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一种促进百子莲体胚萌发同步化率的方法

(57)摘要

本发明公开了一种促进百子莲体胚萌发同

步化率的方法；包括取小花梗外植体诱导出愈伤

组织；通过继代培养诱导出胚性愈伤组织；胚性

愈伤组织置于成熟胚诱导培养基中经2～6℃处

理2～4d后，在不同糖配比作为碳源，多效唑作为

生长调节物质的条件下，培养诱导出成熟胚胎并

萌发为种苗。本发明诱导方法中，1g胚性细胞诱

导成熟胚的数量达958 .6 4个，同步化率为

87.63％。本发明技术处理简单，操作性强，有效

改善了胚性细胞的长期继代过程所造成的体胚

数量较少，同步化率较低的问题，同时减少了畸

形胚的发生。
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1.一种促进百子莲体胚萌发同步化率的方法，其特征在于，所述方法包括如下步骤：

S1、取小花梗外植体诱导出愈伤组织；

S2、通过继代培养诱导出胚性愈伤组织；

S3、胚性愈伤组织置于成熟胚诱导培养基中经2～6℃处理2～4d后，培养诱导出成熟胚

胎并萌发为种苗；

步骤S1中，诱导出愈伤组织采用的愈伤组织诱导培养基为：4.43  g∙L‑1MS干粉、1.5～

2.0  mg∙L‑1  PIC  、2.5～3.5%蔗糖和0.6～1.0%琼脂，pH=5.8；

步骤S2中，继代培养采用的愈伤组织继代培养基为：4.43g·L‑1MS干粉、1.0～1.5  mg∙

L‑1  PIC、2.5～3.5%蔗糖和0.6～1.0%琼脂，pH=5.8；

所述继代培养是在22～28℃暗培养50～70  d；继代培养的次数为2次；

步骤S3中，所述成熟胚诱导培养基为4.43g·L‑1MS干粉、2%蔗糖、1%麦芽糖、0.3～0.7 

mg·L‑1多效唑和  0.6～1.0%琼脂，pH=5.8。

2.根据权利要求1所述的促进百子莲体胚萌发同步化率的方法，其特征在于，步骤S3

中，所述培养是在22～28℃光照培养12～18d，光照强度为1500～2500lx。

3.根据权利要求1所述的促进百子莲体胚萌发同步化率的方法，其特征在于，诱导出愈

伤组织是在22～28℃暗培养12～18d。
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一种促进百子莲体胚萌发同步化率的方法

技术领域

[0001] 本发明属于百子莲快繁技术领域，具体涉及一种促进百子莲体胚萌发同步化率的

方法。

背景技术

[0002] 百子莲‘Big  Blue’(Agapanthus  praecox  ssp.orientalis‘Big  Blue’)又名“蓝

百合”、“非洲百合”，原产非洲南部，为单子叶多年生草本花卉，具有较强的观赏性。近半个

世纪以来，百子莲在国际花卉业发展中脱颖而出，成为风靡全球的鲜切花、盆栽及地被花

卉，并体现出极佳的观赏价值。此外，百子莲抗性极强，夏季可抗40℃以上的高温，冬季也可

耐‑10℃以下的低温，对土壤要求不严，且极少有病虫害发生，该物种在道路绿化、土壤修复

领域也具有巨大的发展空间，目前市场上种苗供不应求。

[0003] 百子莲在原产地南非常用种子或分株繁殖，但引种国内后存在发芽率低，繁殖周

期长，繁殖系数低及后代易分化等缺点。体细胞胚胎发生途径具有数量多、繁殖快、结构完

整、植株再生率高以及不受季节影响等特点，因此被认为是百子莲无性扩繁和种质保存的

较佳途径。

[0004] 国内百子莲进行体胚诱导的一般流程为：选择小花梗诱导出愈伤组织，通过继代

培养诱导出胚性细胞，进而将培养基中的生长素去除继续培养胚性细胞，以利于诱导成熟

胚胎并萌发为种苗。

[0005] 该体系进行快繁的核心在于：利用植物体细胞全能性发育成完整的植株，而体细

胞的载体—胚性细胞，可以通过不断继代培养得以扩增。但初期发生的胚性细胞多为单细

胞起源，且数量较少，因此，为了维持胚性细胞的数量，通常在胚性细胞阶段进行多次继代

培养。而频繁继代会导致材料的同步化程度降低，畸形胚频发，最终严重削弱了体胚发生体

系的高效性，导致体胚苗数量的减少。

[0006] 为减少频繁继代培养造成的体胚数量减少，以及工作量增加的问题，相关研究人

员做了胚性细胞的超低温保存研究，旨在减少继代频次，同时能够很好维持胚性愈伤组织

的胚性，从而利于后期的体胚苗诱导。但超低温保存技术要求相对较高，同时也会导致材料

损失。因此，在百子莲胚性愈伤组织继代增殖的过程中，通过调控体胚发生过程，增加胚性

细胞数量，以及调控体胚萌发质量是解决体胚萌发及成苗数量减少的有效途径。

[0007] 相对于常规的组织培养，体细胞胚胎发生途径相对较困难，许多机理不详。而百子

莲以往的研究中，通常利用胚性细胞进行继代保存，并以此为平台进行基因转化、基因功能

研究、胚性丧失以及超低温保存等领域的研究，而对体胚发生途径的优化相关的报道和研

究较少，尤其是促进体胚萌发同步化相关研究并未见报道。

发明内容

[0008] 本发明的目的在于克服上述现有技术存在的不足，提供一种促进百子莲体胚萌发

同步化率的方法。本发明通过调控体胚萌发过程中的同步化，以获得数量更多、发育阶段一
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致的体细胞幼苗，更大限度地发挥百子莲体胚体系在种苗快繁领域的优越性。

[0009] 本发明的目的是通过以下技术方案来实现的：

[0010] 本发明涉及一种促进百子莲体胚萌发同步化率的方法，所述方法包括如下步骤：

[0011] S1、取小花梗外植体诱导出愈伤组织；

[0012] S2、通过继代培养诱导出胚性愈伤组织；

[0013] S3、胚性愈伤组织置于成熟胚诱导培养基中经2～6℃处理2～4d后，培养诱导出成

熟胚胎并萌发为种苗。

[0014] 优选的，步骤S3中，所述成熟胚诱导培养基含4.43g·L‑1MS干粉、2％(w/v)蔗糖、

1％(w/v)麦芽糖、0.3～0.7mg·L‑1多效唑和0.6～1.0％(w/v)琼脂，pH＝5.8。

[0015] 优选的，步骤S3中，所述培养是在22～28℃光照培养12～18d，光照强度为1500～

2500lx。

[0016] 优选的，步骤S1中，诱导出愈伤组织采用的愈伤组织诱导培养基含：4.43g·L‑1MS、

1.5～2.0mg·L‑1PIC、2.5～3.5％(w/v)蔗糖和0.6～1.0％(w/v)琼脂，pH＝5.8。

[0017] 优选的，诱导出愈伤组织是在22～28℃暗培养12～18d。

[0018] 优选的，步骤S2中，继代培养采用的愈伤组织继代培养基含：4.43g·L‑1MS干粉、

1.0～1.5mg·L‑1PIC、2.5～3.5％(w/v)蔗糖和0.6～1.0％(w/v)琼脂，pH＝5.8。

[0019] 优选的，所述继代培养是在22～28℃暗培养50～70d；继代培养的次数为2次。

[0020] 与现有技术相比，本发明的有益效果如下：

[0021] 1、百子莲在国内的组培和体细胞胚胎途径快繁中，一般不经低温培养；本发明利

用特定的短时间低温处理的方式，使生长发育过程暂时停滞，减缓体胚萌发速度，从而促进

了同步化，使得体胚性状更为一致。

[0022] 2、本发明突破了传统组培仅以蔗糖作为碳源的培养基配方，利用蔗糖以及麦芽糖

作为碳源，通过种类和浓度配比的调控，利用麦芽糖释放葡萄糖分子速度较慢的特点，提高

了体胚萌发的质量，从而促进同步化，得到数量更多的体细胞胚胎。

[0023] 3、本发明利用赤霉素对百子莲体胚萌发不利的现象，加入赤霉素合成抑制剂—多

效唑，消除了赤霉素的不利影响，提高了体胚萌发数量及促进了体胚的同步化程度。

[0024] 4、本发明技术处理简单，操作性强，有效改善了胚性细胞的长期继代过程所造成

的体胚数量较少，同步化率较低的问题，同时减少了畸形胚的发生。

附图说明

[0025] 通过阅读参照以下附图对非限制性实施例所作的详细描述，本发明的其它特征目

的和优点将会变得更明显。

[0026] 图1为小花梗外植体小段在愈伤组织诱导培养基中培养15d后的解剖镜观察图；

[0027] 图2为不含残留小花梗组织的愈伤组织在胚性愈伤组织诱导培养基上培养60d后

的解剖镜观察图；

[0028] 图3为不含残留小花梗组织的愈伤组织诱导后的非胚性与胚性细胞显微形态观察

图；

[0029] 图4为成熟胚的解剖镜观察图。
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具体实施方式

[0030] 下面结合具体实施例对本发明进行详细说明。以下实施例将有助于本领域的技术

人员进一步理解本发明，但不以任何形式限制本发明。应当指出的是，对本领域的普通技术

人员来说，在不脱离本发明构思的前提下，还可以做出若干变化和改进。这些都属于本发明

的保护范围。

[0031] 术语解释：

[0032] 愈伤组织：愈伤组织(Callus)是指植物体局部受到创伤刺激后，在伤口表面新生

的组织。它由活的薄壁细胞组成，可起源于植物体多种组织的活细胞。

[0033] 胚性细胞：胚性细胞即胚性愈伤组织细胞，颜色有乳白色或黄色，表面具球形颗

粒，其生长缓慢；从细胞学来看，胚性愈伤组织由等直径细胞组成，细胞较小，原生质浓厚，

无液泡，常富含淀粉粒，核大，分裂活性强，具有萌发成为体细胞胚胎的能力。

[0034] 体胚萌发：胚性细胞在体胚成熟诱导的培养条件下，通过极性发育逐渐转变为类

合子胚的结构，类似于植物种子萌发过程产生子叶，最终发育为小植株的过程。

[0035] 实施例1

[0036] 本实施例涉及一种促进百子莲体胚萌发同步化率的方法；主要是利用低温处理、

糖配比和激素调控，优化了百子莲体胚发生体系，得到数量更多，性状更一致的百子莲体

胚。具体步骤如下：

[0037] (1)外植体的取材：5～6月份花期，取4～5年生百子莲未开裂的小花苞，在无菌操

作台上进行消毒处理(先用75％(v/v)乙醇处理50～70s，用ddH2O冲洗3～5次，然后用5％次

氯酸钠消毒处理5～7min，之后ddH2O冲洗3～5次，再用75％乙醇处理50～70s，用ddH2O冲洗3

～5次。用无菌滤纸吸干小花苞表面的水分，然后切取小花梗外植体，将小花梗外植体切成

0.7～1.0cm的小段；

[0038] (2)愈伤组织的诱导：取0.7～1.0cm的小花梗外植体小段，平放状态接种于愈伤组

织诱导培养基中，25℃暗培养15d，可见白色半透明的愈伤组织生成(图1为小花梗外植体小

段在愈伤组织诱导培养基中培养15d后的解剖镜观察图)，愈伤组织诱导率为100％，25～

35d天后进行愈伤组织的继代培养；

[0039] 所述愈伤组织诱导培养基组分为：MS+1.5～2.0mg·L‑1PIC+2.5～3.5％(w/v)蔗糖

+0.6～1.0％(w/v)琼脂，pH5.8。制备方法：每升ddH2O中加入4.43g  MS干粉培养基，1.5～

2.0mg  PIC(毒莠锭)溶液，25～35g蔗糖，6～10g琼脂，pH5.8。培养基在121℃高压灭菌锅中

灭菌处理20～25min后拿到超净工作台内分装，培养皿规格为：90mm×16mm，每皿分装培养

基25mL，冷却凝固后，进行外植体的接种，每皿接种10～15个小花梗外植体小段。

[0040] (3)愈伤组织的继代培养：取带有残留小花梗组织的愈伤组织细胞团，放置在愈伤

组织继代培养基上，22～28℃暗培养，以50～70d为一个继代周期，继代培养2次，愈伤组织

逐渐转变为微黄色，部分细胞团现不透明状，表面粗糙；

[0041] 所述愈伤组织继代培养基组分为：MS+1.0～1.5mg·L‑1PIC+2.5～3.5％(w/v)蔗糖

+0.6～1.0％(w/v)琼脂，pH5.8。培养皿规格为：90mm×16mm。

[0042] (4)胚性愈伤组织的诱导：取不含残留小花梗组织的愈伤组织，放置在胚性愈伤组

织诱导培养基(培养基组分为：MS+1.0～1.5mg·L‑1PIC+2.5～3.5％(w/v)蔗糖+0.6～1.0％

(w/v)琼脂，pH5.8)上，22～28℃暗培养，50～70d后，多数细胞团现不透明状，微黄色愈伤组
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织表面出现单细胞起源的胚性愈伤组织(图2为不含残留小花梗组织的愈伤组织在胚性愈

伤组织诱导培养基上培养60d后的解剖镜观察图)；

[0043] 胚性细胞的细胞染色验证：取3mm大小的细胞团，放入1.5mL的离心管中，加入500μ

L的醋酸洋红染色液，在室温下静置30min，用移液器吸取染色液，弃去染色液；然后加入超

纯水，不断吹打细胞团，用移液器吸取溶液，再次加入超纯水，本步骤重复3次，取载玻片一

枚，用1mL吸头剪去顶端2mm处，吸取直径1mm大小的细胞团，放在载玻片上，放置盖玻片，避

免产生气泡，然后轻轻压平，放在Leica  DM2500显微镜下观察并拍照(见图3，图3为不含残

留小花梗组织的愈伤组织诱导后的非胚性与胚性细胞显微形态观察图)，可观察到细胞核

较大，细胞质浓密的胚性细胞。

[0044] (5)胚性细胞的体胚萌发诱导：取1g胚性愈伤组织，放置在成熟胚诱导培养基(MS+

2％(w/v)蔗糖+1％(w/v)麦芽糖+0.5mg·L‑1多效唑+0.6～1.0％(w/v)琼脂，pH5.8)上，放入

4℃冰箱2～4d后取出，22～28℃光照培养，光照强度2500lx，15d后，多数细胞团表面出现胚

状颗粒物，呈白色不透明状，30d后，胚状颗粒物生长为成熟胚(图4为成熟胚的解剖镜观察

图)，为颗粒状结构，基本为白色，呈独立分布状，个别胚的顶部转淡绿色；经统计，光照培养

30d后，本发明诱导方法中，1g胚性细胞诱导成熟胚的数量达958 .64个，同步化率为

87.63％。

[0045] 对比例1

[0046] 本对比例与实施例的诱导方法与步骤基本相同，不同之处仅在于：将实施例的步

骤(5)中体胚萌发诱导时的低温处理环节去掉，即将体胚苗诱导阶段的胚性细胞转接后，直

接放置在22～28℃光照培养，其余与实施例1相同。采用本对比例的方法，在不经4℃低温处

理的培养基上，1g胚性细胞诱导成熟胚的数量为641.82个，同步化率为51.30％。

[0047] 对比例2

[0048] 本对比例与实施例的诱导方法与步骤基本相同，不同之处仅在于：将实施例的步

骤(5)中体胚萌发诱导培养基中的麦芽糖去掉，仅以蔗糖作为碳源，其余与实施例1相同。培

养基为MS+3％(w/v)蔗糖+0.5mg·L‑1多效唑+0.6～1.0％(w/v)琼脂，pH5.8。采用本对比例

的方法，在不含麦芽糖的培养基上，1g胚性细胞诱导成熟胚的数量为436.95个，同步化率为

39.28％。

[0049] 对比例3

[0050] 本对比例与实施例的诱导方法与步骤基本相同，不同之处仅在于：将实施例的步

骤(5)中体胚萌发诱导培养基中的多效唑去掉，即将体胚苗诱导阶段的胚性细胞转接后，放

置在不含多效唑的培养基上，即MS+2％(w/v)蔗糖+1％(w/v)麦芽糖+0.6～1.0％(w/v)琼

脂，pH5.8，其余与实施例1相同。采用本对比例的方法，在不含多效唑的培养基上，1g胚性细

胞诱导成熟胚的数量为542.18个，同步化率为45.86％。

[0051] 以上对本发明的具体实施例进行了描述。需要理解的是，本发明并不局限于上述

特定实施方式，本领域技术人员可以在权利要求的范围内做出各种变化或修改，这并不影

响本发明的实质内容。在不冲突的情况下，本申请的实施例和实施例中的特征可以任意相

互组合。
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