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枇杷叶片胚性愈伤组织诱导与内源激素含量的关系

周思宇ꎬ 王永清∗

(四川农业大学园艺学院ꎬ 成都 ６１１１３０)

摘　 要: 为揭示胚性愈伤组织发生过程中内源激素的变化规律ꎬ 本研究以枇杷叶片为实验材料ꎬ 通过诱导胚性愈

伤组织获得体细胞胚ꎬ 采用高效液相色谱法测定枇杷叶片及愈伤组织的赤霉素(ＧＡ３)、 生长素( ＩＡＡ)、 脱落酸

(ＡＢＡ)和玉米素(ＺＴ)４ 种内源激素的含量ꎬ 探讨胚性愈伤组织发育过程中 ４ 种内源激素的动态变化ꎮ 结果显示ꎬ
不同成熟度叶片内 ＩＡＡ / ＺＴ 比值对胚性愈伤组织的发生有正效应ꎬ 而 ＧＡ３ / ＩＡＡ 的比值具有负效应ꎮ 胚性愈伤组

织的发生需要较低含量的 ＧＡ３及高含量的 ＩＡＡ 和 ＡＢＡꎬ ＩＡＡ / ＺＴ 比值高有利于胚性愈伤组织形成ꎬ 培养后期及时

添加一定量的外源激素有利于胚性保持ꎮ 本研究可为离体培养时选择外植体、 添加外源激素及控制继代时间提

供理论指导ꎬ 并为快速获得枇杷胚性材料、 开展基因转化研究奠定基础ꎮ
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　 　 枇杷 (Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｔｅａ Ｌｉｎｄｌ.)是原产中国

的特色树种ꎬ 具有重要的经济与药用价值ꎬ 在我国

南方地区及日本、 西班牙、 美国等地均有大面积种

植ꎬ 其应用价值受到广泛关注[１]ꎮ 然而枇杷在生

产及育种中仍存在许多问题ꎬ 如核大、 耐寒性差、
常规育种困难等ꎬ 因此利用遗传转化手段进行物种

改良是较为可行的方法ꎮ 植物叶片被普遍认为是离

体再生及遗传转化最好的外植体来源ꎬ 且其遗传背

景相对明确ꎬ 取材方便ꎮ 利用叶片诱导胚性愈伤组

织ꎬ 不仅可作为种质资源离体保存、 外源基因转化

及体细胞融合的理想材料[２]ꎬ 还可为枇杷体细胞

胚再生成高稳定性的植株奠定基础ꎮ 近年来ꎬ 许多

学者对枇杷叶片离体培养开展了研究ꎬ 如吴延军

等[３]通过种苗叶片诱导愈伤组织实现不定芽再生ꎻ
王芳等[４]通过幼叶诱导胚性愈伤组织实现植株再

生ꎮ 但实验过程中仍存在进展缓慢、 培养难度大、
诱导率低、 可重复性差等问题ꎮ

植物离体培养的形态建成受多种因素影响ꎬ 不

仅包括培养基和培养环境等外部因素ꎬ 还包括培养

材料中内源激素含量等内部因素ꎮ 在前期的枇杷离

体培养研究中ꎬ 多注重对外部条件的筛选ꎬ 而对

内部因素探讨较少ꎮ 内源激素可调控植物生长发

育ꎬ 其含量对培养过程中脱分化和再分化起重要

作用ꎮ 目前ꎬ 已在玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ.) [５]、 水

稻(Ｏｒｙｚａ􀆰 ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ􀆰 ) [６]、 苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓ￣
ｔｉｃａ Ｍｉｌｌ.) [７]等物种中报道了内源激素变化影响植

物的离体培养ꎬ 而枇杷的相关研究尚未见报道ꎮ
高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)具有准确、 灵敏、 专

一的特点ꎬ 广泛应用于植物内源激素测定[８]ꎮ 因

此ꎬ 本研究以枇杷叶片为实验材料ꎬ 采用 ＨＰＬＣ
方法测定叶片外植体及愈伤组织发育过程中内源激

素的含量ꎬ 分析内源激素与胚性愈伤发生之间的关

系ꎬ 以期为枇杷种质资源保存及基因转化研究奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

于 ２０１５ 年 ３ － ４ 月ꎬ 从四川农业大学农场枇

杷品种‘大五星’实生树体上选取生长状况良好的

叶片作为实验材料ꎮ
１􀆰 ２　 实验试剂

赤霉素(ＧＡ３)、 玉米素(ＺＴ)、 生长素( ＩＡＡ)、

脱落酸(ＡＢＡ)为 Ｓｉｇｍａ 公司产品ꎻ 甲醇、 冰乙酸

为色谱纯ꎻ ２ꎬ６￣二叔丁基￣４￣甲基苯酚(ＢＨＴ)、 交

联聚乙烯吡咯烷酮(ＰＶＰＰ)、 石油醚(３０ ~ ６０℃)、
乙酸乙酯、 柠檬酸、 正丁醇、 ２ꎬ４￣二氯苯氧乙酸

(２ꎬ４￣Ｄ)、 ６￣苄氨基腺嘌呤(６￣ＢＡ)、 萘乙酸(ＮＡＡ)
均为分析纯ꎮ
１􀆰 ３　 愈伤组织诱导与继代培养

选摘 ３ 种不同成熟度的枇杷叶片ꎬ 经过表面消

毒后截取基部约 １ ｃｍ２ 的叶片ꎬ 远轴面接触培养

基ꎬ 接种于 １ / ８ＭＳ 培养基中(含 １􀆰０ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄꎬ
１􀆰０ ｍｇ / Ｌ ６￣ＢＡꎬ ０􀆰２ ｍｇ / Ｌ ＮＡＡ)ꎬ 暗培养 ２ 周后

置于白光下培养ꎮ 将初代培养形成的愈伤组织转

接至 １ / ４ＭＳ 增殖培养基中(含 ０􀆰５ ｍｇ / Ｌ ６￣ＢＡꎬ
０􀆰２ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ)ꎮ 定时观察愈伤组织生长状态ꎬ
统计胚性愈伤组织诱导率(胚性愈伤组织诱导率 ＝
胚性愈伤组织发生数 /接种数 × １００％)ꎮ
１􀆰 ４　 内源激素的测定

１􀆰 ４􀆰 １　 标准溶液的配制

标样储备液分别含有: ２ ｇ / Ｌ ＧＡ３、 １ ｇ / Ｌ
ＩＡＡ、 １ ｇ / Ｌ ＡＢＡ 和 ０􀆰１ ｇ / Ｌ ＺＴꎬ 以色谱甲醇溶解

并定容ꎬ 置于－２０℃冰箱中避光保存ꎮ 取各组分适

量的储备液混合ꎬ 用流动相稀释成系列浓度梯度溶

液ꎮ 其中 ＧＡ３和 ＡＢＡ 浓度梯度分别为 ０􀆰１、 ０􀆰０５、
０􀆰０１、 ０􀆰００５、 ０􀆰００１ ｍｇ / ｍＬꎻ ＩＡＡ 浓度梯度分别

为 ０􀆰１、 ０􀆰０５、 ０􀆰０２、 ０􀆰０１、 ０􀆰００５ ｍｇ / ｍＬꎻ ＺＴ 浓

度 梯 度 分 别 为 ０􀆰０１、 ０􀆰００５、 ０􀆰００１、 ０􀆰０００５、
０􀆰０００１ ｍｇ / ｍＬꎬ 保存备用ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 内源激素的提取与纯化

枇杷叶片中内源激素的提取及纯化参照胡晓辉

等[９]和未晓巍等[１０] 的方法并加以改进ꎮ 准确称取

枇杷叶片 ２􀆰０ ｇꎬ 液氮研磨成粉末ꎬ 加入预冷的

８０％甲醇 １６ ｍＬ(含 ３０ ｍｇ / Ｌ ＢＨＴ)在弱光冰浴下

研磨成浆ꎬ 置于－２０℃下避光浸提ꎮ ２４ ｈ 后样品以

４℃ꎬ ５５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ 保留上清液ꎻ 沉淀

加入 ７ ｍＬ 甲醇浸提 ２ 次ꎬ 以 ４℃ꎬ ６５００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 ２０ ｍｉｎ 后合并上清液ꎮ 上清液在 ３５℃下减压浓

缩至 ２０ ｍＬꎬ 加入等体积石油醚萃取脱色ꎬ 合并 ３
次水相ꎮ 旋转蒸发去除石油醚后ꎬ 加入 ０􀆰３ ｇ
ＰＶＰＰ 于低温弱光下振荡 ３０ ｍｉｎꎬ 过滤ꎮ 滤液过

Ｃ１８ 柱洗脱ꎬ 调节 ｐＨ 值至 ２􀆰８ꎬ 再加入等体积的

乙酸乙酯萃取 ３ 次ꎮ 保留有机相ꎬ 氮气吹干后加入

２ ｍＬ 流动相溶解ꎬ 过 ０􀆰４５ μｍ 有机滤膜后用于
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ＨＰＬＣ 分析(含 ＧＡ３、 ＩＡＡ、 ＡＢＡ)ꎮ 无机相经 ４５℃
旋转蒸发后ꎬ 调 ｐＨ 值至 ８􀆰０ꎬ 加入等体积的水饱

和正丁醇萃取 ３ 次ꎬ 其有机相经氮气吹干后加入

２ ｍＬ 流动相溶解ꎬ 过 ０􀆰４５ μｍ 有机滤膜后用于

ＨＰＬＣ 分析(含 ＺＴ)ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ３　 色谱条件

色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司 ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ
Ｃ１８(４􀆰６ ｍｍ × １５０ ｍｍꎬ ５ μｍ)ꎬ 柱温 ３０℃ꎬ 流

动相为甲醇 ∶ 乙酸 ∶ 水(４５ ∶ ０􀆰８ ∶ ５４􀆰２)ꎬ 流速 ０􀆰８
ｍＬ / ｍｉｎꎬ 进样量 １０ μＬꎬ 检测波长 ２５４ ｎｍꎮ 以标

样出峰时间定性ꎬ 外标峰面积定量ꎮ 实验重复 ３
次ꎬ 采用 ＤＰＳ ７􀆰０５ 软件对数据进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 流动相的确定及定性分析

流动相组成直接影响激素的分离效果ꎬ 不

同种类色谱柱流动相具有不同的效果ꎮ 本研究

选择 ３ 种常用的流动相: 甲醇￣乙腈￣ ０􀆰６％乙酸

(５０ ∶ ５ ∶ ４５) [１１]、 甲醇￣水￣乙酸(４５ ∶ ５４􀆰２ ∶ ０􀆰８) [１２]

和甲醇￣乙腈￣磷酸盐缓冲液(１５∶１５∶７０ꎬ ｐＨ ３􀆰５)[１３ꎬ１４]ꎬ
比较其分离效果ꎮ 结果发现ꎬ 在第一种流动相中ꎬ
４ 种激素出峰时间均在 ８ ｍｉｎ 内ꎬ 且 ＧＡ３和其他 ３
种激素 ＺＴ、 ＩＡＡ、 ＡＢＡ 均不能完全分离ꎬ 灵敏度

较低ꎮ 第三种流动相中ꎬ ４ 种激素分离效果得到

明显改善ꎬ 但无机盐的存在易造成色谱柱堵塞ꎬ
使用后要严格冲柱ꎬ 操作相对复杂ꎮ 在第二种流

动相中ꎬ ４ 种激素能够完全分离(图 １)ꎬ 其中 ＺＴ
保留时间为 ２􀆰３４ ｍｉｎꎬ ＧＡ３为 ３􀆰３５ ｍｉｎꎬ ＩＡＡ 为

６􀆰１８ ｍｉｎꎬ ＡＢＡ 为 １０􀆰３２ ｍｉｎꎮ ４ 种 激 素 可 在

１４ ｍｉｎ 内分离完全ꎬ 且重复性较好ꎮ 经过综合比

较ꎬ 确定甲醇￣水￣乙酸(４５ ∶ ５４􀆰２ ∶ ０􀆰８)为最佳流

动相ꎮ
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图 １　 标准品色谱图
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

２􀆰 ２　 定量分析

将配制好的系列浓度梯度混合标准溶液ꎬ 按上

述色谱条件依次进样ꎬ 得到 ４ 种激素在不同浓度上

的峰面积ꎮ 以峰面积为纵坐标ꎬ 标准品浓度为横坐

标绘制标准曲线ꎬ 计算各组分的回归方程及相关系

数(表 １)ꎮ

表 １　 ４ 种激素的回归方程及相关系数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｈｏｒｍｏｎｅｓ

内源激素
Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｈｏｒｍｏｎｅｓ

回归方程
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＺＴ ｙ ＝ ３８０８２ｘ ＋ １６.７４ Ｒ ２ ＝ ０.９９７８
ＧＡ３ ｙ ＝ ７８２３.８９ｘ ＋ ５４.３３ Ｒ ２ ＝ ０.９９９１
ＩＡＡ ｙ ＝ １２０２７ｘ ＋ ８８.９４ Ｒ ２ ＝ ０.９９９６
ＡＢＡ ｙ ＝ ６１６９５ｘ ＋ ８３.９０ Ｒ ２ ＝ ０.９９８５

２􀆰 ３　 不同成熟度枇杷叶片的内源激素含量及愈伤

组织诱导结果

本研究选用 ３ 种成熟度的枇杷叶片 (图 ２:
Ａ)ꎬ 展叶时间分别为 ８、 １２、 １８ ｄꎬ 依次定义为 １
级、 ２ 级和 ３ 级叶ꎮ 其中 １ 级叶为幼嫩材料ꎬ 叶长

约 ９ ｃｍꎬ 外被褐色绒毛ꎬ 毛量较多ꎬ 叶片薄而软

呈黄 绿 色ꎻ ２ 级 叶 为 中 等 成 熟 材 料ꎬ 叶 长 约

１４ ｃｍꎬ 外被浅褐色绒毛ꎬ 毛量较少ꎬ 叶片略革质

化呈 浅 绿 色ꎻ ３ 级 叶 为 较 成 熟 材 料ꎬ 叶 长 约

１７ ｃｍꎬ 外被少量浅褐色绒毛ꎬ 叶片革质化明显且

较厚ꎬ 呈深绿色ꎮ 截取叶片基部 ５ ｃｍ２的部分ꎬ 按

１􀆰４􀆰２ 中的方法对不同成熟度叶片内源激素进行提

取和分离ꎬ 得到 ＨＰＬＣ 图谱(图 ３)ꎮ 在选定色谱条

件下样品的目标峰明显ꎬ 且与杂峰得到了很好的分

离ꎬ 说明上述提取方法较为可靠ꎮ
不同成熟度叶片的内源激素含量测定结果如表

２ 所示ꎮ ３、 ４ 月时ꎬ 枇杷展叶 ８ ~ １８ ｄ 内ꎬ 随叶

面积的扩大ꎬ ＺＴ 含量逐渐增加ꎬ ＡＢＡ 逐渐减少ꎬ
ＧＡ３和 ＩＡＡ 均表现为先增加后减少的趋势ꎮ 对不同

成熟度叶片离体培养后发现(表 ３)ꎬ ２ 级和 ３ 级叶

的愈伤组织发生率较高ꎬ １ 级叶在培养时大量褐

化ꎬ 出愈率最低ꎮ 观察结果显示: 非胚性愈伤组织

发生较早ꎬ 在初代培养 ２ 周后出现较多淡绿或黄绿

色、 结构较为松散的愈伤组织ꎬ 并伴有一定程度的

褐化ꎮ 而胚性愈伤组织在初培 ２ 周后仅在叶片切口

处形成 １ 颗淡黄色球型细胞ꎻ 在第二代继代培养后

期ꎬ 切口附近有淡黄色、 半透明、 表面光泽ꎬ 排列
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A B
Ａ: 从左至右依次为ꎬ １ 级叶(展叶 ８ ｄ)、 ２ 级叶(展叶 １２ ｄ)和 ３ 级叶(展叶 １８ ｄ)ꎻ Ｂ: 叶片培养产生的胚性愈伤组织ꎮ
Ａ: Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔꎬ ｌｅｖｅｌ １ ｌｅａｆ (８ ｄ)ꎬ ｌｅｖｅｌ ２ ｌｅａｆ (１２ ｄ) ａｎｄ ｌｅｖｅｌ ３ ｌｅａｆ (１８ ｄ)ꎻ Ｂ: Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｉ ｉｎｄｕｃｔｅｄ ｆｒｏｍ
ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｌｏｑｕａｔ.

图 ２　 ３ 种不同成熟度的枇杷叶片及胚性愈伤组织
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｌｏｑｕａｔ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｕｒｉｔｙ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｉ
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Ａ ~ Ｃ: 依次为 １ 级叶、 ２ 级叶和 ３ 级叶图谱ꎮ Ａ１、 Ｂ１、 Ｃ１ 为 ＧＡ３、 ＩＡＡ、 ＡＢＡ 的色谱峰ꎬ Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２ 为 ＺＴ 色谱峰ꎮ
Ａ －Ｃ: ＨＰＬＣ ｏｆ ｌｅｖｅｌ １ ｌｅａｆ ｔｏ ｌｅｖｅｌ ３ ｌｅａｆ. Ａ１ － Ｃ１ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋｓ ｏｆ ＧＡ３ꎬ ＩＡＡꎬ ａｎｄ ＡＢＡꎻ Ａ２ － Ｃ２ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋ
ｏｆ ＺＴ.

图 ３　 不同成熟度叶片内源激素的 ＨＰＬＣ图谱
Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｕｒｉｔｙ
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表 ２　 不同成熟度叶片的内源激素含量
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｕｒｉｔｙ

叶片
Ｌｅａｆ

激素含量　 Ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ (μｇ / ｇ)

ＧＡ３ ＩＡＡ ＡＢＡ ＺＴ ＩＡＡ / ＺＴ ＧＡ３ / ＩＡＡ

１ 级 ３４.０２ ± １１.４６ ６.６４ ± ３.９４ ４.４５ ± ７.６９ ３.６８ ± １.３７ １.８０ ± ０.３６ ５.１２ ± ０.１４
２ 级 ４２.３４ ± １４.７５ ８.６６ ± ５.７７ ３.６８ ± １５.３３ ４.２４ ± ０.７９ ２.０４ ± ０.２８ ４.８８ ± ０.０９
３ 级 ３９.９１ ± ８.２８ ７.３２ ± １.８９ ３.０３ ± ６.８３ ５.０４ ± ４.９１ １.４５ ± ０.１６ ５.４５ ± ０.２１

　 　 注: 表中数值为平均值 ± 标准误(ｎ ＝ ３)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａｌｌ ｄａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ａｒｅ ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ± ＳＥ(ｎ ＝ ３) .

表 ３　 不同成熟度叶片愈伤组织诱导率及胚性愈伤组织发生率
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｕｒｉｔｙ

叶片
Ｌｅａｆ

外植体数
Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｅｘｐｌａｎｔｓ

出愈数
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｃａｌｌｉ

胚性愈伤数
Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｉ

愈伤组织诱导率
Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ (％)

胚性愈伤组织
诱导率

Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ (％)

１ 级 １２０ ６１ ４９ ５０.５３ ４０.８３
２ 级 １２０ ９２ ６３ ７６.６７ ５２.５０
３ 级 １２０ ７９ ３５ ６５.８２ ２９.１７

较为紧密、 表面具球型小颗粒的胚性愈伤组织团形

成(图 ２: Ｂ)ꎬ 明显区别于非胚性愈伤组织ꎮ ２ 次

继代培养后统计胚性愈伤组织发生率ꎬ 结果表明ꎬ
２ 级叶的胚性愈伤组织发生率最高ꎬ 达 ５２􀆰５０％ꎬ
是枇杷叶片培养最佳的实验材料ꎮ １ 级叶产生愈

伤组织较少ꎬ 但胚性愈伤占很大比例ꎬ 其发生率

仅次于 ２ 级叶ꎮ 而 ３ 级叶虽产生较多愈伤组织ꎬ
但多数为质地松散的非胚性愈伤ꎬ 在培养过程中

逐渐褐化死亡ꎮ 结合各成熟度叶片内源激素含量

综合分析发现ꎬ ＩＡＡ / ＺＴ 比值与胚性愈伤诱导率呈

正相关(Ｒ ２ ＝ ０􀆰９８８５)ꎬ ＧＡ３ / ＩＡＡ 比值对胚性愈伤

诱导率可产生负效应(Ｒ ２ ＝ ０􀆰９９１７)ꎬ 外植体内

ＡＢＡ 含量与胚性愈伤组织诱导无明显相关性ꎮ 因

此ꎬ 出愈率的高低并非取决于某一种内源激素的含

量ꎬ 而是多种效应相互作用的结果ꎮ
２􀆰 ４　 愈伤组织发育过程中内源激素含量变化

将初代培养形成愈伤组织的培养物转接至继代

培养基中ꎬ 每隔 １０ ｄ 观察并测定内源激素含量ꎮ
结果表明ꎬ 随培养时间的增加ꎬ 愈伤组织内源激素

含量发生明显变化(图 ４)ꎮ ＧＡ３ 始终处于较高水

平ꎬ 在培养 ０ ~ ２０ ｄ 内逐渐增加并达到峰值ꎬ
３０ ｄ 时 ＧＡ３含量明显减少ꎬ ４０ ｄ 时略有增加ꎬ 之

后逐渐减少ꎮ ＩＡＡ 含量在 ０ ~３０ ｄ 期间逐渐增加ꎬ
其中 １０ ~ ２０ ｄ 内急剧增长ꎬ ２０ ~ ３０ ｄ 缓慢增

长ꎬ 于 ３０ ｄ 时达到最大值ꎬ 之后逐渐降低ꎮ ＺＴ 和

ＡＢＡ 在愈伤组织内含量较少ꎬ ＺＴ 含量在培养初期
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图 ４　 愈伤组织内源激素含量的动态变化
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ

ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｃａｌｌｉ

逐渐增加ꎬ 于 ４０ ｄ 时达到最大值ꎮ ＡＢＡ 变化范围

较小ꎬ ３０ ｄ 时含量达到最大值ꎮ 观察愈伤组织生

长状态发现ꎬ ０ ~ ２０ ｄ 内愈伤组织快速生长ꎬ
３０ ｄ 左右淡黄色胚性愈伤组织团出现ꎻ ４０ ~ ６０ ｄ
愈伤组织生长缓慢ꎬ 边缘逐渐老化并伴有一定程度

的褐化ꎮ 研究结果表明ꎬ 胚性愈伤组织大量发生

时ꎬ ＧＡ３含量有所减少ꎬ ＩＡＡ 和 ＡＢＡ 均处于最大

值ꎮ 因此ꎬ 枇杷叶片胚性愈伤组织的发生需要较低

水平的 ＧＡ３ 及较高水平的 ＩＡＡ 和 ＡＢＡꎮ 另外ꎬ
ＩＡＡ / ＺＴ 比值高也有利于胚性愈伤组织的形成ꎮ
３０ ｄ 后各激素水平降低可能是造成愈伤组织逐渐

老化的原因ꎮ 以 １５ ｄ 为继代周期ꎬ 材料及时转接

至 １ / ２ＭＳ 培养基中(含 ０􀆰５ ｍｇ / Ｌ ６￣ＢＡꎬ ０􀆰２ ｍｇ /
Ｌ ＮＡＡ)ꎬ 转接 ４ 次后ꎬ 胚性愈伤组织表面突起ꎬ
表面光泽的球形胚和心形胚相继出现(图 ５)ꎮ
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A B
Ａ: 球形胚ꎻ Ｂ: 心形胚ꎮ
Ａ: Ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏ ｏｆ ｌｏｑｕａｔꎻ Ｂ: Ｈｅａｒｔ ｓｈａｐｅｄ ｅｍｂｒｙｏ ｏｆ ｌｏｑｕａｔ.

图 ５　 球形胚和心形胚
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏ ａｎｄ ｈｅａｒｔ ｓｈａｐｅｄ ｅｍｂｒｙｏ

３　 讨论

培养难度大、 再生困难等现状严重制约了枇杷

离体快繁及遗传改良技术的发展ꎮ 本研究从内源激

素的角度探究胚性愈伤组织发生的条件ꎬ 为深入研

究枇杷体细胞胚发生机制奠定了基础ꎮ
３􀆰 １　 内源激素的提纯及 ＨＰＬＣ 的色谱条件

本研究初步探索了 ＨＰＬＣ 测定枇杷叶片及愈

伤组织内源激素的方法ꎮ 结果表明 ＺＴ、 ＩＡＡ 和

ＡＢＡ 在 ２５０ ~ ２６０ ｎｍ 范围内均有较大的吸收峰ꎬ
而 ＧＡ３在 ２１０ ｎｍ 下吸收峰最大ꎮ 实验曾尝试设置

双波长以提高检测灵敏度ꎬ 结果发现 ２１０ ｎｍ 下受

甲醇干扰较大ꎬ 基线难平ꎬ 因此最后选定 ２５４ ｎｍ
作为检测波长ꎮ 鉴于枇杷叶片内含较多色素及多酚

类物质ꎬ 易对 ＨＰＬＣ 目标峰产生干扰ꎬ 因此实验

采用多次萃取、 ＰＶＰＰ 吸附及 Ｃ１８ 小柱分离相结合

的方法ꎬ 较好地排除了杂质干扰ꎬ 有效实现 ４ 种激

素的提纯ꎮ
３􀆰 ２　 叶片内源激素含量与胚性愈伤组织诱导

枇杷叶面积增大ꎬ 叶片内组织的分化及结构

发育都受到激素调控ꎮ 而叶片的发育程度也影响

其离体再生能力ꎮ 本研究结果表明ꎬ 枇杷叶片由

幼嫩转为成熟的过程中ꎬ ＧＡ３和 ＩＡＡ 含量均呈先

上升后下降的变化趋势ꎬ ＡＢＡ 含量逐渐下降ꎬ 这

与马海燕等[１２] 的研究结果一致ꎮ 高庆玉等[１５] 在

树莓(Ｒｕｂｕｓ ｃｏｒｃｈｏｒｉｆｏｌｉｕｓ Ｌｉｎｎ. ｆ.)叶片发育过程

中也发现ꎬ ＧＡ３和 ＩＡＡ 在叶面积快速增长期时含量

迅速升高ꎬ 随后含量逐渐降低ꎮ 本研究还发现外植

体内单个激素水平与胚性愈伤组织的发生没有明显

相关性ꎬ 而激素间的比值可以影响离体培养的

效果ꎮ
３􀆰 ３　 胚性愈伤组织的发生与内源激素含量

植物愈伤组织诱导及体细胞胚的发生受内源激

素调控ꎬ 其中 ＩＡＡ 和 ＣＴＫ 之间维持平衡是离体再

生的重要生理条件ꎮ ＡＢＡ 被认为是器官发生的调

节器[１６]ꎬ 而 ＧＡ３ 与 ＩＡＡ 的作用类似[１７]ꎮ 付凤玲

等[１８]研究发现ꎬ 高水平的 ＩＡＡ、 ＡＢＡ 和低水平的

ＧＡ３有利于玉米胚性愈伤组织的诱导ꎬ 此结果与本

研究一致ꎮ 而贾小霞等[５] 研究认为ꎬ 高水平 ＧＡ３

利于胚性愈伤组织的诱导ꎮ 郭敏敏等[１９]研究发现ꎬ
高含量 ＡＢＡ 对胚性愈伤的形成有促进作用ꎬ 而过

高浓度的 ＩＡＡ 不利于胚性细胞形成ꎮ 田春英等[７]

的研究也表明ꎬ 苹果叶片离体培养初期ꎬ ＩＡＡ、
ＡＢＡ 和 ＺＲ (玉米素核苷)含量均较高ꎬ 而在细胞

旺盛分裂期和分化期 ＩＡＡ 逐渐降低ꎬ 而 ＡＢＡ 和 ＺＲ
含量仍保持较高水平ꎮ

除植物本身存在内源激素差异外ꎬ 造成激素表

现差异的原因还可能包括以下几点ꎮ 一是取材部位

不同(如幼胚、 花药、 叶片)ꎮ 各部位组成结构不

同可能导致激素水平的差异ꎮ 二是胚性愈伤组织的

发生方式不同ꎮ 本研究中胚性愈伤组织由叶片直接

诱导获得ꎬ 若经过愈伤组织诱导后再进入胚性愈伤

组织阶段ꎬ 可能使内源激素的含量出现较大差异ꎮ
三是继代次数不同ꎮ 短时间的继代培养可能通过增

加酶活性的方式促进愈伤组织胚性化[２０]ꎬ 但随继

代次数增多ꎬ 内源激素水平下降在很大程度上影响

了培养物的生长ꎬ 因此在及时继代培养的基础上还

应注意调整外源激素的种类及添加量ꎮ 另外ꎬ 胚性
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保持是培养过程中的一大难题ꎬ 洪森荣等[２１] 提出

的包埋超低温保存法可为枇杷胚性愈伤组织的保存

提供一条解决途径ꎮ
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