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摘要:以缓草 Spiranthes sinensis 茎尖为外植体，应用均匀设计法对各步骤各主要因子和水平的作用进行了试验探

讨.结果表明，绞草茎尖胚性愈伤组织诱导的适宜培养基为 :LS +6-BAO. 78 mg' L -1 + NAA2. 0 mg • L -1 ，诱导率为

98.7% ;体胚发育及植株再生的适宜培养基为: LS + 6-BA1.∞ mg • L -1 + IAAO. 08 mg . L -1. 在合适的培养条件下，

体胚萌发率达到 991)毛，萌发的体胚成苗率达到 100%. 扫描电镜的观察证实了绞草体细胞胚胎再生的实质.
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Abstract: Stem tips of Spiranthes sinensis were used as explants and the main in vitro culture factors with 

different levels were investigated through uniform design experiments. The results showed that the medium 

of LS + 6-BAO. 78 mg • L -1 + NAA2. 0 mg • L -1 was suitable for embryogenic callus induction , which 

embrγo induction frequency was 98. 7% ; the medium of LS + 6-BA1. 00 mg • L -1 + IAAO. 08 mg • L -1 

was suitable for somatic embrγo development and plant regeneration. Under suitable culture conditions , the 

rate of somatic embryo germination was 999毛， and the frequency of plant regeneration was 100%. Obser­

vation by scanning electron microscope proved that the regeneration was through somatic embrγogenesis-
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续草 Spiranthes sine阳is 别名盘龙参.是兰科续草

属草本植物，为世界稀有植物，国家二级保护植物，

是长白山区野生珍稀濒危药用植物[l]. 续草根或全

草人药，能滋阴益气、凉血解毒，主治病后体虚、神经

衰弱、肺结核咳血、咽喉肿痛、小儿夏季热、糖尿病、

白带等症;外用治毒蛇咬伤.绞草花序造型奇特，花
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色艳丽，花朵密集，可驯化为观花园艺植物，用于花

坛及湖畔、池边、河岸等湿地的绿化.

绞草在长白山区数量非常稀少[2]. 因其种子不

易获得，故其常规繁殖主要靠分囊方式，增殖系数极

小.体细胞胚胎发生途径是培养体细胞经历与合子

胚发育相似的过程，先形成胚性愈伤组织，然后胚性
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愈伤组织上的单一细胞经历球形胚、盾形胚、子叶胚

等发育阶段，最终萌发为完整植株.不仅繁殖系数

高，而且遗传稳定性强，可用于人工种子的制作，大

大提高种苗生产效率，并可用于遗传转化，直接通过

体胚发生途径获得绞草转基因植株.

目前，国内外关于植物体细胞胚胎发生研究

的报道较多[叫，但关于续草体胚发生的研究鲜见

报道.本课题组对缓草体细胞胚胎发生发育过程

中的培养条件和培养物的形态及超微结构进行了

研究，以期获得高效稳定的胚性愈伤组织诱导、体胚

发生发育的最佳培养基;为深入了解续草体胚发生

的形态学及其调控技术提供依据，同时也为提高种

苗生产率和制作缓草人工种子以及遗传转化奠定

基础.

1 材料与方法

1. 1 试材

绥草新生茎尖-

1. 2 方法

1. 2. 1 材料处理将绞草新生茎尖剥离后，在超净

工作台上用 ψ=70% 酒精涮洗 30 s ，再用次氯酸铀

(质量比为 0.5% )溶液浸泡 10 min，无菌水冲洗 8

次，元菌滤纸吸干表面的水分，切除损害部分，留1. 5

mm 锥状茎尖作为外植体备用.

1. 2. 2 胚性愈伤组织的诱导 以 LS 为基本培养

基，添加藤糖 50 g • L -1 ，琼脂 8. 0 g • L -1 ，附加不同

浓度的 6-BA 、NAA 、IAA 、2 ， 4-D( 由预试验可知 :6·BA

质量浓度控制在 0.10 -1. 00 mg' L-
1 ， NAA 、 IAA 、

2 ，4-D质量浓度均控制在 o - 2. 00 mg • L - 1 ) ，调节

pH 为 5. 5. 将锥状茎尖切面部朝下接种到附加不同

浓度细胞分裂素 ιBA 和生长素 NAA 、 IAA 、2 ，4·D 的

LS 培养基上，黑暗条件下进行胚性愈伤组织的诱导

培养，观察胚性愈伤组织形成情况.为了提高绞草胚

性愈伤组织、诱导的速度和诱导率，采用均匀设计

法[飞选用 UlO (104 ) 均匀表，每处理设 30 个重复，考

察细胞分裂素 6-BA 和生长素 NAA 、 IAA 、2 ， 4·D 的浓

度交叉配比对诱导率的影响，以筛选最合适的诱导

培养基.

1. 2. 3 体细胞胚发生发育及植株再生 以因为基

本培养基，内含震糖 20g.L- 1 ，琼脂 8. 0 g • L -1 ，附

加不同浓度的 6-BA 、 NAA 、 IAA 、2 ， 4-D (由预试验可

知:浓度范围与1. 2. 2 相同) ，调节 pH 为 5. 5 ，将含

有胚性细胞团的胚性愈伤组织在温度 (20 士 2) "c、

光照强度 8001x、光照周期 11 hld 条件下培养.为了

提高缓草体胚的发育及萌发速度和萌发率，采用均

匀设计法，每处理设 30 个重复，考察细胞分裂素 6-

BA 和生长素 NAA 、IAA 、2 ，4-D 的浓度交叉配比对萌

发率的影响，筛选最佳的体胚发生发育培养基.培养

到胚性愈伤组织表面产生鱼雷状突起时，将突起剥

离，再转接到体胚发生培养基中继续培养，使体胚继

续发育并萌发后形成完整植株.同时，结合电镜观察

体胚产生的部位及球形胚、盾形胚和子叶胚等发育

阶段的胚形.

1. 2. 4 结果观察 采用数码相机对含外植体各阶

段的形态变化进行拍摄.同时，对不同阶段的培养物

进行扫描电镜观察，拍摄.

1. 2. 5 数据分析与处理 数据分析处理应用均匀

设计软件(Uniform design 3. OV) . 

2 结果与分析

2.1 不同激素配比对胚性愈伤组织诱导的影晌

试验所得数据见表1.经均匀设计软件分析处

理后(表 2) 可知，检验值 F > F(O. 0l .2 ,7) ，回归方程显

著根据回归方程求出 Y1 的最优组合为 : X1 = 1. 0 

mg • L -1 ,X2 = 2. 0 mg • L -1 ，毛 =0 ，几 =0. 对各方程

项进行显著性检验可知 ， X1 和毛对 Y1 值均影响显

著在此组合基础上求得最优解:YI=99.5% ，此解为

回归方程的解析解，按公式Y1 = Y1 + 飞s (μα为正态

表 1 胚性愈伤组织诱导中不同激素配比的 UlO (10
4 ) 均匀设

计试验安排及结果

Tab.l U10 ( 104 
) Uniform design test plan of vaI切us hor-

mone combinations in embryogenic callus induction 

and its result 

处理
因素/(mg.L- 1 ) 诱导率1)/ 萌发率2)

/ 

6-BA NAA IAA 2 .4-D 9毛 9毛, 
编号

(X1 ) (Xz) (X3 ) (X4 ) (飞) (巳)

0.10 0.25 0.50 0.75 58.80 70.0 

2 0.20 1. 00 1. 50 2.00 70.00 68.0 

3 0.30 1. 75 。 0.50 88.70 81. 0 

4 0.40 。 0.75 1.75 55.00 75.8 

5 0.50 0.50 1.75 0.25 72.00 80.0 

6 0.60 1. 25 0.10 1.50 80.60 88.0 

7 0.70 2.00 1. 00 0.10 95.00 89.6 

8 0.80 0.10 2. ∞ 1. 25 65.50 87.0 

9 0.90 0.75 0.25 。 82.40 96.0 

10 1. 00 1.50 1.25 1. 00 97.30 93.7 

1) 为培养 38 d 的诱导率，n=303) 为培养 40 d 的萌发率，

n =30 
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分布的双侧分位数 ， S 为剩余标准差)计算出优化值

区间估计为 Y1 = 99. 5% ( + 11. 9%) ，即 87.6% -

11 1. 4%. 由表 1 试验结果和回归方程及胚性愈伤组

织诱导情况可知，63A 超过 0.70 mg • L- 1 时胚性愈

伤组织、诱导率下降，通过计算 X1 和几对回归的贡

献值和贡献率可知(按偏回归平方和降序排列 ) : 

U(2) = 1. 14e +3 , U(2/ U = 74. 9% ; U(l) = 147 , U(l/ U = 

9.62% ，即 NAA 对胚性愈伤组织诱导率 Y1 的贡献远

远大于 6·BA，为了避免 6-BA 在 O. 70 - O. 80 mg • L- 1 

之间有较高诱导率的峰值，又以 6-BA 为 O. 71 、 O. 72 、

0.73 、0.74 、.0.75 ，0.76 、0.77 ，0.78 、O. 79 和 0.80mg.L- 1 ，
NAA 2.00 mg • L -1 做了 10 个处理的试验，重复 3

次，发现 6-BA 为 0.78 mg . L -1 时胚性愈伤组织诱导

率最高.用实验得到的优化值 6-BAO.78 mg • L -1 
+ 

NAA2.0 mg' L-
1进行验证试验，幼茎茎尖接种到诱

导培养基 7 d 后逐渐增粗膨胀，继续培养至 38 d 后

完全脱分化形成愈伤组织，表面光滑致密呈黄绿色

(图 1 a) ，培养至 52 d 时部分愈伤组织表面逐渐形

成颗粒状的小突起(图 1 h) .通过电镜观察确定:表

面光滑致密呈黄绿色的愈伤组织是含有胚性细胞

团的胚性愈伤组织(图 2a 、 h) ，这些小突起是体胚

发育的前期即球形胚(图 2c) .统计诱导率达 98.7%

以上，在估计范围内，且比所有实验 Y1 值都大.因

此，续草幼茎茎尖诱导含胚性细胞团的胚性愈伤组

织最佳培养基为:臼 + 6-BAO. 78 mg • L -1 
+ NAA2. 0 

mg ·L -1. 

表 2 缀草体细胞胚发生及植株再生各阶段的回归分析结果1)

Tab. 2 Regression ana1ysis result of somatic embryogenesis and plant regeneration of Spiranthes sinensis 

回归方程 复相关系数(R) 检验值(F)培养阶段

胚性愈伤组织的诱导

体细胞胚的发育及植株再生

Y1 = 53.2 + 13. 6X1 + 16. 3X2 

巳 =69.4+3 1. 4X1 -4.07X3 

0.9746 

0.9809 

66. 15 

88.89 

1 )显著性水平 α= 0.01 ，样本容量 N= 10 ， 临界值 F(0.01.2 ， 7) = 9. 547 

2.2 不同激素配比对体细胞胚发育及植株再生的

影晌

试验所得数据见表1.经均匀设计软件分析处理

后(表 2) 可知，检验值 F， >F(O.OI ,2.7) ，回归方程显著.

据回归方程求出乓的最优组合为:X1 = 1.∞吨 ·L I
, 

X2 =0 ，几= 0 ，几= 0，同理，对各方程项进行显著性

检验可知，各方程项均显著.在此组合基础上求得最

优解:Y2=101% ，按公式凡 =yz±UJ 计算出优化值

区间估计为 Y2 = 101 % :!: 7.40% ，即 93.6% -

108.4% .虽然见的最小值为 0 ，但对巳影响显著，

因此，还需添加少量 IAA 以辅助体胚发育.为了明确

IAA 的显著性较准确浓度，又以 IAA 为 0 、 0.01 、
0.02 、 0.03 、 0.04 、 0.05 、…、 0.24 、 O. 25 mg' L -1 

, 

6-BA 1. 00 mg • L -1 做了 26 个处理的试验，发现 IAA

在 O. 10 mg' L -1 时体胚萌发率最高.用实验得到的

优化值 6-BA 1. 00 mg • L -1 
+ IAAO. 08 mg • L- 1 进行

验证试验.将含有胚性细胞团的胚性愈伤组织切割

成适当的小块转接到附加 6-BA1. 00 mg • L- 1 和

IAAO.08 mg • L -1 的 LS 培养基上进行体胚发育及萌

发培养，胚性细胞团在此组合的培养基上培养 18 d 

后开始呈现出明显的发育状态，由黄绿色逐渐转为

色圆锥体出现(图 1 c ) .通过电镜观察确定:绿色圆

锥体是胚性细胞团表面球形胚发育产生的盾形胚

(图 2d) 和早期子叶胚(图 2e) ，说明体胚开始转向植

株萌发阶段.统计萌发率为 999毛，在估计范围内，且

比表 1 中所有毛值都大.因此，绞草体细胞胚发育

及萌发的最佳培养基为: LS + 6-BA1. 00 mg • L 
-1 

+ 

IAAO. 08 mg • L -1 
• 

将胚性愈伤组织表面产生的鱼雷状突起剥离

下来，再转接到培养基 :LS +6-BA 1. 00 mg' L- 1 
+ 

IAAO.08 mg • L- 1 中继续培养 28 d ，由鱼雷状变成

小芽锥，40 d 后小芽锥发育成完整的植株(图 1 d) . 

同时通过电镜观察证实了小芽锥为子叶胚(图

2e) . 

2.3 炼苗和移栽

待苗根长至 2.0 cm 时，从培养瓶中取出试管

苗，在含有lO mg.L- 1 高锚酸饵溶液中洗去苗上残

留的琼脂，然后植入经 100 倍杀毒矶(Oxadixyl man­

cozeh) 消毒过的泥炭土、腐烂松针和河砂(质量比为

3:2: 1) 混合的基质中，用薄膜覆盖以保湿保温，温度

保持在 80% ，温度控制在(18+2) "C，每天自然光照

8 h ,3 d 后通风换气，7 d 后揭膜，每天早晚喷洒清水

浅绿色，继而转为翠绿色，继续培养至 30 d 后，有绿 各 1 次.成活率达 929毛以上(图 le).
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a 

a:胚性愈伤组织 ;b:含有球形胚的胚性愈伤组织 ;c:体细胞胚萌发 ;d:体细胞胚萌发后发育为完整植株 ;e:移栽的植株

图 l 绞草体细胞胚的诱导形成及植株再生过程

Fig. 1 Indution of somatic embryos and the progress of plant regeneration in Spiranthes sinensis 

、

样
a:胚性愈伤组织( x 80 ，标尺 =5∞ μmhb:胚'性细胞团( x 500 ，标尺= 100μmhc:含球形胚的胚性愈伤组织( x 1 5∞，标尺 =30μmhd:盾形

胚( x 70 ，标尺 =5∞ μmke:子叶胚( x45 ，标尺 =lmm);f:体胚萌发为芽( x 35 ，标尺= 1 mm) 

图 2 绞草体细胞胚诱发及发育各阶段的扫描电镜观察

Fig. 2 Scanning electron microscope observation of the induction and development of Spiranthes sinensis somatic embryos in different 

stages 

3 讨论

体细胞胚胎也称为胚状体，对续草等单子叶植

物而言，它能像种子一样通过球形、盾形和子叶形的

胚胎发育时期，最终形成可发育成完整小植株的成

熟胚.迄今为止，近 300 种植物都产生了体细胞胚

胎，并能进一步发育成完整植株.这表明体胚的发生

在高等植物中已普遍存在.而大多数植物只有处于

一定发育阶段的某些器官的外植体才易于诱导形成

胚性细胞团[ω]. 本研究探讨了培养基中不同浓度的

植物生长调节物质对绞草茎尖胚性愈伤组织诱导的

影响，并对影响体胚发育及植株再生的 6-BA 、 NAA 、

IAA 和 2 ，4-D 等 4 个因素进行筛选.结果表明，绞草

茎尖较适宜胚性愈伤组织诱导和体胚发生发育的不
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同阶段所需植物生长调节剂种类和浓度存在差异，

较高浓度的 NAA 和一定浓度的 6-BA 在绞草胚性愈

伤组织诱导阶段是必需的，但添加过高浓度的 NAA

会导致外植体迅速黄化，不能形成胚性愈伤组织.原

因可能是高浓度 NAA 会诱导外植体生成乙烯等气

体，加速外植体的衰老.添加 6-BA 有利于外植体保

持较高的活性，不添加 6·BA ，外植体会逐渐黄化而失

去脱分化能力.而体胚的发生乃至进一步发育成完

整植株却需要较高浓度的 6·BA，并辅以低浓度的

IAA 才能完成.这可能是诱导体胚发生发育过程中，

细胞的理化性能发生了较大的变化[11].

体胚发生发育过程的扫描电镜观察结果表明，

续草茎尖诱导产生的体胚具有明显的两极性和相对

的独立性.在缓草体细胞胚胎发生体系的研究中发

现，体细胞胚胎经过了球形胚、盾形胚和子叶胚全过

程，说明其发育过程与合子胚的发育完全相同.由此

可知，本研究不仅建立了绞草体细胞胚发生发育体

系，而且通过电镜观察结果还可看出体细胞胚同时

源于胚性愈伤组织的表面和内部组织.研究中发现

球形胚形成后与其周围组织之间产生了结构上的隔

离，这正是体细胞胚胎发生的先决条件.球形胚形成

后，两极同时发育，呈现明显的两极性;且每个体细

胞胚最终都能萌发成完整的植株，具有相对的独立

性这两个特征是区分器官发生和体胚发生的标志.

绞草体胚发生的形态学和超微结构观察表明，本研

究初步建立了相对稳定的缓草体细胞胚胎发生体

系，通过续草体细胞胚的诱发体系可进一步建立遗

传转化系统，为基因工程技术在药用植物育种领域

中的广泛应用开辟新的途径，也为提高其他濒危药

用植物的遗传转化效率提供试验基础.
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