, 为细胞分裂素

与植物体细胞胚诱导的关系提供了研究系统。本研

究以外源 6 BA、2, 4 D或互相组合诱导蝴蝶兰

外植体, 较系统地观察体细胞胚发生过程。并从与

体细胞胚诱导过程生理变化密切相关的生物大分子

物质即核酸、蛋白质的动态变化, 初步了解细胞分

裂素与植物体细胞胚诱导的生理基础。
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1 � 材料与方法

1� 1 � 离体培养

蝴蝶兰组培瓶苗取自本所组培室。以嫩茎 (抽

叶约 3cm 长的类原球茎体膨大部分) 切块和瓶苗

嫩叶切片为外植体, 嫩茎切块外植体每瓶放置 10

块, 嫩叶切片外植体每瓶 20 片, 每种处理 5瓶以

上, 基本培养基为 1/ 2M S + CW (椰子汁) 20%

( V/ V) + 蔗糖 2% ( W/ V ) , 另加外源激素 6

BA 或 2̀, 4 D 或其组合, 培养光照 1 500 lx , 12

h� d- 1 , 温度 24~ 26 � 。

1� 2 � 组织细胞学观察

常规石蜡切片。愈伤组织切片高碘酸 � 席夫试
剂 ( PAS) 染色, 观察淀粉粒。叶片外植体诱导期

间所得愈伤组织、发育中的类原球茎切片铁矾 � 苏

木精染色。

1� 3 � 大分子代谢动态分析

DNA、RNA 含量测定按朱自平等[ 13] 介绍方

法。水溶性蛋白含量测定按考马斯亮蓝显色法。取

样时间从培养之日算起分别为 0 d、4 d、11 d、18

d、25 d、32 d。

2 � 结果与分析

2� 1 � 6 BA 与 2, 4 D对不同外植体的诱导

2� 1� 1 � 嫩茎切块外植体 � 嫩茎切块外植体诱导结

果见表 1, 培养基中添加不同质量浓度 6 BA 培养

2个月, 均可诱导愈伤组织, 愈伤组织外观典型,

颜色鲜艳, 坚硬, 表面粗糙 (图 1- 1) , 转入原配

方即含 6 BA 10� 0 mg � L- 1 (单位下同) 的培养

基和无激素培养基几乎都可发育出丛生类原球茎

(图 1- 2) , 只是分别在转入后约 24 d和约 51 d才

观察到, 所以 6 BA 诱导外植体得到胚性愈伤组

织 ( EC)。秦凡等
[ 7]
认为蝴蝶兰体细胞胚发生主要

受 6 BA 用量的影响, 但 6 BA 对体细胞胚的持

续发育并不是十分重要。王怀宇[ 9] 、潭文澄等[ 10]、

杨美纯等[ 11] 报导从茎尖或叶片诱导类原球茎, 仅

以外源 6 BA诱导, 早期幼嫩类原球茎十分密集,

转入低量或不含细胞分裂素培养基类原球茎才能发

育完整。所以, 由愈伤组织分化出类原球茎, 外源

细胞分裂素并非必需, 抑或是愈伤组织在诱导期间

就富集细胞分裂素, 发生激素驯化作用 ( habitua-

t ion) 所致。

表 1 � 6 BA 与 2, 4 D 对不同外植体的愈伤组织诱导率 (单位: % )

Table 1� The callus induction rates ( %) from diff erent ex-plants on the media containing BA and 2, 4 D

外植体
6 BA( mg � L- 1 ) 2, 4 D( m g � L- 1) 2, 4 D + 6 BA( mg � L- 1 )

诱导生成物 3� 0 5� 0 10� 0 13� 0 诱导生成物 0� 5 1� 0 2� 5 诱导生成物 ① ②

嫩茎 EC 28 56 58 - NEC 10 18 0 NEC 13 17

嫩叶 EC 23 93 96 19 0 0 0 0 0

� 注:① 2, 4 D 1�0+ 6 BA1�0,②2, 4 D1� 0+ 6 BA3� 0。

� � 嫩茎切块外植体在含 2 , 4 D或 2 , 4 D加

6 BA 培养基诱导的愈伤组织, 颜色较暗, 松软。

伍成厚等
[ 14]
从蝴蝶兰子房切段、花梗切段在 2, 4

D 1� 0加 6 BA 0� 1培养基诱导的愈伤组织呈白

色、疏松, 认为是非胚性愈伤组织 ( NEC)。陈进

勇等[ 15] 从中国兰种子萌发的原球茎诱导出愈伤组

织, 其中一类为疏松愈伤组织, 淡黄色, 在固体培

养基上逐渐白化死亡, 另一类为致密愈伤组织, 深

绿色, 分化率高于疏松愈伤组织。鉴于在单子叶植

物中, 由 2, 4 D 诱导的胚性愈伤组织需转入无

激素或降低生长素培养基才能使胚性细胞继续发

育
[ 5]

, 本实验将由 2, 4 D或 2 , 4 D加 6 BA

诱导的愈伤组织分别转入无激素、2, 4 D 0� 5、

2, 4 D 1� 0 + 6 BA1� 0和 6 BA 5� 0等 4种培

养基, 均不能诱导出体细胞胚而逐渐死亡。

植物体细胞胚发生中伴随淀粉粒消长, 胚性愈

伤组织积累淀粉为体细胞胚发生提供能量 [ 5]。陈进

勇等[ 15]发现兰花愈伤组织中淀粉多在薄壁细胞中

出现, 其含量的消长过程与器官形态发生有密切关

系。本试验中由 6 BA 诱导的 � 成熟� 愈伤组织

薄壁细胞中易观察到淀粉粒 (图 2- 1) , 说明代谢

水平较高, 有足够能量发生体细胞胚。而由 2, 4

D或 2 , 4 D加 6 BA 诱导的愈伤组织没观察到

淀粉粒, 应为非胚性愈伤组织。

2� 1� 2 � 以嫩苗叶片切块为外植体 � 蝴蝶兰叶片切
块在含 2 , 4 D培养基褐变死亡。在含 6 BA 培

养基外植体愈伤组织诱导情况见表 1。

叶片外植体培养期间表面扩张, 第11 d, 叶片

四角就出现胚性细胞 (图 2- 2) , 其中有胚性母细

胞, 细胞质浓, 核明显较大 (图 2- 3) , 也有分裂
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形成三细胞原胚 (图 2- 4)。图 2- 5、2- 6 示培

养第 18 d 观察到的多细胞原胚, 有内起源发生

(图 2- 5) 和近表皮起源发生 (图 2- 6) , 图 2- 7

为培养第 25 d 观察到的球形胚, 有一粗胚柄与母

体组织相连。图 2- 8 为梨形胚, 有一数细胞的胚

柄, 该梨形胚属单细胞起源。图 2- 9为香蕉形胚,

最后发育成熟 (图 2- 10) , 即类原球茎。

蝴蝶兰叶片接种于 6 BA 培养基, 诱导不同

天数转入无激素 (不加外源激素和 CW) 培养基培

养结果见表 2, 外植体于 6 BA 培养基培养 15 d、

23 d 后转接, 愈伤组织诱导率比培养 28 d后转接

的 (诱导率达 96% ) 低很多, 即使转入后再培养 3

个月, 外植体愈伤组织诱导率也低很多, 说明叶片

经 6 BA 诱导 28 d对获得最高诱导率是必需的。

叶片转入无激素培养基或始终在 6 BA 为 10� 0

m g � L - 1下培养, 点状的类原球茎 (图 1- 3) 几

乎都可继续发育、抽叶、长根 (图 1- 4)。

图 1� 细胞分裂素对蝴蝶兰类原球茎诱导结果

Fig� 1 � Effect of cytokirin on PLB induction in Phalaenopsis

1- 1: 胚性愈伤组织; 1- 2: 类原球茎丛; 1- 3: 由叶外植体萌生幼嫩类原球茎; 1- 4: 瓶苗

图 2� 蝴蝶兰体细胞胚发生的组织细胞学观察

Fig� 2 � Histological observation of the somatic embryogenesis in Phalaenopsis

2- 1: 胚性愈伤组织细胞富含淀粉粒; 2- 2: 胚性细胞群; 2- 3: 胚性母细胞; 2- 4: 三细胞原胚; 2- 5: 内起源的多细胞原胚; 2-

6: 近表皮起源的多细胞原胚; 2- 7: 球形胚, 有一粗胚柄与母体组织相连; 2- 8: 梨形胚, 通过数细胞的胚柄与母体组织相连; 2- 9:

香蕉形胚; 2- 10: 成熟胚

2� 2 � 6 BA诱导胚性愈伤组织的大分子代谢动态

如上所述, 叶片外植体经 6 BA 诱导 28 d 就

获得最高诱导率, 其后 6 BA 并非必需, 所以取

诱导的前 32 d培养物进行生物大分子含量分析。

6 BA 诱导叶片外植体期间 DNA 含量变化见

图 3, 以每克鲜重外植体为单位的 DNA 含量变化

曲线或以每片叶外植体为单位的 DNA 含量变化曲

线相似。培养的第0~ 11 d, DNA含量增加相对平

稳, 说明此时细胞分裂并不旺盛。培养第 11 d后

DNA 含量上升加快, 第 18 d 肉眼可观察到外植体
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切口端明显膨大, 这是细胞分裂加速的结果, 显微

观察正是胚性细胞形成、分裂旺盛时期。在培养第

25 d DNA 含量开始急剧上升, 可观察到外植体切

口端明显膨大, 出现愈伤组织, 显微观察是球形胚

时期。此外, 在整个诱导期间, 以每克鲜重外植体

为单位的 DNA 含量增加幅度较以每片叶外植体为

单位的 DNA 含量增加幅度稍小, 这与外植体吸收

培养基成分及光合作用代谢积累使整个外植体重量

增加有关。

表 2� 6 BA 诱导叶片外植体不同天数后转入无激素培养基的 EC 诱导情况

� Table 2� Effect of induction by 6- BA for different lengths of time on the EC induction rate of leaf explant transferred to the

medium without hormone

于 6 BA 培养基 转入无激素培养基后

培养天数( d) 诱导率( % ) 培养天数( d) 诱导率( % ) 培养天数( d) 诱导率( % ) 培养天数( d) 诱导率( % )

15 0 25 0 65 20 124 50

23 0 25 60 65 60 124 52

28 96 25 97 65 96 124 97

图 3 � 6 BA 诱导外植体期间 DNA 含量变化

Fig� 3� Changes in DNA contents during 6 BA induction

诱导期间 RNA含量与水溶性蛋白含量的关系见图

4, RNA含量从诱导一开始就较快上升, 在第 11~

18 d达到高峰, 随后明显转折下降 (可能是 RNA

片断降解, 为下一轮转录的物质基础) , 水溶性蛋

白含量在诱导第4 d才出现较快上升, 在第25 d达

到高峰, 随后转折下降, 即 RNA 代谢动态稍超前

于水溶性蛋白, 可能是由于外植体细胞内的 RNA

转录、蛋白质翻译存在着一个时间差。生物大分子

合成具有顺序性, 先是 RNA 合成, 接着伴随蛋白

质大量合成, 然后是 DNA 合成。图 3显示, DNA

含量在培养的第 11 d后才加快上升, 第 25 d后急

剧上升, 均落后于 RNA 含量与水溶性蛋白含量变

化。

3 � 讨 � 论

大部分植物尤其单子叶植物必须以 2, 4 D

(或与细胞分裂素协同) 诱导胚性愈伤组织, 蝴蝶

图 4� 6 BA 诱导外植体期间 RNA、水溶性蛋白含量变化

Fig� 4 � Changes in RNA and soluble protein contents during

6 BA induction

兰的类原球茎 (体细胞胚) 诱导和增殖技术比较成

熟, 培养基中单一应用外源细胞分裂素 ( 6 BA)

就取得理想效果, 本试验还发现由 2, 4 D或 2 ,

4 D加 6 BA 诱导蝴蝶兰的嫩茎切块得到的愈伤

组织不表现胚性。植物组织培养中激素起到关键的

作用, 植物的体细胞胚发生是内、外源激素作用的

结果, 所以进一步探讨蝴蝶兰外植体内源激素水平

及与外源激素的相互作用, 可望对激素与植物体细

胞胚发生的关系得到较全面了解。生物大分子物质

的动态变化, 对于植物的分化发育起着重要作用,

关于兰花离体培养形态发生的大分子生化物质代谢

动态研究较少, 本文对在细胞分裂素作为唯一外源

激素情况下体细胞胚诱导期间的大分子物质代谢动

态进行了初步探讨, 其分子生物学机制还有待于进

一步的研究。
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