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摘要<香根草是一种优良的生态环境治理植物3但也存在着一些局限性s为了对香根草进行遗传改良3选育

出性状更优t抗性更强的新品种3开展了香根草离体培养研究s离体培养采用了两种外植体3一是带腋芽的

节3二是由器官发生方式所产生的无菌不定芽s基本培养基为p-3根据不同的目的附加不同种类或配比的

生长素与细胞分裂素s观察到香根草的外植体的离体发育途径3有器官发生和体细胞胚胎发生两种3依培

养基中所含细胞分裂素或生长素的种类和用量不同而异s结果表明3香根草的这两种离体发育途径的植株

再生能力均可以长期保持s细胞学的研究显示3香根草离体发育的启动可在外植体的表皮细胞或薄壁细胞

中进行3这些细胞逐渐发育成为胚性细胞s胚性细胞分裂活跃3经二细胞t四细胞而发育成为多细胞的胚性

细胞团s由显微观察可知3香根草的体细胞胚胎发生是单细胞起源的3成熟的体细胞胚具有单子叶植物典

型的胚胎结构s在分化培养基的作用下3体细胞胚组织上所有的胚状体可以出芽而形成再生植株s所建立

的香根草体细胞胚胎发生的植株再生体系3完全适用于遗传转化等生物工程方法对离体培养要求s此外3
还观察到一些一般只有在双子叶植物才出现的鱼雷形体细胞胚3这是体细胞胚胎发生中的异常现象s认为

这种异常胚是离体培养所引起的s
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香根草6RVOLNVPLTSLSTMLQLUVW6Z.9F)+29这一禾本科多年生草本植物C已被广泛证明在水土保持p生

态环境治理p退化生态系统的恢复C以及对重金属和污染物的生物修复和土壤基质的改良等方面都能产生

较理想的效果q\rDst但是C香根草目前尚存在着一定的局限性C比如C由于它们耐寒性不强C遗传上较单一C
植株过高等等t
为了使这一优良草种在西部大开发中发挥作用C需要通过遗传改良C选育抗旱p耐寒品种t然而C香根

草不能进行有性繁殖C对其进行遗传改良只能采用生物工程的方法即体细胞克隆变异或诱变p外源基因的

遗传转化等t
离体培养是生物工程法的基础C是改良任何植物种质的技术前提k体细胞胚胎发生是离体培养的植株

再生途径之一C并且是提高再生频率的有效途径t体细胞胚胎发生的细胞学特点与再生条件在谷子qYsp小

麦qJsp甘蔗qnsp籼稻qusp玉米和高粱qls等禾本科植物上已有详细研究t在香根草方面C用其基部组织诱导愈伤

组织及植株再生q\]s及用其嫩叶鞘和试管苗切段进行组织培养q\\s的实验C也已有报道t但在香根草体细胞

胚胎发生及其细胞学观察方面尚未深入探讨t为了提高香根草遗传种质改良的效率C特别探讨了香根草体

细胞胚胎发生的细胞学特点及条件t本文报道这一研究的初步结果t
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! 材料与方法

!"! 外植体

供试材料取自华南植物园百草园实验基地#离体培养采用了两种外植体$一是植株上带腋芽的节$二

是由器官发生方式所产生的无菌不定芽#以腋芽作外植体时$切取带节的秆$剥去叶鞘$截取带腋芽的节$
表面消毒%&’(乙醇 )*+)’(次氯酸钠 ,’*+氯化汞 )’*-后$把附着腋芽的小块节接种到培养基上#以无菌

不定芽作外植体时$则在无菌条件下把不定芽从试管中取出并接种到新的培养基上#

!". 培养基

以 /01,)2培养基为基本培养基$诱导器官发生时附加 34’5678,9:;和 ’4)5678,<9:=愈伤诱导

和继代时均附加 )4’5678,)$>?@$以及不同配比的其他生长调节剂%如表 ,-=植株再生时附加 ’4,5678,

AB$)4’5678,C9:和 )4’5678,D::#固体培养基含琼脂 E4’(%液体培养基除不加琼脂外$其他成分均

相同-$FG值为 34E3#

!"H 细胞学观察

为观察体细胞胚的细胞结构$把体细胞胚从培养基中取出并浸泡在甲醇?冰乙酸%IJ,-固定液中$然

后按石蜡切片的常规方法切片$厚度为 EK5$LMNOPM氏苏木精染色1,I2#封片后在显微镜下观察Q照相#

!"R 植株的再分化Q移栽和定植

把胚性愈伤转移到分化培养基上并给予 ,)MST光照%,)’’UV-$培养温度为 )3W)X#再生植株形成

后$在生根培养基中约 )周时间$根系发达即可盆栽#待株高长至 )’P5左右$定植到旱地里$常浇水以保持

湿润#成活后观察植株各种性状#

. 结果与分析

."! 香根草离体培养时植株再生的途径

与其他单子叶植物离体培养时植株再生的方式一样$在香根草$也观察到器官发生和体细胞胚胎发生

两种途径#

."!"! 器官发生 以直接诱导不定芽并形成再生植株为目的$设计了仅含细胞分裂素$不含或仅含微量

的生长素的培养基%表 ,-#在接种后一周左右外植体即显著膨大$约半个月后$膨大的外植体表面形成许多

突出物$以后逐渐发育成为芽点Q不定芽#一个月之后$将不定芽分开转移至新的培养基%成分相同-上$不

定芽可继续产生新的嫩芽而成为丛芽$因而可以用于快速繁殖#将处于繁殖中的不定芽转入 ,S)/0附加

’4)5678,<9:而不含细胞分裂素的培养基中$不定芽即诱导出根并长成小植株#
这种结果与许多研究的结果基本上是一致的#李耿光等1,>2证明$9:和 )OF均能明显地促进紫背天葵

芽的分化#凌定厚等1,32在水稻离体培养中发现$培养基中凡不含 )$>?@而代之以 D::和激动素的则直接

出芽#此外$9YZYZ1,C2对[\]̂]__‘a]bcd\a‘a的组织培养$eYfOU等1,&2对gd\\‘adhij的离体培养$也得到相似的

结果#
表 ! kl诱导培养基中几种生长调节剂的配比

mnopq! rstuqvwxtyzs{nyqus|{s}qy|s~w!|qy"pnws|{xt

xtz"vq}qtw}qzx"}kl
生长调节剂

#N$%&M
N’6(UY&$Nf

在各种培养基中浓度 )$*+’P&O*6T$fY6’
%5678,-O*,YNO$(f5’TO(5

, ) I > 3 C &
)$>?@ ’ )"’ )"’ )"’ )"’ )"’ )"’
C9: 3"’ ’ ’ ’ ’ ’"3 ’"3
AB ’ ’ ’") ’"3 ,"’ ’"3 ’
<9: ’") ’ ’ ’ ’ ’ ’

在无菌条件下$把再生植株基部的幼嫩再生芽

从试管中取出并接种到诱导培养基上$诱导出胚性愈

伤组织以后$将它们转入不含生长素而含细胞分裂素

的培养基中$即可形成大量的再生植株#

."!". 体细胞胚胎发生 在本实验的条件下$观察

到香根草的体细胞胚胎发生可直接从外植体产生$也

可从非胚性愈伤组织经改变培养基成分之后产生#前

一种情况$外植体启动的细胞由单一的胚性细胞像受

精卵那样不断分裂$经双细胞Q四细胞Q多细胞而发育

成胚性愈伤组织#在本实验中观察到香根草体细胞胚

胎发生的过程和细胞学特点#

%,-香根草体细胞胚的形成的过程 香根草的外植体%腋芽-在接种后开始膨大$表皮细胞开始启动$
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图 ! 香根草体细胞胚的形成及再生植株

"#$%! "&’()*#&+&,-&()*#./(0’1&-)+2’/$/+/’)*#&+34)+*-#+5%676897:7;<=
!%接种两周后开始启动的外植体表皮细胞>/?@A!BBC3#2/’()4./44>/?&,*D//E34)+*0/$)+*&#+#*#)*/2#F#-#&+
),*/’*G&G//H-&,#+&.I4)*#&+@A!BBJK%开始启动的外植体的维管束及其周围的薄壁细胞>3?@A!BBL)-.I4)’
0I+24/)+23)’/+.D1()./44>3?0/$)+*&2#F#-#&+),*/’*G&G//H-&,#+&.I4)*#&+@A!BBJM%处于各时期的体细胞
胚N单细胞>-?@双细胞>*?及四细胞>,?原胚JA!BBBO&()*#./(0’1&G#*D3’&/(0’1&)*2#,,/’/+*-*)$/N-#+$4/./44
>-?@*G&./44->*?@,&I’./44->,?@A!BBBJP%多细胞原胚>(?@A!BBBO&()*#./(0’1&G#*D(I4*#34/./44-
3’&/(0’1&>(?@A!BBBJQ%胚性愈伤组织@AMBL#-#04//(0’1&+#..)44I-@AMBJR%时期单一的体细胞胚@由胚根
>.’?S胚芽>.3?及盾片>-.?组成@在胚根与胚芽之间有维管束相连@A!BBO#+$4/-&()*#./(0’1&-.&+-#-*/2&,
.&4/&’D#T)>.’?@.&4/&3*#4/>.3?)+2-.I*/44I(>-.?@F)-.I4)’0I+24/-U&#+/20/*G//+*D/.&4/&’D#T))+2.&4/&3*#4/@
A!BBJV%正处于分化时期的胚性愈伤@每个体细胞胚正在萌发@A!BBC(0’1&+#../44I-#-#+*D/2#,,/’/+*#)*#&+
3/’#&2@/).D-&()*#./(0’1&#-0I22#+$@A!BBJW%已分化成苗的大批再生植株 X4)’$/+I(0/’&,’/$/+/’)*#&+
34)+*-,’&(-&()*#./(0’1&$/+/-#-JYZ!B%畸形的体细胞胚具有双子叶植物鱼雷形的原胚形态@A!BB[+I-I)4
-&()*#./(0’1&G#*D*&’3/2&3’&/(0’1&GD#.D&+41/E#-*-#+2#.&*14/2&+/)/A!BB
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这时!部分表皮细胞的细胞质变浓!细胞分裂加速!在显微镜下可观察到这部分细胞着色很深"图 #$#%&此

外也观察到外植体内部的薄壁细胞或维管束部分的薄壁细胞分裂加速’着色加深的图象"图 #$(%&这表明

香根草离体发育的启动既有表皮细胞又有薄壁细胞的参与&在分裂旺盛的区域里!可以观察到典型结构的

胚性细胞&与其他植物一样!香根草的胚性细胞具有很大的细胞核!着色最深的核仁!细胞质浓!细胞间隙

大&在一个视野中可以同时观察到单细胞"图 #$)*+%’双细胞"图 #$)!图 #$,*-%’四细胞"图 #$)*.%及多细胞

"图 #$,*/%原胚&与水稻的胚性细胞不同的是!香根草的胚性细胞形态上不规则且有棱角&在同一视野可

同时观察到从单细胞到多细胞的一系列原胚的事实表明!香根草胚性细胞的分裂活动是很活跃的&

"(%香根草体细胞胚的特点 原胚的细胞经过不断分裂而发育成肉眼可见的胚性愈伤组织"图 #0

1%&与其他禾本科植物一样!香根草的胚性细胞为白色颗粒状的不定形结构!质地颇为致密!每一个肉眼所

见到的愈伤组织上的颗粒即为一个体细胞胚&体细胞胚具有单子叶植物典型的胚胎结构!在纵切面结构

"图 #02%可以观察到每个胚状体由胚芽"34%’胚根"35%及盾片"63%组成!在胚根与盾片之间有明显的输导

组织相连接&从图 #$2可以清楚地观察到一条着色很深的维管束连接在胚根与盾片之间&胚芽’胚根’盾片

及其间的完整的维管束组织等四个部分是一个完整的胚状体的必备条件&本研究中!就观察到香根草完整

的胚状体结构&在自然界!虽然香根草不能进行有性繁殖!但从离体培养中成功地诱导出它们的体细胞胚&
胚性愈伤组织的植株再生能力是很强的!每一个胚状体均可发育成为独立的小植株&在分化培养基上

"见下节%胚状体开始萌发&分化初期!可观察到一个胚性愈伤上布满了绿点"图 #$7%!实际上每个绿点就是

一个体细胞萌发的胚芽&绿点逐渐发育成不定芽并诱导出根即成为小植株"图 #$8%&

表 9 不同生长素和细胞分裂配比对香根草诱导愈伤组织

的影响:

;<=>?9 @AA?BCDAEFAA?G?HCBDHA?BCFHIJGDJDGCFDHDA<KLFH

<HEBMCDNFHFHDHFHEKBFHIB<>>FFHO?CFO?G:

培养基

PQRST

香根草 UQ-SVQ5W## 香根草 UQ-SVQ5W#(
愈伤组

织块数

XY/ZQ5
[.3T\\S
"4SQ3Q%

愈伤组织

诱导频率

]5Q̂YQ_3‘[.
3T\\SS_RY3-S[_
"a%

愈伤组

织块数

XY/ZQ5
[.3T\\S
"4SQ3Q%

愈伤组织

诱导频率

]5Q̂YQ_3‘[.
3T\\SS_RY3-S[_

"a%
( ,b 2#c1 (b 1bcb
) )1 7bcb )b 71cb
, 1b 8)c) ,8 8bcb
1 (2 17c8 (1 2(c1
2 #, (8cb 1 7c#
7 #1 (#c, b b

: 培养基序号同表 #d[RQ6[./QRSTeQ5Q-fQ6T/QT6
-TZ\Q#g每种培养基的外植体数量为 ,b02b!重复 (次
UT\YQ6T5Q/QT_6.5[/-e[5Q4\S3T-S[_6[.QT3fQh4Q5S/Q_-
Y6S_i,b-[2bQh4\T_-64Q5/QRSY/

从上述结果可以得出如下几点*"#%香根草的体细胞胚是单细胞起源的g"(%香根草的体细胞胚具有单

子叶植物典型的胚胎结构!植株再生能力很强g")%香根草的体细胞胚的植株再生能力在继代条件下可以

长期保持&本实验所建立的香根草体细胞胚胎发生的体系为香根草遗传转化奠定了良好的基础&

")%异常胚状体 此外!还观察到一些鱼雷形体细胞胚"图 #$j!图 #$#b%!这是体细胞胚胎发生中的异

常现象&众所周知!鱼雷形胚是双子叶植物所特有的一个胚胎发育时期&单子叶植物的胚胎发育不具有这

一时期&但在香根草的体细胞胚胎发生的过程中观察到鱼雷形时期的幼胚!认为这种异常胚是离体培养所

引起的&

9c9 愈伤组织的诱导条件

如表 #!在所设计的 7种不同生长调节剂配比的培养基中!除了仅含细胞分裂素!不含或仅含微量的生

长素的"表 #%外!其余的均能程度不同地诱导出愈伤

组织&其中!腋芽外植体在含有 (kb/ilm#(!,$n和

bk1/ilm#op的培养基"表 #!表 (%上暗培养 #bR左

右!即开始从切口处长出愈伤组织!在两个品种的培

养试验中表现都是一致的!愈伤诱导率高达 8)k)a和

8bkba&而在其他生长调节剂配比的培养基上!愈伤

诱导率则比较低!最低的在一个品种仅有 (#k,a!另

一个品种为 b"表 #!表 (%&这种愈伤组织不具备上述

胚性结构!称为非胚性愈伤组织&它们呈淡黄色!结构

上较为松散&
实验表明!对于以香根草外植体腋芽诱导愈伤组

织而言!含有 (kb/ilm#(!,$n和 bk1/ilm#op的

P+培养基是最合适的g两者的配比为 (kb/ilm#q

bk(/ilm#的培养基次之g含有相同量的 (!,$n加上

bk1/ilm#2rs和 bk1/ilm#op的培养基再次之g
仅含 (!,$n和 2rs而不含 op的 P+培养基!愈伤诱

导率低甚至不出愈伤&按本实验看!2rs对于体细胞
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胚的诱导不起作用!至少可以说其作用是次要的"

#$% 体细胞胚的诱导条件

设计了 &种不同生长素和细胞分裂素配比的诱导培养基!分别对两种培养物’非胚性愈伤组织和无菌

不定芽(作诱导体细胞胚的试验以观察诱导胚性愈伤的效果"试验结果见表 )"
表 % 不同生长素和细胞分裂配比对香根草诱导体细胞胚的影响

*+,-.% /00.12304500.6.721370.12578963936253730+:;57+741<23=575737574:1578>3?+251.?,6<3>57@.25@.6
培养物A

BCDECFGHIJKELFGKD
种类

MGHNO

数量’个(
PJQCHE’R(

培养基

代号

BQNLQS
JLNGCJ

T!UVW
’JIXYZ(

&[P
’JIXYZ(

体细胞胚状况

\EKECOQSOQJKEG]LJ F̂_QO

B ‘a b a a$c 未见体细胞胚 dQeV]KDDCO
[ fT b a a$c 只长芽g叶!不长愈伤 WLhLDQRLN ĈNOKHNDLKhLOQHD_
B ‘) ‘ a Z$a 未见体细胞胚 dQeV]KDDCO
[ &U ‘ a Z$a 只长芽g叶!不长愈伤 WLhLDQRLN ĈNOKHNDLKhLOQHD_

B ‘a Za a$c a
体细胞胚发育很好!仅 )$)i无体细胞胚 eV]KDDCONLhLDQRLN
hLF_jLDD!QHD_)$)i RGL]LOQS]KDDGjLFLHQeV]KDDCO

[ fa Za a$c a
仅 Zai不定芽增大!但非体细胞胚 kHD_Zai ĈNONLhLDQRLN
]KDDG! ĈEKDDjLFLHQEeV]KDDCO

B ‘f ZZ Z$a a$c
体细胞胚发育较好!ZU$Zi无体细胞胚 eV]KDDCONLhLDQRLN
jLDD!ZU$Zi RGL]LOQS]KDDGjLFLjGElQCEeV]KDDCO

[ ff ZZ Z$a a$c
TZ$ci无菌不定芽无体细胞胚!其余多数体细胞胚质好
TZ$ci KOLREG]KNhLHEGEGQCO ĈNOHQeV]KDDCO!JKmQFGE_QSElL
QElLFONLhLDQRLNhLF_IQQNeV]KDDCO

B ‘a ZT T$a Z$a
体细胞胚发育较好!‘$‘i无体细胞胚 eV]KDDCONLhLDQRLN
jLDD!QHD_‘$‘i RGL]LOQS]KDDGjLFLHQeV]KDDCO

[ fb ZT T$a Z$a &Z$ci芽无体细胞胚 &Z$ci ĈNOHQeV]KDDCO

B ‘T Z) U$a T$a
体细胞胚发育较好!Zc$Ui无体细胞胚 eV]KDDCONLhLDQRLN
jLDD!c$Ui RGL]LOQS]KDDGjLFLHQeV]KDDCO

[ ‘a Z) U$a T$a &T$Ti不定芽无体细胞胚 &T$Ti ĈNOHQeV]KDDCO

AB 愈伤组织 ]KDDCOn[ 无菌不定芽 KOLREG]KNhLHEGEGQCÔ CNOnRo dCJ L̂FQSRGL]LO

表 p 继代培养时间对香根草 q+74<胚性愈伤再生频率的

影响A

*+,-.p /00.1230>:,1:-2:6.4:6+2537376.8.7.6+2537

06.r:.71<30.?,6<38.7511+--557@.25@.6q+74<
继代培养

时间’月(
\Ĉ]CDECFL
NCFKEGQH
’JQHElO(

胚性愈伤块数

dCJ$QS
eV]KDDG
’RGL]L(

再生小植

株’丛(
sLILHLFKELN
RDKHEDLEO
’]DCOELF(

再生频率

sLILHLFKEGQH
SFLtCLH]_
’i(

Zb Uaa )&b ‘T$aa
Ta fca &‘c ‘T$&f
TT )ca )aa bc$fZ
TU fca &ZT bZ$&a

A ’Z(资料来自最近半年每两个月一次的统计 WKEKjLFL

]QJLSFQJ]QCHELhLF_EjQJQHElOGHFL]LHElKDS_LKFn’T(
同一块胚性愈伤分化出的丛生苗按 Z丛计算 sLILHLFKELN

RDKHEOSFQJOKJL]KDDCOjKO]KD]CDKELNKOZ]DCOELF

从表 )看到!在培养基不附加 T!UVW的条件下!
无论 &[P的含量是 a$c还是 Z$aJIXYZ!都没有体细

胞胚产生n而在含有 T!UVW的条件下!无论是否含有

&[P均有体细胞胚产生!且体细胞胚发生的频率以不

含 &[P的为最高’‘&$fi(n含有少量 &[P时!虽体细

胞胚的诱导率有所降低!但在这种培养基上形成的体

细胞胚具有较高的再生能力’资料未列出(n而当 T!UV

W的含量达到 U$aJIXYZ时!&T$Ti无菌不定芽不能

诱导出体细胞胚!无菌不定芽的最适配比是 Z$a’T!UV

W(ua$c’&[P(!诱导率为 fb$ci!多数体细胞胚质量

很好"
综合香根草在离体培养时对培养基中生长素’T!

UVW(及细胞分裂素’&[P(的反应!可以看出当培养基

中只含细胞分裂素而不含生长素时!外植体’腋芽(经

由器官发生途径’不定芽(形成再生植株n相反!当培

养基中只含 T!UVW而不含或少含细胞分裂素时!外植体’腋芽或不定芽等(经由体细胞胚胎发生途径形成

再生植株"这一结果与凌定厚等vZbw对籼稻及 xKOGD等vcw对 yz{{|}z~!"体细胞胚胎发生研究的结果是一致

c‘TZf期 马镇荣等#香根草体细胞胚胎发生的细胞学特点与形成条件
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的!这表明"#"$%&确实为禾本科植物离体培养时诱导体细胞胚胎发生的重要因素!

’() 体细胞胚的植株再生并长期保持高的再生能力

将胚性愈伤转入分化培养基时"两周时间即呈绿色并逐渐萌发出芽*图 +%,-"继而逐渐发育成为完整

的小植株!体细胞胚在继代条件下"胚性结构及植株再生能力可以长期保持!表 $显示连续继代两年的胚

性愈伤组织仍然具有很高的再生能力!
根据对禾本科植物离体培养的经验和有关文献报道"一般认为胚状体为单细胞起源"所以体细胞胚胎

发生的方式有利于用作突变体离体筛选.遗传分析.原生质体培养等方面的可靠来源/+01"而且这种方式具

有长期保持再分化能力的潜力/#21!香根草体细胞胚胎发生的植株再生途径也已充分证实了这一点"因而完

全可以满足遗传转化方面的要求!
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