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枸杞胚细胞悬浮培养系统建立的研究
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　　[摘　要 ]　以宁夏农科院选育的新品种宁杞 1号 3年生树为试材,对影响枸杞胚细胞悬浮培养及其再生系统

建立的培养基与激素配比进行了研究。结果表明,以人工授粉后 18 d 的幼果,剖取成熟胚作为外植体,选择M S+

6BA 1. 0 m göL + IBA 0. 5 m göL 培养基诱导愈伤组织, 经单细胞悬浮培养建立了稳定的细胞系; M S+ 6BA 0. 2

m göL 培养基较为适宜枸杞胚状体萌发成苗,该再生苗转移到M S+ NAA 0. 2 m göL 生根培养基上,诱导生根并获

得完整植株;共移栽成活 14株,成活率达 38. 8%。

[关键词 ]　宁夏枸杞;胚培养;细胞悬浮培养;植株再生

[中图分类号 ]　S567. 1+ 9　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2003) 0120097204

　　枸杞 (L y cium ba rba rnm L. )属茄科枸杞属, 是

多年生双子叶落叶灌木。原产我国北部,河北、内蒙

古、山西、陕西、甘肃、宁夏、青海、新疆有野生分布,

果实 (枸杞子)、叶 (天精叶)、根皮 (地骨皮)均可入

药。约在 17世纪中叶引入欧洲,现在欧洲及地中海

沿岸以及北美洲都有种植并成为野生。新品种“宁杞

1 号”、“宁杞 2号”的育成[1, 2 ] ,标志着人们对枸杞产

量、果实大小和品质等性状的成功改良。随着我国近

年对枸杞药用保健价值的进一步开发, 1999年栽培

面积已达 2. 5万 hm 2,年产干果 2 000万 kg,从而对

枸杞育种工作提出了更高的要求。

近年来,国内外学者十分重视枸杞单细胞培养

的研究,张国柱等[3 ]以枸杞幼芽和叶片为外植体,牛

德水等[4, 5 ]以种子下胚轴为外植体,均获得了单细胞

培养的完整植株。本研究首次以枸杞成熟胚为外植

体,进行了单细胞分离悬浮培养,并诱导形成了完整

植株,从而建立了枸杞单细胞实验体系,为枸杞品种

改良,特别是为细胞突变体的筛选打下了基础。

1　材料与方法

1. 1　供试品种

　　宁杞 1号 3 年生结果幼树,选自宁夏农科院园

艺研究所试验基地。

1. 2　培养基

试验所用培养基为M S固体与液体培养基。

愈伤组织诱导培养基　A 1: M S + 2, 42D 0. 5

m göL + 蔗糖 30 göL + 琼脂 6 göL ; A 2: M S + 6BA

0. 5 m göL + IBA 0. 5 m göL + 蔗糖 30 göL + 琼脂

6 göL ; A 3:M S+ 6BA 1. 0 m göL + IBA 0. 5 m göL +

蔗糖 30 göL + 琼脂 6 göL ; A 4:M S+ 6BA 0. 5 m göL
+ 蔗糖 30 göL + 琼脂 6 göL ; A 5:M S+ 蔗糖 30 göL
+ 琼脂 6 göL。
胚性愈伤组织诱导培养基　A 3 培养基+ 水解

酪蛋白CH 500 m göL。
细胞悬浮培养培养基　 (1)继代培养培养基:

A 3 培养基 (不加琼脂) + CH 500 m göL ; (2)胚状体

分化培养基É :M S (不加琼脂) + 6BA 0. 2 m göL +

蔗糖 30 göL ; 胚状体分化培养基Ê :M S (不加琼脂)

+ 2, 42D 0. 2 m göL + 蔗糖 30 göL。胚状体分化 (固

体)培养基, C 1:M S+ 蔗糖 30 göL + 琼脂 6 göL , C2:

M S+ NAA 0. 1 m göL + 蔗糖 30 göL + 琼脂 6 göL ,

C 3:M S+ NAA 0. 1 m göL + KT 0. 1 m göL + 蔗糖 30

göL + 琼脂 6 göL , C 4: M S+ 6BA 0. 2 m göL + 蔗糖

30 göL + 琼脂 6 göL ; 胚状体生根培养基: M S +

NAA 0. 2 m göL + 蔗糖 30 göL + 琼脂 6 göL。
1. 3　外植体的获取

将宁杞 1 号授粉后 18 d 的幼果, 经体积分数

75%的乙醇浸泡 3 s,放入体积分数 0. 2%的H gC l2

溶液中消毒 5 m in,随后用无菌水冲洗 3次。在无菌

条件下,借助解剖镜,用解剖刀将种子从种脊切开,
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将成熟胚取出接种于含不同激素的M S (附加

30 göL蔗糖和 6 göL 琼脂)培养基上进行培养。

1. 4　愈伤组织诱导

采用A 1, A 2, A 3, A 4, A 5 5 种含不同激素的M S

培养基诱导愈伤组织,每处理接种胚 20个。培养条

件为先暗培养 24 h 后转入正常培养,培养温度为 25

～ 28 ℃,光照 12 höd,光照强度 2 000 lx。

1. 5　胚性愈伤组织继代培养

取生长致密、白色略透明的愈伤组织块接种到

胚性愈伤组织诱导培养基,每 3 周继代 1 次。2～ 3

次继代后,出现疏松颗粒状胚性愈伤组织,选择颗粒

较细的愈伤组织按其生长速度,加快继代频率 (2周

1 次)。当愈伤组织松散易脆,颗粒均匀且生长迅速

时,改为 3周 1次,以保持愈伤组织的胚性状态。

1. 6　单细胞的分离

取鲜重 1～ 2 g 上述愈伤组织,置于盛有 20 mL

培养基的 100 mL 三角瓶中,用玻璃棒将愈伤组织

捣碎,然后放在振荡速度为 100 röm in 的摇床上暗

培养约 3周,所用培养基与继代培养基相同。培养温

度 (26±1) ℃,然后用直径 0. 147 mm 镍丝网过滤,

除去愈伤组织碎片及较大的细胞聚集体。经过滤后

获得 95%左右的单个游离细胞。

1. 7　细胞悬浮培养

将上述计算起始密度所剩余的 1ö3上清液倒入

离心管中,并根据需要起始密度,补充加入新鲜的培

养基。如经过分离过程细胞活性变化不大,即可将悬

浮液继续在 110 röm in 旋转式摇床上振荡培养。暗

培养温度 (27±1) ℃,连续 10 d,每天取样进行细胞

密度计数,并绘制细胞生长曲线。

1. 8　悬浮细胞的分化

将悬浮细胞收集转入胚状体分化培养基É ,继

续振荡培养, 并给予弱光照射, 等出现大量胚状体

时,再转入胚状体分化培养基Ê继代培养 20 d,然后

在胚状体分化培养基É 上进行悬浮培养,连续培养

两代。最后将其转入胚状体分化固态培养基C 1, C2,

C 3, C4 上,使其萌发成苗。同时筛选出较为适宜枸杞

胚状体萌发成苗的培养基。

1. 9　单细胞再生苗及其移栽

单细胞再生苗长到 5～ 7片叶时,将其连同三角

瓶一起移到阴凉通风处,取掉封口膜,向培养基中加

入少量水,进行炼苗。大约 1周后,将幼苗连同培养

基取出,用清水将根部培养基洗干净,移栽到含有沙

质土壤的小花盆中,并用含M S 大量元素的营养液

浇灌。用大烧杯罩住幼苗,使其保持一定的湿度。以

后将花盆每天移到较弱的阳光下进行光照,并逐渐

增加日照时间,直到幼苗成活。

2　结果与分析
2. 1　不同时期幼胚的形态发育

　　种子的形成过程包括胚和胚乳的生长成熟过

程,通过杂交授粉使两种基因组合,逐渐形成新的胚

体,同时伴随着营养物质 (胚乳)向固态的转化。在盛

花期对宁杞 1 号进行人工授粉, 于授粉后 1～ 20 d

内分别采样,进行形态解剖观察,结果见表 1。由表 1

可见,宁杞 1 号授粉后 15～ 20 d 后种子饱满,具成

熟胚。因此,外植体可选择宁杞 1号人工授粉后 18 d

的幼果,剖取其成熟胚接种培养。

表 1　授粉后不同时期种子、胚和胚乳的发育形态

T able 1　T he mo rpho logical differen tia t ion of seeds, endo sperm , em bryo s after the po llination at differen t periods

人工授粉
后时间öd

D ays after
po llination

种子形态
Seed mo rpho logy

胚的形态
Em bryo mo rpho logy

胚乳形态
Endo sperm mo rpho logy

1～ 3 球状胚株 Spherical ovu le 胚囊组织 Em bryo sac tissue 胚囊组织 Em bryo sac tissue

4～ 8 迅速生长形成种子 Fo rm ing seed
rap idly

从 不 规 则 球 形 生 长 成 棒 状 体
D evelop ing from irregu larly spherical
shape in to clubbed like shape

白色黏稠状W ith w h ite and m ucused
like shape

9～ 14 种皮白色饱满W h ite and p lump seed
sk in

逐渐形成白色“C”形成熟胚 Fo rm ing
m atu re em bryo w ith w h ite and C shape
gradually

紧囊胚逐渐形成干物质 Em bryo sac
develop ing in to dry m ass gradually

15～ 20 形成饱满种子D evelop ing p lump seed 成熟胚M ature em bryo 白色干物质W h ite dry m ass

2. 2　愈伤组织诱导

枸杞成熟胚接种后 5 d,两端开始膨大, 10 d 后

有明显的愈伤组织形成,A 1,A 2,A 3,A 4,A 5 5种固体

培养基中以A 3 培养基诱导频率最高 (表 2)。

接种 30 d 的观察结果表明, 一定质量浓度的

6BA 对幼胚愈伤组织的发生有重要促进作用,而在

6BA 与 IBA 两种激素的共同作用下,愈伤组织发生

率高达 65% ,而不含激素的M S 培养基中胚接种 3

d 后褐变死亡。胚培养 3周后,有大量质地疏松的淡

黄色愈伤组织产生,再经过多次继代培养,愈伤组织
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更加松散,颗粒小,分散性好, 是理想的细胞悬浮培

养材料。
表 2　不同培养基对诱导愈伤组织的影响

T able 2　Effects of differen t m edia on inducing

the m ature em bryoπs callus

培养基
M edium

接种胚数
N o. of

em bryo s
inocu lated

愈伤组织发生数
N o. of
callus

诱导率ö%
Induction

rate

A 1 20 6 30 c

A 2 20 10 50 ab

A 3 20 13 65 a

A 4 20 9 45 bc

A 5 20 0 -

　　注: 表中 a, b, c表示 P≤0. 05时邓肯氏多重极差测验的显著水

平。下同。

N o te: a, b, c letters show sign ificance by the D uncanπs SSR

m ethod at P≤0. 05. T he fo llow ings are the sam e.

2. 3　悬浮培养细胞系的建立

将A 3 培养基上诱导产生的愈伤组织采取半连

续式悬浮培养以建立细胞系,连续培养 29个无性世

代后,从第 30 代开始,将一部分悬浮物重新转移到

固体培养基上,以便继代保存。在固体表面继代培养

一段时间后,再次将其转入液体培养基中,此愈伤组

织能很快适应液体环境,并保持较高的分化频率。

2. 4　胚状体萌发完整植株的获得

用胚状体分化培养基É 与Ê 进行悬浮培养,连

续培养两代以上,将发育成熟的胚状体转移到C1,

C 2, C 3, C4 4 种胚状体分化 (固体)培养基上,观察胚

状体的萌发情况。由表 3可见,体细胞胚在M S培养

基上培养时,胚状体很少愈伤化 (仅为 8. 2% ) ,成苗

率高达 71. 8% , 但繁殖系数低 (每个细胞胚只得 1

苗) ,且生长缓慢, 1个月后才开始成苗。

表 3　不同激素组合对枸杞胚状体萌发的影响

T able 3　Effects of differen t ho rmone concen tra t ions on p roduced em h ryo id and its germ ination

培养基编号
N o. of

m edium

胚状体数
N o. of

em bryogenesis

愈伤化胚
Ratio of em bryodenesis callus

成苗数 Ratio of p lan tlets

株数
N o.

比率ö%
Ratio

株数
N o.

比率ö%
Ratio

C1 80 7 8. 2 c 61 71. 8 ab

C2 50 31 62. 0 b 21 42. 0 b

C3 50 40 100. 0 a 0 -

C4 50 40 8. 0 c 40 80. 0 a

　　在C 2, C 3, C 4 培养基上的细胞胚,因培养基中的

附加激素而发育较快, 15 d 开始成苗。但C2 和C 3 上

的胚状体愈伤化程度分别达 62. 0%和 100% ,影响

了成苗。C 4 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,培养 1个月

后,每芽可得 5～ 50株无根苗,繁殖系数和成苗率都

高于其他 3种培养基。从 4种培养基的效果来看, C 4

较为适宜胚状体萌发。等苗长到 2 cm 高时,从基部

切下, 转移到生根培养基上诱导生根, 20 d 后可获

得完整植株。

2. 5　单细胞再生植株移栽及生长情况

直接从培养基中取出立即移栽的单细胞苗,一

般不易成活,培养 7 d 后就枯萎死亡。再生苗经过 7

d 炼苗后移栽,所栽 6 盆 36 株幼苗, 成活 14 株, 成

活率为 38. 8%。再生苗 20 d 后开始生长,叶片变绿、

变厚,侧枝萌发; 30 d 后主茎杆形成,开始本质化; 3

个月后形成完整幼树,可移栽到大田。

3　讨　论

枸杞细胞系建立的影响因素包括枸杞细胞悬浮

继代培养的时间与温度等[6, 7 ] ,在适宜的情况下,单

细胞培养 6～ 7 d 以后, 悬浮培养物的鲜重和体积

(1 500 röm in,离心 5 m in)增加 4倍左右,平均 36 h

增殖 1 倍, 7 d 以后细胞系增殖速度开始减慢, 10 d

后明显进入静止期, 12～ 14 d 后悬浮培养物变成灰

褐色。因此,悬浮培养物不宜超过 10 d,否则细胞生

长速度变慢。悬浮继代培养的适宜温度为 24～ 26

℃,超过这个范围,特别是当温度连续达到 30～ 32

℃时,悬浮培养物中迅速产生大量的胚状体,由于比

重较大,胚状体全部集中在培养瓶底部。用沉淀分离

的方法,可以得到含有 60～ 140个ömL 胚状体的悬

浮液。胚状体的形态多种多样,在继续培养的情况

下,胚状体顶端逐渐变成绿色,不能正常分化,但具

有明显的根系。

激素成分及其质量浓度对细胞系诱导分化的影

响,特别是外源激素作为生长调节物质的应用,使人

们可以根据不同植物、不同品种外植体组织、不同培

养方式和不同的培养基改变激素组成,以控制培养

材料的生长与分化。细胞分裂素和生长素在调控离

体器官发生中起着关键作用,植物特定器官或细胞

能否表现出全能性则取决于外源激素的合理组成和

适宜比例。因此,在组织培养过程中,一定要根据基

因型和外植体类型的不同确定合理的激素配比。

在胚愈伤组织的诱导中, 胚在不含激素的M S
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培养基中培养 3 d 后褐变死亡,而在M S 培养基中

附加不同质量浓度的 2, 42D , 6BA 和 IBA 后, 对愈

伤组织的诱导均有明显的促进作用,从而使胚性愈

伤组织诱导频率增高。M S+ 2, 42D 0. 5 m göL 与
M S+ 6BA 0. 5 m göL 诱导产生的愈伤组织色白、紧
密、不易分散, 经 30 d 的培养, 有的可直接分化出

苗, 但频率很低。而在 6BA 1. 0 m göL + IBA 0. 5

m göL 两种激素的共同作用下, 愈伤组织诱导率不

但最高,而且所诱导的愈伤组织呈淡黄色、松散型,

经多次继代,分散好,而且胚性细胞多,分化频率高。

总之,培养基中需添加一定质量浓度的细胞分裂素,

并配适当的生长素,才能有效地促进枸杞成熟胚愈

伤组织的诱导和分化。

以枸杞成熟胚作为外植体,并在此基础上建立

枸杞细胞系。细胞系建立后,单细胞能否分化形成植

株,直接关系到这一试验体系的应用范围[4, 8 ]。本试

验结果表明,经过半年以上的悬浮继代培养,枸杞细

胞仍有一定的分化能力,能够分化形成完整植株。本

研究将单细胞诱导分化的胚状体转移到固体分化培

养基表面,体细胞胚继续发育和萌发,最后产生正常

绿色小芽胚状体的频率为 40%。当小芽长到 5 mm ,

从愈伤组织基部切下,在M S+ 6BA 0. 2 m göL 培养
基上培养一段时间后, 转到M S+ NAA 0. 2 m göL
培养基上诱导生根。30 d 后开始生根,可形成完整

再生植株并移栽成活,成活率达38. 8%。
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Abstract: T he th ree2year2o ld trees of L y cium ba rba rum L. cv. N ingqi N o. 1 w ere u sed as p lan t

m ateria ls. T he M S m edium s w ith differen t ho rmone compo sit ion w ere studied to compare their effect on

estab lishm en t of the su spen sion cu ltu re on cell line from em b ryo in L y cium baba rum L. T he resu lts show ed

that the 182day2o ld m atu re em b ryo s from the fru it po llina ted w ere taken ou t as exp lan ts, and inocu la ted in

the best M S+ 6BA 1. 0 m göL + IBA 0. 5 m göL m edium fo r inducing callu s, the stab le cell lines by the cell

su spen sion cu ltu re w ere set up , M S + 6BA 0. 2 m göL w as the su itab le m edium fo r p roduced em b ryo idπs

germ inat ion and seedling, developm en t,M S+ 6BA 0. 2 m göL as roo t ing m edium w as u sed to cu ltu re the

fo rm ed seedlings and 14 p lan t lets t ran sferred to the field w ere ob ta ined, the regenera t ion eff iciency w as 38.

8%.

Key words: L y cium ba rba rum L. ; em b ryo cu ltu re; cell su spen sion cu ltu re; p lan t regenera t ion
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