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本发明适用于植株培育技术领域，提供了一

种栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，包括以

下步骤：步骤S1：外植体选择与预处理；步骤S2：

胚性愈伤组织的诱导；步骤S3：体细胞胚胎分化

及增殖培养；步骤S4：体细胞胚胎萌发培养。本发

明使用植物材料少，不受季节限制，可以在较短

时间内达到繁殖系数的最大化，不仅能够提高育

苗效率，节约生产成本，而且操作简单易行，可重

复性强，适宜于周年试验或生产；确保了苗木的

移栽成活率，保证了苗木质量；实现了绿色生产，

优化了栀子苗木生产流程，值得推广和应用。
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1.一种栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，其特征在于，包括以下步骤：

步骤S1：外植体选择与预处理：将未成熟的果实用温水加洗洁剂浸泡，然后刷洗干净，

再放于流水下冲洗备用，将洗干净的果实放于超净工作台，用无菌水洗涤，之后浸泡于75％

的酒精溶液中30s，用无菌水冲洗，然后用0.1％的升汞浸泡10min，用无菌水冲洗，最后用无

菌滤纸吸干果实表面的水分，去除果皮备用；

步骤S2：胚性愈伤组织的诱导：在无菌条件下，将消毒处理过的未成熟果实切成薄片放

入胚性愈伤组织诱导培养基中培养；所述胚性愈伤组织诱导培养基以改良MS为基本培养

基，依次加入60g/L的香蕉泥、50～80g/L的椰乳、0.65％琼脂粉和3％的白砂糖，分别添加

0.1～0.25mg/L的6‑BA和0.05～0.15mg/L的2,4‑D，培养基的pH值为5.8，置于灭菌锅中，取

出后，在无菌条件下，利用过滤灭菌的方法加入1ml浓度为20mg/ml的茶皂素溶液，混合均匀

后，分装到接种瓶中，接种处理好的栀子果实薄片；

步骤S3：体细胞胚胎分化及增殖培养：以改良MS为基本培养基，依次加入60g/L的香蕉

泥、50～80g/L的椰乳、0.65％琼脂粉和3％的白砂糖，分别添加0.25～0.5mg/L的6‑BA、0.1

～0.25mg/L的2,4‑D和6mg/L的核黄素VB2，培养基的PH值为5.8，置于灭菌锅中，将诱导出的

胚性愈伤组织在无菌条件下接种到体细胞胚胎分化和增殖培养基上；

步骤S4：体细胞胚胎萌发培养：以改良MS为基本培养基，依次加入60g/L的马铃薯汁、

0.65％琼脂粉和1.5％的白砂糖，添加垂柳浸提液20ml/L和3mg/L的VB2，培养基的PH值为

5.8，置于灭菌锅中，将诱导分化出的体细胞胚在无菌条件下转入此培养基中。

2.根据权利要求1所述的栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，其特征在于，所述改良

MS培养基为：基础MS培养基+0.16～0.18g/L硝酸钙+0.01～0.03g/L硫酸钠。

3.根据权利要求1所述的栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，其特征在于，所述灭菌

锅的灭菌温度为121℃，灭菌时间为15min。

4.根据权利要求1所述的栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，其特征在于，所述步骤

S2中，将消毒处理过的未成熟果实切成薄片放入胚性愈伤组织诱导培养基中培养，培养条

件为弱蓝光，光照强度为1500LX，培养温度为20～26℃。

5.根据权利要求4所述的栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，其特征在于，所述步骤

S2中，茶皂素溶液的制备方法为：称取茶皂素5g，用乙醇溶解并用无菌水定容至250ml的容

量瓶中待用。

6.根据权利要求1所述的栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，其特征在于，所述步骤

S4中，将诱导分化出的体细胞胚在无菌条件下转入培养基中，暗培养15d，后转入LED光照培

养，培养温度为20～26℃，光照12h/d，光照强度为2000LX。

7.根据权利要求6所述的栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，其特征在于，所述步骤

S4中，垂柳浸提液的制备方法为：取垂柳1年生新鲜枝条，用粉碎机粉碎，取500g垂柳枝粉浸

泡于500ml蒸馏水中，浸泡1天，再利用功率为100W的超声波超声浸提2h，之后离心取上清

液，备用。
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一种栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法

技术领域

[0001] 本发明属于植株培育技术领域，尤其涉及一种栀子体细胞胚胎发生及植株再生方

法。

背景技术

[0002] 栀子属于茜草科栀子属常绿灌木，是卫生部颁布的第一批药食同源植物资源。栀

子叶、花、果均可观赏，花和果亦可食用，果实的活性成分具有药用价值，是集绿化、蜜源、食

用、药用及生态修复为一体的多功能树种。目前多为野生资源，人为破坏非常严重，导致栀

子优良种质资源严重流失，制约了栀子产业的健康发展，因此寻求一种高效优质的资源繁

育与保育途径来保护栀子优良种质资源、提升栀子苗木数量与质量势在必行。

[0003] 目前栀子快繁多采用扦插快繁以及“以芽繁芽”的组培快繁模式，但扦插繁殖系数

小、周期长、易变异，“以芽繁芽”的组培模式操作繁琐、成本高。体细胞胚胎发生作为组培快

繁技术的一种，不仅能够实现优良资源数十倍甚至上百倍的快速繁殖，而且能够保持植株

的优良遗传性状，充分弥补了以上繁殖方式的不足，是一种比较理想的繁殖方式。

发明内容

[0004] 本发明实施例的目的在于提供一种栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，旨在解

决上述背景技术中提出的问题。

[0005] 为实现上述目的，本发明提供如下技术方案：

[0006] 一种栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，包括以下步骤：

[0007] 步骤S1：外植体选择与预处理：将未成熟的果实用温水加洗洁剂浸泡，然后刷洗干

净，再放于流水下冲洗备用，将洗干净的果实放于超净工作台，用无菌水洗涤，之后浸泡于

75％的酒精溶液中30s，用无菌水冲洗，然后用0.1％的升汞浸泡10min，用无菌水冲洗，最后

用无菌滤纸吸干果实表面的水分，

[0008] 为实现上述目的，本发明提供如下技术方案：

[0009] 一种栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，包括以下步骤：

[0010] 步骤S1：外植体选择与预处理：将未成熟的果实用温水加洗洁剂浸泡，然后刷洗干

净，再放于流水下冲洗备用，将洗干净的果实放于超净工作台，用无菌水洗涤，之后浸泡于

75％的酒精溶液中30s，用无菌水冲洗，然后用0.1％的升汞浸泡10min，用无菌水冲洗，最后

用无菌滤纸吸干果实表面的水分，去除果皮备用；

[0011] 步骤S2：胚性愈伤组织的诱导：在无菌条件下，将消毒处理过的未成熟果实切成薄

片放入胚性愈伤组织诱导培养基中培养；所述胚性愈伤组织诱导培养基以改良MS为基本培

养基，依次加入60g/L的香蕉泥、50～80g/L的椰乳、0.65％琼脂粉和3％的白砂糖，分别添加

0.1～0.25mg/L的6‑BA和0.05～0.15mg/L的2,4‑D，培养基的pH值为5.8，置于灭菌锅中，取

出后，在无菌条件下，利用过滤灭菌的方法加入1ml浓度为20mg/ml的茶皂素溶液，混合均匀

后，分装到接种瓶中，接种处理好的栀子果实薄片；
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[0012] 步骤S3：体细胞胚胎分化及增殖培养：以改良MS为基本培养基，依次加入60g/L的

香蕉泥、50～80g/L的椰乳、0.65％琼脂粉和3％的白砂糖，分别添加0.25～0.5mg/L的6‑BA、

0.1～0.25mg/L的2,4‑D和6mg/L的核黄素VB2，培养基的PH值为5.8，置于灭菌锅中，将诱导

出的胚性愈伤组织在无菌条件下接种到体细胞胚胎分化和增殖培养基上；

[0013] 步骤S4：体细胞胚胎萌发培养：以改良MS为基本培养基，依次加入60g/L的马铃薯

汁、0.65％琼脂粉和1.5％的白砂糖，添加垂柳浸提液20ml/L和3mg/L的VB2，培养基的PH值

为5.8，置于灭菌锅中，将诱导分化出的体细胞胚在无菌条件下转入此培养基中。

[0014] 进一步的，所述改良MS培养基为：基础MS培养基+0.16～0.18g/L硝酸钙+0.01～

0.03g/L硫酸钠。

[0015] 进一步的，所述灭菌锅的灭菌温度为121℃，灭菌时间为15min。

[0016] 进一步的，所述步骤S2中，将消毒处理过的未成熟果实切成薄片放入胚性愈伤组

织诱导培养基中培养，培养条件为弱蓝光，光照强度为1500LX，培养温度为20～26℃。

[0017] 进一步的，所述步骤S2中，茶皂素溶液的制备方法为：称取茶皂素5g，用乙醇溶解

并用无菌水定容至250ml的容量瓶中待用。

[0018] 进一步的，所述步骤S4中，将诱导分化出的体细胞胚在无菌条件下转入培养基中，

暗培养15d，后转入LED光照培养，培养温度为20～26℃，光照12h/d，光照强度为2000LX。

[0019] 进一步的，所述步骤S4中，垂柳浸提液的制备方法为：取垂柳1年生新鲜枝条，用粉

碎机粉碎，取500g垂柳枝粉浸泡于500ml蒸馏水中，浸泡1天，再利用功率为100W的超声波超

声浸提2h，之后离心取上清液，备用。

[0020] 与现有技术相比，本发明的有益效果是：

[0021] (1)使用植物材料少，不受季节限制，生产周期短，可以在较短时间内达到繁殖系

数的最大化，不仅能够提高育苗效率，节约生产成本，而且操作简单易行，可重复性强，适宜

于周年试验或生产；

[0022] (2)本发明提供的快繁体系是通过体细胞胚胎发生的途径构建的，无菌苗的生根

都没有经过愈伤组织培养阶段，苗木根系粗壮、不会脱落且呈辐射状分布，确保了苗木的移

栽成活率，保证了苗木质量；

[0023] (3)本发明所使用的植物外源激素及抑菌剂多采用植物提取液且所需植物资源分

布广、易获取，不仅实现了绿色生产，同时也降低了生产成本，优化了栀子苗木生产流程，利

于该技术的进一步推广应用。

附图说明

[0024] 图1为本发明体细胞胚胎萌发成苗率的示意图。

具体实施方式

[0025] 为了使本发明的目的、技术方案及优点更加清楚明白，以下结合附图及实施例，对

本发明进行进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施例仅仅用以解释本发明，并

不用于限定本发明。

[0026] 以下结合具体实施例对本发明的具体实现进行详细描述。

[0027] 本发明一个实施例提供的一种栀子体细胞胚胎发生及植株再生方法，包括以下步

说　明　书 2/6 页

4

CN 114747486 A

4



骤：

[0028] 步骤S1：外植体选择与预处理：将未成熟的果实用温水加洗洁剂浸泡，然后刷洗干

净，再放于流水下冲洗备用，将洗干净的果实放于超净工作台，用无菌水洗涤，之后浸泡于

75％的酒精溶液中30s，用无菌水冲洗，然后用0.1％的升汞浸泡10min，用无菌水冲洗，最后

用无菌滤纸吸干果实表面的水分，去除果皮备用；

[0029] 步骤S2：胚性愈伤组织的诱导：在无菌条件下，将消毒处理过的未成熟果实切成薄

片放入胚性愈伤组织诱导培养基中培养；所述胚性愈伤组织诱导培养基以改良MS为基本培

养基，依次加入60g/L的香蕉泥、50～80g/L的椰乳、0.65％琼脂粉和3％的白砂糖，分别添加

0.1～0.25mg/L的6‑BA和0.05～0.15mg/L的2,4‑D，培养基的pH值为5.8，置于灭菌锅中，取

出后，在无菌条件下，利用过滤灭菌的方法加入1ml浓度为20mg/ml的茶皂素溶液，混合均匀

后，分装到接种瓶中，接种处理好的栀子果实薄片；

[0030] 步骤S3：体细胞胚胎分化及增殖培养：以改良MS为基本培养基，依次加入60g/L的

香蕉泥、50～80g/L的椰乳、0.65％琼脂粉和3％的白砂糖，分别添加0.25～0.5mg/L的6‑BA、

0.1～0.25mg/L的2,4‑D和6mg/L的核黄素VB2，培养基的PH值为5.8，置于灭菌锅中，将诱导

出的胚性愈伤组织在无菌条件下接种到体细胞胚胎分化和增殖培养基上；

[0031] 步骤S4：体细胞胚胎萌发培养：以改良MS为基本培养基，依次加入60g/L的马铃薯

汁、0.65％琼脂粉和1.5％的白砂糖，添加垂柳浸提液20ml/L和3mg/L的VB2，培养基的PH值

为5.8，置于灭菌锅中，将诱导分化出的体细胞胚在无菌条件下转入此培养基中。

[0032] 在本发明实施例中，步骤S1中，选择生长健壮、无病虫害的栀子优良种质作为母

株。于9月上旬，果实未成熟，采摘带回实验室。用25℃的温水加洗洁剂浸泡30min，然后用软

毛刷刷洗干净，再放于流水下冲洗备用。将洗干净的果实放于超净工作台，用无菌水洗涤2

～3次，之后浸泡于75％的酒精溶液中30s，用无菌水冲洗2～3次，最后用0.1％的升汞浸泡

10min，用无菌水冲洗4～5次，用无菌滤纸吸干果实表面的水分，去除果皮，备用；步骤S2中，

将消毒处理过的未成熟果实切成2～3mm厚的薄片放入胚性愈伤组织诱导培养基中培养；步

骤S3中，将诱导出的胚性愈伤组织在无菌条件下接种到体细胞胚胎分化和增殖培养基上，

培养条件与胚性愈伤组织诱导过程相同。

[0033] 作为本发明的一种优选实施例，所述改良MS培养基为：基础MS培养基+0 .16～

0.18g/L硝酸钙+0.01～0.03g/L硫酸钠。

[0034] 在本发明实施例中，改良MS培养基为：将MS基本培养基中的硫酸锌调整为8.75mg/

L，同时添加0.16～0.18g/L硝酸钙和0.01～0.03g/L硫酸钠。

[0035] 作为本发明的一种优选实施例，所述灭菌锅的灭菌温度为121℃，灭菌时间为

15min。

[0036] 作为本发明的一种优选实施例，所述步骤S2中，将消毒处理过的未成熟果实切成

薄片放入胚性愈伤组织诱导培养基中培养，培养条件为弱蓝光，光照强度为1500LX，培养温

度为20～26℃。

[0037] 作为本发明的一种优选实施例，所述步骤S2中，茶皂素溶液的制备方法为：称取茶

皂素5g，用乙醇溶解并用无菌水定容至250ml的容量瓶中待用。

[0038] 在本发明实施例中，所述步骤S2中，香蕉泥的制备方法为：香蕉去皮，放入破壁机

中制成香蕉泥；椰乳的制备方法为：将椰子果洗净，钻孔，将椰子汁先吸出置于容器中，再用
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工具打开椰子果壳，取出果肉，将椰子汁和果肉一起放入破壁机中制成浓稠椰乳。

[0039] 作为本发明的一种优选实施例，所述步骤S4中，将诱导分化出的体细胞胚在无菌

条件下转入培养基中，暗培养15d，后转入LED光照培养，培养温度为20～26℃，光照12h/d，

光照强度为2000LX。

[0040] 作为本发明的一种优选实施例，所述步骤S4中，垂柳浸提液的制备方法为：取垂柳

1年生新鲜枝条，用粉碎机粉碎，取500g垂柳枝粉浸泡于500ml蒸馏水中，浸泡1天，再利用功

率为100W的超声波超声浸提2h，之后离心取上清液，备用。

[0041] 在本发明实施例中，步骤S4中，马铃薯汁的制备方法为：利用破壁机将削皮后的新

鲜马铃薯制成浆后，再过滤得到汁液。

[0042] 对比实验

[0043] 1.1实验方法

[0044] 1.1.1方法Ⅰ：本发明的方法。

[0045] 1.1.2方法Ⅱ：

[0046] (1)外植体选择与预处理办法同本发明。

[0047] (2)胚性愈伤组织的诱导

[0048] 在无菌条件下，将消毒处理过的未成熟果实切成2～3mm厚的薄片放入胚性愈伤组

织诱导培养基中培养，培养条件为弱蓝光(1500LX)，培养温度20～26℃。

[0049] 胚性愈伤组织诱导培养基以改良MS为基本培养基，加入0.65％琼脂粉，3％的白砂

糖，分别添加0.1～0.25mg/L的6‑苄基氨基嘌呤(6‑BA)和0.05～0.15mg/L的2,4‑二氯苯氧

乙酸(2,4‑D)，培养基pH值为5.8，置于灭菌锅中，在121℃的高温下灭菌15min。无菌条件下

接种处理好的栀子果实薄片。

[0050] 改良MS培养基同本发明。

[0051] (3)体细胞胚胎分化及增殖培养

[0052] 以改良MS为基本培养基，加入0 .65％琼脂粉，3％的白砂糖，分别添加0 .25～

0.5mg/L的6‑BA、0.1～0.25mg/L的2,4‑D，培养基PH值为5.8，121℃的高温下灭菌15min，将

诱导出的胚性愈伤组织在无菌条件下接种到体细胞胚胎分化和增殖培养基上，培养条件与

胚性愈伤组织诱导过程相同。

[0053] (4)体细胞胚胎萌发培养

[0054] 以改良MS为基本培养基，加入0.65％琼脂粉，1.5％的白砂糖，添加0.5mg/L的ABA

和0.5mg/L的GA3，培养基PH值为5.8，121℃的高温下灭菌15min，将诱导分化出的体细胞胚

在无菌条件下转入此培养基中，培养条件同本发明。

[0055] 1.1.3方法Ⅲ：

[0056] (1)外植体选择与预处理办法同本发明。

[0057] (2)胚性愈伤组织的诱导

[0058] 在无菌条件下，将消毒处理过的未成熟果实切成2～3mm厚的薄片放入胚性愈伤组

织诱导培养基中培养，培养条件为弱LED光(1500LX)，培养温度20～26℃。

[0059] 胚性愈伤组织诱导培养基以MS为基本培养基，其他同方法Ⅱ。

[0060] (3)体细胞胚胎分化及增殖培养

[0061] 除光照条件为弱LED光(1500LX)以及基本培养基为MS培养基外，其他条件同方法
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Ⅱ。

[0062] (4)体细胞胚胎萌发培养

[0063] 以MS为基本培养基，加入0.65％琼脂粉，1.5％的白砂糖，培养基PH值为5.8，121℃

的高温下灭菌15min。将诱导分化出的体细胞胚在无菌条件下转入此培养基中，培养条件同

本发明。

[0064] 1.2统计方法

[0065] (1)胚性愈伤组织的诱导

[0066] 方法Ⅰ、方法Ⅱ和方法Ⅲ每种方法接种30瓶，重复3次，共270瓶，接种30天后，分别

统计不同方法的感染率与诱导率，求平均值，具体见表1。

[0067] (2)体细胞胚胎分化及增殖培养

[0068] 培养30天后，分别统计方法Ⅰ、方法Ⅱ和方法Ⅲ的体细胞胚胎的分化情况及增殖倍

数。每种方法随机统计30瓶，取分化率和增殖倍数的平均值，具体见表2。

[0069] (3)体细胞胚胎萌发培养

[0070] 培养30天后，分别统计方法Ⅰ、方法Ⅱ和方法Ⅲ的体细胞胚胎萌发成苗率。每种方

法随机统计30瓶，取萌发成苗率的平均值，具体见图1。

[0071] 1.3分析与结果

[0072] (1)胚性愈伤组织的诱导

[0073] 表1胚性愈伤组织诱导率及感染率

[0074] 实验方法 感染率(％) 诱导率(％)

方法Ⅰ(本发明) 9.12±1.24 91.68±3.14

方法Ⅱ 31.66±0.37 67.39±2.55

方法Ⅲ 33.99±0.84 58.26±2.95

[0075] 根据表1可以看出，3种方法胚性愈伤组织培养中，均有感染，感染率最低的处理为

本发明，仅为9.12％，与方法Ⅱ和方法Ⅲ相比，分别降低了22.54和24.87个百分点；3种方法

的胚性愈伤组织诱导率存在较大差异，其中诱导率最高的依然为本发明，可达91.68％，其

次是方法Ⅱ(诱导率67.39％)，方法Ⅲ的胚性愈伤组织诱导率最小，仅为58.26％。

[0076] (2)体细胞胚胎分化及增殖培养

[0077] 表2体细胞胚胎分化及增殖比较

[0078] 实验方法 分化率(％) 增殖倍数

方法Ⅰ(本发明) 81.02±2.37 5.7±0.5

方法Ⅱ 75.45±1.26 4.93±1.05

方法Ⅲ 50.16±0.95 2.96±0.89

[0079] 根据表2可以看出，3种方法对体细胞胚胎分化和增殖的效果存在较大差异，分化

率由大到小依次为方法Ⅰ(本发明)＞方法Ⅱ＞方法Ⅲ，增殖倍数也存在同样的变化趋势。方

法Ⅰ分化率和增殖倍数分别为81.02％和5.7倍，稍微优于方法Ⅱ，但与方法Ⅲ相比，分化率

高出近20个百分点，增殖倍数也增加2.74倍。可见，方法Ⅰ(本发明)无论是对体细胞胚胎分

化还是增殖均具有较好的效果。

[0080] (3)体细胞胚胎萌发培养

[0081] 根据图1可以看出，3种体细胞胚胎萌发培养方法中方法Ⅰ和方法Ⅱ的体细胞胚胎
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萌发成苗率均达到了90％以上，比方法Ⅲ的体细胞胚胎萌发成苗率高出10％左右。方法Ⅰ

(本发明)和方法Ⅱ体细胞胚胎萌发成苗率虽然差异不显著，但本发明所用萌发激素为植物

提取液，绿色环保，获取简单，成本低，所以本发明在推广应用中更具有竞争力。

[0082] 综合以上可以看出，本发明在栀子体细胞胚胎发生及植株再生的各培养阶段均表

现出其优越性，是栀子体细胞胚胎发生及植株再生的理想方法。

[0083] 以上仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本领域的技术人员来说，在不脱

离本发明构思的前提下，还可以作出若干变形和改进，这些也应该视为本发明的保护范围，

这些均不会影响本发明实施的效果和专利的实用性。
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图1
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