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摘  要：为了提高橡胶树优良无性系品种云研 73-477 体细胞幼胚成熟培养效率，提高其正常成熟体胚与体胚植株获得

率，为该无性系品种体胚植株规模化扩繁及遗传转化研究奠定基础。本研究将云研 73-477 不同发育阶段花药初生体细

胞幼胚接种至附加不同种类及浓度的外源激素培养基中进行成熟培养，通过统计体胚成熟率、正常成熟体胚及体胚植

株获得率，综合分析比较不同发育阶段初生体细胞幼胚的成熟培养效率，优选出适宜各发育阶段花药初生体细胞幼胚

成熟培养的外源激素组合。结果表明：（1）云研 73-477 花药初生体细胞幼胚的成熟培养效果随其发育程度的增加呈升

高趋势，早期子叶胚的成熟培养效果最好，体胚成熟率均高于 50%，变幅为 50.74%~74.83%，总体均值高达(66.25± 

6.98)%，且成熟体胚大都具有双极性结构，能正常萌发形成完整植株。正常成熟体胚获得率变幅为 35.0%~59.96%，总

体均值为(47.80±6.89)%，体胚植株获得率变幅为 15.62%~49.17%，总体均值为(26.67±8.99)%。鱼雷胚次之，心形胚最

差，二者的体胚成熟率总体均值低于 31%，分别为(30.05±12.68)%和(29.33±10.93)%，且成熟体胚大都畸形化，多为片

状、团块状，不能正常萌发形成完整植株，正常成熟体胚获得率仅分别为(15.64±7.01)%和(5.46±4.28)%，分别较早期子

叶胚低 32.16%和 42.34%，体胚植株获得率分别为(7.22±3.41)%和(0.83±0.80)%，仅为早期子叶胚的 0.27 倍和 0.03 倍。

（2）不同发育阶段花药初生体细胞幼胚成熟培养对外源激素的需求不同，心形胚为 6-BA 0.5 mg/L+NAA 0.15 mg/L+ 

KT 0.25 mg/L，鱼雷胚为 ABA 0.4 mg/L+GA3 0.5 mg/L+6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.15 mg/L，早期子叶胚为 ABA 0.1 mg/L+GA3 

1.0 mg/L+6-BA 1.5 mg/L+NAA 0.2 mg/L。 
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Abstract: The study investigated the effects of different exogenous hormones on somatic embryo maturation to improve 
the maturation efficiency of somatic embryos and increase the yield of normal mature embryos and embryo-derived 
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plantlets in the rubber tree variety Yunyan 73-477. Primary somatic embryos from anthers at different developmental 

stages were cultured on media supplemented with various types and concentrations of exogenous hormones. The matu-
ration rates, normal mature embryo rates, and plantlet conversion rates were comprehensively analyzed to compare 

maturation efficiencies and optimize hormone combinations for different developmental stages. The maturation effi-
ciency increased with embryo developmental progression, with cotyledon embryos showing optimal results. The matu-

ration rates exceeded 50% [range: 50.74%‒74.83%, mean: (66.25±6.98)%]. Most mature embryos displayed bipolar 
structure and could normally germinate into complete plantlets, with normal mature embryo rates ranging from 35.0%‒ 

59.96% [mean: (47.80±6.89)%] and plantlet conversion rates ranging from 15.62%‒49.17% [mean: (26.67±8.99)%]. 
Torpedo-shaped embryos showed intermediate performance, while heart-shaped embryos performed the poorest, both 

with maturation rates below 31% [means: (30.05±12.68)% and (29.33±10.93)%, respectively]. Most mature embryos 
from the stages were malformed (leaf-like or callus-like) and failed to develop into complete plantlets. The normal ma-

ture embryo rates were only (15.64±7.01)% and (5.46±4.28)%, respectively, 32.16% and 42.34% lower than cotyledon em-
bryos. Plantlet conversion rates were (7.22±3.41)% and (0.83±0.80)%, merely 0.27-fold and 0.03-fold of cotyledon embryos. 

Optimal exogenous hormones varied with developmental stages: heart-shaped embryos required 6-BA 0.5 mg/L+NAA 
0.15 mg/L+KT 0.25 mg/L, torpedo-shaped embryos needed ABA 0.4 mg/L+GA3 0.5 mg/L+6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.15 mg/L, 

and cotyledon embryos performed best with ABA 0.1 mg/L+GA3 1.0 mg/L+6-BA 1.5 mg/L+NAA 0.2 mg/L. 

Keywords: Hevea brasiliensis; maturation culture; somatic embryos; normal mature embryos; embryo-derived plantlets 
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橡胶树（Hevea brasiliensis）体胚植株（又称

自根幼态无性系）与同无性系品种的老态芽接苗

相比，具有生长迅速、抗逆性强、林相整齐度及

产胶量高等优点[1-4]，被称为优势种植材料，应用

前景十分广阔，尤其是在老旧、低产低质胶园更

新改造中具有重大意义。二代胶园经过约 35~40 a

的种植生长，土壤板结，自然肥力低下，增施有

机肥、精细管理等措施是保障二代胶园生产能力

的有效举措，但这无疑使生产成本大幅增加，在

目前胶价低迷的大环境中，这些措施难以落地生

根。在同等管理水平下，体胚植株的生长、抗逆

性、产胶量均优于同无性系品种的老态芽接苗，

据此，采用体胚植株代替老态芽接苗进行二代胶

园更新改造，无疑是保障天然橡胶产业稳定健康

发展的有效举措之一。 

橡胶树组织培养技术是繁育其体胚植株的唯

一途径，其中花药组织培养是主要技术途径之一，

也是研究与应用最为广泛的橡胶树组织培养技

术，亦是世界公认的难题之一，且培养效果在基

因型间存在极大差异[5]，目前仅有少数无性系品

种如热研 73397 可通过体胚循环增殖技术实现规

模化量产[5-6]，推广利用效果较好，已在海南、云南

及广东三大天然橡胶主产区推广种植超 2000 hm2。

而云研 80-1983、云研 77-4、云研 77-2 及云研 73-46

等云南自育橡胶树优良无性系品种的花药组织培

养技术尚未攻克，未建立高效稳定的体胚植株再

生技术体系或实现零突破。至今，在云南自育橡

胶树优良无性系品种中，仅建立了云研 73-477 的

花药体胚植株再生技术体系[7]，在适宜的培养基

和培养条件下，云研 73-477 的雄蕊极易脱分化产

生愈伤组织，诱导率高达 87.33%，且所得愈伤胚

性强，能再分化产生体胚，体胚发生率达 76.0%[7]，

但体胚畸形化严重，这一技术瓶颈严重制约了该

无性系品种体胚植株规模化量产及推广应用。前

期研究发现：云研 73-477 体胚发育完整过程与谭

德冠等[8]报道的一致，可分为球形胚→心形胚→

鱼雷胚→子叶胚共 4 个阶段，且其体胚发生及发

育不具同步性，在体胚分化过程中，同一块胚性

愈伤组织中往往存在多个心形胚、鱼雷胚及早期

子叶胚中 2 种或 2 种以上不同发育阶段的初生体

细胞胚。过去，繁育云研 73-477 体胚植株时，体

胚分化培养 30~40 d 后，通常将同一块胚性愈伤

组织分化而来的全部幼胚分离后转接到同一种培

养基中进行成熟培养，成熟效果较差，不仅体胚

成熟率低，且成熟体胚畸形严重。这是否由不同

发育阶段体细胞幼胚正常发育所需的外源激素不

同而造成，还不得而知。据此，本研究以云研

73-477 不同发育阶段花药初生体细胞幼胚为外植

体，在附加不同外源激素及浓度的培养基上进行

成熟培养，分析比较不同发育阶段体细胞幼胚的

成熟培养效率，优选出适宜各发育阶段花药初生

体细胞幼胚成熟培养的外源激素组合，以期提高正

常成熟体胚及体胚植株获得率，为该无性系品种体

胚植株规模化生产及遗传转化研究奠定理论基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究于 2023 年 7 月至 2024 年 11 月在云南

省热带作物科学研究所橡胶研究中心完成，其中

验证试验于 2024 年 7—11 月进行。 

外源激素采购于上海生物工程技术有限公

司，其他试剂采购于云南泰朗宣科技有限公司。

培养基中均添加蔗糖 70 g/L，琼脂粉 6 g/L，椰子

汁 50 mL/L，活性炭 1 g/L。pH 于高温高压灭菌

前调至 5.8~6.2，解剖刀及镊子等试验工具均用接

种加热器彻底灭菌。体细胞幼胚成熟培养阶段用

带有透气膜的培养皿（直径为 8 cm），每皿分装

培养基 30 mL，接种后置于温度为(24±0.5)℃的培

养室中暗培养；体胚植株诱导阶段用带有透气膜

的试管，每管分装培养基 35~40 mL，接种后置于

温度为(26±0.5)℃的培养室中光培养（光照强度为

1000~1500 lx，光照时间为 10 h/d）。 

1.2  方法 

1.2.1  初生体细胞幼胚的诱导  以橡胶树优良无

性系品种云研 73-477 花药初生心形胚、鱼雷胚及

早期子叶胚为供试材料。花药外植体采自于云南

省热带作物科学研究所江北实验基地，灭菌方法

同管艳等[7]报道的一致。花药愈伤组织诱导培养

基 为 MS+2,4-D 1.5 mg/L+NAA 0.25 mg/L+KT 

0.5 mg/L；初生体细胞幼胚分化培养基为 MS+ 
ABA 0.2 mg/L+GA3 0.6 mg/L+6-BA 0.8 mg/L+ 
NAA 0.25 mg/L+KT 0.5 mg/L。 

1.2.2  体细胞幼胚成熟培养  以改良 MS 为基础

培养基，外源激素 ABA（A）、GA3（B）、6-BA（C）、

NAA（D）和 KT（E）为试验因子，按 L16(4
5)正交

试验表进行，各因子水平及浓度配比见表 1、表 2。 

 
表 1  L16 (4

5)正交试验的因子和水平 
Tab. 1  Factors and levels of orthogonal experimental  

design L16(4
5) 

因素 Factor/(mg·L‒1) 水平

A (ABA) B (GA3) C (6-BA) D (NAA) E (KT)

1 0 0 0.50 0 0 

2 0.10 0.50 1.00 0.10 0.25

3 0.20 1.00 1.50 0.15 0.50

4 0.40 1.50 2.00 0.20 1.00
 

 

表 2  L16 (4
5)正交试验外源激素浓度配比 

Tab. 2  Concentration ratio of exogenous hormone of orthogonal experimental design L16(4
5) 

处理 
Treatment 

A  
(ABA) 

B  
(GA3) 

C 
(6-BA) 

D 
 (NAA)

E  
(KT) 

处理 
Treatment

A  
(ABA)

B  
(GA3) 

C 
(6-BA) 

D 
 (NAA)

E  
(KT) 

S1 0 0 0.50 0 0 S9 0.20 0 1.50 0.20 0.25 

S2 0 0.50 1.00 0.10 0.25 S10 0.20 0.50 2.00 0.15 0 

S3 0 1.00 1.50 0.15 0.50 S11 0.20 1.00 0.50 0.10 1.00 

S4 0 1.50 2.00 0.20 1.00 S12 0.20 1.50 1.00 0 0.50 

S5 0.10 0 1.00 0.15 1.00 S13 0.40 0 2.00 0.10 0.50 

S6 0.10 0.50 0.50 0.20 0.50 S14 0.40 0.50 1.50 0 1.00 

S7 0.10 1.00 2.00 0 0.25 S15 0.40 1.00 1.00 0.20 0 

S8 0.10 1.50 1.50 0.10 0 S16 0.40 1.50 0.50 0.15 0.25 

 

分别将发育阶段处于心形胚、鱼雷胚和早期

子叶胚的花药初生体细胞幼胚（图 1）从愈伤组

织中切割分离后转接至 16 个处理中（表 2），每

个处理接 5 皿，每皿接 12 个幼胚。培养至 45 d

时，调查体细胞幼胚的成熟培养情况，统计体胚

成熟率[体胚成熟率=成熟体胚总数/接种体细胞

幼胚总数×100%]及正常成熟体胚获得率[正常成

熟体胚获得率=正常成熟体胚总数/接种体细胞幼

胚总数×100%]，正常成熟体胚的判定标准同李淑

雅[9]的报道一致。正常成熟体胚继续培养至 50 d

时，转入体胚植株诱导培养基中进行体胚植株诱

导，光培养 60 d 后统计体胚植株获得率[体胚植株

获得率=体胚植株总株数/接种体细胞幼胚总数× 

100%] 。体胚植株诱导培养基为 4/5 MS+GA3 

1.0 mg/L+IAA 0.25 mg/L+KT 0.5 mg/L+VB2 2.0 mg/L+ 
蔗糖 50 g/L+琼脂 5.8 g/L+活性炭 1.0 g/L。 

1.3  数据处理 

所得数据采用 Microsoft Office Excel 2016 软

件和 SPSS 23.0 软件进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同发育阶段花药体细胞幼胚成熟培养

统计结果 

将云研 73-477 花药初生心形胚、鱼雷胚和早 
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图 1  不同发育阶段的花药初生体细胞幼胚 
Fig. 1  Growth statuses of somatic embryos at different stages of development 

 
期子叶胚分别接种至 16 种附加不同外源激素的

体细胞幼胚成熟培养基中（图 2），暗培养 20 d

后，3 种不同发育阶段的体细胞幼胚大部分均明

显长大，但未发育至成熟，随着培养时间的延续，

体细胞幼胚继续生长发育，培养至 45 d 时，大部

分幼胚已发育至成熟。成熟培养效果在 3 种不同

发育阶段体细胞幼胚间存在较大差异：早期子叶

胚的效果最好，大部分幼胚已发育至成熟，且多

为双子叶或多子叶的正常体胚，少部分体胚已长

出幼根，继续培养至 50 d，将正常成熟体胚转入

体胚植株诱导培养基中培养 20~25 d 后，胚根发

育形成粗壮的主根，胚芽萌发出新芽（图 3），继

续培养至 40~50 d 后便可获得具有根、茎、叶的

完整体胚植株；鱼雷胚的次之，虽然大部分幼胚

能发育至成熟，但畸形化严重（图 2），正常成熟

体胚很少；心形胚的最差，仅有少部分幼胚能够

发育至成熟，且成熟体胚大都为团状、长筒状等

畸形胚，不能进一步发育形成完整植株，大部分

幼胚虽有长大，但未发育至成熟，甚至有个别幼

胚生长停滞，其形态与大小和转接时无差异。 
 

 
 

图 2  3 种不同发育阶段的体细胞幼胚在 S8 处理中成熟培养效果 
Fig. 2  Maturation of somatic embryos across three developmental stages with S8  

 
由表 3 可知，云研 73-477 体细胞幼胚的成熟

培养效果随其发育程度的增加呈升高趋势。 具体

表现为：早期子叶胚的培养效果最好，体胚成熟

率（Ⅰ）的变幅为 50.74%~74.83%，总体均值高

达(66.25±6.98)%，正常成熟体胚获得率（Ⅱ）的

变幅为(35.0~59.96)%，总体均值为(47.80±6.89)%，

体胚植株获得率（Ⅲ）的变幅为 15.62%~49.17%，

总体均值为(26.67±8.99)%；鱼雷胚的次之，体胚

成熟率，正常成熟体胚和体胚植株获得率的变幅

分别为 5.85%~50.28%、1.67%~30.48%和 1.67%~ 

15.0%，总体均值分别为(30.05±12.68)%、(15.64± 

7.01)%和(7.22±3.41)%；心形胚的最差，虽体胚成

熟率的总体均值为(29.33±10.93)%，仅比鱼雷胚的

低 0.72%，但所获成熟体胚多为畸形胚，不能进

一步发育形成体胚植株，正常成熟体胚和体胚植

株获得率的总体均值分别仅为 (5.46±4.28)%和 
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图 3  正常成熟体胚萌发成苗过程 
Fig. 3  Process of regenerated plants cultured by  

somatic embryos 
 

(0.83%±0.80)%，较早期子叶胚的低 42.34%和

25.84%。这与试验过程中观察的结果（图 2）相

一致。 

体胚成熟率、正常成熟体胚获得率及体胚植

株获得率的变异系数大小在 3 种体细胞幼胚中均

表现为：体胚植株获得率>正常成熟体胚获得率>

体胚成熟率，这说明体胚植株获得率对 5 种外源

激素组合发生改变而产生的响应较体胚成熟率及

正常成熟体胚获得率更敏感。 

2.2  外源激素对不同发育阶段花药体细胞幼

胚成熟培养的影响 

2.2.1  外源激素对心形胚成熟培养效果的影响  

由表 4 可知，在云研 73-477 花药初生心形胚成熟

培养中，5 种外源激素影响的主次顺序和水平优

组合在体胚成熟率、正常成熟体胚获得率及体胚

植株获得率间存在差异。对体胚成熟率影响的因

素顺序为：B>A>E>D>C，即 GA3 的影响最大，ABA

次之，6-BA 最小，水平较优组合为 A1B3C3D2E1；

对正常成熟体胚获得率影响的因素顺序为：

B>E>C>A>D，即 GA3 的影响最大，KT 次之，NAA

最小，水平较优组合为 A2B2C1D3E3；对体胚植株

获得率影响的因素顺序为：B>D>A>C>E，即 GA3

的影响最大，NAA 次之，KT 最小，水平较优组

合为 A1B1C1D3E2。由此可知，5 种外源激素对上

述 3 个指标因素影响的顺序虽有差异，但影响最

大的均为 GA3，说明在心形胚成熟培养中，GA3  
 

表 3  3 种不同发育阶段体细胞幼胚成熟培养效果统计结果 

 Tab. 3  Results of maturation of somatic embryos across three developmental stages    单位：% 

心形胚 Heart-shaped embryos 鱼雷胚 Torpedo-shaped embryos 早期子叶胚 Cotyledon embryos 处理 
Treatment Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅰ Ⅱ Ⅲ 

S1 23.33 5.56 1.39 37.71 30.48 8.99 65.14 44.40 29.59 

S2 48.33 3.33 1.67 39.38 13.18 9.90 67.92 47.78 17.92 

S3 45.00 10.60 1.43 49.79 22.08 5.00 70.93 50.28 24.83 

S4 35.00 1.67 0.00 35.00 18.33 6.67 71.94 46.17 15.62 

S5 11.67 2.62 2.02 36.81 20.14 10.42 53.87 48.41 19.55 

S6 28.33 13.91 0.00 42.80 20.38 3.43 74.83 53.83 39.05 

S7 31.67 6.67 1.67 22.81 15.79 3.51 72.33 48.26 32.00 

S8 38.33 5.83 0.00 26.39 11.39 5.28 67.50 44.63 27.50 

S9 15.25 3.24 0.93 24.17 10.00 5.63 50.74 36.42 23.20 

S10 30.00 14.76 1.79 50.28 23.89 15.00 68.12 49.41 24.50 

S11 29.03 3.13 1.04 23.12 11.56 4.17 68.33 59.96 37.15 

S12 38.33 0.00 0.00 15.00 13.33 1.67 69.58 56.11 22.50 

S13 11.67 6.55 1.43 25.83 12.22 8.61 55.34 35.00 18.66 

S14 23.33 5.00 0.00 31.67 18.33 8.89 65.00 42.41 26.11 

S15 36.67 2.92 0.00 5.83 1.67 8.33 67.08 57.33 49.17 

S16 23.33 1.67 0.00 14.17 7.50 10.00 71.42 44.42 19.36 

最小值 11.67 0.00 0.00 5.83 1.67 1.67 50.74 35.00 15.62 

最大值 48.33 14.76 2.02 50.28 30.48 15.00 74.83 59.96 49.17 

均值 29.33 5.46 0.83 30.05 15.64 7.22 66.25 47.80 26.67 

标准差 10.93 4.28 0.80 12.68 7.01 3.41 6.98 6.89 8.99 

变异系数/% 37.26 78.40 96.05 42.20 44.84 47.27 10.54 14.41 33.70 
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是最重要的外源激素，随其浓度的增加，体胚成

熟率及正常成熟体胚获得率均表现出先增加后降

低的趋势，分别在 B3 和 B2 达最大值，而体胚植

株获得率则表现出先降低后增加再降低的趋势，

无明显规律性，这可能与外源激素间存在交互作

用有关。 
 

表 4  外源激素对心形胚成熟培养的影响 
Tab. 4  Effects of exogenous hormones on maturation  

 of heart-shaped embryos     单位：% 

指标 
Indicators 

水平 
Levels 

A 
(ABA) 

B 
(GA3) 

C 
(6-BA) 

D 
(NAA)

E 
(KT)

1 37.92 15.48 23.09 29.17 32.08

2 27.50 32.50 30.42 31.84 29.65

3 28.15 35.59 33.81 27.50 30.83

4 23.75 33.75 30.00 28.81 24.76

体胚 

成熟率 

极差 14.17 20.11 3.81 4.34 7.33

1 5.29 4.49 7.28 4.31 7.27

2 7.26 9.25 2.74 4.71 3.73

3 5.28 5.83 5.65 7.41 7.76

4 4.03 2.29 6.19 5.43 3.10

正常成熟

体胚 

获得率 

极差 3.23 6.96 4.55 3.11 4.66

1 1.12 1.44 0.96 0.76 0.79

2 0.92 0.86 0.92 1.03 1.06

3 0.94 1.03 0.59 1.31 0.71

4 0.36 0.00 0.86 0.23 0.77

体胚植株

获得率 

极差 0.76 1.44 0.38 1.08 0.35

 
2.2.2  外源激素对鱼雷胚成熟培养效果的影响  

由表 5 可知，试验所涉 5 种外源激素对鱼雷胚发

育成熟影响的主次顺序及水平较优组合在体胚成

熟率、正常成熟体胚获得率及体胚植株获得率间

存 在 差 异 。 体 胚 成 熟 率 的 主 次 顺 序 为 ：

A>B>D>E>C，即 ABA 的影响最大，GA3 次之，

6-BA 最小，水平较优组合为 A1B2C1D3E3；正常

成熟体胚获得率的主次顺序为：A>C>D>B>E，即

ABA 的影响最大，6-BA 次之，KT 最小，水平较优

组合为 A1B2C1D1E4；体胚植株获得率的主次顺序

为：E>D>B>A>C，即 KT 的影响最大，NAA 次

之，6-BA 最小，水平较优组合为 A4B2C4D3E1。 

2.2.3  外源激素对早期子叶胚成熟培养效果  由

表 6 可知，5 种外源激素对早期子叶胚发育成熟

的影响效应及水平较优组合在体胚成熟率、正常

成熟体胚获得率及体胚植株获得率间存在差异。

体胚成熟率顺序表现为：B>C>A>E>D，即 GA3

的影响最大，6-BA 次之，NAA 最小，水平较优

组合为 A1B3C4D4E1；正常成熟体胚获得率顺序表

现为：B>A>E>C>D，即 GA3 的影响最大，ABA

次之，NAA 最小，水平较优组合为 A3B3C2D4E4；

体胚植株获得率顺序表现为：B>D>C>E>A，即

GA3 的影响最大，NAA 次之，ABA 最小，水平

较优组合为 A2B3C3D4E1。 
 

表 5  外源激素对鱼雷胚成熟培养的影响 
Tab. 5  Effects of exogenous hormones on maturation  

 of torpedo-shaped embryos    单位：% 

指标 
Indicators

水平
Levels

A 
(ABA)

B 
(GA3) 

C 
(6-BA) 

D 
(NAA)

E 
(KT)

1 40.47 31.13 32.37 26.80 30.05

2 32.20 41.03 30.71 28.68 25.13

3 28.14 25.39 26.55 37.76 33.36

4 19.38 22.64 30.56 26.95 31.65

体胚 

成熟率 

极差 21.10 18.39 5.82 10.96 8.23

1 21.02 18.21 18.66 19.48 16.86

2 16.92 18.95 16.25 12.09 11.62

3 14.70 12.77 11.28 18.40 17.00

4 9.93 12.64 16.38 12.59 17.09

正常成熟

体胚 

获得率 

极差 11.09 6.31 7.38 6.89 5.24

1 7.64 8.41 6.30 5.76 9.40

2 5.66 9.31 7.72 6.99 7.26

3 6.61 5.25 6.06 10.10 4.68

4 8.96 5.90 8.79 6.01 7.53

体胚植株

获得率 

极差 3.30 4.05 2.73 4.34 4.72

 
表 6  外源激素对早期子叶胚成熟培养的影响  

Tab. 6  Effects of exogenous hormones on maturation  
 of cotyledon embryos     单位：% 

指标 
Indicators

水平
Levels

A 
(ABA)

B 
(GA3) 

C 
(6-BA) 

D 
(NAA)

E 
(KT)

1 73.87 63.28 70.97 72.24 74.64

2 73.10 72.95 67.95 70.18 69.81

3 70.29 76.85 72.07 70.19 69.83

4 68.21 72.40 74.49 72.85 71.19

体胚 

成熟率 

极差 5.66 13.57 6.54 2.67 4.83

1 47.16 41.06 48.30 47.80 48.94

2 48.78 48.36 48.68 46.84 44.22

3 50.48 53.96 47.17 48.13 48.81

4 44.79 47.83 47.07 48.44 49.24

正常成熟

体胚 

获得率 

极差 5.69 12.90 1.61 1.59 5.02

1 21.99 22.75 31.11 27.55 32.69

2 29.53 26.89 21.52 25.31 23.12

3 26.84 35.79 31.17 22.06 26.26

4 28.33 21.24 22.87 31.76 24.61

体胚植株

获得率 

极差 7.54 14.54 9.65 9.70 8.08
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2.2.4  外源激素优组合的筛选  上述分析并不能

得到适宜心形胚、鱼雷胚及早期子叶胚成熟培养

的外源激素水平较优组合，需对 5 个因子对体胚

成熟率、正常成熟体胚获得率及体胚植株获得率

3 个指标的影响情况进行逐一分析，方可获得外

源激素较优组合。相对于心形胚而言，A 因子较

优水平分别为 A1、A2 和 A1，且由表 3 可知，变

异系数体胚植株获得率（96.05%）>正常成熟体

胚获得率（78.40%）>体胚成熟率（37.26%），表

明体胚植株获得率对 A 因子水平改变而产生的响

应较体胚成熟率及正常成熟体胚获得率更敏感，

故 A 因子的较优水平应为 A1，同理，B、C、D、

E 因子的较优水平分别为 B1、C1、D3、E2，因此，

适宜云研 73-477 心形胚成熟培养的外源激素水平

较优组合为 A1B1C1D3E2；以此类推，可得出适宜

鱼雷胚与早期子叶胚成熟培养的外源激素水平较

优组合分别为 A4B2C4D3E1 和 A2B3C3D4E1。 

2.2.5  适宜体胚成熟培养最佳幼胚的筛选  综上

所述，云研 73-477 不同发育阶段花药初生体细胞

幼胚的成熟培养效果在 3 种不同发育阶段间存在

较大差异，成熟效果随幼胚发育程度的增加表现

出升高趋势，即早期子叶胚>鱼雷胚>心形胚。由

此可知，在云研 73-477 花药体胚植株繁育中，当

花药初生体胚发育阶段处于早期子叶胚时，将其

单独分离出进行成熟培养，培养效果较好，体胚

成熟率达(66.25±6.98)%，正常成熟体胚获得率为

(47.80±6.98)%，体胚植株获得率为(26.67±8.99)%，

因此，早期子叶胚是最适宜用于体胚成熟培养的

幼胚；选出适宜早期子叶胚成熟培养的外源激素组

合（ABA 0.1 mg/L+GA3 1.0 mg/L+6-BA 1.5 mg/L+ 

NAA 0.20 mg/L）在试验所设的 16 个处理中未出

现，为了验证最佳外源激素浓度，将早期子叶胚

分别接种于附加 ABA 0.1 mg/L+GA3 1.0 mg/L+ 

6-BA 1.5 mg/L+NAA 0.20 mg/L（记为 S17）和 ABA 
0.4 mg/L+GA3 1.0 mg/L+6-BA 1.0 mg/L+NAA 
0.20 mg/L（S15）2 种成熟培养基中进行培养。验

证结果证实早期子叶胚在 S17 中暗培养 45 d，体

胚成熟率为(72.50±2.20)%，正常成熟体胚获得率

为 (64.86±1.68)% ，体 胚 植株获 得 率为 (57.22± 

0.96)%，分别较 S15 的高 5.42%、7.53%和 8.05%。

因此，成熟培养基中附加 ABA 0.1 mg/L+GA3 

1.0 mg/L+6-BA 1.5 mg/L+NAA 0.20 mg/L 时最优，

利于云研 73-477 早期子叶形胚成熟培养。 

3  讨论 

3.1  体胚成熟培养具有重要意义 

在植物组织培养中，体细胞胚成熟培养是为

了促进体胚进一步发育，减少异常体胚（生长停

滞、发育不全、畸形等）的产生，提高体胚质量

及萌发形成完整植株的能力，体胚成熟程度及其

质量显著影响其在后续培养中能否萌发形成完整

植株。橡胶树花药初生体胚发育至成熟需经历球

形胚、心形胚、鱼雷胚、子叶胚共 4 个不同发育

阶段[8]，此发育过程先后顺序是严格且不可逾越

的[10]，而每个发育阶段所需时间长短则与体胚基

因型、成熟培养基成分及培养条件等紧密相关。

有研究表明[8，11]，橡胶树花药初生体胚发育过程

中存在以下不良现象：幼胚易在球形胚与鱼雷胚

时停滞生长或褐化；心形胚不能进一步发育成鱼

雷胚，在后续培养中产生畸形胚；鱼雷胚或子叶

胚基部会分化产生丛生次生体胚；子叶胚出现发

育不全、褐化、子叶肥大或愈伤化。上述不良现

象对体胚正常发育成熟是极其不利的，致使大部

分无性系品种的花药体胚植株再生效率低下，无

法进行规模化扩繁，目前仅有热研 73397 和热研

917 可工厂化生产[12-13]。据此，攻克橡胶树体胚

成熟培养技术已势在必行，是实现体胚植株工厂

化生产与推广应用急需解决的问题之一。本研究

分析比较云研 73-477 不同发育阶段初生体细胞幼

胚的成熟培养效率，筛选出适宜各发育阶段花药

初生体细胞幼胚成熟培养的外源激素组合，并证

实了早期子叶胚是进行体胚成熟培养的最佳材

料，使体胚成熟率、正常体胚及体胚植株获得率

显著提高，分别高达(72.50±2.20)%、(64.86±1.68)%

和(57.22±0.96)%，所获植株生势强，练苗后易移

栽成活，成活率在 75%以上，且在整个培养过程

中未出现停滞生长的现象，本研究结果为该无性

系品种体胚植株工厂化生产与推广应用奠定理论

基础。 

此外，在试验观察中发现，心形胚和鱼雷胚

的成熟培养效果极差，虽有约 30%的幼胚能发育

至成熟，但大都为畸形胚，能正常萌发成苗的极

少。本研究是将心形胚和鱼雷胚从愈伤组织中单

独分离出进行成熟培养，因胚体太小，分离时易

被切伤，且自身储存的营养物质十分有限，致使

部分幼胚在成熟培养前期因营养匮乏而停滞生长

或褐化死亡，若将两类幼胚连同其基部少许愈伤
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组织一起分离进行培养，待二者的发育阶段进入

早期子叶胚后再单独分离转入本研究筛选的外源

激素优组合中培养，或许是提高体胚成熟培养效

率的有效举措。 

3.2  外源激素对橡胶树花药离体培养的影响 

在橡胶树花药离体培养中，外源激素是不可

或缺的，其愈伤组织诱导，体细胞胚分化、成熟、

萌发成苗等培养基中均需附加适宜的外源激素种

类、浓度及配比[10-11, 14]。其中生长素类（NAA、

2,4-D 等）和细胞分裂素类（6-BA、KT 等）贯穿

于整个培养过程，而 2,4-D 常用于愈伤组织诱导

阶段，其诱导效果优于 NAA、IAA[15]，且在体细

胞胚分化前期发挥了促进作用，但在体胚发育后

期易起到抑制作用 [16]，致使体细胞胚成熟率低

下，不适宜用于橡胶树体胚成熟培养。脱落酸

（ABA）大都用于体胚分化及成熟培养阶段，赤

霉素（GA3）则常用于体胚分化、成熟及萌发成

苗阶段。本研究采用正交试验设计探索在橡胶树

体胚发生过程中常用的 5种外源激素（ABA、GA3、

6-BA、NAA 及 KT）对云研 73-477 花药初生体细

胞胚（心形胚、鱼雷胚及早期子叶胚）成熟培养

的影响效应，结果表明不同发育阶段体细胞胚成

熟培养所需外源激素种类及浓度存在差异，6-BA 

0.5 mg/L、NAA 0.15 mg/L、KT 0.25 mg/L 利于心

形胚成熟，6-BA 2.0 mg/L、NAA 0.15 mg/L、ABA 

0.4 mg/L，GA3 0.5 mg/L 促进鱼雷胚成熟，而 6-BA 

1.5 mg/L、NAA 0.2 mg/L、ABA 0.1mg/L 及 GA3 

1.0 mg/L 对早期子叶胚的成熟有益。由此可知，

低浓度 NAA 和 ABA 对体细胞胚正常成熟具有促

进作用；而 KT 仅在体胚发育初期（心形胚）发

挥促进作用，在体胚发育后期则起到抑制作用；

6-BA 在整个体胚发育过程起到关键作用，6-BA 

0.5~ 2.0 mg/L 利于体胚正常发育成熟；体胚发育

初期（心形胚）不需附加外源激素 GA3，而在体

胚发育后期（鱼雷胚、早期子叶胚）分别附加 GA3 

0.5 mg/L 和 GA3 1.0 mg/L 利于体胚正常发育，这

可能因为花药体胚在前期分化培养时积累的内源

GA3 处于较高水平，所以无需添加外源 GA3 也能

保证体胚进一步发育至鱼雷胚。此外，本研究优

选得到适宜早期子叶胚成熟培养的 6-BA、NAA

及 ABA 最适浓度与李玲等[10]的试验结果存在差

异，这可能是由二者采用的无性系品种和体胚的

来源不同而造成，李玲等[10]的最佳浓度是基于无

性系品种热垦 525，且体胚为次生幼胚，而本研

究的参试无性系品种为云研 73-477，体胚为花药

初生幼胚。同时，数据还表明，除鱼雷胚外，5

种外源激素影响体胚成熟率、正常成熟体胚及体

胚植株获得率的主次顺序虽有差异，但均表现为

GA3 的影响最大，这表明 GA3 是影响云研 73-477

花药初生体细胞幼胚正常发育成熟的关键外源

激素。 

诸多研究表明[9, 17-20]，外源激素、碳源、PEG、

培养方式等均对植物体胚成熟发育和正常萌发有

影响。本研究仅探讨了外源激素对云研 73-477 花

药初生体胚成熟培养的影响情况，其他因子对该

无性系品种花药初生体胚的正常发育成熟是否有

影响，影响效果又如何，还不得而知，为了实现

该无性系品种体胚植株产业化应用，开展其他因

子对体胚成熟培养的影响效应很有必要。 
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