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大豆幼胚子叶诱导胚胎发生

刘艳芝�赵桂兰�刘　莉�尹爱平�李俊波
（吉林省农科院生物技术重点开放实验室�吉林 公主岭136100）

摘　要：采用 MS 基本培养基附加高浓度2�4－D�较高频率地诱导了大豆幼胚子叶的体细胞
胚胎发生�体细胞胚经历诱导、萌发和生长3个阶段�成功地发育成完整植株。再生植株移入土壤
获得种子。
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自60年代以来�人们对大豆的组织培养进行了广泛的研究�几乎所有的器官和组织都
进行过培养�也都有植株再生的报道。随着近年来基因工程的迅速发展�对组织培养再生频
率有了更高的要求。遗传转化的成功有赖于高频率的再生系统�而大豆的许多基因型和各
种外植体的再生频率较低�难以适应转化的需要。我们自1996年开始进行了大豆幼胚子叶
培养研究�现已经有多个基因型从幼胚子叶中诱导胚胎发生�较高频率再生植株�建立起一
个完善的大豆组织培养再生体系�为遗传转化提供了受体系统�同时也开展了体细胞无性系
变异研究。
1　材料和方法
1∙1　材料来源

供试材料为东北三省共52份大豆基因型（表1）。
1∙2　 外植体及接种

田间选取最先结的豆荚�用75％乙醇表面消毒后�小心剥开�取长径3～5mm 的幼胚�
去掉种皮�切下胚芽�然后将幼胚子叶近轴面向上�接种于 G9诱导培养基上�温度为（25±
2）℃�黑暗培养。
1∙3　 胚胎发生

当幼胚子叶接种20d左右时�子叶边缘长出黄色球状胚状体�将胚状体转移至 G10培
养基上萌发�此时转至暗光�12h光照条件培养。
1∙4　 再生植株

将萌发出子叶的胚状体转至 G70培养基上生长�同时也有根生长�光强增至1500～
2000lx�16h光照。
1∙5　 移栽

一般在8月份接种�约12月份再生植株�将再生苗的三角瓶移至室温（15℃左右）�自然
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光散射�定时增加液体 G70培养基�到3、4月份移栽。
表1　 供试基因型及胚胎发生率

编　号 基 因 型　　　　 胚胎发生率（％） 编　号 基 因 型 胚胎发生率（％）
1 S55 　　　21∙2
2 S10 18∙3
3 黑农37 11∙7
4 吉40 17∙9
5 吉20 8∙9
6 吉43 28∙9
7 吉42 3∙5
8 吉35 4∙7
9 吉39 5∙2
10 吉37 5∙7
11 吉36 19∙9
12 吉30 56∙3
13 吉41 35∙3
14 吉27 12∙1
15 合丰25 14∙1
16 吉38 6∙2
17 辉南黑铁荚 30∙3
18 灌水铁荚青 1∙9
19 东农16 12∙5
20 G151 12∙5
21 G140 6∙3
22 牡丰5号 0
23 扁茎大豆 0
24 铁丰19 0
25 公交70203-1 0
26 东农36 0

27 吉29 0
28 G154 0
29 G161 0
30 G142 0
31 G147 0
32 G150 0
33 G149 0
34 G143 0
35 G148 0
36 野9671 0
37 野9672 0
38 野9674 0
39 野9668 0
40 野9666 0
41 野9669 0
42 野9667 0
43 野9670 0
44 G157 0
45 G162 0
46 Z60 0
47 Z112 0
48 Z54 0
49 Z45 0
50 Z48 0
51 Z4 0
52 青豆 0

2　 结果与讨论
2∙1　 外植体选择时间

田间栽培大豆品种6月中旬左右开花�7月末、8月初开始接种�同一植株上选最先结的
荚�每隔3d接种1次�依次选择�至多选3次接种。再继续接种的话�虽然也选择长径为3
～5mm的幼胚�但胚胎发生能力降低直至接种的幼胚子叶毫无反应。原生质体培养也选用
同样的幼胚子叶为起始材料�8月末以幼胚子叶分离出的原生质体培养后均破裂死亡。以
此分析�随着植株的生长�细胞内含物逐渐增加�渗透压等生理环境发生很大的变化�培养所
用的培养基与其不相适应。同时也可能由于细胞组织分化过程逐渐增高�分化能力逐渐减
弱�无法再诱导胚胎发生。所用的供试材料均如此�因此这一现象与基因型无关�而与植株
生理年龄密切相关。
2∙2　 基因型与胚胎发生率

供试品种之间胚胎发生率有很大差异。十几个杂交种均有胚胎发生�但有几份野生大
豆基因型无反应。栽培大豆大部分都有胚胎发生。胚胎发生率计算方法：

胚胎发生率（％）＝产生胚状体的子叶个数／接种子叶个数×100％
发生率最高品种是吉林30�为56∙3％。子叶节组织培养再生能力强的品种几乎都不同

程度地有胚胎发生。吉林30有胚胎发生的一片子叶上最多有十几个胚状体�幼胚子叶上胚
状体多少也与植株生理年龄有关�同一基因型不同天数接种�则胚状体个数也明显不同。
2∙3　 胚状体诱导及萌发
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适合的幼胚子叶接种于高激素的MS 培养基上�2�4－D及 NAA均能诱导出胚状体。20
mg／L的2�4－D能诱导出大量胚状体�但畸形胚比例很大；10mg／L的 NAA也能诱导出胚状
体�并且大部分是正常胚状体�但胚胎发生率极低�也只有少数基因型有反应。从利用的角
度来看�2�4－D诱导系统虽然畸形胚比例大�但胚胎发生率高且基因型范围宽�因此还是以
这一系统进行遗传转化为好。

诱导出的胚状体�在球形胚发育到子叶胚之间的任何阶段�都可转入 G10萌发培养基
上萌发�但还是以子叶胚前期萌发为好�此时萌发可减少畸形胚的数量。同时也可使胚状体
萌发后正常生长成苗�不然胚状体虽然萌发�但后期生长缓慢�不长高�只长叶�最后叶片枯
黄�仅少数可存活。

萌发培养基中添加5mg／L活性炭�胚状体很快地萌发�萌发时胚状体胚轴伸长�长出叶
片。不加活性炭�胚状体胚轴短粗�致使生长点被包裹�不能生长叶片。将这样的畸形胚再
转至加活性炭的 G10上�则一部分胚状体短粗的胚轴上又重新长出新的茎叶�但茎叶都很
细弱。将这样弱苗切下�置于 G70生长培养基上�可再生植株。我们分析：活性炭主要是吸
附作用�既能吸附有害物质�也能吸附有益成分�随着培养物的生长�营养物质逐渐被吸收�
活性炭吸附的营养物质逐渐释放供植物生长。而不加活性炭则营养物质对于培养物开始处
于过多或恰好平衡状态�随着培养物生长�营养成分逐渐减少�造成胚轴开始生长分裂过快�
而后停止生长成为棒畸形胚。
2∙4　再生植株及移栽

胚状体在 G10培养基上萌发长出初叶�即可转至 G70培养基继续生长�同时有根长出�
并能形成发达的根系。大豆组培芽一般难以长成强壮的苗�特别是子叶节组培芽�只有极少
数长成细弱苗�其余芽逐渐玻璃化至最后死亡。而幼胚子叶胚胎发生的苗一旦正常萌发�即
可获得完整植株。其原因可能是胚状体与种子胚发育相似的缘故。

由于植株再生是在12月份左右�此时移栽成活率非常低�主要是保温、保湿和污染问题
难以很好解决。因此�将试管苗置于15℃左右�自然散射光照射�定期加新鲜液体 G70培养
基�目的是延缓其生长�在培养瓶过冬�等3、4月份春暖花开季节移栽�大大提高了成活率�
共获得330粒种子。

本研究系统已应用于基因转化�获得了不育及抗盐工程植株�同时也进行了体细胞变异
筛选工作�在生理性状和农艺性状方面都有变异。两项工作都正在进行之中�初步证明本研
究系统是实用的。当然这一再生系统尚需进一步完善�特别是畸形胚发生率比较高�如能很
好地解决这一问题�将为大豆生物技术研究工作奠定良好的基础。
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