
第 25 卷第 I 期

2∞4 年 l 月
华南农业大学学报(自然科学版) Vo1. 25 , No.l 

Jan. 2ω4 Joumal of South China Agricultural Univ巳rsily( Nalural Science Edition) 

香蕉胚性愈伤组织的诱导及胚性细胞悬浮系的建立

徐春香1 ， B. PANIS2
, H. STROSSE2 , R. SWENNEN2，李华平肖火根范怀忠l

(1华南农业大学植物病毒研究室，广东广州 510642; 2 比利时荷语鲁汶大学热带作物改良实验室，鲁汶 B-3∞1 ) 

摘要:分别以 3 个香蕉品种的多芽体茎尖和 5 个香蕉品种的未成熟相花为外植体，诱导产生胚性怠伤组织.结果分

别从 2 个基因组类型为 AAA 的品种的多芽体茎尖和未成熟雄花获得了胚性愈伤组织，而未能从基因组类型为 AAB

或 ABB 的香蕉品种中获得胚性愈伤组织胚性愈伤组织的诱导率~基因组类型、品种和培养条件等因素的影响.

以上述 4个品种的胚性愈伤组织为起始材料成功建立了胚性细胞悬浮系.不同香蕉品种，从其胚性愈伤组织建立

胚性细胞悬浮系的难易程度有所不同.
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Abstract: Embryogenic callus was successfully induced starting from immature male flowers in 2 out of 5 ba­

nana cultivars 皿d starting from scalps in 2 out of 3 cultivars. All these 4 cultivars from which embryogenic 

callus could be induced belonged to Mi山α AAA group. 1咀'he freq吧甲p.严u町enc叮叮y of em丑llrη7γ.'0唔gem扣c c咀址且llus induction wa臼s de­

P严en时ded 0∞n gen川O创ty叩'p白盹， cωu川山ltivars岛3 皿d incl 

tia剖ted successfully fJ仕roα，mem丑llr叮yo鸣gem比c callus of all these 4 cultivars. 咀le possibility of getting ECSs from em­

brγogenic callus was also cultivar-dependent. 
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香蕉 M旧αspp. 是重要的热带亚热带果树.由于

香蕉的绝大多数栽培品种均为 3 倍体，不能通过传

统的杂交育种方式获得品质好、抗性强的优良新品

种，因而香蕉的胚性细胞悬浮系 (embryogenic cell 

suspension , ECS) 的建立就成为香蕉实现基因转移的

关键技术.香蕉的体胚研究起步较晚，经过近 20 年

的努力，虽已通过胚性愈伤组织建立了少数几个品

种的 ECS[I 斗但胚性愈伤组织的诱导率很低且不同

的基因组类型和品种间差异显著[2.5J 、 ECS 的建立耗

时长且不是所有的胚性愈伤组织都能建立 ECS[5J

本研究分别选用了多个不同香蕉品种的多芽体茎尖

和未成熟雄花为外植体，研究了影响胚性愈伤组织

诱导率的一些因素.同时还以多个香蕉品种的胚性

愈伤组织为起始材料来建立 ECS，并仔细记录了胚

性愈伤组织在液体培养基中的变化过程，从而为解

决上述问题提供参考.

收稿日期 :2∞3 - 02 一 17 作者简介:徐春香(1969- )，女咱助理研究员，博士回现在华南农业大学园艺学院热带亚热

带采树研究室工作通讯作者:李华平(1961 一) ，男，教授，博士

基金项目:国家自然科学基金资助项目 (39870434) ;广东省自然科学基金资助项目 (990714) :广东省科技攻关项目( C20209) 



第 1 期 徐春香等:香蕉胚性愈伤组织的诱导放胚性细胞悬浮系的建立 71 

1 材料与方法

1.1 试验材料

诱导胚性愈伤组织的供试材料有香蕉的多芽体

茎尖(图1)和未成熟雄花.前者包括 Musa AAA cv. 

Gr.皿de Naine (‘ GNcu' 和‘ GNjd'2 个品系)、 MusαAAA

cv. Williams (' Williams 365' 和‘ Wiljd' 2 个品系)和

M山αAAA-h cv. Mbwazirume 共 3 个品种，均保存在比

利时鲁汶大学的热带作物改良实验室.未成熟雄花

包括 M山αAAA cv. 华农 7 号、 Mωα 儿气A cv. 广东 2

号、 MusαAAB cv. 河口龙牙、大蕉 M山α paradisiacα 和

粉蕉 Musa nana 等.其中‘华农 7 号\大蕉和粉蕉采

自华南农业大学园艺系香蕉品种园，‘河口龙牙'采

自广东省农科院果树研究所，‘广东 2 号'采自中山

市黄圃镇.

建立胚性细胞悬浮系 (ECS) 的供试材料为在本

研究中获得的‘华农 7 号广东 2 号'、‘ Grande

Naine' 和‘ Williams' 4 个品种的胚性愈伤组织.

1.2 方法

1. 2.1 胚性愈伤组织的诱导 在解剖镜下小心分离

含 2-4 个茎尖的多芽体茎尖薄片并将其接种在含

E半固体培养基[6] 的试管中;未成熟雄花(经常规

灭菌)顶端 6 - 13 排的小花接种于 MI 诱导培养

基(MS[7] + 4 mg. L -1 2 , 4- D + 1 mg. L- 1 生物素+
1 mg. L -1 IAA + 1 mg. L -1 NAA + 1∞ mg.L- J 谷氨眈

胶 + 30 g. L- 1 蔚糖 + 1∞ mg.V 1 麦芽提取物+

7.5 g.L- 1琼脂)上.设持续光照和持续黑暗 2 个处

理，培养温度均为 (28 :t 2) "C，用荧光灯( Philips , 36 

W)提供光照，光照强度为45∞ k 培养 4-5 个月后

调查胚性愈伤组织的诱导率.

1. 2.2 ECS 的建立 挑选黄白色、松脆、透明的胚性

愈伤组织接种于 25 mL 的三角瓶中，加入适量 zz 液

体培养基后置于转速为 70 r.min- J 摇床上培养.培

养温度为 (28 :t 2) "C，每天光照 10 h，光照强度为

3 ∞o lx. 初期每周继代 2 次，继代时小心吸取并除

去褐色的及黄色富含淀粉粒的细胞团，至悬浮系中

不再有褐色成份并开始快速增殖后每周继代 1 次，

直至建立良好的 ECS，随后转入 250 mL的三角瓶中

培养，每 2 周继代 l 次.继代时轻轻摇匀三角瓶，吸

弃部分胚性细胞(团)及旧的培养液，留下旧培养液

约 8 - 10 mL，加入新培养液至总体积为 80 - 1∞ mL ， 

使胚性细胞的沉积细胞体积 (SetÙed Cell Volwne , 

SCV)约为1.5% -3.0%. 

2 结果与分析

2.1 胚性愈伤组织的诱导

不同品种的多芽体茎尖接种至诱导培养基上后

的反应不同. ‘'Gr皿皿and也e Na归allle旷，和‘ Wi山lli血山a缸ms

茎尖刚接示利种jl 到 zz 培养基上常因失水而而]呈轻微萎f焉吉

状， 1接妾种后 1 d 左右常伴有不同程度的褐化现象 ， j接妾

种 3 - 5 d J后舌从 i培古养基 '~I' 获得水分，萎 Z昔写现象基本 1~泊F肖j 

失井开开，始膨大.在接和I'后约 45 - 60 d 开始出现细小

的黄色颗粒状愈伤组织，称为分生小球体.分生小球

体随着培养时问的延长而逐渐增大到直径约 0.5 -

3.0 mm. 松脆、透明的胚性愈伤组织在接种 3-4 个

月后开始出现在分生小球体的表面.随着培养时间

的延长胚性愈伤组织逐渐增多，并在表面出现体胚

(图 2). ‘ Mbwazirur时'多芽体茎尖的褐化现象则未

囚外植体膨大而得到遏制，而是随着培养时间的延

长而加重，经几个月的培养，仅在部分外植体上观察

到少量分生小球体的产生，而没有胚性愈伤组织的

产生.从多芽体茎尖诱导产生胚性愈伤组织的概率

受品种(品系)、培养条件等因素的影响约为 0-

10.839毛(表1).

表 1 品种(品系)、培养条件对胚性愈伤组织诱导率的影响

Tab. 1 EtTec臼 of cuItivars (lines) and incubation conditions 

on the frequency of embryogenic callus induction 

品种/品系 1) J妄种总 11"数诱导率 inclllction frcqllellcy /% 

cllltivars/Jines lolal t吐咒5 光照 under light 黑暗 ill dark 

GNcu( 1) 120 0.83 4.17 

GNCll(2) 120 7.50 5.83 

GNjd 120 O 0.83 

Wiljcl 120 10.83 7.50 

Williams365 240 0 .42 2.92 

Mbw但lTUJlle 120 O O 

1 )‘ GNcu( 1)' 和‘ GNCll(2) ，表示在不同的日期进行接种

除了分生小球体与胚性愈伤组织外，常常还可

以观察到许多透明而富含水分而非胚性的愈伤组织

的出现，体胚直接从外植体上再生的现象也偶有发

生(图 3).

在黑暗条件下培养的未成熟雄花，其反应与多

芽体茎尖的基本相似但其胚性愈伤组织的诱导率

相对较低:本研究中‘华农 7 号'和‘广东 2 号'胚性

愈伤组织的诱导率分别只有 2.6%和 3.5% ，而大蕉、

粉蕉和龙牙蕉的诱导率为零.光照条件下培养的雄

花则有明显的光合作用，外植体膨大变绿，不能诱导
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产生胚性愈伤组织. 悬浮系中.此后 ECS 开始较快速地增长，接种后 3 个

2.2 胚性愈伤组织的培养过程与 ECS 的建立 月左右即可转入 250 mL的大三角瓶中，建立一个良

胚性愈伤组织接种至 E 液体培养基中进行振 好的 ECS (图 4) .通过胚性愈伤组织建立的 ECS 有

荡培养后发生了一系列变化，本研究将其反应大体 约 80%是以胚性细胞团形式存在的，在光学显微镜

分为以下 3 种类型. 下呈现不规则云雾状边缘，常因许多细胞聚集在-

I 型.胚性愈伤组织在接种后基本无褐化过程， 起而呈不透明状(图 5) .悬浮系中除了有胚性细胞

1 周后体胚即开始再分化成胚性细胞团，很少有空的 团外，还可能观察到体细胞原胚，空细胞团，单个的

细胞团出现 2-3 周后，体胚几乎全部变成紧密而 细胞等的存在.胚性细胞团的大小、颜色等特点常因

没有褐斑的胚性细胞团，有时有许多单细胞出现在 品种或品系而异.

图 l 香蕉的多芽体茎尖， x 3; 图 2 胚性愈伤组织， x 6; 

图 3 体胚直接从外植体再生， x 3; 图 4 建立好的胚性细胞悬浮系;

图 5 胚性细胞悬浮系中的胚性细胞团， x20 

Fig. 1 Scalps of Musa AAA , x 3 ; Fig . 2 Embryogenic callus , x 6; 

Fig.3 Embryos regenerated direcùy from explants , x 3; Fig .4 Established embryogenic cell s凶penslOn;

Fig. 5 Embryogenic cell aggregates in 巳mbryogenic cell s凶pension , x 20 

H 型.胚性愈伤组织放人液体中很易分散，在倒 种细胞团全部挑出.如果悬浮系中，除了这种黄色富

置显微镜下可以观察到胚性细胞团的存在，但这种 含淀粉细胞的细胞团外，很少有其他的胚性细胞团，

细胞团的边缘不够饱满，因而在外形上与建立好的 则要尽量将黄色细胞团周围的胚性细胞与之分离开

ECS 中的胚性细胞团是不同的. 3 d 后，有一部分空 来，然后将黄色细胞团挑出.在这种情况下，通常需

细胞团出现，原来的胚性细胞团也有局部变褐 .2 周 要较长时间(约 5-8 个月)的继代与选择后，才能确

后胚性细胞团逐渐减少，空细胞逐渐增加，幼龄的体 定能否建立 ECS.

胚开始降解，在接种 5 周后基本上都变成了富含淀 皿型.胚性愈伤组织在接种后 3 d 内即有约一

粉粒的黄色细胞团，并且成为悬浮系的主要成份.这 半左右变揭，接种后 l 周即有 90% 以上的材料变褐，

时悬浮系中还有少量的胚性细胞团及空细胞团.经 很少有好的胚性细胞团存在，在这种情况下通常不

几次继代后，黄色富含淀粉粒的细胞团的边缘有时 能获得 ECS.

因胚性细胞团的出现而略呈黄白色，但这种情况很 研究结果表明:香蕉的品种不同，从其胚性愈伤

不稳定，黄色富含淀粉粒的细胞团边缘的胚性细胞 组织建立 ECS 的难易程度也不同(见表 2) :如

团也会消失.这时要根据具体情况来确定是否将这 ‘ Williams' 的 3 个样品中就有 2 个能在较短的时间内
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成功建立 ECS，所有样品在接种至液体培养基中后 个能在较短的时间内建立 ECS，其他 7 个在接种至液

都没有褐变现象;而‘华农 7 号'的 9 个样品也只有 2 体培养基中后均有不同程度的褐变现象.

表 2 从不同香蕉品种的胚性愈伤组织建立胚性细胞悬浮系的结果

Tab.2 Re吉ults from e吉tablishing embηogenic cell suspension from embryogenic 四llus of diiferent banana cultiv缸古

品种 样品总数 反应类型 reaction types 

clùtivar百 sampl巳s I 型 type 1 H 型 type II 皿型 type m 
广东 2 号 Guangdong No. 2 6 

Grande Naine 9 

华农 7 号 Huanong No.7 9 

Willian1S 3 

3 讨论

研究结果表明，香蕉的基因组类型和品种(甚至

品系)不同，诱导产生胚性愈伤组织的概率相差很

远，这与 Escalant 等 [2] 的观点一致，他们对 5 个分别

属于 3 个基因组类型的香蕉品种进行了调查，结果

愈伤组织和胚性愈伤组织的诱导率均因基因组类型

和品种而异.此外，培养条件对胚性愈伤组织的诱导

率也产生一定的影响.因此，当以多芽体茎尖为外植

体时，针对不同的基因组类型和品种宜采取不同的

培养条件，而当以未成熟雄花为外植体时最好在黑

暗条件下进行培养.

本研究根据胚性愈伤组织在建立 ECS 的过程中

的反应类型不同大体上将其分成 3 种类型，这有利

于研究者及时对通过胚性愈伤组织建立 ECS 的可能

性进行正确的判断，如对 E 型，则要有耐心不要过早

放弃，当然也需要丰富的经验;而对皿型，如实验材

料不是很珍贵，应考虑及早放弃，以节省时间和提高

工作效率.

香蕉胚性愈伤组织诱导率低(通常小于 1 %)、品

种间差异大，而且只能从大约 115 - 112 质量好的胚

性愈伤组织获得 ECS[5] 如何使香蕉胚性愈伤组织

的诱导及 ECS 的建立成为常规化仍需长期而艰苦的

努力.

2 3 

2 7 O 

2 6 

2 O 
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