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摘  要：橡胶树花药再生体系是我国最早建立的橡胶树体胚植株再生技术体系，其产生的再生植株为自根幼态无性系，

兼具实生苗生长迅速、抗逆性强和芽接苗遗传同质的优点，同时因发育时期从老态恢复至幼态，产量提升 20%以上。

然而每年花蕾采集期约为 60 d，无法全年供应由花药壁细胞脱分化形成的愈伤组织，造成依托于该材料的研究无法持

续进行。本研究以橡胶树品种热研 73397 雄蕊为材料，研究不同发育时期的花药愈伤（0、7、14、21、28、35、42 d）

在 15、20 ℃两个低温下保存 15 d 其愈伤诱导和体细胞胚发生发育的情况。结果表明：15 ℃和 20 ℃两个温度对低温保

存后愈伤诱导、体细胞胚发生各阶段除胚性愈伤数显著低于对照组外，其余无显著影响；发育时期对低温保存后愈伤

诱导、体细胞胚发生各阶段均有显著影响（P<0.05），对子叶胚形成阶段影响最大，其中 21 d 和 35 d 花药愈伤组织经

低温保存后其子叶胚数量分别显著高于和低于对照组子叶胚（P<0.05）；15 ℃和 20 ℃低温保存 15 d 后不同发育时期花

药愈伤组织与对照组相比，可延长花药初代愈伤供应时间 15~60 d，初代子叶胚供应时间 27~95 d。最优方案为发育时

期 21 d 的花药愈伤在 15 ℃低温下保存 15 d，可延长花药愈伤和初代子叶胚供应 60 d 和 60~95 d，该处理虽降低了 46.61%

愈伤数，但促进了子叶胚形成，子叶胚数提高了 27.18%。本研究实现了橡胶树花药愈伤的短期保存，有效解决了因花

期短导致遗传转化受体来源不足的困难，全年 3 个花季可开展实验时间由 60 d 延长至 240 d，有助于加快橡胶树花药愈

伤遗传转化体系优化研究。 
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Abstract: The anther regeneration system is the earliest in vitro tissue culture regeneration plant system of Hevea bra-
siliensis established in China, and the regenerated plants were named self-rooted juvenile clone, which have the advan-

tages of rapid growth, high resistance as seedlings and genetic homogeneity as grafted seedlings, and yield increase by 
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more than 20% due to rejuvenation. However, the buds collection period is only about 60 d per year, which does not 

allow for a year-round supply of callus formed by dedifferentiation anther wall cells, resulting in unsustainable research 
relying on this material. In this study, Reyan73397 stamens were utilized to study the callus induction and somatic em-

bryogenesis of anther callus at different developmental periods (0 d, 7 d, 14 d, 21 d, 28 d, 35 d and 42 d), which were 
stored at two low temperatures of 15  and 20  for 15 d. The results showed that temperature 15  and 20  had no℃ ℃ ℃ ℃  

significant effect on the stages of callus induction and somatic embryogenesis after preservation, except that the number 
of embryogenic callus was significantly lower than that of the control the developmental period had significant effect on 

callus induction and somatic embryogenesis after preservation, and showed the greatest effect on the stage of cotyle-
donary embryo formation, of which the anther callus at 21 d and 35 d responded strongly, the number of cotyledonary 

embryos of 21 d anther callus was significantly higher than that of the control, and the number of cotyledonary embryos 
of 35 d anther callus was significantly lower than that of the control after preservation; the preservation of anther callus 

with different developmental periods for 15 d at 15  and 20  could extend the supply time of anther callus for 15~℃ ℃  

60 d, and primary cotyledonary embryos for 27-95 d compared to the control; the optimal solution was to keep the an-

ther callus with developmental periods at 21 d at 15  and 20℃   for 15℃ days, which could prolong the supply of anther 

callus and primary cotyledonary embryo for 60 days and 60-95 days separately. Although the treatment reduced the 

number of callus by 46.61%, it promoted the formation of cotyledon embryo by 27.18% in number. In this study, the 

short-term preservation of H. brasiliensis anther callus was realized, which would greatly alleviate the difficulty of in-
sufficient source of genetic transformation receptors due to the short flowering period, the study time could be carried 

out for the whole year from 60 days to 240 days, which could help to speed up the research on optimization of the ge-
netic transformation system of anther callus in Hevea brasiliensis. 
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天然橡胶是重要的工业原料，更是不可或缺

的战略物资，其主要来源于巴西橡胶树（Hevea 

brasiliensis）。现代遗传工程的发展、基因组编辑

手段的精准改良加速了培育转基因橡胶树新品种

的脚步，随之而来的对于转基因优质受体初代花

药愈伤和初代子叶胚的持续供应成为不可忽视的

问题。 

橡胶树公开报道的遗传转化体系根据受体分

为 5 种，原生质体[1]、易碎胚性愈伤组织[2]、花药

愈伤组织[3-5]、次生胚[6]，其中原生质体再生效率

低[7]，易碎胚性愈伤组织再生植株生长势弱[8]，只

有花药愈伤组织和次生胚具有商业应用价值。随

着技术的不断进步，橡胶树花药愈伤组织的遗传

转化效率在不断提高。然而花药愈伤组织为脱分

化愈伤，胚性愈伤与非胚性愈伤混合，不能通过

继代增殖，需要不断采集外植体，但花蕾来源严

重受季节限制，全年可供采花时期短，不能为相

应研究提供长期稳定的受体来源。本文研究了不

同发育时期花药愈伤在 15 ℃和 20 ℃低温保存

15 d 后，对其愈伤诱导、体细胞胚发生和子叶胚

形成的影响，为今后利用低温保存橡胶树初代花

药愈伤组织，延长优质胚性愈伤组织、初代子叶

胚供应时间，妥善保存橡胶树种质资源提供理论

依据，为以初代花药愈伤或初代体细胞胚为受体

的转基因研究供体保障提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试材料为大规模推广级品种橡胶树热研

73397 春季幼嫩雄花，采自位于海南省儋州市中

国热带农业科学院橡胶研究所试验基地。 

1.2  方法 

1.2.1  外植体的选择与接种  从健康的橡胶树上

采集雄性幼花，将有花序的枝条用湿毛巾敷盖，

塑料袋包裹储存，立即带回实验室。用镊子从花

序中挑选黄绿色的胸花在 75%的乙醇浸泡 1 min，

期间摇晃数次，无菌水冲洗 1 遍，随后用 0.1%升

汞浸泡 10 min，期间晃动数次，无菌水冲洗 3~5

遍。无菌的超净工作台中，在显微镜下用解剖针

剥开花蕾表皮取出完整雄花接种于培养皿中，每

皿接种 7 个外植体。 

1.2.2  橡胶树低温保存花药愈伤及保存后室温诱

导愈伤组织/恢复  共设置花药愈伤发育时期、保

存温度 2 个影响因素。CK 组为一直放置在室温

(25±2) ℃暗培养的花药愈伤组织。将经过无菌消

毒的橡胶树雄花接种于 M1[9]培养基中置于室温

培养得到不同发育时期的花药愈伤组织（0、7、

14、21、28、35、42 d），然后分别放置于 15 ℃



第 9 期 王梦澳等：橡胶树不同发育时期花药愈伤生长发育对低温的响应 1879 

 

及 20 ℃培养箱中暗培养 15 d，观察低温处理前后

花药愈伤的表型，随后放置室温暗培养。跟踪不

同处理橡胶树花药愈伤组织发生及恢复情况，每

10 d 观察各发育时期的花药愈伤组织发生及恢复

情况，30 d 统计愈伤组织诱导率。CK 组室温暗

培养 35 d 后统计愈伤组织诱导率。愈伤组织诱导

率=（花药愈伤组织数 /低温培养的花药数）× 

100%。愈伤组织延长保存时间（d）=实验组花药

从外植体接种至可转入至出胚培养基所需总天

数-对照组花药从外植体接种至可转入出胚培养

基所需总天数。每个处理 5 皿，每皿 7 个外植体，

重复 3 次。 

1.2.3  橡胶树低温保存花药愈伤组织体细胞胚诱

导与成熟  将上述各组花药愈伤组织转至体细胞

胚诱导培养基 M2[9]中，室温(25±2) ℃暗培养 60 d

时统计再分化出体细胞胚的花药愈伤组织数

（块），继续培养至 120 d 时观察并统计胚状体及

子叶胚数量（个）。以一直置于室温暗培养的花药

愈伤为 CK 组。胚性愈伤诱导率=(诱导出体细胞

胚的愈伤数/接种愈伤数)×100%；体细胞胚诱导率

=(体细胞胚总数/胚性愈伤数)×100%；子叶胚获得

率=(子叶胚总数/体细胞胚总数)×100%。体细胞胚

延长保存时间（d）=实验组从外植体接种至诱导

出子叶胚所需总天数-对照组从外植体接种至诱

导出子叶胚所需总天数。 

1.3  数据处理   

试验数据主要采用 Excel 2023 和 IBM SPSS 

Statistics 20 软件进行整理、统计和分析。 

2  结果与分析 

2.1  低温保存对不同发育时期橡胶树花药愈

伤组织生长的影响 

结果表明：（1）不同发育阶段的花药愈伤组

织在 15 ℃低温下保存 15 d，低温保存期间，发育

时期为 0、7、14、21 d 的花药愈伤无生长迹象，

发育时期为 28、35、42 d 的花药愈伤有一定生长，

但较 CK 组均有不同程度延缓（表 1）。愈伤外观

与 CK 组相似，未出现明显冷害（图 1B1、B2）；

（2）不同发育阶段的花药愈伤组织在 20 ℃低温

下保存 15 d，低温保存期间，发育时期为 0、7 d

的花药愈伤无生长迹象，发育时期为 14、21、28、

35 d 的花药愈伤生长情况较 CK 组均有不同程度

延缓，发育时期为 42 d 的花药愈伤生长情况与

CK 组相当。愈伤外观与 CK 组相似，未出现明显

冷害（图 1B3、B4）。 

2.2  低温保存后不同发育时期橡胶树花药愈

伤组织诱导或恢复情况 

室温条件下，花药愈伤诱导数为 34.33 个，

诱导率为 98.10%（表 1）。 

不同发育阶段的花药愈伤组织在 15 ℃低温

下保存 15 d，结果表明，在愈伤诱导阶段，发育

时期为 28、35、42 d 的花药愈伤诱导情况与 CK

组的差异不显著。发育时期为 7、14 d 的花药愈

伤数及诱导率均显著下降（P<0.05），分别较 CK

组降低 5~6 个，15.24%和 19.05%。发育时期为 0、

21 d 的花药愈伤数及诱导率均大幅度下降，分别

较 CK 组减少 16~18 个，45.72%和 53.34%（表 1）。 

不同发育阶段的花药愈伤组织在 20 ℃低温

下保存 15 d，结果表明，在愈伤诱导阶段，发育

时期为 21、28、35、42 d 的花药愈伤与 CK 组无

显著差异。发育时期为 0、7、14 d 的花药愈伤数

及诱导率均显著下降（P<0.05），降幅分别为 4~9

个和 11.43%~25.72%（表 1）。 

2.3  低温保存后不同发育时期橡胶树花药胚

性愈伤诱导情况 

室温条件下，胚性愈伤数为 25.33 个，诱导

率为 73.84%（表 1，图 1D）。 

不同发育阶段的花药愈伤组织在 15 ℃低温

下保存 15 d，结果表明，在胚性愈伤诱导阶段，

发育时期为 28、42 d 的花药愈伤其胚性愈伤数、

胚性愈伤诱导率与 CK 组无显著差异；其余 5 个

发育时期与 CK 组相比，其胚性愈伤数与胚性愈

伤诱导率均显著下降（P<0.05），降幅分别为 6~15

个和 8.09%~33.26%（表 1，图 1D1、D2）。 

不同发育阶段的花药愈伤组织在 20 ℃低温

下保存 15 d，结果表明，在胚性愈伤诱导阶段，

发育时期为 21、42 d 花药愈伤的胚性愈伤数及胚

性愈伤诱导率与 CK 组无显著差异；发育时期为

28 d 花药愈伤的胚性愈伤数与 CK 组无显著差异，

胚性愈伤诱导率显著高于 CK 组（P<0.05）；发育

时期为 0、7、14、35 d 的花药愈伤其胚性愈伤数

及胚性愈伤诱导率均显著低于 CK 组（P<0.05），

降幅分别为 8~14 个和 9.68%~41.90%（表 1）。 

2.4  低温保存后不同发育时期的花药愈伤组

织体细胞胚发生情况 

室温条件下，体细胞胚数为 87.33 个，体细 
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表 1  低温保存对不同发育时期的花药愈伤组织的生长发育情况影响 
Tab. 1  Effects of low temperature preservation on growth and development of anther callus at different developmental stages 

温度
Tem-

perature 

/℃ 

发育时期 

Devel-
opmental 
stage/d 

低温生长

状况 Low 
tempera- 

ture growth 
regime 

愈伤诱导数
Number of 

callus  
induction 

愈伤诱导率
Callus induc-
tion rate/% 

胚性愈伤数
Number of 

embryogenic 
callus 

胚性愈伤诱

导率 Induc-
tion rate of 

embryogenic 
callus/% 

体细胞胚数
Somatic 
embryo 
number 

体细胞胚诱导

率 Somatic 
embryo induc-

tion rate/% 

子叶胚数
Number of 
cotyledon 
embryos 

子叶胚获得率
Acquisition 

rate of cotyle-
don embryo/%

0 0 15.67±1.15g 44.76±3.30g 10.33±1.53g 65.75±5.35cd 31.00±3.00gh 305.37±63.64ef 11.67±1.53fg 37.99±7.46bc

7 0 27.67±1.53cd 79.05±4.36cd 11.67±1.53fg 42.45±7.77f 33.00±2.65g 284.53±22.65f 11.67±2.89fg 35.06±5.75bcd

14 0 29.00±1.00bc 82.86±2.86bc 19.00±1.00c 65.53±3.01cd 86.67±4.51c 456.15±1.54b 21.67±3.06e 24.99±3.24de

21 0 18.33±0.58f 52.38±1.65f 11.00±1.00fg 59.94±3.93d 57.33±3.06f 523.64±49.02a 29.67±3.06bc 51.87±6.16a

28 + 33.33±0.58a 95.24±1.65a 24.00±1.00b 71.98±2.02bc 74.33±5.51d 310.59±33.78ef 23.67±3.21cde 32.09±6.13bcd

35 + 33.67±0.58a 96.19±1.65a 13.67±1.15ef 40.58±3.12f 25.33±3.06h 185.98±25.55g 4.00±2.00hi 16.6±10.12e

15 

42 ++ 32.67±1.53a 93.33±4.36a 23.67±3.06b 72.28±6.25bc 87.33±5.51c 372.35±43.96de 22.33±5.03e 25.4±4.25de 

0 0 30.33±1.15b 86.67±3.30b 15.33±1.53de 50.50±3.76e 67.33±3.06e 440.75±25.17bc 21.67±2.52e 32.27±4.46bcd

7 0 27.00±2.00de 77.14±5.71de 17.33±1.53cd 64.16±1.28d 65.67±2.52e 381.6±47.06cd 17.67±2.08ef 26.86±2.22de

14 + 25.33±1.15e 72.38±3.30e 11.33±1.15fg 44.66±2.59ef 56.33±2.52f 499.44±37.28ab 9.67±2.08gh 17.22±3.96e

21 + 34.33±1.15a 98.10±3.30a 27.33±0.58a 79.65±2.36ab 98.00±3.61b 358.51±9.45de 41.33±4.16a 42.16±3.75ab

28 + 32.67±1.15a 93.33±3.30a 27.00±1.00a 82.66±1.58a 98.00±4.36b 363.67±29.29de 29.33±4.51bcd 29.84±3.36cd

35 ++ 33.33±0.58a 95.24±1.65a 10.67±2.08g 31.94±5.66g 17.00±2.65i 164.39±43.87g 3.33±2.31i 18.61±9.87e

20 

42 ++ 34.67±0.58a 99.05±1.65a 25.00±1.00ab 72.10±1.94bc 125.0±7.94a 500.68±39.71ab 31.00±2.65b 24.93±3.48de

室温 CK +++ 34.33±0.58a 98.10±1.65a 25.33±1.53ab 73.84±5.43b 87.33±3.79c 345.15±15.2def 23.33±6.51de 26.58±6.67de

注：实验中各组初始雄蕊数 35 个。低温生长状况为低温保存期间各实验组生长状况，室温对照为+++，正生长为+/++/+++，不

生长为 0，负生长为–；数据为平均值±标准误（n≥3）；不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 
Note: The initial number of stamens in each group was 35. The low temperature growth conditions were the growth conditions of each 

experimental group during the low temperature preservation period, the control at room temperature was +++, positive growth was +/++/+++, 
no growth was 0, and negative growth was -. Data are mean ± standard error (n≥3); Different lowercase letters indicate significant difference 
between treatments (P<0.05). 
 

胞胚诱导率为 345.15%（表 1，图 1D）。 

不同发育阶段的花药愈伤组织在 15 ℃低温

下保存 15 d，结果表明，在体细胞胚发生阶段，

发育时期为 14、42 d 的花药愈伤产生的体细胞胚

数与 CK 组无显著差异，而其他 5 个发育时期花

药愈伤产生的体细胞胚数较 CK 组显著下降，降

幅为 13~62 个；发育时期为 14、21 d 的花药愈伤

体细胞胚诱导率较 CK 组有显著提高（P<0.05），

分别提高了 111%和 178.49%；发育时期为 35 d

的花药愈伤的体细胞诱导率显著降低（P<0.05），

较 CK 组下降 159.17%，而其余 4 个时期的花药

愈伤体细胞胚诱导率与 CK 组无显著差异（表 1，

图 1D1、D2）。  

不同发育阶段的花药愈伤组织在 20 ℃低温

下保存 15 d，结果表明，在体细胞胚发生阶段，

发育时期为 21、28、42 d 的花药愈伤体细胞胚数

显著高于 CK 组（P<0.05），增幅为 10~38 个；发

育时期为 0、7、14、35 d 的花药愈伤体细胞胚数

较 CK 组显著下降（P<0.05），降幅为 20~70 个；

发育时期为 0、14、42 d 的花药愈伤体细胞胚诱

导率比 CK 组显著提高（P<0.05），增幅为 95.60%~ 

155.53%；发育时期为 7、21、28 d 的花药愈伤体

细胞胚诱导率与 CK 组无显著差异；发育时期为

35 d 的花药愈伤的体细胞胚诱导率对比 CK 组下

降 180.76%，差异最为显著（P<0.05）（表 1，图

1D3、D4）。 

2.5  低温保存后不同发育时期花药愈伤组织

子叶胚获得情况 

对照组的子叶胚数为 23.33 个，子叶胚获得

率为 26.58%（表 1，图 1E）。 

不同发育阶段的花药愈伤组织在 15 ℃低温

下保存 15 d，结果表明，在子叶胚获得方面，发

育时期为 21 d 的花药愈伤子叶胚数比 CK 组显著

提高（P<0.05），较 CK 组多约 6 个，发育时期为

14、28、42 d 的花药愈伤子叶胚数与 CK 组无显

著差异，发育时期为 0、7、35 d 的花药愈伤子叶

胚数较 CK 组显著下降（P<0.05），降幅为 11~19

个；发育时期为 0、21 d 的花药愈伤子叶胚获得

率对比 CK 组显著提高（P<0.05），分别较 CK 组

提高了 11.41%和 25.29%，而其余 5 个发育时期的
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花药愈伤子叶胚获得率较 CK 组无显著差异（表

1，图 1E1、E2）。 

不同发育阶段的花药愈伤组织在 20 ℃低温

下保存 15 d，结果表明，在子叶胚获得方面，发

育时期为 21、42 d 的花药愈伤子叶胚数比 CK 组

显著提高（P<0.05），分别较 CK 组增加约 7 个和

18 个，发育时期为 0、7、28 d 的花药愈伤子叶胚

数与 CK 组无显著差异，发育时期为 14、35 d 的

花药愈伤子叶胚获得数较 CK 组显著下降（P< 

0.05），分别较 CK 组减少约 13 和 20 个；发育时

期为 21 d 的花药愈伤子叶胚获得率对比 CK 组显

著性提高（P<0.05），较 CK 组提高了 15.58%，而

其余 6 个发育时期的花药愈伤子叶胚获得率与

CK 组无显著差异（表 1，图 1E3、E4）。 
 

 
 

CK：室温对照组；A：花药；B：低温保存后愈伤；C：刚转入出胚培养基花药愈伤；D：胚性愈伤；E：子叶胚。 
CK: Room temperature control group; A: Anther; B: Anther callus after preservation; C: Anther callus just transferred to embryo induction 

medium; D: Embryogenic callus; E: Cotyledonary somatic embryo. 
图 1  不同低温保存的花药愈伤在各发育阶段生长状况 

Fig. 1  Growth status of anther calli at different developmental stage under different preservation temperatures 
 

2.6  低温保存温度与花药愈伤发育时期对低

温保存后花药愈伤诱导、分化、发育影响 

图 2 表明，不同低温保存的花药愈伤在各发

育阶段生长状况，15 ℃低温保存后的花药愈伤组

织在胚性愈伤诱导阶段的胚性愈伤数较 CK 组显

著下降（P<0.05），其余生长阶段与 CK 组无显著

差异；20 ℃低温保存后的花药愈伤组织在各生长

阶段与 CK 组均无显著差异。 

图 3 表明，不同发育时期的花药愈伤低温保

存后在各发育阶段生长状况，在愈伤诱导阶段（愈

伤诱导数和愈伤诱导率），发育时期为 28、35、

42 d 的花药愈伤组织与 CK 组无显著差异，而其

余 4 个发育时期的花药愈伤组织较 CK 组显著下

降；在胚性愈伤诱导阶段（胚性愈伤数和胚性愈

伤诱导率），发育时期为 28、42 d 的花药愈伤组 

织与 CK 组无显著差异，而其余 5 个发育时期的

花药愈伤组织较 CK 组显著下降（P<0.05），但其

中发育时期为 21 d 的花药愈伤组织的胚性愈伤数

显著下降（P<0.05），胚性愈伤诱导率与 CK 组确

无显著差异；在体细胞胚诱导阶段，发育时期为

14、21、28、42 d 的花药愈伤组织的体细胞胚数

与 CK 组无显著差异，而其余 3 个发育时期的体

细胞胚数较 CK 组显著下降（P<0.05）、发育时期

为 14、21 d 的花药愈伤组织的体细胞胚诱导率较

CK 组显著提高（P<0.05），发育时期为 0、7、28、

42 d 的花药愈伤组织的体细胞胚诱导率与 CK 组

无显著差异，发育时期为 35 d 的花药愈伤组织的

体细胞胚诱导率较 CK 组显著下降（P<0.05）；在

子叶胚形成阶段，发育时期为 21 d 花药愈伤组织

的子叶胚数较 CK 组显著提高（P<0.05），发育时 
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不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference among treatments (P<0.05). 
图 2  不同发育时期的花药愈伤低温保存后在各发育阶段生长状况 

Fig. 2  Growth of anther callus in different developmental stages after low temperature preservation 
 

 
 

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference among treatments (P<0.05). 

图 3  低温不同时期花药愈伤组织生长发育过程 
Fig. 3  Growth and development of anther callus in different developmental stages after low temperature preservation 

 
期为 0、28、42 d 的花药愈伤组织的子叶胚数与

CK 组无显著差异，其余 3 个发育时期的花药愈伤

组织的子叶胚数较 CK 组显著下降（P<0.05）、发

育时期为 0、21 d 花药愈伤组织的子叶胚获得率

较 CK 组显著提高（P<0.05），发育时期为 7、14、

28、42 d 的花药愈伤组织的子叶胚获得率与 CK

组无显著差异，发育时期为 35 d 的花药愈伤组织

的子叶胚获得率较 CK 组显著下降（P<0.05）。 

3  讨论 

3.1  低温保存将全年花药愈伤供应时间从 60 d

延长至 240 d 

花药愈伤组织是良好的遗传转化受体，马来

西亚[10-12]、印度[4]、我国[13]均通过转化花药愈伤

组织获得了转基因植株。然而花药愈伤组织为脱

分化愈伤组织，不能通过继代增殖，需不断采集

外植体。橡胶树花期集中，不同地区橡胶树一年

开花 2~3 次，每次雄花花期 20 d 左右。室外采集

外植体的另一个问题是污染率与气候密切相关，

白粉病高发季节外植体污染率高达 50%以上，而

晴天外植体污染率低于 10%。因此在晴天采集外

植体诱导愈伤组织，并通过物理化学方式限制其

生长，延长愈伤组织供应时间对遗传转化研究具

有重要意义。 

限制生长保存的方式有降低培养环境的氧气

含量、添加渗透调节剂或生长抑制剂、胶囊化或

脱水、降低培养温度[14]，其中降低培养温度减慢

细胞代谢活动的同时，存活率高、操作简单、方

便，使用较多。橡胶树不同愈伤发育时期（0、7、

14、21、28 d）、低温保存温度（15、20 ℃）可以

延长花药初代愈伤供应时间 15~60 d，子叶胚供应

时间 27~95 d。最优方案为发育时期为 21 d 的花

药愈伤在 15 ℃低温下保存 15 d，可延长花药愈伤

和初代子叶胚供应 60 d 和 60~95 d，该处理虽然
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降低了 46.61%愈伤数，但促进了子叶胚形成，子

叶胚数提高了 27.18%，达显著水平。说明以该处

理低温保存的花药愈伤为侵染受体，在侵染量减

少 46.61%的情况下，其子叶胚数可提高 27.18%，

大大提高遗传转化工作效率。近年来，低温保存

结合抗氧化剂、低含氧量等方法实现在胚性愈伤

组织[15-16]、茎尖培养物[17]、花粉[18]、种子[19-20]、

体细胞胚[21]、微型块茎[22]、带芽茎段[23]等组织、

器官，植株[24]的中短期保存，保存温度在 1~20 ℃，

保存时间 21 d 至 18 个月。通过 18 ℃+90 g/L 蔗

糖+2 mg/L ABA+10 μmol/(m2·s)低光照可保存枣

椰体细胞胚 10 个月，存活率接近 100%，体细胞

胚增殖率高于室温[21]。通过 4~5 ℃+抗氧化剂可

保存橡胶树易碎胚性愈伤 25 d，存活率与室温相

近，且恢复后愈伤细胞活力更强，植株诱导率高

于对照组 50%，达显著水平[25]。但橡胶树易碎胚

性愈伤组织诱导时间较长，再生植株生势弱，没

有商业价值[8]。 

3.2  低温保存适当发育时期花药愈伤促进了

子叶胚形成 

在 15 ℃和 20 ℃低温保存后，发育时期为 21 d

的花药愈伤子叶胚获得数和子叶胚获得率与对照

组相比均有显著提高，子叶胚数分别提高了

27.18%和 77.15%。子叶胚获得率分别提高了

25.29%和 15.58%。而 35 d 的花药愈伤，15 ℃和

20 ℃低温保存后，在愈伤发生阶段与对照组无显

著差异，但在体细胞胚发生和子叶胚形成阶段与

对照组差异显著，特别是子叶胚形成阶段，子叶

胚获得数分别下降了 82.85%和 85.73%，子叶胚

获得率分别下降了 9.98%和 7.97%，几乎无法获

得子叶胚。橡胶树花药愈伤诱导和体细胞胚发生

对温度非常敏感，在愈伤诱导和分化为球形原胚

的过程，26 ℃体细胞胚数是 24 ℃的 2.86 倍，而

在球形原胚发育为子叶胚的过程，24 ℃的体细胞

胚数是 22 ℃的 1.60 倍，是 28 ℃的 1.25 倍，且

28 ℃导致正常胚比例下降[26]。橡胶树花药愈伤诱

导子叶胚经历 5 步：外植体脱分化形成愈伤组织

（0~21 d）、体细胞分化为胚性母细胞（21~28 d）、

胚性母细胞经多次分裂为多细胞原胚（28~42 d）、

多细胞原胚发育为球形胚（42~49 d）、球形胚进

一步发育成子叶胚（52~72 d）[27]。因此，21 d 处

于体细胞分化为胚性母细胞时期，此时进行低温

处理，有助于筛选掉胚性弱或畸形的胚性母细胞，

提高正常胚性母细胞比例，这些细胞在后续发育

为子叶胚过程，少了畸形胚的竞争，营养供应更

充分，因此，21 d 花药愈伤经低温处理后子叶胚

数及子叶胚获得率大幅提高。而 35 d 的花药愈伤

处于多细胞原胚阶段，对温度非常敏感，推测低

温不利于胚性母细胞发育为多细胞原胚，因此低

温处理后，35 d 的花药愈伤体细胞胚数和子叶型

体胚数及体细胞胚诱导率和子叶型体细胚诱导率

大幅下降。低温提高正常胚比例在牡丹[28]、水曲

柳[29]、大豆[30]、鸭茅草[31]也有发现。后续将通过

解剖学进一步验证。  

4  结论 

（1）在 15 ℃和 20 ℃低温保存 15 d 后愈伤

诱导、体细胞胚发生各阶段除胚性愈伤数显著低

于对照组外，其余指标与对照组无显著差异，

15 ℃低温保存各阶段指标均低于 20 ℃，但差异

不显著；（2）发育时期对低温保存后愈伤诱导、

体细胞胚发生各阶段均有显著影响，对子叶胚形

成阶段影响最大，其中 21 d 花药愈伤组织经低温

保存其子叶胚数量显著高于对照组，35 d 花药愈

伤组织经低温处理后子叶胚数量显著低于对照组

（P<0.05）。（3）15 ℃和 20 ℃低温保存 15 d 不同

发育时期花药愈伤组织与对照组相比，可延长花

药初代愈伤供应时间 15~60 d，初代子叶胚供应时

间 27~95 d。最优方案为发育时期为 21 d 的花药

愈伤在 15 ℃低温下保存 15 d，可延长花药愈伤和

初代子叶胚供应 60 d 和 60~95 d，该处理虽然降

低了 46.61%愈伤数，但促进了子叶胚形成，子叶

胚数提高了 27.18%。本研究实现了橡胶树花药愈

伤的短期保存，有效解决了因花期短导致遗传转

化受体来源不足的困难，全年 3 个花季延长受体

（花药愈伤）供应时间 180 d，加上花季 60 d，全

年可开展实验时间由 60 d 延长至 240 d，有助于

加快橡胶树花药愈伤遗传转化体系优化研究。 
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