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鲁棉 6 号体细胞胚胎发生过程及植株再生

张云超 杨细燕 何良荣 李乐斌 周 婷 金芳燕 张献龙

华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉430070

摘要 以黄河流域棉花品种鲁棉6号为试验材料,以易再生的棉花品系YZ1为对照,通过不同质量浓度的

激素组合成功诱导鲁棉6号产生体细胞胚并发育成苗。结果表明:所用的12种激素组合均能有效诱导出愈伤

组织,其中以1.0mg/LIBA或0.1mg/L2,4-D和0.2mg/LKT组合的诱导效果最佳;愈伤组织继代时培养基

中生长素质量浓度减半,KNO3 质量浓度加倍;挑选黄绿色或灰绿色、质地疏松的颗粒状愈伤继代于0.01mg/L
2,4-D和0.1mg/LKT或0.1mg/LIBA且KNO3 用量加倍的培养基中,可在1~2个月内产生胚性愈伤组织,

胚性愈伤组织再转到分化培养基上可产生体细胞胚;体细胞胚在1/2MS培养基中进一步发育成再生小苗。利

用该组织培养再生系统,鲁棉6号和YZ1都能在6~8个月内成功获得再生植株。组织学观察表明,IBA处理下

鲁棉6号胚性愈伤组织细胞主要来源于棉花下胚轴初生形成层的细胞。
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  体细胞胚胎发生是指离体植物细胞在适宜的条

件下培养,进行脱分化和再分化,产生胚性愈伤组

织,经历球形胚、心形胚、鱼雷胚和子叶胚并发育成

一个新个体的形态发生过程。体细胞胚发生是细胞

全能性的重要体现,自从Steward等[1]和Reinert[2]

分别从胡萝卜愈伤细胞中获得体细胞胚以来,目前

已在许多作物中获得了体细胞胚胎发生。棉花是世

界上主要的经济作物之一,在发展国民经济和改善

人们生活中起着重要作用,以体胚发生为基础的棉

花遗传转化在棉花生产中产生了巨大的经济效益,
因此,棉花体细胞胚胎发生及相关研究将极大地推

动棉花的遗传改良与转化,同时对于拓宽棉花种质

资源和培育棉花品种具有重要意义[3]。自1983年

Dvidonis等[4]首次在培养2年多的陆地棉“珂字

310”愈伤中获得体细胞再生植株以来,虽然已在大

量棉花品种中获得了体细胞胚和再生植株[2-11],但
仍限于珂字棉系列、中棉所系列、鲁棉等品种[5]。棉

花体细胞胚胎发生和植株再生过程受很多因素影

响,张献龙等[6]认为基因型是决定棉花体细胞胚胎

发生及植株再生的重要因素,现有研究也表明棉花

组织培养和体细胞胚胎发生体系中存在严重的基因

型限制[7-8],即不同棉花品种间体细胞胚胎发生和植

株再生能力存在差异。拓宽棉花体胚发生的基因型

一直是研究者努力的方向,在大量的筛选工作中,也
获得了少量高体胚发生能力的材料[9-11];除基因型

外,激素是成功诱导体细胞胚胎发生的决定因素,也
是影响胚状体高频率诱导的主要因素[10]。除此之

外,外植体类型及生理状态、培养基种类、培养条件

等[12]都会影响棉花的再生。
虽然已有多个棉花品种再生成功,但对培养中

愈伤组织的形成、来源等问题仍存在争议。通过对

体细胞胚胎发生过程中愈伤组织的跟踪观察,可以

为其来源提供线索。张献龙等[6]利用愈伤组织活体

压片、石蜡包埋切片、悬浮细胞系活体压片等多种方

法追踪了陆地棉单个胚性细胞到成熟胚的整个过

程,发现体细胞胚胎发生具有多种途径。既有单细

胞途径,又有多细胞途径;既有内起源途径,又有外

起源途径。张宝红等[13]通过扫描电镜也得到类似

的结果,此后大量报道都表明体细胞胚胎发生具有

多种起源途径。本试验在前人研究的基础上以鲁棉

6号为材料,优化鲁棉6号体细胞胚胎发生再生体

系;同时利用组织切片观察追溯体细胞胚的起源,为
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利用体细胞胚胎发生建立农杆菌介导的棉花高效遗

传转化体系提供相应的技术和理论支撑。

1 材料与方法

1.1 试验材料

棉花品种鲁棉6号由中国农业科学院棉花研究

所提供,经自交保纯3代后收获的种子用作试验材

料。同时以笔者所在实验室提供的 YZ1为品系

对照。
1.2 试验方法

种子去壳后,种仁在0.1%的 HgCl2 消毒8~
10min,无菌水洗4次,接种于无菌苗培养基(1/2
MS大量元素 +15g/L葡萄糖 +2.5g/LPhyta-
gel),于(28±1)℃下暗培养6d左右,获得无菌苗。
取无菌苗下胚轴5~7mm,平放于CIM(callusin-
ductionmedium)愈伤组织诱导培养基。CIM 培养

基由 MS无机盐+维生素B5(以下简称 MSB)+葡

萄糖30g/L+Phytage12.5g/L组成,辅以不同组

合的IBA、KT和2,4-D(表1),每种组合的培养基

接种20份下胚轴切段。培养30d后,称取愈伤组

织质量,并挑选黄绿色的愈伤组织转入 MSBP培养

基(基本组成与CIM 相同,2,4-D和IBA质量浓度

减半,KNO3 加倍)进行增殖培养,按照激素组合,此
培养基可分为 MSBP-D和 MSBP-B两类。所有的

愈伤组织在 MSBP-D上继代培养1次,在 MSBP-B
上继代培养2次,而后挑选分化出黄绿色愈伤组织

继代于ECM培养基(基本组成与 MSBP培养基相

同,附加IBA、KT 和2,4-D,表2),每30d继代

1次,直至胚胎发生,并统计最早出现胚性愈伤时

间,即最早分化时间。

挑选新鲜、黄绿色、颗粒状的胚性愈伤组织继代

于分化培养基(与 MSBP培养基相同,附加0.5
mg/LIBA和0.15mg/LKT,及谷氨酰胺1.0g/L
和0.5g/L天冬酰胺)完成体细胞胚的发生、发育和

成熟。挑选成熟正常的体胚于1/2MS培养基,即
可萌发成苗。正常的再生苗高达5~7cm,具有5片

以上真叶,根系比较好的可以用于移栽。所用培养

基pH 均 为5.85~5.95,并 以121℃高 压 灭 菌

12min。
表1 愈伤组织诱导培养基的组成

Table1 Compositionofcallusinductionmedium

愈伤组织诱导培养基

Callusinductionmedium
2,4-D/(mg/L) KT/(mg/L)

愈伤组织诱导培养基

Callusinductionmedium
IBA/(mg/L) KT/(mg/L)

CIM-D1 0.10 0.00 CIM-B1 1.0 0.00
CIM-D2 0.10 0.05 CIM-B2 1.0 0.25
CIM-D3 0.10 0.10 CIM-B3 1.0 0.50
CIM-D4 0.10 0.15 CIM-B4 1.0 0.75
CIM-D5 0.10 0.20 CIM-B5 1.0 1.00
CIM-D6 0.00 0.10 CIM-B6 0.0 0.50

1.3 组织学观察

挑选在CIM-B1和MSBP-B1上培养了5、10、15、

40和60d的外植体进行组织学观察。室温条件下

FAA固定液固定,常规石蜡切片程序切片(抽真空→
逐级乙醇脱水→逐级乙醇透明→浸蜡→石蜡包

埋)[14],下胚轴横切,切片厚度9μm;蛋清甘油粘片,
二甲苯脱蜡,透明,甲苯胺蓝染色,加拿大树胶封片,
显微镜(AxioscopeA1,Zeiss,Germany)观察并照相。

表2 诱导体细胞胚胎发生的ECM培养基

Table2 ECM mediumforinductionofembryogenic

calliandembryos

培养基

Medium
2,4-D/
(mg/L)

KT/
(mg/L)

IBA/
(mg/L)

ECM-D3 0.01 0.05 0.00
ECM-D5 0.01 0.10 0.00
ECM-B1 0.00 0.00 0.10
ECM-B5 0.00 1.00 0.10

2 结果与分析

2.1 愈伤组织的诱导

下胚轴切段在CIM 愈伤组织诱导培养基上培

养5d后,下胚轴外植体开始膨大并产生假根,1周

后可以看到愈伤组织发生。结果表明12种激素组

合均能诱导愈伤组织(图1A-C),但愈伤组织诱导率

及须根率在不同激素组合及不同品种间有差别,最
高诱导率可达100%,最低仅有65%(表3)。当使

用单独添加KT的CIM培养基时,愈伤组织的质地

比较坚硬,颜色呈绿色或白色粉末状(图1A);用添

加仅含IBA或IBA和KT组合的CIM培养基诱导

的愈伤组织都有假根发生,而2,4-D、KT组合的

CIM培养基则没有(图1B、C)(表3)。不同激素组

合诱导的愈伤组织状态有明显的表观差别(表3)。
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产生的愈伤组织按颜色和质地可分为2种类型,类
型一:颜色从灰绿色、黄绿色到黄褐色,质地比较疏

松、颗粒状、无硬化;类型二:颜色绿色或灰白色,质
地比较致密。综合考虑诱导率、颜色和质地结果,表
明大多数激素组合都适于诱导愈伤组织。
2.2 愈伤组织的增殖及胚胎发生的诱导

在愈伤组织生长30d时,称取在CIM 培养基

上用不同激素组合诱导的愈伤质量,计算单块愈伤

质量,并观察愈伤颜色和质地(表3)。愈伤组织的

质地与增殖关系密切。质地致密、绿色或白色的愈

伤组织增殖比较慢,在继代时应予以淘汰。挑选类

型一愈伤组织继代培养于 MSBP培养基,继代培养

1~2次后,继续挑选黄绿色的愈伤组织于ECM 培

养基,观察愈伤组织的分化情况(表3),继代于

MSBP培养基上的YZ1愈伤组织分化较快,最早分

化时间为50d。其他未分化的愈伤组织于ECM 培

养基上继代1~2次后,可获得不同状态的愈伤组

织,其中培养于CIM-D5和CIM-B1上的愈伤组织,

经生长素减半的 MSBP-D5、MSBP-B1上继代培养

1~2次后,挑选类型一愈伤组织继代于ECM-D5和

ECM-B1,分别在第82天和第97天可观察到体细

胞胚胎发生(图1D、E)。而其他ECM 培养基上的

愈伤组织均出现不同程度的褐化或转化成绿色硬化

的愈伤组织(图1F)。因此,适宜的激素质量浓度是

诱导体细胞胚胎发生的关键。
2.3 体细胞胚的成熟和植株再生

挑选新鲜、黄绿色、颗粒状的胚性愈伤组织(图

1G)至 MSBF培养基,促进胚的成熟,经1~2次选

择继代后,这些胚性愈伤组织逐渐形成球形、鱼雷

型、子叶型等胚状体(图1H-J),挑选状态正常的体

胚至1/2MS上,经1~2次继代后,可获得根、子叶、
真叶等完整再生植株(图1K)。当再生植株长至

5~7cm、具有5片以上真叶时,解开套在封口膜上

的橡皮筋,维持2~4d后完全解开,让幼苗完全暴

露于空气中3d左右(图1L),取出幼苗,冲掉根部

的培养基,移栽于温室。

 A:在添加KT的CIM培养基上产生的深绿色、质地坚硬的愈伤组织 Darkgreen,hardcallionmediawithsingleKThormone;B:在

添加IBA和KT的CIM培养基上黄绿色、有假根出现的愈伤组织 Kellygreen,withrhizoidcalliwithIBA/KTcombination;C:在添加

2,4-D和KT培养基上产生的的亮黄色愈伤组织Paleyellowcalliwith2,4-D/KT;D-E:MSBP或ECM培养基上愈伤组织局部发生胚

胎(圆圈所示)Sporadicembryospresent(ellipseshowed)onMSBPorECMmedium;F:ECM培养基上产生的深绿色、质地坚硬的块

状愈伤组织 Darkgreen,hardmassivecallionECMmedium;G:ECM培养基上的胚性愈伤组织EmbryogeniccallionECM medium;

H-J:不同时期的胚 Differentperiodsofembryo;K-L:1/2MS培养基上的再生苗 Regeneratedplantson1/2MSmedium.

图1 鲁棉6号体细胞胚胎发生和植株再生

Fig.1 SomaticembryogenesisandplantregenerationofLumian6
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表3 不同激素组合对愈伤组织的诱导效应1)

Table3 Effectofthehormonecombinationoncallusinduction

培养基

Medium

鲁棉6号Lumian6

出愈率/%
Calli

愈伤组织特征

Characteristics
ofcalli

单块愈伤均质量/g
Weightof
singlecallus

最早分化时间/d
Theday

regeneration

YZ1

出愈率/%
Calli

愈伤组织特征

Characteristics
ofcalli

单块愈伤均质量/g
Weightof
singlecallus

最早分化时间/d
Theday

regeneration

CIM-D1 100 浅黄色,颗粒 0.55±0.11 — 100 浅黄色,颗粒 0.51±0.10 55
CIM-D2 100 浅黄色,颗粒 0.54±0.09 — 100 浅黄色,颗粒 0.45±0.10 52
CIM-D3 100 浅黄色,颗粒 0.55±0.06 — 100 黄绿色,颗粒 0.47±0.09 52
CIM-D4 90 浅黄色,颗粒 0.50±0.12 — 100 浅黄色,颗粒 0.44±0.05 58
CIM-D5 100 浅黄色,颗粒 0.55±0.06 82 100 浅黄色,颗粒 0.38±0.05 58
CIM-D6 100 绿色,致密 0.31±0.08 — 100 绿色,致密 0.29±0.09 —

CIM-B1 100 黄绿色,颗粒 0.53±0.10 97 100 黄绿色,颗粒 0.40±0.12 57
CIM-B2 100 浅黄色,块状 0.47±0.11 — 100 黄绿色,颗粒 0.36±0.06 55
CIM-B3 100 灰色,疏松块状 0.46±0.10 — 100 黄绿色,颗粒 0.37±0.07 50
CIM-B4 100 绿色,致密 0.38±0.07 — 80 黄色,颗粒 0.32±0.08 50
CIM-B5 100 黄绿色,颗粒 0.52±0.09 — 100 黄色,颗粒 0.35±0.13 57
CIM-B6 65 灰白色,致密 0.27±0.06 — 65 灰白色,致密 0.28±0.07 —

 1)“—”表示无胚状体 “—”showsnoembryoid.

2.4 IBA 处理下体细胞胚胎发生的组织学观察

为了观察鲁棉6号愈伤组织的来源,将下胚轴

外植体横切培养于CIM-B1培养基上,30d后继代

培养于 MSBP-B1培养基上。观察结果显示,外植

体在诱导处理5d后,鲁棉6号的表皮细胞和薄壁

细胞开始降解,初生形成层的细胞在特定的部位进

行分裂,有的在4个点形成两两对称辐射状的突起,
此时仍然可以明显地观察到外植体的次生木质部、
次生韧皮部及导管细胞(图2A),形成层处有细胞结

构致密、细胞核比较大、体积较小、排列紧密的胚性

细胞团形成(图2)。诱导培养15d时,更多的次生

结构得到进一步发育,其中有一部分次生结构随细

胞分裂被推挤到愈伤组织的表面,形成层处细胞呈

现出排列致密、细胞核明显、体积较小的细胞群

(图2),且可以观察到鲁棉6号外植体表面或内部出

现零星的胚性细胞或细胞团(图2C、D)。诱导培养

40d时,可观察到较多胚性细胞团和一些网纹状次生

结构同时存在于愈伤组织的表面(图2E),这些胚性

细胞团是来源于形成层急剧分裂而成的细胞团被推

挤到外的胚性细胞分裂产生的。随后,这些胚性愈伤

组织细胞迅速扩增,扩大愈伤组织区域(图2F),最后

推挤到愈伤组织表面形成肉眼可辨的胚性愈伤组织。

 A:鲁棉6号诱导第5天下胚轴横切面 TransversesectionofhypocotylsthatLumian6onthe5thdayofinductionrespectively;B-C:
鲁棉6号诱导第10天下胚轴横切面TransversesectionofhypocotylsthatLumian6onthe10thdayofinduction;D-E:分别为鲁棉6号

诱导第15天和第40天时下胚轴横切面 TransversesectionofhypocotylsthatLumian6onthe15thand40thdaysofinduction;F:第

60天时鲁棉6号沿不同方向分裂形成的胚性愈伤组织EmbryogeniccalliofLumian6fromembryoniccellsdividingatdifferentplates
onthe60thdayofinduction.

图2 鲁棉6号体细胞胚胎发生过程的组织学观察

Fig.2 HistologicalobservationofsomaticembryogenesisofLumian6
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3 讨 论

12种激素组合的培养基均能诱导鲁棉6号早

期脱分化产生非胚性愈伤组织,通过对鲁棉6号和

对照YZ1愈伤分化诱导结果来看,不同基因型对激

素质量浓度及激素组合的适应性有所不同。除

CIM-B1和CIM-D5外,其他培养基组合均不能诱

导鲁棉6号发育到胚性愈伤;对照YZ1在多种激素

组合或单独使用生长素的培养条件下愈伤诱导较

好,且胚胎发生较快,但在仅有KT的诱导培养基上

愈伤容易硬化,胚胎发生停滞。鲁棉6号在0.05
mg/L2,4-D和0.1mg/LKT下分化速度比较快,
但在后期这种愈伤组织增殖迅速,继代时应予以淘

汰,从愈伤组织的颜色和质地来判断愈伤的质量和

能否进行分化,这与前人的研究[15]基本一致。
本试验从愈伤组织分化到植株再生过程均采用

KNO3 用量加倍的策略促进胚胎发生[16],在愈伤增

殖的过程中降低外源激素的质量浓度,主要是为了减

少对内源激素的影响从而造成体细胞胚胎发生延迟。
在胚性愈伤组织出现后,添加IBA和KT可以促进胚

萌发,同时还添加了谷氨酰胺和天冬酰胺,为胚萌发

提供营养,促进胚成熟的同时减少畸形苗的产生[17]。

2,4-D是体胚发生的重要激素[18-20],高质量浓

度KT与低质量浓度IBA也有利于诱导胚性愈伤

组织[19]。但本研究发现单独使用生长素IBA也可

以诱导鲁棉6号胚胎发生,这在棉花中没有类似报

道。0.01mg/L2,4-D和0.1mg/LKT组合下可

以诱导鲁棉6号的体胚发生,和张家明等[20]报道类

似,但是在愈伤组织诱导和增殖阶段的2次培养中,
所用的激素组合不同,第3次继代时继续降低2,4-D
质量浓度,能够有效地诱导胚胎发生,因此 KT与

2,4-D的适宜质量浓度比例有利于诱导棉花胚胎发

生。当再生苗长到5片以上子叶时,采用逐步揭膜、
最后敞口炼苗的方法,使再生苗逐步适应外界环境,
然后移栽入土。应用此法,6~8个月内即可获得两

份材料的再生植株。
植物离体体细胞胚的细胞起源是植物胚胎学、

发育生物学和细胞遗传学等研究的重要内容。目前

针对不同的作物有不同的观点,但主要有2种:一种

认为发生于胚性愈伤组织的表面,另一种认为发生

于胚性愈伤组织的内部[6]。我们在研究中发现,鲁
棉6号体细胞胚主要起源于愈伤组织内部形成层的

细胞。
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Histologicalanalysisofsomaticembryogenesisandplant
regenerationinGossypiumhirsutum Lumian6

ZHANGYun-chao YANGXi-yan HELiang-rong LILe-bin
ZHOUTing JINFang-yan ZHANGXian-long

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Anefficientsomaticembryogenesissystem wasdevelopedtoregenerateplantletsfrom
hypocotylsofuplandcottoncultivarsLumian6(Gossypiumhirsutum L.).ThecultivarLumian6was
cultivatedinNorthChina,thesamecottonplantingregionasYZ1,aneasy-goinggenotypesomaticem-
bryogenesis.Calliwereproducedonthemediumwithtwelvedifferenthormoneregimes,thehormonere-
gimes1.0mg/LIBAonlyor0.1mg/L2,4-Dtogetherwith0.2mg/LKTwerethebestforinducing
callifromLumian6.Afterabout4weeks,theperipheralcultureswereseparatedfromexplantsand
transferredtofreshMSmediumwithhalfauxinanddoubledKNO3.Aftertwotothreesubcultures(30
daysintervals),friable,yellow-greenorgrey-greenembryogenicculturesandsomaticembryoswaseffec-
tivelyobservedinECM mediawithlowconcentrationofauxin(0.01mg/L2,4-Dand0.1mg/LKTor
0.1mg/LIBAonly).Afterbeingtransferredtothemediafordifferentiationandembryo-germination,

somaticembryoswereproducedandfurtherdeveloped.Thetwovarietiescanregenerateplantletsin6-8
monthsusingtheprotocolsmentionedabove.Histologicalobservationdemonstratedthatthemajorityof
embryogeniccallioriginatedinafamiliarwayinthetwogenotypesandprovedthatthecellsfromprima-
rycambiumcellsweretheoriginalcellsforformingcottonembryogeniccalli.

Keywords cotton(Gossypiumhirsutum L.);somaticembryo;hormone;plantregeneration;his-
tologicalobservation
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