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摘  要：橡胶树次生体胚循环增殖技术实现了橡胶树体胚苗（自根幼态无性系）规模化繁育。该技术需要将子叶胚切

成 2 mm×2 mm 的胚块，伤口部位会产生大量的乙烯及活性氧，培养过程中也会形成较多乙烯和活性氧，乙烯及活性氧

对橡胶树体胚发生产生不利影响。硝酸银（AgNO3）是乙烯抑制剂，同时影响酶的活性。本文研究了不同硝酸银浓度

（0、2.5、5.0、10.0、15.0 mg/L）处理不同时间（7、14、21、28 d）对橡胶树胚块褐化及次生体胚发生的影响，并评

估了再生植株的表型及倍性。结果表明：AgNO3 可明显减轻胚块褐化情况，减少胚块活性氧的产生，5.0~15.0 mg/L AgNO3

处理较 2.5 mg/L 效果更好，AgNO3 处理 21 d 较其他 3 个处理时间效果好；2.5~15.0 mg/L AgNO3 处理 7~28 d 未显著增

加出胚胚块数，但 5.0 mg/L AgNO3 处理 21、28 d，10.0 mg/L AgNO3 处理 21 d，15.0 mg/L AgNO3 处理 7~21 d 子叶胚数

显著高于对照；出胚胚块数与褐化呈负相关，但未达显著水平，子叶胚数与褐化呈显著负相关；AgNO3 处理的再生植

株表型与对照无明显差异，染色体倍性与对照相同。本研究结果为提高橡胶树次生体胚发生效率提供技术支撑。 
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Abstract: The technology of secondary somatic embryo cyclic multiplication has realized the large-scale propagation of 

somatic embryo plantlets (self-rooted juvenile clones) of Hevea brasiliensis. This technology needs to cut the cotyledon 
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embryo into 2 mm×2 mm pieces. A large amount of ethylene and reactive oxygen species (ROS) will be produced at the 

wound site, and much ethylene and ROS will also formed during culture process. Ethylene and ROS have adverse ef-
fects on somatic embryogenesis of H. brasiliensis. Silver nitrate (AgNO3) is an ethylene inhibitor and also affects en-

zyme activity. In this paper, the effects of different AgNO3 concentrations (0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 mg/L) and different 
time (7, 14, 21, 28 days) on the embryo block browning and secondary somatic embryogenesis of H. brasiliensis were 

studied, and the phenotype and ploidy of regenerated plantlets were evaluated. AgNO3 significantly reduced the brown-

ing of embryo blocks and the production of ROS. The effect of 5-15 mg/L was better than that of 2.5 mg/L, and the 

effect of 21 days treatment was better than that of the other three treatments. 2.5-15.0 mg/L AgNO3 treated 7-28 days 

did not significantly increase the number of embryonic blocks, but the number of cotyledon embryos in 5.0 mg/L AgNO3 

treated for 21 and 28 days, 10.0 mg/L AgNO3 treated for 21 days, and 15.0 mg/L AgNO3 treated for 7-21 days were 

significantly higher than those in the control. The number of embryonic blocks was negatively correlated with browning, 
but not significantly, the number of cotyledon embryos was significantly negatively correlated with browning. The 

phenotype of regenerated plantlets from AgNO3 treatments had no obvious difference compared with the control, and the 
chromosome ploidy was the same as the control. The results would provide technical support for improving the effi-

ciency of secondary somatic embryogenesis in H. brasiliensis. 

Keywords: Hevea brasiliensis; AgNO3; browning; ethylene; somatic embryogenesis 
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巴西橡胶树（Hevea brasiliensis）亦称“三叶

橡胶”，为大戟科常绿乔木，原产于巴西亚马逊森

林，是轮胎、绝缘材料、减震材料等的重要工业

原料。橡胶树的生长周期长达 35 a 以上，因此种

苗质量至关重要。体胚苗（自根幼态无性系）具

有速生、高产等优异特性，是第三代新型种苗[1]。

HUA 等[1]建立了橡胶树次生体胚循环增殖技术，

实现了橡胶树体胚苗规模化繁育。该技术以初

（次）生胚状体为外植体，将其切成 2 mm×2 mm

的胚块，这些胚块经过体胚发生，产生新的胚状

体，即完成胚状体的增殖。然而切胚产生伤口，

造成的细胞膜降解使得原本分离开的酚类物质与

多酚氧化酶（polyphenol oxidase, PPO）结合，被

氧化成褐色的醌类物质[2-3]。此外，伤口部位的细

胞同时产生大量的乙烯[4]及活性氧[5]。培养过程中

添加的各类生长调节剂、蔗糖等成分也会对培养

物造成非生物胁迫，进而促进乙烯的合成和活性

氧的形成[6]。 

乙烯是植物的五大类激素之一，几乎所有的

高等植物都能合成微量乙烯。乙烯对再生的影响

因物种、基因型及外植体、培养阶段而异[6]。在

白云杉和胡萝卜的非胚性愈伤组织中乙烯的含量

比胚性愈伤组织高[7]。乙烯促进铁皮石斛胚性愈

伤体积增大，但抑制体胚发生，抑制效果与浓度

呈正相关，高浓度乙烯（5.6 mg/L）的体胚数比

对照下降 93.33%，几乎无法诱导体胚发生[8]。在

苜蓿愈伤组织继代培养时，加入多胺生物合成抑

制 剂 甲 基 乙 二 醛 双 脒 基 腙 [methylglyoxal bis 

(guanylhydrazone), MGBG]促进乙烯的生成，抑制

了愈伤组织及悬浮系的生长及体胚形成，在体胚诱

导阶段加入影响更大，加入 184 mg/L MGBG 的体

胚数为对照的 60%（该浓度下乙烯释放量比对照

增加 21.1%），而 368 mg/L MGBG 则无法诱导体

胚发生（该浓度乙烯释放量比对照增加 36.8%）[9]。

苜蓿无色松软的胚性愈伤组织转入将愈伤继代培

养基[TDZ（thidiazuron）代替 KT（kinetin）]，发

现愈伤组织变绿变硬，出现管状物和芽原基的分

化，其体胚发生能力丧失，且乙烯合成量升高[10]。

但部分植物体胚发生率与乙烯合成呈正相关，如

大豆体胚数随着乙烯前体 ACC（1-aminocyclopro-

pane-1-carboxylic acid）增加而增加，随 ACC 合

成抑制剂 AVG（aminoethoxyvinylglycine）增加而

下降[6]。 

硝酸银（AgNO3）是乙烯抑制剂，一定浓度

一定处理时间对于体胚分化具有促进作用。

15 mg/L 硝酸银处理后的芦荟防褐化率高达 90%；

培养 2 周时，未发生褐化的外植体逐渐诱导出颗

粒状的愈伤组织[11]。在花生幼叶芽再生[12]、油菜

花梗植株再生[13]、石榴不定芽再生[14]中也表现出

明显效果。而在有些物种中，与乙烯促进体胚发

生效果相反。AgNO3 在显著降低水曲柳外植体褐化

指数和褐化率的同时也显著降低了体胚发生率[15]。 

切胚产生的活性氧爆发及组培胁迫过程产生

的活性氧也抑制体胚发生。AgNO3 对许多酶的活
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性有影响。2 mg/L AgNO3 降低了凤丹牡丹愈伤的

褐化程度，进一步研究表明，该处理降低了 PPO、

过氧化氢酶（CAT）活性，增加了过氧化物酶

（POD）的活性[16]。 

本文研究AgNO3浓度及处理时间对橡胶树次

生体胚胚块褐化及体胚发生的影响，并评估再生

植株的表型及倍性，以期进一步提高橡胶树次生

体胚发生效率。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

选择处于成熟子叶胚阶段的热研 73397 次生

体胚，由位于海南省儋州市的海南天然橡胶新型

种植材料创新基地提供。切除子叶胚子叶外围卷

曲、偏薄部位，剩余较厚的子叶在超净工作台用

无菌手术刀切成 2~3 mm 的胚块作为外植体，分

别将其均匀接种在添加不同浓度 AgNO3 的愈伤

诱导培养基中，每皿接种 12 块外植体。 

1.2  方法 

1.2.1  试验设计  共设置 AgNO3 浓度（0、2.5、

5.0、10.0、15.0 mg/L）、AgNO3 处理时间（7、14、

21、28 d）2 个影响因素 20 个处理。将胚块接种

于添加不同浓度（0、2.5、5.0、10.0、15.0 mg/L）

AgNO3 的 M1
[1]培养基中，室温培养不同时间（7、

14、21、28 d），AgNO3 处理结束后转入不添加

AgNO3 的 M1 培养基，室温继续培养至 28 d 后转

入体胚诱导培养基 M2
[1]，跟踪不同处理胚块体细

胞胚形成及植株再生情况。每个处理 4 皿，每皿

12 个外植体。 

1.2.2  橡胶树胚块褐化的观察及统计  每 7 d 对 

经不同 AgNO3 浓度处理后的胚块在培养基中的

褐化情况进行观察，直至 28 d。 

1.2.3  活性氧（ROS）测定  对经不同 AgNO3

浓度及培养时间处理后的胚块随机取样进行二氨

基联苯胺（diaminobenzidine, DAB）染色，观察

并统计其显色情况，重复 2 次。 

1.2.4  橡胶树次生体胚的诱导  对转入 M2 培养

基，60 d 后统计子叶胚数、出胚胚块数。 

1.2.5  倍性分析  每个处理取 3 株再生植株的叶

片混合、切碎、解离，采用流式细胞仪进行倍性

分析。 

1.3  数据处理 

试验数据采用 Excel 2023 和 IBM SPSS Sta-

tistics 20 软件进行整理、统计和分析。 

2  结果与分析 

2.1  AgNO3 对橡胶树体细胞胚胚块组织 ROS
的影响 

橡胶树次生体胚切胚后部分胚块切口褐化，

部分对培养基反应敏感的胚块褐化不明显（图

1A）。DAB 在过氧化氢酶的催化下，可与过氧化

氢（活性氧的一种）反应并迅速在组织表面形成

棕红色化合物，进而确定活性氧含量。DAB 染色

明显看到对照（0 mg/L AgNO3）胚块比添加

AgNO3 的胚块染色深；2.5 mg/L AgNO3 处理胚块

较 5.0~15.0 mg/L AgNO3 处理同样时间的胚块染

色深；AgNO3 处理 21 d 的胚块较其他 3 个处理时

间染色浅（图 1B）。染色越深表明活性氧含量越

高。可见，AgNO3 可明显减少胚块培养中活性氧

的产生，5.0~15.0 mg/L 较 2.5 mg/L 效果好，处理 

 

 
 

A：DAB 染色前；B：DAB 染色后。 
A: Before DAB staining; B: After DAB staining. 

图 1  AgNO3 处理胚块 DAB 染色 
Fig. 1  DAB staining of AgNO3 treated embryo blocks 
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21 d 较其他 3 个处理时间效果好。 

2.2  AgNO3处理对橡胶树次生体胚发生的影响 

不同 AgNO3 浓度处理 7 d 的橡胶树出胚胚块

数与对照组无显著差异；2.5~10.0 mg/L AgNO3 处

理的子叶型胚状体数低于对照，15.0 mg/L AgNO3

处理的子叶型胚状体数高于对照，但均未达显著

水平，15.0 mg/L AgNO3 处理的子叶型胚状体数

显著高于其他浓度；不同浓度间胚块在体胚诱导

阶段褐化程度与对照无明显差异，浓度间也无明

显差异（表 1）。 

处理 14 d，不同 AgNO3 浓度处理后橡胶树出

胚胚块数与对照组无显著差异；15.0 mg/L AgNO3

处理的子叶型胚状体数显著高于对照及其他 3 个

浓度，其他 3 个浓度处理的子叶型胚状体数与对

照无显著差异；5.0~15.0 mg/L AgNO3 处理的胚块

在体胚诱导阶段褐化程度明显轻于 2.5 mg/L 

AgNO3 及对照，而 2.5 mg/L AgNO3 处理的褐化程

度与对照相似（表 1）。 

处理 21 d，5.0 mg/L AgNO3 处理的橡胶树出

胚胚块数高于其他浓度，但未达显著水平；而除

2.5 mg/L AgNO3 处理的子叶型胚状体数与对照无

显著差异外，其余 AgNO3 浓度诱导的子叶型胚状

体数均显著高于对照，其中 5.0 mg/L AgNO3 诱导

的子叶型胚状体数量最多；2.5 mg/L AgNO3 处理

的胚块褐化程度与对照相似，其余 AgNO3 浓度处

理的褐化程度均明显低于对照（表 1）。 

处理 28 d，AgNO3 处理的橡胶树次生体胚出

胚胚块数均高于对照，特别是 2.5~10.0 mg/L，但

未达显著水平；5.0 mg/L AgNO3 处理的子叶型胚

状体数显著高于对照及其他浓度，其他 3 个浓度

处理的子叶型胚状体数与对照无显著差异；5.0、

10.0 mg/L AgNO3 处理的胚块褐化程度较轻，2.5、

15.0 mg/L AgNO3 处理的胚块褐化程度中等，与对

照相似（表 1）。 

AgNO3 处理对出胚胚块数的影响不大，但对

子叶型胚状体数的影响较大（表 1）。低浓度

AgNO3 需要处理较长时间才能显著提升子叶胚

数，2.5 mg/L AgNO3 处理 28 d 子叶胚数才开始上 

 
表 1  AgNO3 对橡胶树次生体胚发生的影响 

Tab. 1  Effect of AgNO3 on secondary somatic embryogenesis in H. brasiliensis 

处理时间 
Processing 

time/d 

AgNO3 浓度 
AgNO3 concentra-

tion/(mg·L–1) 

出胚胚块数 
Number of embryonic blocks

子叶胚数 
Number of cotyledon embryos 

胚块褐化程度 
Browning degree of  

embryo blocks 

7 0 6.33±2.52ab 68.00±2.00cd 中等 

2.5 6.33±1.53ab 36.00±6.00d 中等 

5.0 4.50±2.89ab 54.50±18.70d 中等 

10.0 4.75±2.99ab 53.00±24.01d 中等 

15.0 6.33±2.08ab 93.00±41.15bc 中等 

14 0 4.00±2.16ab 50.00±30.24d 中等 

2.5 4.75±2.36ab 43.25±15.15d 中等 

5.0 4.67±2.31ab 50.33±13.05d 较轻 

10.0 5.75±1.71ab 65.00±17.15cd 较轻 

15.0 6.00±2.65ab 122.00±2.00ab 较轻 

21 0 5.33±0.58ab 66.00±20.00cd 中等 

2.5 6.75±2.06ab 45.25±7.32d 中等 

5.0 8.33±1.53a 145.67±21.50a 较轻 

10.0 5.33±2.31ab 75.33±6.43ab 较轻 

15.0 5.67±2.08ab 127.00±2.00ab 较轻 

28 0 3.67±1.53b 35.00±1.00d 中等 

2.5 7.33±1.53ab 56.00±14.00cd 中等 

5.0 7.50±4.20ab 111.50±37.65ab 较轻 

10.0 8.00±1.00ab 65.33±20.03cd 较轻 

15.0 4.50±1.73ab 58.00±36.40cd 中等 

注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters indicates significant difference (P<0.05). 
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升，5 mg/L AgNO3 处理 21 d 达到峰值，28 d 略有

下降，但仍处于高值；而高浓度的 AgNO3 需要相

对较短的处理时间就可显著提升子叶胚诱导率，

如 15 mg/L AgNO3 处理的子叶胚诱导率的峰值出

现在 14~21 d，28 d 开始显著下降。 

综上所述，不同浓度 AgNO3、不同处理时间

未显著增加出胚胚块数，但 5.0 mg/L AgNO3 处

理 21、 28 d， 10.0 mg/L AgNO3 处理 21 d，

15.0 mg/L AgNO3 处理 7~21 d 子叶胚数显著高于

对照（表 1）。 

2.3  次生体胚发生与褐化的相关性分析 

相关性分析结果表明，出胚胚块数与褐化呈

负相关，相关系数为–0.342，但未达到显著水平；

子叶胚数与褐化呈负相关，相关系数为-0.552，

达到极显著水平。此外，出胚胚块数与子叶胚数呈

正相关，相关系数为 0.439，达到极显著水平（表 2）。 

2.4  AgNO3 处理再生植株的表型及倍性分析 

AgNO3 处理的再生植株表型与对照植株相

似（图 2）。倍性分析结果表明，AgNO3 处理再

生植株与对照一样，均为二倍体，未产生倍性变

异（图 3）。 

表 2  次生体胚发生与褐化的相关性 
Tab. 2  Correlation between secondary somatic embryo-

genesis and browning 

项目 
Item 

出胚胚块数 
Number of  

embryonic blocks

子叶胚数 
Number of  

cotyledon embryos 

褐化等级 
Browning 

grade 

出胚 

胚块数
1.000   

子叶 

胚数 
0.439** 1.000  

褐化 

等级 
–0.342 –0.552** 1.000 

注：**表示极显著相关（P<0.01）。 

Note: ** indicates extremely significant correlation (P<0.01).
 

3  讨论 

伤害会诱导乙烯大量合成[17]，培养过程中添

加的各类生长调节剂、蔗糖等成分也会对培养物

造成逆境，进而促进乙烯的合成[6]。乙烯抑制白

菜型油菜（Brassica campestris L. ） [18]、白菜

[Brassica pekinensis（Lour.）Rupr.][19]、美洲狼尾

草（Pennisetum glaucum） [20]、白云杉（Picea 

glauca）[21]、胡萝卜（Daucus carota L.）[22]、罗 
 

 
 

图 2   AgNO3 处理的再生植株 
Fig. 2  Regenerated plants from AgNO3 treatments 

 



1112 热 带 作 物 学 报  第 46 卷 

 

 
 

图 3  AgNO3 处理的再生植株倍性分析 
Fig. 3  Ploidy analysis of regenerated plants from AgNO3 treatments 

 
布斯塔咖啡（Coffea canephora） [23-24]、拟南芥

（ Arabidopsis thaliana ） [25] 、 菠 菜 （ Spinacia 

oleracea）[26]、玉米（Zea mays L.）[27]、冰糖橙[28]

等物种的体胚发生。AgNO3 通过以银离子取代乙

烯结合必须的铜离子，从而阻断乙烯信号传导，

使培养物无法感受乙烯信号[29]，达到抑制乙烯发

挥作用的效果。添加 AgNO3 等乙烯抑制剂，可大

幅提升体胚发生能力。如玉米幼胚胚性愈伤诱导

率提高 3~10 倍，体胚发生能力提高 3 倍 [27]；添

加 1.70 mg/L AgNO3，每块菠菜愈伤体胚数增加

3 倍[26]。 

添加乙烯后，番茄体胚发育停留在球形胚阶

段[30]。橡胶树体胚发生对乙烯也很敏感。内珠被

培养需要将幼果切成薄片先诱导愈伤，再诱导体

胚发生，此过程产生的乙烯会抑制胚性愈伤和体

胚诱导[31]。橡胶树内珠被培养过程中添加 0.44、

4.40 mg/L 乙烯抑制剂 AOA 及 1.00、0.01 mg/L 

AgNO3 均显著提高胚性愈伤诱导率和体胚诱导

率，而添加 ACC（乙烯合成前体）则抑制胚性愈

伤诱导率和体胚诱导率，在 IRCA144 和 PB260

两个品种中趋势相同。IRCA144 在 9.98 mg/L、

PB260 在 0.1 mg/L AgNO3 处理分别获得了 60 个

和 7 个原胚，而对照则无法诱导出原胚[31]。继代

4 a 以上胚性下降的橡胶树花药愈伤组织在体胚

诱导第一个月添加 5 mg/L AgNO3 显著促进了体

胚发生[32]。在其他物种中，如苜蓿[33-34]、大豆[35]、

苏格兰松（Pinus sylvestris L.） [36]、夏雪片莲

（Leucojum aestivum L.）[37]中乙烯却可以促进体

胚发生。 

在非胁迫环境中，细胞内的 ROS 主要由线粒

体产生，ROS 的产生和清除处于动态平衡，不会

对细胞造成氧化损伤[38]。当生物体受到非生物胁
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迫时，呼吸作用加剧，释放出大量 ROS，超出 ROS

清除系统的清除能力，使 ROS 在细胞内积累，从

而对细胞造成氧化损伤[39]。组培对植物材料是一

个非生物胁迫过程，期间会产生过量 ROS。过氧

化物酶（peroxidase, POD）脱除组织中的过氧化

氢和超氧阴离子，保护细胞膜的通透性。研究表

明，硝酸银可提高牡丹 [16, 40]、刺梨 [41]愈伤组织

POD 的活性，减轻褐化。300 mg/L AgNO3 提高了

黄瓜叶片 POD（过氧化物酶）和 SOD（超氧化物

歧化酶）的活性[42]。本研究也发现，AgNO3 通过

减少胚块组织中过氧化氢的积累，进而减少活性

氧的含量，提高体胚发生率。 

适宜浓度的 AgNO3 可提高正常胚状体诱导

率，但长时间和高浓度 AgNO3 处理容易导致体胚

畸形。体胚诱导第一个月添加 5 mg/L AgNO3 显著

促进橡胶树花药愈伤组织体胚发生，但浓度提高

到 10 mg/L 处理 1 个月或 5 mg/L 处理 2 个月，畸形

胚率增加[32]。大量乙烯导致紫花苜蓿（Medicago 

sativa L. ）植株畸形 [43] 。本研究表明， 5.0~ 

15.0 mg/L AgNO3 在愈伤诱导阶段处理 7~28 d 提

高了子叶胚诱导率，再生植株倍性正常，未发生

变异。  
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