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华重楼离体胚培养及植株再生初探

陈　 瑶１ꎬ２ꎬ 周寒梅１ꎬ 何　 兵１∗ꎬ 李　 维１

( １. 四川师范大学 生命科学学院ꎬ 成都 ６１０１０１ꎻ ２. 成都文理学院 现代农业学院ꎬ 成都 ６１０４０１ )

摘　 要: 为探明华重楼离体胚培养及植株再生的基本体系ꎬ该文以华重楼离体幼胚为试验材料ꎬ以 ＭＳ 培养基

为基本培养基ꎬ研究不同光照、不同浓度梯度组合的植物生长调节剂对华重楼离体幼胚萌发、成苗的影响ꎮ 结

果表明:培养到 ６０ ｄ 时ꎬ暗培养条件下华重楼离体幼胚的生长率和萌发率分别比光培养条件下高 ４５.２５％、
１９.１７％ꎬ故暗培养比光培养更有利于华重楼离体幼胚生长发育ꎮ 当 ＧＡ３浓度相同时ꎬ离体幼胚萌发所需时间

随 ＩＡＡ 浓度增加而延长ꎮ 不同浓度的 ＧＡ３都可促进离体幼胚萌发ꎬ促进作用由强到弱依次为 ５ ｍｇＬ￣１ ＧＡ３>

１ ｍｇＬ￣１ ＧＡ３> １０ ｍｇＬ￣１ ＧＡ３ꎮ 在黑暗条件下ꎬ优选得到最适华重楼离体幼胚生长发育配方为 １ / ２ ＭＳ＋３０

ｇＬ￣１蔗糖＋７ ｇＬ￣１琼脂＋０.５ ｇＬ￣１活性炭＋５ ｍｇＬ￣１ＧＡ３＋１ ｍｇＬ￣１ ＩＡＡꎮ 此配方可诱导华重楼离体幼胚在

２ 个月左右萌发ꎬ萌发率达 ５０％需 ８０ ｄ 左右ꎮ 在华重楼成熟胚出苗培养时发现ꎬ高浓度的植物生长调节剂会

抑制华重楼成熟胚生长发育ꎬ高浓度 ＧＡ３甚至会导致华重楼成熟胚死亡ꎮ 优选得到最适华重楼成熟胚出苗配

方为 ＭＳ＋３０ ｇＬ￣１蔗糖＋６.２ ｍｇＬ￣１硼酸＋７ ｇＬ￣１琼脂＋０.７ ｇＬ￣１活性炭＋０.５ ｍｇＬ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ＋１.５ ｍｇＬ￣１ ＩＡＡ ＋

１.５ ｍｇＬ￣１ ＺＴ＋５ｍｇＬ￣１ ＧＡ３ꎬ诱导成熟胚出苗需 ４３ ｄ 左右ꎬ７５ ｄ 左右可形成真叶ꎮ
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　 　 华重楼(Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)是我国

Ⅱ级保护植物、名贵中药材ꎮ 重楼中主要活性物

质为甾体皂苷ꎬ具有抗肿瘤(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ
Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)、抗菌(Ｑｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)、抗氧化

(张宁ꎬ２０１６)、止血(李洪梅等ꎬ２０１７)等作用ꎮ 干

燥重楼根茎是云南白药、季德胜蛇药片、宫血宁等

６５ 种中成药的重要原料(武珊珊等ꎬ２００４ꎻ杨天梅

等ꎬ２０１７ꎻ张翔宇等ꎬ２０１７)ꎮ 由于重楼药用功效不

断被开发ꎬ市场价格不断攀升ꎬ导致重楼野生资源

遭到无规律、大量的采挖ꎬ野生资源急剧减少ꎮ ２０
世纪 ８０ 年代ꎬ干燥重楼根茎价格约每千克 ２.５ 元

(何良艳等ꎬ２０１１)ꎬ近年来已上涨到每千克 ４００ 元

(赵庭周等ꎬ２０１４)ꎮ 在巨大经济利益的驱使下ꎬ重
楼野生资源陷入“越挖越少、越少越贵、越贵越挖”
的恶性循环ꎮ 我国 ８０％的野生重楼已被开发利用

(黄希等ꎬ２０１６)ꎮ 为缓解重楼野生资源困境ꎬ必须

加快重楼人工繁殖速度ꎮ 但如何打破重楼种胚形

态休眠和生理休眠、提高种子萌发率等方面仍没

有取得突破性进展ꎮ 因此ꎬ研究重楼属植物组织

培养技术是解决重楼属植物快繁瓶颈的有效途

径ꎮ 不同学者分别以重楼根状茎 (熊海浪等ꎬ
２０１２ꎻ宋发军等ꎬ２０１３ꎻ王跃华等ꎬ２０１４ꎻ刘银花等ꎬ
２０１５ｂ)、茎尖、子房、茎段(李群等ꎬ２００６)、芽(杨

丽云等ꎬ２００８ꎻ王跃华等ꎬ２０１４)、芽轴(刘银花等ꎬ
２０１５ａ)、叶片(熊海浪等ꎬ２０１２ꎻ王跃华等ꎬ２０１４)、
种胚(熊海浪等ꎬ２０１２ꎻ王跃华等ꎬ２０１５)、种子(宋
发军等ꎬ２０１３ꎻ杨淋等ꎬ２０１３)等为材料建立了重楼

组织培养体系ꎬ但都存在愈伤组织诱导和增殖率

低、幼苗移栽成活率低等问题ꎬ实用价值不高ꎮ
胚培养是在离体无菌条件和适宜培养基中使

离体胚发育成苗的技术(王蒂ꎬ２００４)ꎬ且对促进植

物育种和遗传学研究具有重要意义( Ｙａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６ꎻＬｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 进行胚培养的主要目的

之一是打破种子休眠加速萌发ꎬ缩短育种周期(王
雪玲ꎬ２０１４)ꎮ 胚培养受很多条件的影响ꎬ如胚的

品种、胚龄、培养基种类、激素种类和浓度、碳水化

合物种类和浓度、光照、温度、 ｐＨ 值等 (田玲ꎬ
２００７ꎻ 雷秀娟ꎬ２０１３)ꎮ 胚培养技术已经在浙贝母

２８６１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 １　 华重楼离体幼胚生长发育 Ｌ９(２
３)因子水平表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ Ｌ９(２
３) ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｍｂｒｙｏｓ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

植物生长调节剂
Ｐｌａｎｔ￣ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ

(ｍｇＬ ￣１)

处理组编号 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒ

ＣＫ Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ａ４ Ａ５ Ａ６ Ａ７ Ａ８ Ａ９

赤霉素 ３ ＧＡ３ ０ １ １ １ ５ ５ ５ １０ １０ １０

吲哚乙酸 ＩＡＡ ０ １ ４ ８ １ ４ ８ １ ４ ８

表 ２　 华重楼成熟胚诱导出苗 Ｌ９(３
４)因子水平表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ Ｌ９(３
４) ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇ

植物生长调节剂
Ｐｌａｎｔ￣ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ

(ｍｇＬ ￣１)

处理组编号 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｎｕｍｂｅｒ

ＣＫ Ｂ１ Ｂ２ Ｂ３ Ｂ４ Ｂ５ Ｂ６ Ｂ７ Ｂ８ Ｂ９

二氯苯氧乙酸 ２ꎬ４￣Ｄ ０ ０.５ ０.５ ０.５ １ １ １ ３ ３ ３

吲哚乙酸 ＩＡＡ ０ ０.５ １.５ ３ ０.５ １.５ ３ ０.５ １.５ ３

玉米素 ＺＴ ０ ０.５ １.５ ３ １.５ ３ ０.５ ３ ０.５ １.５
赤霉素 ３ ＧＡ３ ０ １ ５ １０ １０ １ ５ ５ １０ １

(苏新ꎬ１９９５)、人参(雷秀娟ꎬ２０１３)、伊贝母 (李

丽ꎬ２０１７)、橄榄(Ｇｅｒｍａｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)等药用植

物研究中取得成功ꎮ 目前未见有关华重楼种子离

体胚培养的报道ꎮ
重楼属(Ｐａｒｉｓ)植物结籽量大ꎬ种子数量多ꎬ是

繁殖的好材料ꎮ 但由于其植物本身特殊的生物学

特性ꎬ种子在自然条件下ꎬ需要两冬一夏才能萌发

并且萌发率低、植株生长缓慢(李运昌ꎬ１９８２)ꎬ常
规育种难以保证市场的需要ꎮ 能否利用重楼种子

数量多的特点和组织培养具有高繁殖效率的优

点ꎬ直接诱导重楼离体幼胚发育形成植株? 本试

验通过离体胚培养技术来克服重楼种子难以萌发

的缺点ꎬ缩短育种周期ꎮ 用胚培养技术研究光照

和植物生长调节剂对华重楼种子离体幼胚萌发及

成苗的影响ꎬ旨在使发育不完全的胚快速发育ꎬ缩
短萌发时间和出苗时间ꎬ同时也为重楼属植物的

繁殖研究探索出一条新途径ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

华重楼种子采自峨眉山生物资源实验站ꎬ挑

选新鲜健康、大小均匀一致的华重楼种子备用ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 华重楼种子预处理　 将去除外种皮的华重楼

种子用流水冲洗 ３０ ｍｉｎꎬ用滤纸将种子表面的水分

吸干ꎬ在超净工作台中用 ０.１％的 ＨｇＣｌ２消毒 １０ ｍｉｎ、
无菌水冲洗 ５ 次、每次 １ ｍｉｎꎮ 消毒后接种在 ＭＳ 培

养基中ꎬ放入人工气候箱培养 ６ 个月ꎮ 人工气候箱

条件设置:温度 ２０ ℃ꎬ光照１ ５００ ｌｘꎬ１１ ｈｄ￣１ꎬ湿度

６５％ꎻ温度 ４ ℃ꎬ光照 ０ ｌｘꎬ湿度 ７５％ꎬ１３ ｈｄ￣１ꎮ
１.２.２ 华重楼种胚剥离 　 将双目体视镜下置于超

净工作台中ꎬ用手术刀和解剖针在双目体视镜下

将处理 ６ 个月后的华重楼种胚取出并接种于装有

“华重楼离体幼胚生长发育培养基”的培养皿中ꎮ
１.２.３ 植物生长调节剂对华重楼离体幼胚生长发

育的影响　 离体幼胚生长发育培养基:１ / ２ ＭＳ＋３０
ｇＬ￣１ 蔗糖 ＋ ７ ｇＬ￣１ 琼脂 ＋ ０. ５ ｇＬ￣１ 活性炭 ＋
ＩＡＡ＋ＧＡ３ꎬｐＨ 为 ５. ８ ~ ６ꎮ 采用 ２ 因素 ３ 水平 Ｌ９

(２３)实验设计研究 ＩＡＡ、ＧＡ３对华重楼离体幼胚生

长发育的影响ꎬ并以不添加 ＩＡＡ、ＧＡ３的“离体幼胚

生长发育培养基”为对照组(表 １)ꎮ 每个培养皿

接种 ４ 颗华重楼离体幼胚ꎬ用封口胶密封培养皿

后倒置于人工气候箱中培养ꎬ每个组重复 ６ 次ꎮ
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１.２.４ 光照对华重楼离体幼胚生长发育的影响 　
为研究不同光照对华重楼离体幼胚生长发育的影

响ꎬ 将 １.２.３ 中接种的每组培养皿平均分为两部

分ꎬ分别置于光培养和暗培养条件下进行培养ꎮ
光培养条件:光照１ ５００ ｌｘꎬ温度 ２０ ℃ꎬ湿度 ６５％ꎬ
１１ ｈｄ￣１ꎻ光照 ０ ｌｘꎬ温度 １５ ℃ꎬ湿度 ７５％ꎬ１３ ｈ
ｄ￣１ꎮ 暗培养条件:光照 ０ ｌｘꎬ温度 ２０ ℃ꎬ湿度 ６５％ꎬ
１１ ｈｄ￣１ꎻ光照 ０ ｌｘꎬ温度 １５ ℃ꎬ湿度 ７５％ꎬ１３ ｈ
ｄ￣１ꎮ 此后ꎬ每隔 ２ ｄ 分别取样在双目体视镜下观察

华重楼离体幼胚的形态变化ꎮ
１.２.５ 植物生长调节剂对华重楼成熟胚出苗的影

响　 子叶长出 ０.１ ~ ０.２ ｃｍ 视为离体胚发育成熟ꎮ
将健康、长势一致的成熟胚转接到出苗培养基中

诱导成熟胚出苗ꎮ 出苗培养基:ＭＳ＋３０ ｇＬ￣１ 蔗

糖＋６.２ ｍｇＬ￣１ 硼酸＋７ ｇＬ￣１ 琼脂＋０.７ ｇＬ￣１ 活

性炭＋２ꎬ４￣Ｄ＋ＩＡＡ＋ＺＴ＋ＧＡ３ꎬ培养基 ｐＨ 为 ５.８ ~ ６ꎬ
每组重复 ３ 次ꎮ 采用 ４ 因素 ３ 水平 Ｌ９(３４)实验设

计研究 ２ꎬ４￣Ｄ、ＩＡＡ、ＺＴ、ＧＡ３对华重楼成熟胚出苗

的影响ꎬ并以不添加 ２ꎬ４￣Ｄ、ＩＡＡ、ＺＴ、ＧＡ３的“出苗

培养基”为对照组(表 ２)ꎮ 培养条件:光照１ ５００
ｌｘꎬ温度 ２２ ℃ꎬ湿度 ６０％ꎬ１１ ｈｄ￣１ꎻ光照 ０ ｌｘꎬ温度

１５ ℃ꎬ湿度 ７５％ꎬ１３ ｈｄ￣１ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 光照对华重楼离体幼胚发育的影响

由表 ３ 可知ꎬ光照条件下ꎬ培养到 ６０ ｄ 时离体

幼胚生长率仅为 ２２.２５％ꎬ萌发率仅为 ７.５％ꎬ绝大

多数离体幼胚在生长过程中褐化死亡ꎮ 暗培养条

件下ꎬ培养到 ６０ ｄ 时离体幼胚生长率为 ６７.５％ꎬ萌
发率为 ２６.６７％ꎮ 由此可见暗培养更有利于华重

楼离体幼胚生长发育ꎮ
２.２ 植物生长调节剂对华重楼离体幼胚萌发的影响

由图 １ 可知ꎬ对照组处理下华重楼离体幼胚需

要 １９４ ｄ 才能萌发ꎬ不同浓度的 ＧＡ３＋ＩＡＡ 组合处

理都能显著促进华重楼离体胚萌发ꎮ 当 ＧＡ３ 浓

度相同时ꎬ离体幼胚萌发所需时间随 ＩＡＡ 浓度增

加而延长ꎮ 说明低浓度 ＩＡＡ 促进作用强于高浓

度 ＩＡＡꎮ 当 ＩＡＡ 浓度相同时ꎬ不同浓度的 ＧＡ３都

可促进离体幼胚萌发ꎬ 促进作用由强到弱依次为

表 ３　 光照对华重楼离体幼胚萌发生长的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｍｂｒｙｏ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

光照条件
Ｌｉｇｈｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

光培养
Ｌｉｇｈｔ ｃｕｌｔｕｒｅ

暗培养
Ｄａｒｋ ｃｕｌｔｕｒｅ

培养时间
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ(ｄ)

４５ ６０ ４５ ６０

胚生长率
Ｅｍｂｒｙｏ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ(％)

１０.００ ２２.５０ ５２.５０ ６７.５０

胚萌发率
Ｅｍｂｒｙｏ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ(％)

０ ７.５ ０ ２６.６７

阶段Ⅰ. 球形胚分化所需时间ꎻ 阶段Ⅱ. 胚柄分化所需时
间ꎻ 阶段Ⅲ. 胚根分化所需时间ꎻ 阶段Ⅳ. 子叶分化所需时
间ꎮ 不同小写字母表示差异显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｓｔａｇｅ Ｉ. Ｔｉｍｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｓｐｈｅｒｉｃａｌ ｅｍｂｒｙｏｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ Ｓｔａｇｅ
Ⅱ. Ｔｉｍｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｓｕｓｐｅｎｓｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ Ｓｔａｇｅ Ⅲ. Ｔｉｍｅ
ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｒａｄｉｃｌｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎻ Ｓｔａｇｅ Ⅳ. Ｔｉｍｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ
ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 植物生长调节剂对华重楼离体
幼胚生长发育的影响

Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ￣ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｅｍｂｒｙｏ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

图 ２　 植物生长调节剂对华重楼离体幼胚萌发的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ￣ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｍｂｒｙｏ

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
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ＳＵ. 胚柄ꎻ ＲＡ. 胚根ꎻ ＨＹ. 胚轴ꎻ ＣＯ. 子叶ꎮ 下同ꎮ
ＳＵ. Ｓｕｓｐｅｎｓｏｒꎻ ＲＡ. Ｒａｄｉｃｌｅꎻ ＨＹ. Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌꎻ ＣＯ. Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图版Ⅰ　 Ａ４ 组中华重楼离体幼胚萌发过程的形态变化
ＰｌａｔｅⅠ　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｍｂｒｙｏ ｕｎｄｅｒ Ａ４ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图版 Ⅱ　 ＣＫ 组中华重楼离体幼胚萌发过程的形态变化
ＰｌａｔｅⅡ　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｍｂｒｙｏ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

５ ｍｇＬ￣１ ＧＡ３ > １ ｍｇＬ￣１ ＧＡ３ > １０ ｍｇＬ￣１ ＧＡ３ꎮ
Ａ４ 组处理下离体幼胚萌发最快ꎬ仅需 ５４ ｄꎬ比对

照组提前 １４０ ｄ 萌发ꎮ
对不同处理组下华重楼离体幼胚萌发率达

５０％所需时间进行统计ꎮ 除 Ａ９ 组外ꎬ其他处理组

都能显著促进华重楼离体幼胚萌发ꎬＡ４ 组萌发率

达 ５０％所需时间最短ꎬ仅需 ７９.６７ ｄꎬ比对照组提

前 １６８.６６ ｄ(图 ２)ꎮ
综上所述ꎬＡ４ 组配方( １ / ２ ＭＳ＋ ３０ ｇＬ￣１ 蔗

糖＋７ ｇＬ￣１ 琼脂＋ ０. ５ ｇＬ￣１ 活性炭＋ ５ ｍｇＬ￣１

ＧＡ３＋１ ｍｇＬ￣１ ＩＡＡ) 最有利于华重楼离体幼胚

萌发ꎮ
２.３ Ａ４ 组中华重楼离体幼胚形态变化

接种时华重楼离体胚为球形胚(图版Ⅰ: Ａꎬ 图
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图版 Ⅲ　 Ｂ２ 组中华重楼幼苗生长过程
Ｐｌａｔｅ Ⅲ　 Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｕｎｄｅｒ Ｂ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图版 Ⅳ　 ＣＫ 组中华重楼幼苗生长过程
Ｐｌａｔｅ Ⅳ　 Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

版Ⅱ:Ａ)ꎮ 在 Ａ４ 中培养 ２４ ｄ 离体幼胚分化出胚柄

(图版Ⅰ:Ｂ)ꎮ 对照组需培养 ７５ ｄ 才能分化出胚柄

(图版Ⅱ:Ｂ)ꎬ且其胚柄比 Ａ４ 组的胚柄短ꎮ 在 Ａ４
组中培养 ３５ ｄ 离体幼胚分化出胚根ꎬ平均长 ３ ｍｍ
(图版Ⅰ:Ｃ)ꎬ而对照组培养 １３０ ｄ 才初步分化出胚

根ꎬ平均长 ０.５ ｍｍ(图版Ⅱ:Ｃ)ꎮ Ａ４ 组中培养 ５４ ｄ
离体幼胚分化出子叶(图版Ⅰ:Ｄ)ꎬ对照组培养 １５４
ｄ 离体幼胚才可初步分化出子叶(图版Ⅱ:Ｄ)ꎮ 在

Ａ４ 组中继续培养 １１ ｄ 离体幼胚继续长大ꎬ胚根、胚
轴、子叶分化更明显ꎬ芽原基初步形成ꎬ离体幼胚发

育成熟(图版Ⅰ:Ｅ)ꎮ 此时子叶平均长 ２ ｍｍꎬ胚根

平均长 ５ ｍｍꎮ 离体幼胚在对照组中需继续培养 ２４
ｄ 左右才可形成芽原基(图版Ⅱ:Ｅ)ꎮ
２.４ 植物生长调节剂对华重楼成熟胚出苗的影响

由表 ４ 可知ꎬＢ３、Ｂ４、Ｂ８ 处理下成熟胚都不能

正常出苗ꎬ可能是由于这三组培养基中赤霉素浓

度过高(ＧＡ３为 １０ ｍｇＬ￣１)ꎮ 除这三组外ꎬ其他处

理组都可诱导成熟胚出苗ꎮ Ｂ２ 组平均出苗时间最

短ꎬ仅需 ４３ ｄꎬ比对照组快 ３８ ｄꎮ 在对照组中不能

形成真叶ꎮ 虽然 Ｂ２ 组与 Ｂ９ 组诱真叶形成所需时

间最短且无显著差异ꎬ但是 Ｂ２ 组中华重楼幼苗茎

叶生长速度比 Ｂ９ 组快ꎮ
综上所述ꎬＢ２ 组配方(ＭＳ＋３０ ｇＬ￣１ 蔗糖＋６.２

ｍｇＬ￣１ 硼酸＋７ ｇＬ￣１ 琼脂＋０.７ ｇＬ￣１ 活性炭＋
０.５ ｍｇＬ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ ＋１.５ ｍｇＬ￣１ ＩＡＡ ＋１.５ ｍｇＬ￣１

ＺＴ＋ ５ ｍｇＬ￣１ ＧＡ３)最有利于华重楼成熟胚出苗ꎮ
２.５ Ｂ２ 组中华重楼成熟胚出苗过程

在 Ｂ２ 组培养条件下 １０ ｄ 左右子叶可转绿且

胚根明显变长(图版Ⅲ:Ａ)ꎬ４３ ｄ 左右子叶展开形

成幼苗(图版Ⅲ:Ｂ)ꎬ ７５ ｄ 左右形成真叶(图版Ⅲ:
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表 ４　 植物生长调节剂对华重楼成熟胚出苗的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ￣ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｏｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

处理组编号
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｎｕｍｂｅｒ

出苗所需时间
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ
ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ

ｔｉｍｅ
(ｄ)

真叶形成
所需时间
Ｔｒｕｅ ｌｅａｆ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
(ｄ)

幼苗生长状况
Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ＣＫ ８１.００±１.６３ａ — 叶片嫩绿ꎬ不能形成真叶ꎬ茎叶生长缓慢
Ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅｅｎꎬ ｉｔ ｃａｎ’ ｔ ｆｏｒｍ ｔｒｕｅ ｌｅａｖｅｓꎬ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｇｒｏｗ ｓｌｏｗｌｙ

Ｂ１ ６０.６７±２.４９ｃｄ ９１.３３±２.０５ａｂ 叶片嫩绿ꎬ能形成真叶ꎬ茎叶生长缓慢
Ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅｅｎꎬ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｆｏｒｍ ｔｒｕｅ ｌｅａｖｅｓꎬ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｇｒｏｗ ｓｌｏｗｌｙ

Ｂ２ ４３.００±３.７４ｅ ７４.６７±２.８７ｄ 叶片嫩绿ꎬ长势良好ꎬ能形成真叶
Ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅｅｎ ａｎｄ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌꎬ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｆｏｒｍ ｔｒｕｅ ｌｅａｖｅｓ

Ｂ３ — — 成熟胚在培养前期褐化死亡
Ｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｄｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｂｒｏｗｎｉｎｇ

Ｂ４ — — 成熟胚稍长大ꎬ但逐渐褐化死亡
Ｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｇｒｅｗ ｓｌｉｇｈｔｌｙꎬ ｂｕｔ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｂｒｏｗｎｅｄ ａｎｄ ｄｉｅｄ

Ｂ５ ７１.６７±１.８９ａｂ ８４.３３±３.６８ｃ 叶片偏黄ꎬ能形成真叶ꎬ茎叶生长缓慢
Ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｆｏｒｍ ｔｒｕｅ ｌｅａｖｅｓꎬ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｇｒｅｗ ｓｌｏｗｌｙ

Ｂ６ ５２.３３±２.８７ｄｅ ９５.３３±２.６２ａ 叶片嫩绿ꎬ能形成真叶ꎬ茎叶长势良好
Ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅｅｎꎬ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｆｏｒｍ ｔｒｕｅ ｌｅａｖｅｓꎬ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌ

Ｂ７ ５７.００±４.９０ｃｄ ８９.００±２.１６ａｂ 叶片嫩绿ꎬ能形成真叶ꎬ茎叶长势良好
Ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅｅｎꎬ ｉｔ ｃａｎ ｆｏｒｍ ｔｒｕｅ ｌｅａｖｅｓꎬ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｇｒｏｗ ｗｅｌｌ

Ｂ８ — — 成熟胚能稍长大ꎬ但逐渐褐化死亡
Ｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｇｒｅｗ ｓｌｉｇｈｔｌｙꎬ ｂｕｔ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｂｒｏｗｎｅｄ ａｎｄ ｄｉｅｄ

Ｂ９ ６６.００±２.９４ｂｃ ７７.６７±２.４９ｃｄ 叶片嫩绿ꎬ能形成真叶ꎬ茎叶生长缓慢
Ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅｅｎꎬ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｆｏｒｍ ｔｒｕｅ ｌｅａｖｅｓꎬ ｓｔｅｍｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｇｒｅｗ ｓｌｏｗｌｙ

　 注: 由于有 ３ 个处理组导致实验材料死亡ꎬ仅对剩余数据进行多重比较ꎮ 不同小写字母表示差异显著性(Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｂｅｃａｕｓｅ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｈｒｅｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｔｈａｔ ｃａｕｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍａｔｅｒｉａｌ ｄｉｅｄꎬ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｗｅｒｅ ｍａｄｅ ｏｎｌｙ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｄａｔａ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .

Ｃ)ꎬ培养到 １５０ ｄ 时幼苗生长状况良好(图版Ⅲ:
Ｄ)ꎮ 在对照组培养条件下 １０ ｄ 左右子叶也可转

绿(图版Ⅳ:Ａ)ꎬ但胚根生长缓慢ꎬ８１ ｄ 左右才出

苗(图版Ⅳ:Ｂ)ꎬ培养到 １５０ ｄ 时也未见真叶形成ꎬ
只见幼苗长大(图版Ⅳ:Ｃ)ꎮ

３　 讨论与结论

光照是植物生长发育过程中的重要环境因

子ꎬ在种子休眠过程中光通过光敏素系统对种子

萌发起调控作用ꎮ 虽然光照与离体胚生长发育间

的关系还有待进一步探究ꎬ但已有很多研究表明

光照会导致愈伤组织褐化ꎮ 李树丽(２０１４)发现光

照强度越强ꎬ中华红叶杨外植体褐化率越高ꎬ而暗

培养 １０ ｄ 可将其褐化率降低到 １８％ꎮ 杨爽等

(２０１２)也发现野生手掌参离体芽暗培养 ５ ~ １０ ｄ
比直接光照培养好ꎬ褐化较轻ꎬ腋芽萌动时间早、

长势好ꎮ 汤浩茹等(２０００)在黑暗培养条件下成功

取得了德国核桃 Ｎｏ.１２０ 的幼胚、胚轴、子叶ꎮ 本

研究也表明黑暗培养条件更有利于华重楼离体胚

生长发育ꎮ 其原因可能是在离体胚培养条件下ꎬ
黑暗条件模拟了华重楼种胚在种子中的生长环

境ꎮ 另外ꎬ采取完全黑暗培养可避免酚类物质的

毒害(赖钟雄等ꎬ１９９７)ꎮ 但红豆杉( Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)和伊贝母(李丽ꎬ２０１７)的离体胚更适合在适

宜光照条件下发育ꎮ
植物生长调节剂在植物组织培养中起关键作

用ꎬ对培养基中植物生长调节剂种类和浓度进行

调整ꎬ可有效地影响植物体内源激素水平ꎬ影响培

养物本身基因表达ꎬ进而影响器官形成和组织分

化过程ꎬ影响培养物形态重建(李丽等ꎬ２０１８ꎻ穆瑢

雪等ꎬ２０１８)ꎮ 生长素会影响胚发生、根发育ꎬ叶展

开等植物生长发育过程(Ｗｏｏｄｗａｒｄ ＆ Ｂａｒｔｅｌꎬ２００５ꎻ
Ｚｈａｏꎬ２０１０)ꎮ ＧＡ３能显著提高西洋参杂种幼胚的
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萌发率(雷秀娟ꎬ２０１３)ꎬ低浓度的 ＩＡＡ 有利于伊贝

母离体胚生长发育ꎬ而高浓度的 ＩＡＡ 则不利于其

离体胚的生长发育(李丽ꎬ２０１７)ꎮ 本研究结果与

此类似ꎮ 植物生长调节剂不同组合方式不仅影响

出苗率还影响出苗方式和幼苗生长状态(李程ꎬ
２０１３ꎻＴａｎｇꎬ２０１４ꎻＲａｏｍａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 本研究中ꎬ
离体胚成熟胚在 Ｂ２ 配方中出苗所用时间最短ꎬ幼
苗生长状态最好ꎮ 高浓度的 ＧＡ３会导致成熟离体

胚褐化死亡ꎬ在不添加植物生长调节剂的情况下

不能诱导形成真叶ꎮ 离体幼胚 Ａ４ 配方中能快速

萌发ꎬ成熟胚在 Ｂ２ 配方中能快速出苗可能是因为

植物生长调节(ＧＡ３、ＩＡＡ)调控了赤霉素和生长素

信号转导通路和生物合成途径中相关基因的表

达ꎮ 本实验室对 ＧＡ３和 ＩＡＡ 组合调控华重楼种子

萌发机理进行了探究ꎮ 经高通量转录组测序和

ｐａｔｈｗａｙ 通路分析发现ꎬ外源施加 ＧＡ３和 ＩＡＡ 可使

ＧＡ 分解代谢基因 ＧＡ２ｏｘ 下调表达ꎬＧＡ 合成基因

ＧＡ２０ｏｘ 上调表达ꎬＧＡ 信号通路中 ＧＩＤ１ 下调表

达ꎬＰＩＦ４ 上调表达ꎮ 外源施加 ＩＡＡ 可使 ＩＡＡ 合成

通路中 ＹＵＣＣＡ、ＡＬＤＨ 上调表达ꎬ生长素的受体蛋

白 ＡＵＸ１、ＡＵＸ / ＩＡＡ、ＳＡＵＲ 等上调表达ꎮ 因此ꎬ在
华重楼离体胚培养的培养基中添加 ＧＡ３与 ＩＡＡ 或

许也可促进 ＧＡ、ＩＡＡ 合成代谢和信号转导ꎬ从而

加速离体幼胚成熟与出苗ꎮ
综上所述ꎬ黑暗条件有利华重楼离体胚的生

长发育ꎮ 在本研究条件下ꎬ适宜浓度的 ＧＡ３与 ＩＡＡ
组合可使华重楼离体胚快速生长发育ꎬ提前萌发ꎮ
适宜浓度的 ２ꎬ４￣Ｄ＋ＩＡＡ＋ＺＴ＋ＧＡ３组合可缩短成熟

华重楼成熟胚出苗时间ꎬ且诱导形成真叶ꎮ 高浓

度的 ＧＡ３会导致成熟胚死亡ꎮ 离体胚培养可明显

缩短华重楼种胚萌发、出苗时间ꎮ
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