
8 一 
第21卷 第j期 西北农业大学学报 
1993年7月 Acta Univ．Agd c_Boreati-occldencalia 

V01．21 No．3 

Ju1．1993 

甘薯体细胞胚发生和人工种子的制作 

堂宝红 圭 竖 
(中国农业科学院榔花研究所 ．河南安陌·45S112) 

摘 要 对甘暮组织培养体细胞胚发生 、成熟及萌发 ，体细胞肛发生的细胞组织学，胚的 

同步化和单胚化．人工种子制作等方面的研究现状进行了综述．并指出了这一生物技术目前存 

在的主要问题．展望了谚挠术将来的发展方向． 
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自1960年 Nielsen首次报道用甘薯茎尖分生组织培养成无病毒植株以来，甘薯组织 

培养发展十分迅速“，，在许多方面均获得了一定的结果，并在遥步走向应用。其中甘薯体 

细胞胚发生和人工种子的制作，不仅解决了甘薯贮藏、运输和栽培中的困难，实现省力、低 

成本及无菌化载培；而且还可以有目的地 向人工胚乳中加入杀虫剂 、杀菌剂和除草剂 ，以 

减少病虫草的危害；同时还可以利用体细胞胚发生的途径 ，有 目的地进行基因转育以改育 

薯种。 

人工种子的制作可分为两太步骤 ：一是体细胞胚的诱导与形成；二是人工种皮的制作 

与装配。现仅就甘薯上这两方面的研究进展加以综述。 

1 廿薯体细胞胚发生 

甘薯组织培养虽早在6O年代初就已开始，但其胚状体的诱导直到7O年代末才有报 

道“ 。1979年蔡新声。 由花药愈伤组织诱导出胚状体，并发育成植株。1980年 Hwang利用 

块根培养也获得了胚状体。在以后几年中．几乎没有见到这方面的报道。直到 1984年 ，Liu 

等采用叶片、茎尖、茎段和块根等多种外植体培养．均获得了大量的体细胞胚 ．井再生出植 

株。“’．此后人们对甘薯组织培养体细胞胚发生进行了广泛的研究。 

1．1 影响体细胞胚发生和植株再生的因素 

基因型 甘薯体细胞胚的发生能力在品种间有很太差异。蔡新声等。 培养6个品种 

的花药．仅有3个品种获得了体细胞胚，且不同品种对同一培养基的反应也不相同；辛淑英 

等以lO个品种为试材，其中仅8个 品种获得了体细胞胚，且产生体细胞胚的途径和方式也 

不尽相同。 。甘薯品种资源丰富，但能诱导产生体细胞胚的基因型却很少．目前仅从 白星、 

PI8491，GaTG3和台农新3l号等少数基因型获得体细胞胚并再生出植株，其中以 白星最 

易诱导，且用之已建立起甘薯体细胞发生和植株再生体系。’。 

外植体 甘薯胚性愈伤组织的诱导和体细胞胚的形成，目前可用块根、茎段、叶柄、叶 
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片、诧药、茎尖(3～5ram)及生长点(O．5～1．0ram)、原生质体等进行“ ，但外植体的不同 

来源对体细胞胚的发生有很大的影响。Cantliffe。 和 Jarret。 等指 出。甘薯体细胞胚发生 

和植株再生的最佳组织为生长点，且随着生长点上叶原基数的增加 ．其诱导形成体细胞胚 

的频率也急剧下降。这说明进行细胞分裂活跃的部位，在适宜的条件下更容易发生不均等 

分裂，并最终进行体细胞胚发生 。 

激素 甘薯胚愈伤组织诱导、胚状体分化及植株再生过程中．激素起着重要作用。其 

中2．4-D的影响尤为突出 2．4-D在体细胞胚的诱导阶段有重要作用，但在胚状傩的发育 

阶段却要降低或完全去掉 ．以利于体细胞胚的发育。这是因为在古2．4-D的培养基上甘薯 

体细胞胚仅能发育到球形期或心形期 ”，而只有转移到不台2，4一D的培养基上才能继 

续发育到鱼雷期和子叶期。。”。显然 ．去除2，4-D有利于胚的成熟 在生长素类物质中 IAA 

对体细胞胚的分化也具有促进作用。 

细胞分裂素与生长素的配合使用往往有利于体细胞胚的诱导。为了选择并增殖甘薯 

胚性愈伤组织，Ch6e等“”研究了 BA 和2，4-D的浓度组合对 两类愈伤组织生长量的影 

响，找出了胚性愈伤组织的最佳固体和液体增殖培养基 ，在这些培养基中胚性愈伤组织的 

增殖均大于非胚性愈 伤组织 BA单独使用 ．低浓度时促进胚性愈伤组织产生和增殖，高 

浓度时抑制胚性愈伤组织的产生和增殖。 。NAA的添加既能促进芽的形成叉能促进根的 

萌发，能有效地促进胚向植抹的转化“ 。 

其他激素及有机物在体细胞胚的诱导和发育中也起着重要作用。ABA能有效地促进 

体细胞胚的发生：’ 及向心形胚、鱼雷胚和子叶胚的转化“”；TIBA的添加促进胚性愈伤组 

织的生长和体细胞肛的形成。 ；IAA促进体细胞胚 的分化“ ；椰子汁的添加对体细胞胚 

的诱导也产生明显效果““ 。 

培养方式 固体培养和液体培养均能用于胚性 愈伤组织的增殖和体细胞胚的形成， 

但由于外界环境的差异造成了培养物对激素和激索配比的不同要求。Ch6e等“”研究认为 

胚性 愈伤组 织在 附加有 10／~mol／L2，4-D和 1~tmol／LBA 的 固体培 养基 上 与在附加 

5／~mol／L2，4-D的液体培养基 中具有相同的增殖特性。在胚的发育方面，固体培养远优于 

液体培养，这是因为发育到球形期以后的胚均与其结构极性相一致+而琼脂固化的培养基 

正好为胚的发茸提供了骨架，从而促进了球形胚、向心形胚、鱼雷肛和 于叶胚的转化；而液 

体培养则不具备这一特性 ，故悬浮培养产生的胚大多停滞在球形期 。因而在液体培养形 

成球形胚后 ，应及时转入固体培养基上，以促使其向成熟胚方向发育 ，从而为人工种子的 

制作和植株再生奠定了基础。 

其他 在继代培养中添加一定浓度的 KC1有助于胚性愈伤组织增殖；在体细胞胚培 

养过程中适当降低氨态氮浓度 ，增加硝态氮浓度 ，有利于胚的成熟 。 。 
一

般来说，初诱导的或短期培养的愈伤组织较易诱导产生体细胞胚，随着培养时间的 

延长和继代次数的增加，胚发生能力会逐渐下降以至消失，但若能在诱导培养基上不断进 

行更新培养往往能恢复胚发生能力。目前甘薯已有在固体培养基上维持34个月(8周继代1 

次)仍保持胚发生能力的报道。。”．这种继代培养基的成分与诱导培养基非常接近。 

1．2 体细胞胚发生和植株再生的培养程序 

甘薯体细胞胚发生和植株再生的培养过程可分为四步 ：即胚性愈伤组织的诱导、胚性 
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愈伤组织的增殖、体细胞胚发生和植株再生。表1表示了以甘薯茎尖分生组织为外植体完 

成体细胞胚发生和植株再生的具体步骤。 

表1 甘薯体细胞发生和植摊再生 

往I*MS无机盐，另加肌醇50。vmol／L·蝈畦lO．=raol／L-盐畦 氨常5pm0I／L，盐馥呲哆醇5~mol／L． 

甘薯体细胞胚发生的两种情况，一种是从外植体上直接诱导出体细胞胚；一种是先诱 

导产生愈伤组织 ，再从愈伤组织上分化出体细胞胚 。 

甘薯体细胞胚的发育与合子胚相似 ，均经过原胚期、球形期、 E,-形期、鱼雷期和子叶期 

5个不同阶段。 。但并不是所有阶段的胚均能发育成植抹。ch6e和 C,andiffe研究表明仅鱼 

雷后期和子叶期的胚才能发育成植株 ；其他阶段的胚或仅形成根 ，或仅形成芽，均不能发 

育成完整的植株。若想发育成植抹，就必须转化为成熟胚，即鱼雷后期以后的胚 。 

1．3 体细胞胚发生的细胞学与组织学研究 

甘薯外植体诱导产生愈伤组织可分为两类：一类是胚性愈伤组织，一类是非胚性愈伤 

组织。二者在来源、形态等方面都存在着异同(表2)，前者将来能形成体细胞胚，而后者则 

不能分化形成体细胞胚“ 。 

表2 甘薯胚性和非胚性盘伤组织的比较 
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利用液体培养基培养胚性愈伤组织，会得到各种大小不同的由胚性和非胚愈伤组织 

构成的细胞团。该细胞团的大小与胚的发生能力有程大关 系。其中98 的胚性愈伤组织直 

径在55～lO0~m之间，且胚性愈伤组织越大越易进一步发育成体细胞胚，越小越易增殖-， 

因而可通过分筛的方法将直径在355～71O m的部分用于胚性愈伤组织增殖，710．um 以 

上的部分用于体细胞胚的形成 ，355 m以下的部分弃去“ 。 

1．4 甘薯体细胞胚的同步化和单胚化 

人工种子的包埋、机械播种、萌发等都需要胚的同步化和单胚化。然而在培养时，体细 

胞胚的发生常表现为非同步性和胚的集合性，这就需要控制体细胞胚的同步化发育和个 

体胚的产生。 

通过胚性愈伤组 织过筛可获得不 同组织单位的细胞 团，其 中基础胚单位为18O～ 

350~m、胞质化的小细胞集合体可以产生个体胚“ 。但在液体培养中往往停滞在球形胚 

阶段。 此时若将该种胚转入固化培养基上，通过调节2，4一D浓度和培养条件就有可能 

得到同步化的十体胚。 

1．5 体细胞胚的成熟与萌发 

在体细胞胚的发育中．往往停滞在不同的发育阶段，而只有3个发育时期的胚可发育 

成植株，B 鱼雷后期胚、子叶胚和胚轴伸展的鱼雷胚。 ，这些胚通称成熟胚。因而在获得体 

细胞胚后，必须及时地创造条件促进胚进一步发育 ，使其转变为成熟胚，发育成植株。 

在体细胞胚的成熟过程中，激素起着关键性作用。在培养基中加入0．1umol／LNAA， 

胚的发芽率由17 提高到41 ，植株再生率由3 提高到38 “”．去除2，4-D，增加硝态氮 

与氪态氮的比值可促进胚发育成熟“ 。此外，BA、蔗糖等的应用均影响胚的成熟“ 。 

当胚状体发育成熟后，在合适条件下即可萌发成苗 体细胞胚的萌发有 的先生根，有 

的先出芽，有的根芽平衡生长。一般将成熟胚转入成苗培养基上，8～14d即可发根，14～ 

21 d即可发芽，不久就长成根、茎、叶发育平衡的小植株“” 当再生植株长到约50cm高 

时，将其移入无菌的混合土中(细砂 ：土一1t1)，在室 内驯化7d，再移入温室或花盆，成苗 

草可达9S％以上 。 

2 甘薯人工种子的制作 

人工种子对人工种皮的基本要求包括 ：对体细胞胚无损害，能保护内部的体细胞 

胚免受i巾击 ，具有一定的硬度，能保持胚生存所必需的水分 ，体细胞胚萌动后不影响胚突 

破种皮和胚的生长。美国佛罗里达大学的 Schultheis小组测试了一些凝胶对甘薯体细胞 

胚的影响，在聚丙烯盐或美洲胶体中，6d内8O 的胚死亡 ，然而体细胞胚可在纤维素羧乙 

基醚凝胶中成活“”。日本的 Teiiin申报了甘薯人工种子制作专利，所用的保护膜从聚乙 

烯脂、羧甲基纤维素、甲基纤维素、明胶和金属藻酸盐中选出。 

此外，美国佛罗里达大学还开发了甘薯人工种子的流体播种法(将人工种子混合于农 

用凝胶中播种的方法)。他们调查了农用凝胶对体细胞胚的影响，并对几种商用胶作 了比 

较。结果表明纤维素羟乙基醚能促进胚的正常发芽生长 ，在流体播种法中使用这种凝胶效 

果最佳。并且他们还计划向其基质中添加杀菌剂及抗生物质，从而使其制成的人工种子具 

有抑制杂菌增殖和促进体胚发芽、生长的作用；为了减少氮素肥料的施用量 ，美国还正计 
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划将根瘤菌添加到甘薯人工种皮中去． 

近来 ，我国西南师 范大学和中科院植物所合作，分析了甘薯天然种子种皮的化学组 

成 ，合成了一种新的甘薯人工种皮，井成功地制作出甘薯人工种子，但未见详细报道。 

概括起来，甘薯人工种子的制作和应用可采用下面的一般流程(附图)． 

选取 
目标植株一 外植体 

诱导 

(主要为茎尖分生组织) 

大田 

增殖 

厂——]  诱导 
胚性愈伤组织— —  

增殖 

厂—] 
体细胞胚 

成熟胚 ————杀 成熟肛 

包被种皮(附 营养物，嫩素) ‘ 

l 

附图 甘薯人工种子的制作“ 

3 结束语 

由于甘薯体细胞胚的诱导和人工种子的研制起步较晚，目前虽取得不少进展，但仍存 

在着许多有待进一步解决的问题 ，要使人工种子实用化，还需要多年的努力。 

1)应建立适用于所有基因型的高频体细胞胚发生和植株再生体系．至今，虽有白星 、 

P I 8491和 GaTG3等少数品种获得了体细胞胚并再生出植株，但这些品种大多生产性状 

不理想，这就限制了甘薯人工种了的制作和应用．所以应在 白星等模式品种的基础上广泛 

开展 目前生产上大面积推广的优良品种如馀薯l8、南薯88等体细胞胚发生和植株再生的 

研究，并逐步探讨筛选适宜的培养条件和培养环境，以提高体细胞胚的发生频率． 

2)胚的同步化和单胚化仍是急待解决的问题 目前这方面的报道，仅停留在分筛方 

法上，且最终效果也不理想。因而需要探讨不同的方法，如生理法、机械法等在甘薯胚发生 

同步化和单胚化上的应用，以寻找出一种适用于甘薯同步胚和个体胚生产的方法． 

3)甘薯人工种子制作的成败取决于胚转株率的高低 在目前的研究中，大多数体细 

胞胚均能发根 ．而芽则较难形成，因而进一步提高体细胞胚芽分化频率是保证人工种子有 

较高出苗率的基础 。 

4)人工种皮和人工胚乳的研制还需要不断探索，以适应 于人工种子的贮藏、运输、加 

工及机械化播种的需要。 

此外 ，甘薯是一种蔓生极易生根的营养体繁殖作物 ，用很小的茎尖就能在有光或无光 

下繁殖成苗。因而可把茎尖作为体细胞胚的类似物 ，外面包埋上人工胚乳和人工种皮以制 

作成人工种子 。这样制作的人工种子，不仅避免了基因型限制 ，而且还大大降低了生产成 

本和技术要求。 
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Somatic Embryogenesis of Sweet Potato and 

Production of Artificial Seeds 

Zhang Baohong Ftllg Rong 

(J cd ·a  Academy Agrlod~ al Sdeaces·Anyang·Her．~n·China·488112) 

Abstract The paper reviews the sweet potato somatic embryogenesis，somatic emb． 

tyos maturation ，germ ination and plant regeneration；cytological observation and the 

production of sweet potato artificial seeds，and also，the paper points Out the present 

existing problems in biotechniques and presents a Jook ahead of the future developing di． 

rectlon． 
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