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影响胡萝卜体细胞胚建成关键因素的研究进展

刘佳娜 ,于丽杰 ,李婉婷

(哈尔滨师范大学生物学系 ,哈尔滨 150025)

摘要:利用体细胞胚对胡萝卜进行离体再生 ,具有数量多 、速度快 、成苗率高 、染色体稳定等优点。影响胡萝卜体

细胞胚发生的因素很多 ,主要集中于基因型 、外植体 、激素配比 、基本培养基等方面。对影响胡萝卜体细胞胚建

成关键因素进行综述 ,以为提高胡萝卜体细胞胚的诱导频率 、建立高效的胡萝卜离体再生体系和以胡萝卜为受

体的植物遗传转化体系提供参考。
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Progress on the Key Factors of Influencing the Establishment

of Carrot Somatic Embryogesis
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Abstract:There a re many advantages to regenerate car rot by using somatic embryogesis , such a s larg e quantities ,

quickness , high efficiency of shoo ting and stability o f chromsomes.Geno type , explant , the ra tion o f planthor emo-

nes , the basic medium are the main facto rs inf lucing carr ot somatic embryogesis.On the purpo se of incr easing the

inducible fr equency o f car ro t somatic embryogesis , giving reference to high efficiency o f car ro t regeneration and

transformation , the author reviewed the main facto rs influcing the establishment of somatic embryogesis and its

current prog re ss.
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　　胡萝卜(Daucus carota L .Var .Sat iva DC.)为

伞形花科重要的蔬菜作物 ,其贮藏根具有发达的韧

皮部且富含胡萝卜素 ,营养十分丰富 ,因而在世界各

地被广为栽培 , 占蔬菜生产总量的 3%, 年产达

1 350万 t[ 1] 。

胡萝卜进行离体培养时 ,具有很强的体细胞胚

发生能力 。体细胞胚的再生途径具有发生数量多 、

速度快 、结构完整 、植株成苗率高和染色体倍性稳定

的特点 ,是植物遗传转化的一个理想受体系统 。胡

萝卜的贮藏根非常耐储运 ,其发达的韧皮部在表达

外源重组蛋白方面具有优势 ,因此在植物生物反应

器研究领域常常被选作受体植物。

随着植物生物技术的迅猛发展 ,许多研究者对

胡萝卜的体细胞杂交 、遗传转化 、再生系统等研究领

域给予了越来越多的关注。国内外研究者在探讨胡

萝卜体细胞胚的成因时 ,发现许多试验因素均可以

影响胡萝卜体细胞胚的发生频率 。因此 ,通过对影

响胡萝卜体细胞胚发生频率的因素进行文献综述 ,

以期为建立高效的胡萝卜体细胞再生系统提供有价

值的参考。

1　外植体对体细胞胚发生的影响
外植体来源及外植体的发育时期对能否产生体

细胞胚至关重要。同一基因型的不同外植体其体细

胞胚的发生能力有明显差异 ,这与不同外植体的分

化程度和脱分化能力不同有关 。如选用下胚轴 、子

叶 、叶柄 、贮藏根等作外植体时 ,胚状体的诱导率不

同 ,诱导出的愈伤组织状态也不一致 。外植体太幼

嫩或太老化 ,均只能产生一种柔软松散而没有结构

的非胚性愈伤组织 ,这种愈伤组织不能被诱导产生

体细胞胚。
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尹文兵等人在诱导胡萝卜愈伤组织时 ,采用胡

萝卜子叶 、下胚轴和直根形成层作为外植体 , 经过

30 d观察 ,发现三种外植体经过培养均被诱导出了

愈伤组织 。其中以子叶为外植体的出愈率达 67%,

获得的愈伤组织多数呈浅黄色 ,生长旺盛 ,质地松

散 ,含水量大 ,分散性好 ,仅有个别愈伤组织色泽发

暗。以下胚轴为外植体的出愈率达 100%,并且愈

伤组织生长旺盛 ,呈黄色 ,比较疏松 ,分散性良好 。

以直根形成层为外植体的出愈率很低 ,获得的愈伤

组织色泽较暗(有些带褐色),生长缓慢 ,质地较硬 ,

分散度差
[ 2]
。

在杨宁 、郭勇的实验中 ,选取胡萝卜贮藏根的皮

层 、木质部及韧皮部为外植体 ,发现从韧皮部诱导出

的愈伤组织有较好的生长效果[ 3] 。

以往的实验中 ,胡萝卜组织培养主要以根髓部

组织为外植体 ,近年来的研究表明 ,以胡萝卜下胚轴

为外植体出愈率要高于子叶和贮藏根。

2　基因型对体细胞胚发生的影响
胡萝卜的基因型是影响其离体培养再生能力的

重要因素 ,不同品种之间在产生体细胞胚的能力方

面有很大差别。

陈书霞比较了 4个胡萝卜品种 AC101 、AC93 、

华育 1号 、新透心红诱导率的平均值 ,认为在诱导胚

性愈伤阶段 ,同一激素条件下不同品种愈伤组织的

诱导频率和生长水平是基本一致的;但是转至不含

激素的 MS0培养基上以后 ,体细胞胚的发生频率却

有显著差异。四个供试品种(系)的体细胞胚发生率

分别为 98%、5%、0%和 78%,其中 AC101 的再生

能力显著高于其它品种(系)[ 4] 。

张娅等的实验中 ,品种 Carol的再生频率高达

91%,金笋五寸和改良黑田七寸只有 50%和 8%
[ 5]
。

杨艳梅的实验中 ,红秀 C T 、黑田五寸参的再生苗形

成频率远远高于新透心红(76 %和 61 %)
[ 6]
。

从以上研究结果可以看出 ,胡萝卜体细胞胚的

发生对基因型有很大的依赖性 ,不同品种体细胞胚

的诱导率不同 ,基因型对体细胞胚再生起决定作用 。

3　激素对体细胞胚发生的影响
3.1　外源激素

培养基中外源激素是影响胚性愈伤组织诱导和

继代培养的重要因素 ,不同的激素种类 、浓度及其组

合对体细胞胚的诱导率有显著影响 。

已有的研究结果表明 ,在培养基中加入 2 , 4-D 、

6-BA 、BA 、K T 、ABA 等 , 会影响体细胞胚的发

生[ 6-10] 。在体细胞胚的诱导上 , 多数研究肯定了

2 ,4-D在低浓度时可以促进体细胞胚的形成 , 但却

妨碍体细胞胚的进一步发育 。

H alpe rin将胡萝卜体细胞胚的发生分为胚性

愈伤组织的诱导和体细胞胚的形成及发育两个

阶段。

研究工作表明 ,在胡萝卜体细胞胚发生的第二

阶段 ,即体细胞胚的发育和成熟阶段 , 2 , 4-D 的存在

具有抑制体细胞胚形成的作用 ,使发育成熟的体细

胞胚数目明显减少。在该阶段必须降低培养基中

2 , 4-D的浓度 ,甚至完全除去 2 , 4-D ,胡萝卜的胚性

愈伤组织才能产生大量的体细胞胚[ 11-12] 。

在胡萝卜体细胞胚发生的第一阶段 ,即促进外

植体细胞脱分化形成胚性愈伤组织阶段 ,培养基中

生长素类物质则是必不可少 。研究工作表明 , 2 , 4-

D是诱导胡萝卜转变为胚性细胞的有效因子[ 13] 。

在杨艳梅等的报道中 ,培养基中加入 0 .1 mg ·L
-1

2 , 4-D ,体细胞胚的诱导率可达 84 %[ 14] 。

但 M ichalczuk 在研究中发现 , 2 ,4-D 并不能使

非胚性细胞获得胚性 ,这表明 2 , 4-D 可能参与培养

细胞内部因子的相互作用
[ 15]

。

许多植物的体细胞胚发生需要生长素和细胞分

裂素的共同作用 ,单独加入生长素即可诱导胡萝卜

体细胞胚发生 ,但加入低浓度的玉米素可大大提高

其体细胞胚的发生频率并使其同步化[ 16] 。细胞分

裂素在胡萝卜体细胞胚的诱导研究中使用较多的是

6-BA 和 K T ,且多为多种激素协同使用[ 11] 。有些试

验给出了相反的结果 ,例如 Kamada和 H arada 就曾

报道细胞分裂素对胡萝卜体细胞胚诱导有抑制

作用[ 12] 。

生长素和细胞分裂素两类物质的相对浓度控制

着根芽的分化模式 , 2 , 4-D和 K T 的不同比例影响

植株再生途径的变化 ,培养基中 0 .1 m g·L-1 2 , 4-D

倾向于体细胞胚发生途径 ,而 0.2 m g· L-1 K T 和

0.1 m g·L
-1

2 ,4-D则有利于器官发生途径
[ 14]

。

3.2　内源激素

外源激素通过内源激素起作用 ,植物激素 ,尤其

是脱落酸(ABA)充当了主要的细胞间化学信号分

子 ,对诱导抗逆境基因的表达及体细胞胚的建构具

有重要作用 。Kamada 等在胡萝卜细胞离体培养

中 ,发现内源 ABA 含量一直保持比较低的水平 ,但

从非胚性细胞转化为胚性细胞阶段 ,却伴随着内源

ABA的增加[ 17] 。

脱落酸(ABA)在体细胞胚形成过程中的作用

很特殊。 Naraganesw any 等在研究工作中发现 ,

ABA会抑制胡萝卜体细胞胚的发育 ,但却有利于柑

桔 、黄连 、黄篙等植物体细胞胚的成熟[ 10] 。

对胡萝卜组织培养中 ABA 含量的测定表明 ,
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培养初期 ,内源 ABA 浓度很低 ,约 8 μg· L
-1
,培养

7 d后 ABA 的含量明显增加。在 7 d后向培养基中

加入 ABA 虽然会抑制胡萝卜体细胞胚产生的频

率 ,但却有利于正常胚的发育 。因而 ,在适当时期加

入低浓度的 ABA 将有利于体细胞胚的成熟[ 10] 。

4　培养基对体细胞胚发生的影响
在胡萝卜体细胞胚诱导和分化中 ,胡萝卜基因

型的不同决定了所用愈伤组织培养基中成分的不

同。基本培养基成分对胚性愈伤组织的诱导率和质

量均有显著影响 ,一般认为 MS 培养基对体细胞胚

的发生更为有利 。

杨艳梅等发现在激素相同条件下 ,改良 M S 培

养基较 B5 培养基有利于胚性愈伤组织诱导 ,并且

愈伤组织生长速度快
[ 14]
。黄绍兴等研究了不同的

蔗糖浓度对胡萝卜体细胞胚的诱导 、生长与发育的

影响 ,结果表明含 3 %蔗糖的培养基最有利于诱导

胡萝卜体细胞胚 ,5%以上蔗糖对体细胞胚的诱导具

有明显的抑制作用[ 18] 。

我们的实验室工作表明 ,适宜的培养基因基因

型而异 ,不能用一种培养基来适应所有的基因型 。

相同的诱导培养基上诱导的愈伤组织在不同的分化

培养基上分化率不一样 ,不同诱导培养基上诱导的

愈伤组织在相同的分化培养基上分化率也不一样 。

活化氧 、毒素 、高浓度盐和一些化学物质可诱发启动

细胞程序性死亡 ,也影响体细胞胚的诱导和分化率 ,

因此培养基组分的优化是提高组培效率的一个重要

因素 。

4.1　含氮化合物

相同基因型相同部位的外植体 ,培养于不同的

培养基上 ,其产生体细胞胚的频率也不相同。

许多实验表明 , 在培养基中加添水解酪蛋白

(500 ～ 1 000 mg· L
-1
)或酵母提取物(500 ～ 1 000

mg·L-1)有利于体细胞胚的发生。对培养物供应

足够的还原性氮是诱导体细胞胚发生的另一重要条

件 ,在胡萝卜离体培养中 ,以浓度为 5 ～ 55 m mol·

L
-1
的硝酸盐作为唯一氮源时 ,平均每个培养物上只

形成 1个体细胞胚;但 0.1 mm ol·L-1的氯化铵加

到培养基中就可以明显促进体细胞胚的诱导[ 19] 。

Dougall和 Verma 的实验显示 ,野生胡萝卜悬

浮培养时 ,可以将铵作为唯一氮源[ 20] 。诱导其它植

物体细胞胚发生时 , 需要还原性氮的报道也不

少[ 21-22] 。这主要是因为外源氮和氮的代谢物与体

细胞胚发生的调节基因的表达有关
[ 23]

。

4.2　金属离子

在张焱如等[ 24] 的实验中 ,用重金属离子直接诱

导胡萝卜体细胞胚 ,根据所需浓度和处理时间判断

出供试化合物的效果 ,其顺序为:CdCl2 >NiCl2 >

CoCl2 >CuCl2 >ZuCl2 。镉(Cd)和镍(Ni)是植物生

长的非必需元素 ,而铜(Cu)和锌(Zn)为必需元素 ,

钴(Co)是动物细胞中 VB12的成分 ,但在植物中的作

用尚不清楚 。此结果表明 ,重金属离子可诱导体细

胞胚的产生 。重金属离子对由体细胞诱导产生体细

胞胚的能力与营养元素无相关性 。

4.3　培养基状态

培养基的状态对体细胞胚的高频率诱导也具有

一定的影响 。一般认为液体培养基在胚的发育和成

熟阶段更有利于体细胞胚的大批量生产 ,因为它具

有培养物与周围营养物接触充分 、利于通过分级筛

选达到同步培养 、利于更换培养基 、利于搅拌或振荡

以保证供氧量等优点。

此外 ,在培养基中补充活性炭 、AgNO3 、乙烯 、

多胺 、Vc 、半胱氨酸等物质有利于体细胞胚的诱导

与分化[ 25] ;外界光照 、温度条件 、组织培养时间等因

素也不同程度地影响体细胞胚诱导和分化频率 。

5　展望
基因型 、外植体 、培养基成分及外源激素对胡萝

卜体细胞胚的诱导和分化产生显著影响 ,这些因素

之间还存在未知的协同效应。因此 ,今后胡萝卜体

细胞胚的研究需要从大量优良自交系中筛选理想基

因型;寻找一些新的成分加入培养基并进一步优化

组培条件 ,增强体细胞胚的发生能力和试管苗的抗

逆性;提高移栽成活率;开展胡萝卜基因组学研究并

结合突变技术寻找控制胡萝卜体细胞胚发生的基

因 ,探索体细胞胚发育的分子调控机制;并利用遗传

转化技术改造一些农艺性状好但体细胞胚发生率低

的自交系 ,建立胡萝卜高效再生系统 ,推进人工种子

和基因育种的产业化。
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