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杜鹃兰体胚发生细胞学观察和生理生化差异

高　 晗１ꎬ王毅敏１ꎬ李　 薇１ꎬ梁宏伟２ꎬ杨艾菊３ꎬ高本旺１

(１.三峡植物园ꎬ湖北 宜昌 ４４３１００)
(２.三峡大学生物与制药学院ꎬ湖北 宜昌 ４４３００２)
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[摘要] 　 本研究以建立稳定的杜鹃兰(Ｃｒｅｍａｓｔｒａ ａｐｐｅｎｄｉｃｕｌａｔａ)体胚发生和再生体系ꎬ促进珍稀药用植物杜鹃兰种

质资源保存和规模化繁殖ꎬ为其遗传转化提供依据. 以杜鹃兰未成熟幼胚为外植体ꎬ诱导杜鹃兰愈伤组织ꎬ研究不

同浓度及配比(ＩＢＡ 与 ６￣ＢＡ 组合)的植物生长调节剂对愈伤组织增殖的影响ꎻ对不同形态的愈伤组织进行了形态

学和生理生化差异分析(可溶性糖、可溶性蛋白及抗氧化酶活性检测)ꎻ利用体视显微镜观察和石蜡切片技术详细

研究了体细胞胚的起源及发育过程. 结果显示ꎬ杜鹃兰种子可通过 １ / ２ ＭＳ 培养基诱导出淡黄色愈伤组织ꎬ愈伤组

织增殖最适培养基为 ＭＳ＋(０.５ ｍｇ / Ｌ、１ ｍｇ / Ｌ) ＩＢＡ＋(２ ｍｇ / Ｌ、３ ｍｇ / Ｌ)６￣ＢＡꎬ增殖形成的胚性愈伤组织可在添加

０.２ ｍｇ / Ｌ ＩＢＡ 的 １ / ２ ＭＳ 培养基上诱导再生植株ꎬ通过体视显微镜及组织切片观察ꎬ杜鹃兰细胞胚经过球形胚、梨
形胚、凹沟胚和子叶胚阶段ꎬ与合子胚发育过程类似. 不同形态愈伤组织可溶性糖、可溶性蛋白及抗氧化酶活性具

有显著差异ꎬ其中Ⅰ型愈伤组织胚状体发生潜力最大ꎬⅠ型、Ⅲ型愈伤组织抗逆性最强. 本研究成功建立了杜鹃兰的体

细胞胚胎发生与植株再生体系ꎬ确定了关键的培养基配方(诱导、增殖和再生) . 结果揭示了不同形态愈伤组织的

生理生化特性及其与胚状体发生潜力和抗逆性的关联ꎬ并明确了杜鹃兰体细胞胚与合子胚发育过程的相似性.
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兰科植物是单子叶植物中的第一大科ꎬ也是生物学研究的热点类群之一. 由于兰科植物适生生境狭窄ꎬ
且种子细小ꎬ自然条件下极难萌发ꎬ致使野生兰科植物日渐稀少ꎬ逐渐成为生物多样性保护的“旗舰”类群之

一. 植物组织培养被广泛应用于兰科植物的繁殖及遗传多样性保护研究ꎬ且其在组织培养领域以类原球茎的

形式完成植株再生的过程已被普遍认可[１]ꎬ如大花蕙兰[２]、石斛[３]、蝴蝶兰[４]等. 现有研究中有关杜鹃兰组

织培养的研究也大多如此[５－６] . 杜鹃兰(Ｃ􀆰 ａｐｐｅｎｄｉｃｕｌａｔａ)为杜鹃兰属(Ｃｒｅｍａｓｔｒａ)多年生地生草本植物ꎬ适生

海拔 ５００~２ ９００ ｍꎬ属国家二级保护物种. 在我国具有悠久的药用历史ꎬ具有化痰散结、清热解毒功效ꎬ其提取

物具有抗癌[７－８]、抗氧化[９－１０]、神经保护[１１]等作用. 随着其药用成分的开发利用ꎬ市场需求扩大ꎬ杜鹃兰野生

资源被过度采挖ꎬ野生资源急剧减少. 杜鹃兰成熟种子因内种皮的存在通过休眠度过寒冷期ꎬ在特定的真菌

及适宜的环境条件下才开始萌发ꎻ而在无菌萌发过程中ꎬ内种皮也阻碍了种胚吸水及营养物质的吸收[１２] . 目
前人工栽培繁殖主要利用种球及组培育苗ꎬ繁殖系数低ꎬ生产周期长. 杜鹃兰的相关研究主要集中在其药用

成分、种子萌发[１２－１３]、组织培养[６]等方面ꎬ对于其体细胞胚胎发生起源及发育过程鲜有报道. 本研究通过间

接体胚发生途径:愈伤组织诱导、增殖、体胚发生完成植株再生的过程ꎬ并通过组织切片观察体胚发生起源及

发育过程ꎬ为杜鹃兰种质资源保存及规模化繁殖提供重要途径ꎬ同时为其生物技术育种和遗传转化奠定基础.

１　 材料和方法

１.１　 试验材料

供试未成熟的杜鹃兰蒴果采自湖北省五峰土家族自治县.
１.２　 方法

１.２.１　 植物组织培养

(１)愈伤组织诱导

将采集的未成熟杜鹃兰蒴果流水冲洗 ３０ ｍｉｎꎬ于无菌操作台进行 ７５％酒精浸泡消毒 １ ｍｉｎꎬ０.１％升汞

溶液浸泡消毒 １２ ｍｉｎ. 酒精消毒后无菌水冲洗 ３ 次ꎬ升汞消毒后无菌水冲洗 ６ 次. 消毒灭菌完成后于无菌

操作台上用解剖刀切开蒴果ꎬ将种子均匀接种于愈伤组织诱导培养基上. 愈伤组织诱导培养基 １ / ２ ＭＳ 为

基本培养基.
(２)愈伤组织增殖诱导及体胚发生

采用三因素及双因素正交试验设计ꎬ将杜鹃兰愈伤组织转接到(１ / ４ꎬ１ / ２ꎬ１)ＭＳ＋(０ ｍｇ / Ｌꎬ０.１ ｍｇ / Ｌꎬ
０.２ ｍｇ / Ｌꎬ０.５ ｍｇ / Ｌꎬ１ ｍｇ / Ｌ) ＩＢＡ＋(０ ｍｇ / Ｌꎬ１ ｍｇ / Ｌꎬ１.５ ｍｇ / Ｌꎬ２ ｍｇ / Ｌꎬ３ ｍｇ / Ｌ)６￣ＢＡ 中ꎬ实验处理设计见

表 １. 培养 ３０ ｄ 后观察杜鹃兰愈伤组织增殖、分化、褐化情况及形态变化ꎬ统计增殖的愈伤组织块占比.
表 １　 杜鹃兰愈伤组织增殖诱导及体胚发生实验正交设计表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｆｏｒ ｃａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ Ｃ􀆰 ａｐｐｅｎｄｉｃｕｌａｔａ

基本培养基 ＭＳ ＭＳ ＭＳ １ / ２ ＭＳ １ / ２ ＭＳ １ / ２ ＭＳ １ / ４ ＭＳ １ / ４ ＭＳ １ / ４ ＭＳ

ＩＢＡ / (ｍｇ / Ｌ) ０.２ ０.１ ０ ０.１ ０ ０.２ ０.２ ０.１ ０
６￣ＢＡ / (ｍｇ / Ｌ) １ １.５ ０ ０ １ １.５ ０ １ ０.５

基本培养基 ＭＳ ＭＳ ＭＳ ＭＳ ＭＳ ＭＳ ＭＳ ＭＳ ＭＳ

ＩＢＡ / (ｍｇ / Ｌ) ０ ０ ０ ０.５ ０.５ ０.５ １ １ １
６￣ＢＡ / (ｍｇ / Ｌ) １ ２ ３ １ ２ ３ １ ２ ３

　 　 (３)植株再生

将杜鹃兰成熟胚性愈伤组织或不定芽转接到添加 ０.２ ｍｇ / Ｌ ＩＢＡ 的 １ / ２ ＭＳ 培养基中ꎬ继续培养至生

根成苗.
—０６—
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１.２.２　 细胞学鉴定

取各时期的愈伤组织用 ７０％ ＦＡＡ 固定液固定并排尽气体保存. 制作石蜡切片时ꎬ取出固定的材料依

次用 ５０％、７０％、８５％、８５％、９５％、１００％酒精分别脱水 ２ ｈꎬ酒精用量为材料的 ３ ~ ５ 倍. 然后酒精中取出后

置于 １ / ２ 二甲苯、二甲苯中分别透明 ２ ｈꎬ在盛有材料的小杯中放入少量二甲苯ꎬ再加少量蜡屑ꎬ放入 ３８ ℃
左右温箱过夜ꎬ隔天将材料用 ６０ ℃纯石蜡浸泡 ４ ｈꎬ重复 ３ 次后进行包埋和切片. 染色时在通风橱中以二

甲苯、１ / ２ 二甲苯分别浸泡 １０ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ 脱蜡ꎬ随后分别浸入 １００％、９５％、８５％、７０％、５０％的乙醇 ２ ｍｉｎ 复

水. 采用番红固绿染色:番红染色 ４５ ｍｉｎ、蒸馏水洗 ３ 次ꎬ分别浸入 ５０％、７０％、８５％、９５％的乙醇中 ２ ｍｉｎꎬ
固绿染色 ３０ ｓꎬ９５％酸酒精 ３０ ｓꎬ１００％酒精 ２ ｍｉｎꎬ１ / ２ 二甲苯 ２ ｍｉｎ、二甲苯 ２ ｍｉｎꎬ最后用加拿大中性树脂

封片. 利用显微镜对石蜡切片进行观察和拍照.
１.２.３　 生理生化指标测定

可溶性糖测定采用蒽酮比色法ꎬ可溶性蛋白含量测定采用考马斯亮蓝 Ｇ－２５０ 染色法ꎬ淀粉测定采用

酸水解法将淀粉分解为葡萄糖ꎬ而后通过蒽酮比色法测定葡萄糖含量ꎬ换算出淀粉含量ꎻ超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)活性测定采用 ＷＳＴ－８ 法测定ꎻ过氧化物酶(ＰＯＤ)活性测定采用愈创木酚法ꎻ过氧化氢酶(ＣＡＴ)活
性测定采用过氧化氢还原法.

每组样品重复 ３ 次ꎬ用 ＳＰＳＳ ２３.０ 对数据进行差异显著性分析ꎬＧｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５ 软件制图.

不同大写字母表示 Ｐ<０.０１ 差异显著ꎬ不同小写字母表示 Ｐ<０.０５ 差异显著(下同) .
图 １　 ＭＳ、６￣ＢＡ、ＩＢＡ 对杜鹃兰愈伤组织生长的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＳꎬ６￣ＢＡ ａｎｄ ＩＢＡ ｏｎ ｃａｌｌｕｓ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｃ􀆰 ａｐｐｅｎｄｉｃｕｌａｔａ

２　 结果与分析

２.１　 愈伤组织诱导

杜鹃兰种子于诱导培养基中培养 １２０ ｄꎬ仅有少量杜鹃兰种子可见吸水膨大ꎬ继续培养 ３０~６０ ｄꎬ通过

“饥饿”胁迫ꎬ２０％杜鹃兰种子诱导出淡黄色愈伤组织.
２.２　 愈伤组织增殖

杜鹃兰愈伤组织转接于增殖培养基后ꎬ２０~３０ ｄ 可见明显增殖ꎬ为淡黄色、紧密、质地较硬的胚性愈伤

组织ꎬ部分接种的愈伤组织块出现分化或褐化现象.
对具有增殖、分化、褐化现象的愈伤组织块数量进行统计分析ꎬ结果如图 １ 所示. ＩＢＡ、６￣ＢＡ 浓度越高ꎬ

—１６—
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杜鹃兰愈伤组织增殖越明显ꎻ杜鹃兰愈伤组织分化比例ꎬ随 ＩＢＡ 浓度的升高呈现先升高后降低的趋势. 通

过方差分析ꎬ本实验范围内ꎬ交互作用对杜鹃兰愈伤组织增殖、分化及褐化现象的影响不显著ꎬ基础培养基

对杜鹃兰愈伤组织生长影响差异不显著ꎬ但其中 ＭＳ 培养基中愈伤组织增殖的组织块比例最大. ＩＢＡ 浓度

对愈伤组织块的增殖及褐化现象具有显著影响ꎬＩＢＡ 浓度为 ０.５ ｍｇ / Ｌ 和 １ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ杜鹃兰愈伤组织增殖

的组织块比例最大ꎬ褐化的比例最小. ６￣ＢＡ 浓度对愈伤组织增殖具有显著影响ꎬ浓度为 ２ ｍｇ / Ｌ 和 ３ ｍｇ / Ｌ
时其增殖比例最大.

杜鹃兰愈伤组织培养过程中ꎬ观测其形态学差异发现ꎬ杜鹃兰愈伤组织呈现 ４ 种形态:Ⅰ型愈伤组织

形态特征表现为淡黄色、紧密、硬实(图 ２ａ)ꎻⅡ型愈伤组织形态特征表现为半透明黄褐色、水渍状、松软

(图 ２ｂ)ꎻⅢ型愈伤组织形态特征表现为黄褐色、紧密、硬实(图 ２ｃ)ꎻⅣ型愈伤组织形态特征表现为黑色、
紧实、易松散(图 ２ｄ) . 其中Ⅰ型愈伤组织通过继代培养能够继续增殖并形成不定芽成苗ꎬⅡ型、Ⅲ型、Ⅳ型

愈伤组织通过继代培养均能诱导出 Ｉ 型愈伤组织而后增殖并形成不定芽成苗.

ａ.Ⅰ型愈伤组织ꎻｂ.Ⅱ型愈伤组织ꎻｃ.Ⅲ型愈伤组织ꎻｄ.Ⅳ型愈伤组织ꎻｅ.不定芽ꎻｆ.再生植株.
图 ２　 杜鹃兰愈伤组织和植株再生

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃａｌｌｕｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ􀆰 ａｐｐｅｎｄｉｃｕｌａｔａ

２.３　 植株再生

将成熟体细胞胚或已形成的幼芽转接到 １ / ２ ＭＳ 上添加 ０.２ ｍｇ / Ｌ ＩＢＡ 的培养基中继续培养观察ꎬ１５~
２０ ｄ 后可观察到再生植株不定芽生长(图 ２ｅ)ꎬ２０~３０ ｄ 可见地上部分成苗ꎬ４５~６０ ｄ 可见生根(图 ２ｆ) .
２.４　 愈伤组织细胞学观察分析

通过组织切片观测不同形态愈伤组织的形态差异:Ⅰ型愈伤组织切片中细胞排列整齐而紧密ꎬ细胞核

明显ꎬ有分散的、大量的淀粉粒ꎬ细胞处于不断分裂状态(图 ３ａ)ꎻⅡ型愈伤组织细胞体积大、排列疏松、无
规则、不易染色ꎬ细胞核不明显ꎬ无淀粉粒(图 ３ｂ)ꎻⅢ型愈伤组织细胞体积大ꎬ细胞核不明显ꎬ无淀粉粒ꎬ可
观察到体胚发生(图 ３ｃ)ꎻⅣ型愈伤组织细胞排列紧密有规则、细胞核明显ꎬ无淀粉粒(图 ３ｄ) .

通过石蜡切片进一步明确杜鹃兰体细胞胚胎发生的过程发现ꎬ杜鹃兰体胚发生包括外起源和内起源

两种方式ꎬ通过石蜡切片显微图像初步统计ꎬ外起源占比 ６４.４１％ꎬ内起源占比 ３５.５９％. 外起源过程:愈伤

组织表层细胞分裂ꎬ形成突出于表层或位于表层下的胚性细胞ꎬ胞质浓厚ꎬ细胞核染色深ꎬ经多次分裂形成

细胞团突起ꎬ边界规则ꎬ排列紧密ꎬ形成球形胚(图 ３ｅ)ꎻ球形胚下方细胞继续伸长、生长并分裂产生更多的

长条形细胞ꎬ头部细胞继续向外分裂生长ꎬ更加突出组织表层ꎬ细胞排列紧密有规则、胞质浓厚、细胞核染

色深ꎬ形成梨形胚(图 ３ｆ)ꎻ梨形胚细胞团顶端一侧细胞快速分裂ꎬ胚性细胞团向一侧弯曲ꎬ形成凹沟胚

(图 ３ｇ)ꎻ凹沟胚细胞进一步向外生长ꎬ形成子叶胚(图 ３ｈ) . 内起源过程:愈伤组织内部胚性细胞分裂形成

—２６—
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多细胞原胚ꎬ体积小而紧密ꎬ与周围细胞形成明显边界(图 ３ｉ)ꎻ原胚细胞继续分裂形成更大的胚性细胞

团ꎬ初步显现出两极性(图 ３ｊ)ꎻ继续向两端伸长、生长分裂ꎬ出现两极ꎬ可明显区分球状的头部和细胞伸长

的基部(图 ３ｋ)ꎻ最后突破愈伤组织表层细胞ꎬ成为突出于愈伤组织表面的原胚ꎬ但仍通过“胚柄”与母体

相连(图 ３ｌ) .

　 　 ａ.Ⅰ型愈伤组织石蜡切片ꎬ右上角为局部放大 １００ μｍ 图片ꎬ可见大量染红的淀粉粒ꎻｂ.Ⅱ型愈伤组织石蜡切片ꎻｃ.Ⅲ型愈伤组织石

蜡切片ꎻｄ.Ⅳ型愈伤组织石蜡切片ꎻｅ.球形胚(外起源)ꎻｆ.梨形胚(外起源)ꎻｇ.凹沟胚(外起源)ꎻｈ.子叶胚(外起源)ꎻｉ.内起源胚性细胞团ꎻ
ｊ.胚性细胞团继续分裂ꎻｋ.胚性细胞团向两端伸长、生长分裂ꎻｌ.突出表层细胞.

图 ３　 杜鹃兰愈伤组织及体胚发生细胞学观察

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ａｎｄ ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｃ􀆰 ａｐｐｅｎｄｉｃｕｌａｔａ

２.５　 生理生化指标差异分析

植物体胚发生的复杂进程中ꎬ伴随着一系列复杂的生理生化反应ꎬ不同的愈伤组织呈现出不同的生理

生化特性.
杜鹃兰不同类型愈伤组织可溶性糖含量测定结果如图 ４ 左ꎬⅠ型愈伤组织可溶性糖含量明显高于其

他 ３ 种类型愈伤组织ꎬⅡ型愈伤组织可溶性糖含量次之ꎬⅢ、Ⅳ型愈伤组织可溶性糖含量最低. 不同类型

愈伤组织可溶性蛋白含量测定结果如图 ４ 左ꎬⅠ型愈伤组织可溶性蛋白含量明显高于其他 ３ 种类型愈伤

组织ꎬⅢ、Ⅳ型愈伤组织可溶性蛋白含量次之ꎬⅢ、Ⅳ型愈伤组织可溶性蛋白含量差异不显著ꎬⅡ、Ⅲ型愈伤

组织可溶性蛋白含量最低ꎬ且两者间差异不显著ꎬⅡ、Ⅳ型愈伤组织可溶性蛋白含量差异显著. 不同类型

—３６—
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愈伤组织淀粉含量测定结果如图 ４ 左ꎬ４ 种类型愈伤组织淀粉含量差异显著ꎬ淀粉含量大小依次为Ⅰ型>
Ⅳ型>Ⅲ型>Ⅱ型.

杜鹃兰不同类型愈伤组织过氧化物酶(ＰＯＤ)含量测定结果如图 ４ 右ꎬ４ 种类型愈伤组织 ＰＯＤ 含量差

异显著ꎬ含量大小依次为Ⅲ型>Ⅳ型>Ⅰ型>Ⅱ型ꎻ不同类型愈伤组织超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)含量测定结果

如图 ４ 右ꎬ４ 种类型愈伤组织 ＳＯＤ 含量差异显著ꎬ含量大小依次为Ⅰ型>Ⅲ型>Ⅳ型>Ⅱ型ꎻ不同类型愈伤

组织过氧化氢酶(ＣＡＴ)含量测定结果如图 ４ 右ꎬⅠ型愈伤组织 ＣＡＴ 含量明显高于其他 ３ 种类型愈伤组

织ꎬⅡ、Ⅳ型愈伤组织 ＣＡＴ 含量次之ꎬⅡ、Ⅳ型愈伤组织 ＣＡＴ 含量差异不显著ꎬⅢ、Ⅳ型愈伤组织 ＣＡＴ 含量

最低ꎬ且两者间差异不显著ꎬⅡ、Ⅲ型愈伤组织 ＣＡＴ 含量差异显著.

　 　 左图为不同类型愈伤组织可溶性糖、可溶性蛋白、淀粉含量差异ꎬ横坐标为不同类型愈伤组织ꎬ纵坐标为指标浓度ꎻ右图为不同类型

愈伤组织过氧化物酶(ＰＯＤ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)差异ꎬ横坐标为不同类型愈伤组织ꎬ纵坐标为指标浓度.
不同大写字母表示 Ｐ<０.０１ 差异显著ꎬ不同小写字母表示 Ｐ<０.０５ 差异显著.

图 ４　 不同形态愈伤组织生理生化指标差异

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｒｍｓ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ

３　 讨论

杜鹃兰植物组织培养研究多依赖种子或假鳞茎诱导类原球茎(ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ￣ｌｉｋｅ ｂｏｄｉｅｓꎬＰＬＢｓ)进行营养

繁殖ꎬ旨在促进 ＰＬＢｓ 的快速增殖与丛生芽形成[５－６] . 本研究从未成熟幼胚出发ꎬ通过 ＩＢＡ 与 ６￣ＢＡ 的特定

配比诱导出胚性愈伤组织ꎬ进而启动体胚发生程序ꎬ其发育阶段(球形胚、梨形胚、子叶胚)与合子胚高度

相似ꎬ表明细胞经历了真正的胚胎发育途径ꎬ而非简单的器官发生. 以幼胚直接诱导形成胚性愈伤组织形

成再生植株ꎬ遗传更为稳定、发育更同步. 同时ꎬ植物生长调节剂对植物愈伤组织诱导、增殖、体胚发生及

植株再生具有重要作用[１４－１５] . 在杜鹃兰组织培养相关研究中ꎬ原球茎增殖基础培养基以 ＭＳ 为主ꎬ丛生芽

诱导及分化基本培养基为 １ / ２ ＭＳ 或 １ / ４ ＭＳꎬ通过添加植物生长调节剂 ＮＡＡ、６￣ＢＡ、ＩＢＡ、ＴＤＺ、ＩＡＡ、ＫＴ 等

以促进其增殖和再生[１６－１７] . 本研究中通过 １ / ２ ＭＳ 空白培养基诱导出杜鹃兰胚性愈伤组织ꎬ未见形成类原

球茎阶段ꎬ在杜鹃兰组织培养中较为少见. 在愈伤组织培养过程中可通过细胞分裂素与细胞生长素配比

的不同ꎬ促进植物细胞生长、分裂. 本研究中ꎬＩＢＡ、６￣ＢＡ 浓度越高ꎬ杜鹃兰愈伤组织增殖越明显ꎻ杜鹃兰愈

伤组织分化比例ꎬ随 ＩＢＡ 浓度的升高呈现先升高后降低的趋势ꎬ与 ＩＢＡ 浓度显著相关ꎬ这与石斛[３]研究结

果一致ꎬ激素配比调整可从促进器官分化为导向转向特异性诱导和维持胚性状态ꎬ建立了适配体胚发生的

独特激素调控体系.
体细胞胚胎发生包括直接发生途径和间接发生途径ꎬ间接发生途径即经过愈伤组织诱导产生体胚进

而再生出植株的过程. 而植物体胚起源方式包括外起源和内起源两种途径[１８]ꎬ如芍药体胚[１９]、紫花苜

蓿[２０]、百合[２１] . 兰科植物属于单子叶植物ꎬ目前ꎬ单子叶植物体胚发生的组织细胞学研究较少ꎬ单子叶植

物胚发育过程大致分为球形胚期、梨形胚期、凹沟胚期、子叶胚期[２２－２３] . 陈依宁等[２４]在石蒜体胚发生过程

中观察到了原胚、球形胚、心形胚、棒状胚、子叶胚过程. 袁雪等[２５]在铁炮百合胚性愈伤组织诱导过程中观

察到球形胚和心形胚. 杨柏云等[２６]在龙牙百合体胚诱导过程中观察到原胚、球形胚、心形胚、成熟胚等阶

段ꎬ可能是由于切片角度的不同观察到的形态不同. 本研究通过体视显微镜及石蜡切片观察到杜鹃兰体

胚发生分为内起源和外起源两种方式ꎬ并观察到体胚发生过程中球形胚、梨形胚、凹沟胚及子叶胚ꎬ初步揭
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高　 晗ꎬ等:杜鹃兰体胚发生细胞学观察和生理生化差异

示了杜鹃兰体胚发育的全过程ꎬ对于研究杜鹃兰体胚发生的机理奠定了基础ꎬ同时也为单子叶植物、兰科

植物保护及建立高效的遗传转化体系提供了细胞学依据.
细胞学观察可溶性糖、蛋白质及淀粉与植物体细胞胚胎发生密切相关ꎬ可溶性糖是植物体胚发生过程

中重要的能源物质ꎻ可溶性蛋白含量高低可间接揭示细胞内部各种代谢活动的活跃程度ꎬ在植物体胚发生

过程中具有重要作用[２７－２８]ꎻ淀粉的积累与植物体细胞胚胎发生的潜能密切相关ꎬ丰富的淀粉粒是胚性细

胞的标志之一[２９] . 本实验中ꎬ４ 种类型愈伤组织中可溶性糖含量最高ꎬ为体胚发育、胚状体形成及植株再

生储备了充分的能量来源. 而Ⅰ型愈伤组织可溶性糖、可溶性蛋白及淀粉含量显著高于其他类型愈伤组

织ꎬ说明其细胞代谢最旺盛ꎬ胚状体发生潜力最大. ＰＯＤ、ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 是细胞中关键的保护酶ꎬ能够有效清

除植物细胞在逆境胁迫下产生的活性氧ꎬ也有研究表明ꎬ活性氧代谢对细胞体胚发生过程及细胞分化过程

具有一定影响[３０－３１] . 本实验对杜鹃兰 ４ 种愈伤组织抗氧化酶活性进行了研究ꎬⅢ型愈伤组织 ＰＯＤ 活性最

高ꎬⅠ型愈伤组织 ＳＯＤ、ＣＡＴ 活性最高ꎬⅠ型、Ⅲ型愈伤组织抗逆性最强ꎬ可筛选为后期扩繁及植株再生的

主要材料.

４　 结论

(１)杜鹃兰种子可通过 １ / ２ ＭＳ 培养基诱导出淡黄色愈伤组织ꎬ愈伤组织增殖最适培养基为 ＭＳ＋
(０.５ ｍｇ / Ｌ、１ ｍｇ / Ｌ) ＩＢＡ＋(２ ｍｇ / Ｌ、３ ｍｇ / Ｌ)６￣ＢＡꎬ增殖形成的胚性愈伤组织可在 １ / ２ ＭＳ 添加 ０.２ ｍｇ / Ｌ
ＩＢＡ 培养基上诱导再生植株.

(２)杜鹃兰体胚发生包括外起源和内起源两种方式ꎬ胚性愈伤组织经过球形胚、梨形胚、凹沟胚和子

叶胚完成体胚发育的全过程ꎬ与合子胚发育过程类似.
(３)不同形态愈伤组织可溶性糖、可溶性蛋白及抗氧化酶活性具有显著差异ꎬ本实验中Ⅰ型愈伤组织

胚状体发生潜力最大ꎬⅠ型、Ⅲ型愈伤组织抗逆性最强.
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