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0 引言

植物组织培养中体细胞胚的发生不仅具有普遍

性，而且具有数量多，速度快，结构完整的特点。另外，

体细胞胚再生的植株其最初来源是单个胚性细胞，这

就能克服遗传嵌合及后代分离问题，可以在细胞水平

上进行遗传选择，这就为高等植物在细胞水平上进行

遗传操作及品种改良提供了可靠的依据和有效途径。

自20世纪80年代初各国相继开始研究植物人工种子，

目前已对近 30种植物进行过人工种子制作的研究[1]。

人工种子的核心是体细胞胚，所以体细胞胚大批量生

产及高质量体细胞胚诱导也是人工种子研制的关键。

因此组织培养中体细胞胚的发生对细胞工程的实施有

着重要意义。

1 影响体细胞胚发生和发育的外部条件

1.1 植物激素的影响

植物体细胞转化为胚性细胞的一个重要前提是这

些细胞必须脱离整体的约束而进行离体培养。但仅离

体培养并非是胚性细胞分化的充分条件。细胞分化还

必须具有相应的诱导因子，特别是激素的诱导与调节

作用。在影响组织培养过程中体细胞胚发生的诸多因

素中，植物激素是最重要的调节因素之一[2]。从目前

的报告看，不同的植物所使用的激素种类大不相同，有

的植物必须通过生长素与细胞分裂素联合使用，而有

的植物只使用生长素或细胞分裂素便可形成体细胞

胚。例如，对苜蓿的分化诱导，必须同时使用生长素和

细胞分裂素，而对红豆草则只在附加一定量BA的情
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况下也能分化，且分化率较高[3,4]。

1.1.1 生长素类物质 2,4-D，NAA，IAA等生长素类物

质对愈伤组织分化形成胚状体具有促进作用，是体细

胞胚发生的重要条件。

大多数植物细胞在离体培养条件下诱导胚性细胞

的发生必须在含有2,4-D的条件下，并认为2,4-D对内

源生长素的调节和平衡起重要作用[5]。然而，2,4-D在

诱导胚性愈伤组织中是必不可少的，在体细胞胚发育

过程中却又起抑制作用。极低浓度甚至无激素培养基

则有利于体细胞胚发生发育。这正好和某些蛋白质组

分含量变化相一致[6]。

IAA也是诱导体细胞胚发生的关键因素。水稻

（Oryza sativa）胚性细胞出现时伴随有较高的内源 IAA

水平。在胚性细胞转换时期添加外源 IAA或阻止生

长素流出细胞的抑制剂能促进胚性细胞形成[7]。香雪

兰（Freesia refracta）花序外植体离体培养时，只有花序

轴的原形态学下端分化出体细胞胚，而在形态学上端

无体细胞胚形成，体细胞胚发生端的 IAA含量明显高

于非胚发生端[8]。胡萝卜（Daucus carota）胚性细胞的

IAA含量是非胚性细胞的13倍[9]。

同样，NAA对体细胞胚的诱导作用也是显著的，

关键是其使用的浓度和存在时间的长短。如在防风

（Saposhnikovia divaricata）体细胞胚发生的过程中，

0.5 mg/L 2,4-D是诱导胚性愈伤组织最适宜的生长素

浓度，当 2,4-D的浓度高于 1 mg/L则限制了体细胞胚

的进一步发育；在胚状体的分化过程中，只有逐步降低

2,4-D浓度或代之以作用较弱的同浓度的NAA，才会

有利于体细胞胚的进一步分化和发育，推测胚性愈伤

组织经过诱导和驯化后已经产生了相应的内源激素。

如果再继续使用原来浓度水平的强效的2,4-D会对体

细胞胚的分化起抑制作用[10]。

1.1.2 细胞分裂素和赤霉素 细胞分裂素（CTK）及赤霉

素（GA3）类在体细胞胚的发生和发育过程中起协同作

用。例如特定浓度的GA3和ABA能够促进印度娃儿

藤体细胞胚的形成[11]。细胞分裂素类物质如BA、KT

等也是体细胞胚诱导中不可缺少的，它可促进一些植

物胚性愈伤组织形成和体细胞胚的成熟。BA与生长

素组合对体胚诱导的效果优于只添加生长素的培养基

配方[12]。但细胞分裂素类对体细胞胚发生的作用具有

基因型差异。皇冠草（Echinodorus orisis）的内源CTK

在球形胚期达最大值，即CTK通过促进细胞分裂而促

进体细胞胚生长[13]，大茴香（Pimninella anisum）体细胞

胚发育却与内源CTK无明显相关性[14]。最近，黄健秋

等[15]用马尾松（Pinus massoniana）种子做外植体，在含

2,4-D、6-BA和KT的培养基中得到胚性愈伤组织，在

培养基中形成具子叶的胚和完整小植株。

在前期研究的基础上，经过近几年的进一步试验，

人们越来越重视细胞分裂素类和生长素类的配合使

用，特别是KT与 2,4-D的配合使用，往往能解决体细

胞胚诱导中的棘手问题。如 2,4-D和KT按一定比例

组合使用，不仅能诱导体细胞胚发生，而且胚胎的诱导

率很高成胚期短（7~30天）[16]。GA3调节体细胞胚发生

和发育的报道较少。皇冠草体细胞胚发生过程中GA3

变化趋势与CTK相同，可能共同参与调节细胞的生长
[13]。多数植物却可在无GA3培养基中产生体细胞胚，

可能其内源GA3足以满足体细胞胚发生需要[17]。

1.1.3 脱落酸 大量实验表明，脱落酸（ABA）对某些植

物体细胞胚发生的特异基因表达起调控作用，激活相

关基因的表达，大量合成贮藏蛋白、晚期胚胎丰富蛋白

（LEA）和少量胚胎发生特异性蛋白 [18]。通常低浓度

（1~10 μmol/L）能促进体细胞胚发生，高浓度（10 μmol/

L以上）则抑制体细胞胚的发生。此外，ABA对体细胞

胚的促进和抑制作用，还与胚体的生理状态密切相

关。例如，在鹰嘴豆（Cicer arietinu）的体细胞胚发生研

究中发现，用 ABA 处理可产生三种特异的 cDNA 克

隆，这三种克隆的表达与胚的成熟有关[19]。在白云杉

研究中发现，用ABA处理愈伤组织 6 h后有新蛋白合

成，同时提高了体细胞胚发生的频率 [20-21]。在大麦

（Hordeum vulgare）中发现，外源ABA对胚的萌发起决

定作用 [22]。在棉花（Gossypium klotzschimum）的体细

胞胚发生中，ABA诱导出胚胎特异性蛋白质ECP31和

LEA (D34)蛋白质，并具有表达的时空顺序性。ABA

可以使胡萝卜体细胞胚发生的水平提高，用抑制剂降

低 ABA 的合成，也影响了 mRNA 的转录水平，表明

ABA 至少部分地在转录水平上对该基因进行调控
[23]。最近也有实验表明，ABA 对甘薯（Ipomoen

batatas）体细胞胚诱导具有显著的抑制作用。如果将

已产生的球形胚和心形胚转入含有ABA（0.2~0.5 mg/

L）或ABA+BG（1~2 mg/L）的培养基中培养 3天，体细

胞胚将发生脱分化，变成愈伤组织。

1.2 光质的影响

一些研究者认为，激素对植物组织培养的形态发

生起决定作用，而光质只起一种补偿作用，只从数量上

影响形态发生，并不能代替激素的作用。花生

（Arachis hypogaea）体细胞胚诱导培养中，即使极弱光

照也明显抑制体细胞胚的发生，光下继代培养中无体

细胞胚发生[24]。Michler详细研究了光质对胡萝卜体

细胞胚发生的影响，发现高强度的白光和蓝光抑制愈
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伤组织生长和体细胞胚发生，红光和绿光与黑暗处理

相同，产生最多胚状体。在持续光照下，蓝光中的细胞

产生次级胚，并促进下胚轴伸长；红光中的培养物产生

多子叶，胚轴长度正常[25]。

1.3 碳源的影响

蔗糖、PEG作为碳源和渗透调节剂，能促进植物

体细胞胚成熟。

对绝大多数植物而言，蔗糖浓度太低或无时，生

成的愈伤组织量少而且无胚性能力，不能再生成苗；蔗

糖浓度太高，如为9%时，愈伤组织多呈球形胚，虽具胚

性能力，但愈伤组织生长极慢，量少，而且再生能力有

所下降；蔗糖浓度为3%时，只停留在胚性愈伤组织阶

段，球形胚甚少，但愈伤组织量多，再生能力强，而且正

常苗比例高[26]。如胡萝卜愈伤组织在含不同蔗糖浓度

的MS培养液中培养 7天后，在 1%和 12%蔗糖培养液

中空长细胞多，在含3%、5%、8%和10%蔗糖的培养液

中空长细胞少，小细胞多[27]。

而在少数植物体细胞胚成熟培养过程中，用麦芽

糖代替蔗糖要比以前常用的蔗糖培养基好，不但明显

提高了体细胞胚成熟频率，而且使体细胞胚发生时间

提前，同时体细胞胚质量明显改善。如华北落叶松体

细胞胚的成熟频率和根发生频率在麦芽糖 3%配合

PEG4000 4%且无蔗糖时能显著提高，且产生的体细胞

胚质量较高[28]。

1.4 活性炭的影响

活性炭对体细胞胚的诱导有促进作用，而适当的

活性炭浓度（0.1%~0.3%）较利于体细胞胚的发育。如

在番木瓜（Carica stipulata）的体细胞胚发生过程中在

不含任何激素的培养基上继代的愈伤组织生长缓慢，

继代两代不见有体细胞胚出现。而在降低激素浓度和

附加 0.2%活性炭的培养基上继代的愈伤组织生长速

度适中，继代两次后有大量体细胞胚出现[29]。在生根

培养基中加入活性炭，不仅可以促进雷公藤芽苗不定

根产生,也可以促进根的生长，并且可抑制根褐变现象

的发生[30]。

1.5 渗透压的影响

蔗糖在培养基中既作碳源，又能维持一定的渗透

压。不同的蔗糖浓度对番木瓜体细胞胚的发育有明显

的作用。3%的蔗糖浓度适于植物体细胞胚的整个发

育时期[31-32]。

1.6 培养方式的影响

不同的培养方式对体细胞胚的发育也有影响：一

般认为，在固体培养基上生长的体细胞胚比在液体上

生长的质量高，但液体培养具有扩大体细胞胚生产量

及易于体细胞胚分选收集等优点[33]。因此，让体细胞

胚在固体培养基上完成其早期发育，而在液体培养基

上完成其后期发育，这种培养方式综合了固体培养和

液体培养各自的优点，使其体细胞胚经历液体培养的

时间短，但仍能用过筛的方法使体细胞胚实现同步化，

从而提高体细胞胚的质量[29]。

1.7 不同离子的影响

不同离子对植物体细胞胚的形成具有重要的作

用，不仅影响诱导频率，而且还影响胚性愈伤组织的形

成。Ca2+对体细胞胚胎发生的影响在植物细胞分化与

发育过程中起着十分重要作用，它参与了细胞分化、分

裂和形态发生以及植物抗逆反应等过程。如激素作为

重要调节因子，在植物细胞分化、体细胞胚的诱导和形

态建成等过程中起关键作用，而在激素的信号传递过

程中Ca2+可能是通过调节基因表达来实现的[34]。La3+

作为一种稀土元素，既是植物生长发育所需的一种矿

质营养元素，又是Ca2+通道的竞争性抑制剂。当在培

养基中加入低浓度La3+时，其主要表现为一种营养元

素，对体细胞胚胎发生略有促进作用[35]。培养基中加

入适当浓度金属离子可提高体细胞胚发生的频率，使

愈伤组织的体细胞胚胎发生数量提高，防止培养物的

褐化与玻璃化。而超过一定浓度则对植物有毒害作

用。Ag+不仅促进器官发生，而且对体细胞胚胎发生

也有积极的促进作用。它不仅可提高诱导频率，而且

还可以加速胚性愈伤组织的形成。Ag + 对枸杞

（Lycium barbarum L.）体细胞胚发生表现促进作用，当

AgNO3的浓度为 50 mg/L时，可大大提高愈伤组织中

体细胞胚发生，是对照（不加AgNO3）组的 3倍左右。

而超过此浓度后，Ag离子对枸杞体细胞胚发生表现毒

害作用，体细胞胚的发生受到明显抑制[36]。在对于Se

的研究中发现Ag与Se相互拮抗，Se可以拮抗Ag的毒

性。在Ag离子浓度在50 mg/L以上（毒害作用），Se的

吸收量还是较高[32]。在 20世纪 90年代初，Kiyosue等
[37]用含有CoCl2、NiCl2、CuCl2、ZnCl2和CdCl2的MS培养

基诱导了胡萝卜体细胞胚的形成。小麦（Triticum

aestivum）愈伤组织诱导体细胞胚发生中也发现Zn2+、

Cu2+、Co2+和Mn2+等金属离子具有重要的促进作用，不

仅可提高诱导频率，而且还可以加速胚性愈伤组织的

形成[38]。

2 影响体细胞胚发生和发育的内部条件

2.1 植物基因型的影响

大量实验结果表明，不同品系的植物在体细胞胚

培养中激素的选择与搭配以及浓度的选择，培养条件

等部分具有很大差异，这与不同植物千差万别的基因
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型有关。例如，生长素、尤其是2,4-D是广泛用于诱导

植物体细胞胚发生的生长调节剂，但却在核桃

（Juglans regia）中少有应用。被认为对体细胞胚发生

有阻碍作用的细胞分裂素类却是用于核桃体细胞胚发

生的主要生长调节剂[39]。大豆的8个品种在外植体大

小和培养条件完全相同的情况下，体细胞胚发生频率

最高达 18.3%，最低只有 4.2%[40]。黑云杉不同品种间

体细胞胚分化率也从17%~65%不等[41]。

2.2 植物生理状态的影响

植物的每个细胞均有成胚的潜力，但成胚频率最

高的是那些具有较高胚性感受能力（embryogenic

competence）的细胞[39]。大量实验证明，外植体的生理

状态和发育程度都直接影响体细胞胚的发生，一般生

理代谢旺盛而分化程度较低的组织有利于体细胞胚的

诱导[42]。例如，华北落叶松外植体取材时，仅有某一时

期内采集的球果容易诱导胚性愈伤组织[43]。黄山栾树

体细胞胚的发生研究中表明：节间愈伤组织可诱导产

生体细胞胚，而叶柄愈伤组织则生根[44]。胡桃楸胚性

愈伤组织诱导与体细胞胚胎发生的研究结果为合子胚

为外植体时最易形成胚性愈伤组织，外植体最佳取材

时期为 5~6月[45]。而一品红的体外培养中，只有黄色

愈伤组织可以产生体细胞胚，红色愈伤组织和脱分化

过度的白色愈伤组织都不能形成体细胞胚[46]。

3 结语

综上所述，植物体细胞胚发生是一个复杂的过程，

受细胞内外多种因子调控，如植物的基因型及其生理

状态、光质、碳源、培养方式、植物激素以及不同离子的

作用等。但这些因素诱导植物体细胞胚发生的作用程

度不尽相同，而且多数植物只有各种因素配合使用时

才能快速高效地诱导出体细胞胚。目前，尽管前人对

不同植物体细胞胚发生发育的影响因素进行了探讨，

也对体细胞胚发生的生理生化过程进行了研究[47]，但

植物体细胞从单细胞到体细胞胚再到完整植株的整个

发育过程的分子机制仍然不是很清楚，控制体细胞胚

发生的基因表达与调控有待于今后进一步研究，体细

胞胚发生发育的分子机制越来越引起学者的重视。深

入研究体细胞胚发生与发育机理对于揭示细胞分化、

发育、形态发生和合子胚发育等的机制有极其重要的

意义。
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