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摘  要：为建立橡胶树三倍体品种云研 73-46 花药体胚植株再生技术体系，本研究以其花药为外植体，采用正交试验

设计探讨不同激素组合对愈伤组织诱导及体胚发生效率的影响，并比较不同培养时长下愈伤组织的形态特征与体胚发

生能力。结果表明：（1）激素对愈伤组织诱导至关重要，无激素条件下花药无法脱分化产生愈伤并于 10 d 后褐化死亡，

而在含有 2,4-D、NAA、KT 及 TDZ 的培养基中，花药可脱分化产生愈伤组织，诱导率的变幅为 15%~91.56%，均值为

(69.41±30.37)%。4 种激素对愈伤组织诱导率及后续体胚发生率的影响差异极显著（P<0.01），影响顺序为 2,4-D> 

TDZ>NAA>KT。综合筛选得到最优激素组合为 2,4-D 1.0 mg/L+NAA 0.8 mg/L+TDZ 0.02 mg/L。经过验证，其愈伤组

织诱导率和后续体胚发生率分别为(86.15±1.14)%和(14.46±0.89)%，相较于最佳试验组合（G7）分别显著提高 2.31%

和 5.40%；（2）该品种体胚发生能力普遍较弱，体胚发生率的变幅为 6.91%~19.31%，均值为(10.58±3.95)%。6-BA、

ABA、NAA 及 KT 对体胚发生率的影响差异极显著（P<0.01），影响顺序为 ABA>6-BA>NAA>KT，最优组合为 6-BA 

0.4 mg/L+ABA 0.2 mg/L+NAA 0.2 mg/L+KT 0.2 mg/L（M9），体胚发生率达 (19.31±0.60)%，显著高于其他处理；

（3）55 d 是愈伤组织适宜培养时长，愈伤生长状态较佳，无褐化，且体胚发生能力最强，体胚发生率为(30.83±1.67)%，

子叶形体胚发生率为(18.33±0.83)%，平均体胚数为(0.63±0.03)个，极显著高于其他培养时长。通过优化云研 73-46 花药

愈伤组织诱导以及体胚发生阶段的激素配比，同时调整愈伤诱导培养时长，能够显著提升该品种花药体胚植株的培育

效率，为构建橡胶树三倍体品种体胚植株规模化繁育体系提供技术支撑。 
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Abstract: To establish a regeneration system for somatic embryo-derived plants from the anthers of the triploid rubber 
tree clone Yunyan 73-46, this study utilized anthers as explants and employed an orthogonal experimental design to 

examine the effects of various hormone combinations on callus and somatic embryo induction efficiency. Furthermore, 
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the morphological characteristics and differentiation capacity of callus under different culture duration were analyzed. 

Hormones were crucial for callus induction. In the absence of hormones, anthers failed to dedifferentiate and underwent 
browning and necrosis after 10d. In media containing 2,4-D, NAA, KT and TDZ, anther dedifferentiation to produce 

callus occurred with induction rates ranging from 15% to 91.56%, with a mean of (69.41±30.37)%. The impact of 2,4-D, 
NAA, KT and TDZ on callus induction rate and subsequent somatic embryogenesis rate were all highly significant 

(P<0.01), with the order of influence being 2,4-D>TDZ>NAA>KT. The optimal combination identified through com-
prehensive screening was 2,4-D 1.0 mg/L+NAA 0.8 mg/L+TDZ 0.02 mg/L. Upon verification, the callus induction rate 

and subsequent somatic embryogenesis rate was (86.15±1.53)% and (14.46±0.89)%, respectively, marking significant 
improvements of 2.31% and 5.40% over the best experimental combination (G7). The somatic embryogenesis capacity 

of this clone was generally low, with somatic embryo formation rates ranging from 6.91% to 19.31% , with a mean of 
(10.58±3.95)%. The effects of 6-BA, ABA, NAA and KT on somatic embryogenesis rate were highly significant 

(P<0.01), with the order of influence being ABA>6-BA>NAA>KT. The optimal combination was 6-BA 0.4 mg/L+ABA 
0.2 mg/L+NAA 0.2 mg/L+KT 0.2 mg/L (M9), achieving a somatic embryogenesis rate of (19.31±0.60)%, which was 

significantly higher than other treatments. The optimal culture duration for callus was determined to be 55 d, which 
exhibited superior growth status without browning and the strongest somatic embryo differentiation capacity. The so-

matic embryogenesis rate was (30.83±1.67)%, the cotyledonary embryo formation rate was (18.33±0.83)%, and the av-
erage number of somatic embryos was (0.63±0.03), all of which were extremely significantly higher than those at other 

culture durations. By optimizing the hormone ratios during callus induction and somatic embryogenesis stages of Yu-
nyan 73-46 anthers, coupled with adjusting the duration of callus induction culture, the production efficiency of an-
ther-derived somatic embryo plantlets can be significantly enhanced. This approach would provide technical support for 

establishing a large-scale propagation system of somatic embryo plantlets for triploid rubber tree clones. 
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天然橡胶是重要的战略资源和工业原料，在

保障国家经济发展与安全方面具有不可替代的作

用。经过 70 多年的发展，云南省已成为我国最大

的天然橡胶生产基地。然而，云南胶园多位于山

地，面临“纬度偏北、海拔偏高、寒害偏重、旱

季偏长”的生态劣势[1]。为克服此生态约束，“抗

寒高产”被确立为云南植胶区橡胶树育种的核心

目标。云南省热带作物科学研究所经多年持续攻

关，已成功选育出多个兼具抗寒、速生、高产特

性的橡胶树三倍体良种[1-2]，其中，云研 77-2 和

云研 77-4 是全球首批大面积应用于生产的橡胶树

三倍体品种[3]。云研 73-46 是一个优良的橡胶树

三倍体品种，由 GT1 与 PR107 杂交选育而成，其

抗寒性优于母本 GT1，1~6 割年平均干胶产量达

1851.5 kg/hm2，较母本 GT1 增产 77.90%，经济性

状突出，于 2018 年被列入农业部主推品种[1]，并

于 2022 年入选云南农垦“十四五”天然橡胶推广

级品种。 

橡胶树体胚植株因其显著的速生和高产潜

力[4-6]，是公认的橡胶树优势种植材料。在种植面

积无法扩大且缺乏更高产品种的背景下，以体胚植

株替代传统芽接苗进行胶园更新，是提升胶园单位

面积产能的有效途径。然而，体胚植株繁育技术

难度较高，且其培养效率高度依赖基因型[5, 7-11]，

目前仍是产业应用的关键瓶颈。截至目前，仅有

中国热带农业科学院实现了热研 73397 和热研

917 等品种体胚植株的规模化生产[12-13]；云南省

热带作物科学研究所研发了云研 73-477 花药体

胚植株再生技术[8, 14]，但仅具备小规模生产的能

力。多数优良品种（如热研 879、云研 80-1983

等）的花药体胚植株繁育技术尚未突破或难以实

现规模化生产。特别是对于“抗寒高产”的三倍

体品种（如云研 77-4、云研 77-2 和云研 73-46

等），其体胚植株繁育效果普遍不佳[5, 8-10, 15]，迄

今仅获得少量云研 73-46 和云研 77-4 的花药体胚

植株[5]。这一技术瓶颈严重制约了三倍体良种在

云南植胶区的快速推广，进而阻碍了天然橡胶产

业的可持续发展。因此，突破橡胶树三倍体品种

体胚植株繁育技术已成为当前科研工作的迫切

任务。 

本研究以三倍体品种云研 73-46 花药为外植

体，采用正交试验设计，系统评估了 2,4-D、NAA、

KT 和 TDZ 4 种激素对花药愈伤组织诱导的影响，

以及 6-BA、ABA、NAA 和 KT 4 种激素对体胚发

生的作用。同时，通过比较不同培养时长下愈伤

组织的形态特征与体胚发生能力，旨在提高该品
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种花药愈伤组织诱导与体胚发生效率，为建立

该品种高效、稳定的体胚植株再生技术体系提

供支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究于 2021 年 4 月至 2024 年 12 月在云南

省热带作物科学研究所橡胶研究中心进行。供试

材料为橡胶树（Hevea brasiliensis Müll. Arg.）优

良三倍体品种云研 73-46 的未成熟雄花（黄绿

色），采自云南省热带作物科学研究所江北实验

基地。 

试验所用激素及其他试剂的采购渠道，解剖

刀等试验工具的灭菌方式，培养基中蔗糖、琼脂

粉、椰子汁的添加量以及 pH 的调节方法均与桂

明春等[14]报道的方法保持一致；所有试验均采用

直径 8 cm、带有透气膜的培养皿在暗培养室内进

行，愈伤组织诱导温度为(26±0.5)℃，体胚发生温

度为(24±0.5)℃，每皿分装 30 mL 培养基，试验重

复 3 次。 

1.2  方法 

1.2.1  激素对愈伤组织诱导的影响  以 MS 为基

础培养基，评估 2,4-D（A）、NAA（B）、KT（C）

及 TDZ（D）4 种激素对花药愈伤组织诱导的影

响。各激素设置 3 个浓度水平，采用 L9(34)正交

试验设计，具体浓度组合见表 1。 
 

表 1  愈伤组织诱导正交试验 L9(3
4)因素及水平配比 

Tab. 1  Concentration ratio of exogenous hormones for 
inducing callus of the orthogonal experimental design L9(3

4) 

处理 
Treatment 

因素 Factor/(mg·L–1) 

A：2,4-D B：NAA C：KT D：TDZ

G1 0 0 0 0 

G2 0 0.4 0.4 0.02 

G3 0 0.8 0.8 0.04 

G4 0.5 0 0.4 0.04 

G5 0.5 0.4 0.8 0 

G6 0.5 0.8 0 0.02 

G7 1.0 0 0.8 0.02 

G8 1.0 0.4 0 0.04 

G9 1.0 0.8 0.4 0 

 

将未成熟雄花经常规灭菌[16]，用解剖针分离

出完整雄蕊分别接种于 9 种含有不同激素配比的

培养基中进行愈伤组织诱导。每处理接种 8 皿，

每皿接种 15 个外植体。接种 50 d 后，统计愈伤

组织诱导率（愈伤组织块数/接种花药数×100%），

并观察其生长状态。 

将诱导出的愈伤组织继续培养 60 d，分别转

接至体胚分化培养基[8]中进行体胚分化，60 d 后

统计体胚发生率（产生体胚的愈伤组织块数/接种

愈伤组织块数×100%，下同），分析比较激素对后

续体胚发生的影响。  

1.2.2  激素对体胚发生的影响  以改良 MS（4/5 

MS 大量元素+2 倍 MS 微量元素+MS 铁盐+MS 有

机成分）为基础培养基，探究 6-BA（E）、ABA

（F）、NAA（G）和 KT（H）4 种激素对愈伤组织

体胚发生的影响。各激素设置 3 个浓度水平，采用

L9(3
4)正交试验设计，具体浓度组合见表 2。 

 
表 2  体胚发生正交试验 L9(34)因素及水平配比 

Tab. 2  Concentration ratio of exogenous hormones  
for inducing embryos of the orthogonal experimental  

design L9(3
4) 

处理 
Treatment

因素 Factor/(mg·L–1) 

E：6-BA F：ABA G：NAA H：KT 

M1 0.2 0.05 0.1 0.2 

M2 0.2 0.1 0.2 0.4 

M3 0.2 0.2 0.3 0.6 

M4 0.3 0.05 0.2 0.6 

M5 0.3 0.1 0.3 0.2 

M6 0.3 0.2 0.1 0.4 

M7 0.4 0.05 0.3 0.4 

M8 0.4 0.1 0.1 0.6 

M9 0.4 0.2 0.2 0.2 

 
选取在 1.2.1 优选的激素组合培养基中诱导

出的生长状态良好、呈淡黄色、疏松颗粒状的花药

愈伤组织，分别接种于 9 种含有不同激素配比的分

化培养基中进行体胚分化。每处理接种 6~8 皿，

每皿接种 15 块愈伤组织，培养 50 d 后统计体胚发

生率，探究激素对愈伤组织体胚发生的影响。 

1.2.3  不同培养时长花药愈伤组织形态特征与体

胚发生能力比较  将花药接种至同一种愈伤组织

诱导培养基上（激素组合为 1.2.1 优选获得）进行

愈伤组织诱导。分别于培养第 50、55、60、65 天，

参照梁国平等[9]的方法在体视显微镜下测量愈伤

组织大小，并观察其形态结构。随后，将愈伤组

织分别接种至同一种体胚分化培养基（激素组合

为 1.2.2 优选获得）中进行体胚发生。培养 50 d

后统计体胚及子叶形体胚发生率（产生子叶形体

胚的愈伤组织块数/接种愈伤组织块数）×100%
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和平均体胚数（体胚总数/接种愈伤组织总数），

通过比较不同培养时长下花药愈伤组织的形态特

征及其体胚发生能力，确定转接至体胚分化培养

基的最佳时间窗口。 

1.3  数据处理 

采用 Microsoft Office Excel 2016和 SPSS 23.0

软件进行数据统计分析。 

2  结果与分析 
2.1  激素对愈伤组织诱导的影响 

2.1.1  愈伤组织诱导效率统计  由图 1 可知，花

药培养 14~21 d 后，有肉眼可见的愈伤组织形成；

继续培养至 45~50 d，可获得淡黄色、疏松的愈伤

组织。云研 73-46 花药在 9 个处理的愈伤组织诱

导率及后续体胚发生率见表 3。 
 

 

图 1  橡胶树三倍体品种云研 73-46 花药体胚植株再生过程 
Fig. 1  Process of regenerated plants of Yunyan73-46 clone anther 

 
表 3  愈伤组织诱导效率 

Tab. 3  Callus induction efficiency of  

             Yunyan73-46 clone anther        % 

处理 
Treatment 

愈伤组织诱导率 
Callus induction rate 

体胚发生率 Somatic 
embryogenesis rate 

G1 0.00H  

G2 15.00±1.02G 0.00D 

G3 26.56±1.20F 0.00D 

G4 83.75±1.02CD 2.99±0.04C 

G5 80.31±2.13E 0.00D 

G6 89.06±1.20B 6.19±0.87B 

G7 83.44±2.13D 8.61±0.63A 

G8 91.56±1.20A 6.14±0.72B 

G9 85.63±0.72C 6.21±0.76B 

最大值 91.56±1.20 8.61±0.63 

最小值 0.00 0.00 

均值 61.70±36.64 3.35±3.48 

变异系数 59.38 103.84 

注：同列数据后不同大写字母表示处理间差异极显著

（P<0.01）。 
Note: Different capital letters after the same column of data in-

dicate extremely significant difference among treatments (P<0.01). 

由表 3 可知，在未添加激素的 G1 处理中，花

药未能脱分化形成愈伤组织，培养 10 d 后全部褐

化死亡；而在添加一定浓度激素的 G2~G9 处理中，

花药均能脱分化形成愈伤组织。这表明激素是云

研 73-46 花药愈伤组织诱导的必要条件；在含有

激素的处理中，愈伤组织诱导率存在显著差异，

变幅为 15.00%~91.56%，极差高达 76.56%，均值

为(69.41±30.37)%，说明不同种类和浓度的激素组

合对愈伤组织的形成有极大影响；除处理 G2 和

G3 外，其余 6 个含有激素的 G4~G9 处理愈伤组织

诱导率较高，变幅为 80.31%~91.56%，均值为

(85.63±4.09)%；G4、G6、G7、G8 和 G9 5 个处理

诱导的愈伤组织具有体胚发生能力，但发生率普

遍较低，变幅为 2.99%~8.61%，均值仅为(6.03± 

2.01)%，由此可见，尽管在含有适宜激素组合的

培养基中，云研 73-46 的花药容易脱分化产生愈

伤组织，但愈伤组织的体胚发生能力普遍较弱；

体胚发生率的变异系数（103.84%）约为愈伤组织

诱导率变异系数（59.38%）的 2 倍，表明在花药 
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愈伤组织诱导时，后续体胚发生能力对激素种类、

浓度及配比变化的响应更为敏感。 

2.1.2  激素对愈伤组织诱导的影响效应  由表 4

可知，愈伤组织诱导率随 4 种激素浓度的增加而

上升，但上升幅度因激素种类不同而异：2,4-D 的

变幅最大，极差高达 73.02%，表明其影响最为显

著；KT 的变幅最小，极差仅为 3.23%，其影响相

对较弱。体胚发生率的变化趋势则因激素种类而

异：随着 2,4-D 浓度的增加，体胚发生率呈上升

趋势，在 1.0 mg/L 时达到峰值（6.99%），显著高

于其他浓度；随着 NAA 浓度的增加，体胚发生

率呈先下降后上升趋势，在 0.4 mg/L 时降至最低

（2.07%）；随着 TDZ 浓度增加，体胚发生率呈先

上升后下降趋势，在 0.02 mg/L 时最高（4.93%），

且与其他浓度差异极显著；而随着 KT 浓度的增

加，体胚发生率快速降低，未添加 KT 时体胚发

生率最高（4.11%），显著高于添加了 KT 的其他

处理，表明在花药愈伤组织诱导过程中不宜添加

KT。 
 

表 4  激素水平间差异性分析 
Tab. 4  Results of difference analysis of exogenous hor 

mone levels during callus induction stage 

指标 
Index 

水平 
Level 

因素 Factor 

A: 2,4-D B: NAA C: KT D: TDZ

愈伤组织 

诱导率 
1 13.85C 55.73C 60.21C 55.31C

2 84.38B 62.29B 61.46B 62.31B

3 86.88A 66.08A 63.44A 67.29A

极差 73.02 10.35 3.23 11.98 

变异系数 67.40 8.91 2.64 9.72 

体胚发生率 1 0.00C 3.87B 4.11A 2.07C

2 3.06B 2.07C 3.07B 4.93A

3 6.99A 4.13A 2.87B 3.04B

极差 6.99 2.06 1.24 2.86 

变异系数 104.60 33.42 19.87 43.46 

注：同列数据后不同大写字母表示处理间差异极显著

（P<0.01）。 
Note: Different capital letters after the same column of data in-

dicate extremely significant difference among treatments (P<0.01). 

方差分析结果显示，2,4-D、NAA、KT 和 TDZ 

4 种激素对花药愈伤组织诱导率及后续体胚发生

率均有极显著影响（P<0.01），且 4 种激素对 2 个

指标的影响顺序一致，均为：2,4-D>TDZ>NAA> 

KT 。然而，获得最高愈伤组织诱导率组合

（ A3B3C3D3 ）与最高体胚发生率的最优组合

（A3B3C1D2）并不相同。2 个组合的因子 A 和 B

的最优水平均为 3，但在因子 C 和 D 上存在差异，

愈伤组织诱导率最优水平为 C3 和 D3，体胚发生

率则优选 C1 和 D2，结合表 3 和表 4 可知，体胚

发生率对激素种类和浓度变化的响应比愈伤组织

诱导率更为敏感，因此，在确定最终优组合时，

应优先考虑对敏感指标（体胚发生率）更有利的

C1 和 D2。 

综上所述，适宜云研 73-46 花药愈伤组织诱

导的最优激素组合为 A3B3C1D2（2,4-D 1.0 mg/L、

NAA 0.8 mg/L、TDZ 0.02 mg/L），该组合未包含

在初始设计的 9 个组合中。为验证此最佳激素组

合，将云研 73-46 的花药分别接种于含有最优激

素组合（G10）及体胚发生率最高的试验组合（G7）

诱导愈伤组织，以比较愈伤组织诱导效果。表 5

结果表明，G10 的愈伤组织诱导率与后续体胚发生

率分别为(86.15±1.14)%和(14.46±0.89)%，均显著

高于 G7。因此，G10 较 G7 更适宜云研 73-46 花药

愈伤组织诱导。 

2.2  激素对愈伤组织体胚发生的影响 

培养 20~25 d 后，9 种分化培养基中均有部分

愈伤组织表面分化出白色球形小胚；继续培养

50~60 d，多数愈伤组织出现老化并转为褐色，部

分体胚已发育至可独立分离状态（图 1）。 

由表 6 可知，云研 73-46 花药愈伤组织的体

胚发生率普遍较低，变幅为 6.91%~19.31%，均值

为(10.58±3.95)%。处理间体胚发生率差异显著。

处理 M9 的体胚发生率最高，为(19.31±0.60)%，

极显著高于其他 8 个处理（P<0.01）；其次是处理

M6 和 M8，体胚发生率分别为 (12.89±0.59)% 
 

表 5  最优激素组合验证结果 
                             Tab. 5  Optimal hormone combination validation                           % 

处理 
Treatment 

愈伤诱导率 Callus induction rate 体胚发生率 Somatic embryogenesis rate 

1 2 3 均值 Mean 1 2 3 均值 Mean 

G7 83.09 84.33 84.09 83.84±0.66Ab 9.52 8.14 9.52 9.06±0.80Bb 

G10 85.0 87.27 86.18 86.15±1.14Aa 14.12 13.79 15.48 14.46±0.89Aa 

注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）；不同大写字母表示处理间差异极显著（P<0.01）。 
Note: Different lowercase letters after the same column of data indicate significant difference among treatments (P<0.05), different cap-

ital letters indicate extremely significant difference among treatments (P<0.01). 
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表 6  9 种体胚分化培养基中体胚发生率 
Tab. 6  Somatic embryo differentiation beyond nine kinds 

of differentiation medium 

处理 
Treatment 

因素 Factor 体胚发生率
Somatic embryo-

genesis rate/%E: 6-BA F: ABA G: NAA H: KT 

M1 0.2 0.05 0.1 0.2 8.54±0.66DE

M2 0.2 0.1 0.2 0.4 9.47±0.56CD

M3 0.2 0.2 0.3 0.6 6.91±0.48F 

M4 0.3 0.05 0.2 0.6 7.50±0.74EF 

M5 0.3 0.1 0.3 0.2 10.32±0.69C 

M6 0.3 0.2 0.1 0.4 12.89±0.59B 

M7 0.4 0.05 0.3 0.4 7.46±0.69EF 

M8 0.4 0.1 0.1 0.6 12.82±0.56B 

M9 0.4 0.2 0.2 0.2 19.31±0.60A 

最大值     19.31±0.60 

最小值     6.91±0.48 

均值     10.58±3.95 

k1 8.31C 7.84C 11.42B 12.72A  

k2 10.24B 10.87B 12.10A 9.94B  

k3 13.20A 13.04A 8.23C 9.08C  

R 4.89 5.20 3.87 3.64  

注：同列数据后不同大写字母表示处理间差异极显著

（P<0.01）。 
Note: Different capital letters after the same column of data in-

dicate extremely significant difference among treatments (P<0.01).  

 
和(12.82±0.56)%，二者之间差异不显著，但均极

显著高于其余 6 个处理（P<0.01）；处理 M3 的体

胚发生率最低，仅为(6.91±0.48)%。 

方差分析结果表明，6-BA、ABA、NAA 及

KT 4 种激素对体胚发生率的影响差异均达极显

著（P<0.01），影响顺序为 ABA>6-BA>NAA>KT

（表 6）。不同激素浓度及其配比变化显著影响体

胚发生率，体胚发生率随 4 种激素浓度及配比的变

化呈不同变化趋势。体胚发生率与 6-BA 和 ABA

激素浓度呈正相关，分别在激素浓度为 0.40 mg/L

和 0.20 mg/L 时达到峰值（13.20%和 13.04%）；

NAA 激素浓度对体胚发生率的影响则表现为先

促进后抑制的双重效应，在激素浓度为 0.20 mg/L

时体胚发生率最高（12.10%）；KT 激素浓度的

增加则对体胚分化产生抑制作用，表明低浓度

的 KT 有利于体胚分化。最优激素组合为 6-BA 

0.4 mg/L+ABA 0.2 mg/L＋NAA 0.2 mg/L＋KT 

0.2 mg/L，即 M9 处理。该处理体胚发生率为

(19.31±0.60)%，极显著高于其余 8 个处理（P< 

0.01），验证了该组合的有效性。 

2.3  不同培养时长花药愈伤组织形态特征比较 

由表 7 可知，不同培养时长对花药愈伤组织

的大小和形态特征均产生显著影响。培养至 50 d

时，愈伤组织的大小仅为(3.71±0.05) mm，极显著

小于其余培养时长（P<0.01）；培养 50~55 d 时，

愈伤组织进入快速生长阶段；培养至 55 d 时，显

著增大至(5.21±0.08) mm（P<0.01），此时愈伤组织

保持淡黄色、疏松颗粒状的特征，未出现老化迹象；

培养 55 d 后，生长速度明显减缓；培养 60 d 及

65 d 时，愈伤组织大小分别为(5.30±0.10) mm 和

(5.47±0.22) mm，二者无显著差异；培养至 55 d

与 60 d 时，愈伤组织仍保持淡黄色的疏松颗粒状

形态，未见明显老化迹象；培养 65 d 的愈伤组织

大小极显著大于培养 50 d 和 55 d（P<0.01），颜

色转为黄白色，质地变得致密，部分愈伤表面泛

白或褐化，显示出明显的老化特征（表 7、图 2）。 
 

表 7  不同培养时长花药愈伤组织形态特征 
Tab. 7  Morphological characteristics of anther-derived 

calli under different culture duration 

培养时长
Culture 

duration/d

形态特征 Morphological characteristics 

愈伤大小 
Callus diameter/mm 

生长状态 
Growth status 

50 3.71±0.05C 生长旺盛，淡黄色、质地疏松

软糯，无褐化 

55 5.21±0.08B 生长旺盛，淡黄色，质地疏松

呈颗粒状，无褐化 

60 5.30±0.10AB 生长缓慢，淡黄色，质地疏松

呈颗粒状，无褐化 

65 5.47±0.22A 生长缓慢，黄白色，质地致密，

部分愈伤表面泛白，部分愈伤

褐化 

均值 4.92±0.75  

注：同列数据后不同大写字母表示处理间差异极显著

（P<0.01）。 
Note: Different capital letters after the same column of data in-

dicate extremely significant difference among treatments (P<0.01). 
 

2.4  不同培养时长花药愈伤组织体胚发生能

力比较 

由表 8 可知，不同培养时长花药愈伤组织体

胚发生能力存在极显著差异（P<0.01）。体胚发生

率、子叶形体胚发生率及平均体胚数均随培养时

间的延长呈先升高后下降的趋势。其中，在培养

55 d 时，体胚发生率、子叶形体胚发生率、平均

体胚数均达到峰值，分别为 (30.83±1.67)% 、

(18.33±0.83)%和(0.63±0.03)个；培养 65 d 时，体

胚发生率、子叶形体胚发生率、平均体胚数分别 
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图 2  不同培养时长云研 73-46 花药愈伤组织形态及体胚发生能力 
Fig. 2  Callus morphology and somatic embryogenic capacity of Yunyan 73-46 under different culture duration 

 
表 8  不同培养时长花药愈伤组织体胚发生能力 

Tab. 8  Somatic embryo differentiation capacity of an-
ther-derived calli after different culture duration 

培养时长 
Culture  

duration/d 

体胚发生率 
Somatic  

embryogenesis 
rate/% 

子叶形体胚发生率 
Cotyledon somatic 

embryogenesis 
rate/% 

平均体胚数
Average 

embryo number

50 26.67±2.21A 16.94±1.27A 0.49±0.07B 

55 30.83±1.67A 18.33±0.83A 0.63±0.03A 

60 27.50±2.21A 17.22±1.73A 0.51±0.04B 

65 15.56±1.27B 8.61±1.27B 0.40±0.03B 

均值 25.14±6.21 15.28±4.21 0.51±0.09 

注：同列数据后不同大写字母表示处理间差异极显著

（P<0.01）。 
Note: Different capital letters after the same column of data in-

dicate extremely significant difference among treatments (P<0.01). 
 

下降至(15.56±1.27)%、(8.61±1.27)%和(0.40±0.03)

个，均极显著低于培养 55 d。尽管培养 65 d 的愈

伤组织最大，但出现老化现象，其体胚发生能力

显著下降。 

综上所述，培养 55 d 为花药愈伤组织最适培

养时长，此时愈伤组织生长状态良好，未出现褐

化，且体胚发生效率最高。 

3  讨论 

橡胶树体胚发生及植株再生过程中，胚性愈

伤组织的诱导是关键起始步骤，其诱导效率直接

决定后续能否成功获得体胚植株。已有研究表明，

橡胶树胚性愈伤组织的诱导效率受多种因素综合 

影响，包括基因型 [5, 7-11]、外植体类型 [8-10, 17-20]

及其发育状态[14]、激素种类[11-14, 17, 21-23]、培养基

成分[7]以及培养环境[15]等，其中激素的作用尤为

关键。在愈伤组织诱导过程中，激素的种类、浓

度及其配比不仅能显著影响愈伤组织的形成与增

殖[11, 16-21]，还对后续的体胚发生能力产生深远影

响[11-12]。例如，2,4-D 作为一种核心生长素，在热

研 73397 和热研 8813 等品种的花药及内珠被愈伤

组织诱导中发挥重要作用[16, 24-25]，其效果通常优

于 NAA 和 IAA[14]，且常与 KT 联合使用[21]。细

胞分裂素（如 6-BA、KT）的适宜浓度范围一般

为 0.5~2.0 mg/L[22]。此外，李玲等[15, 23]的研究发

现，低浓度 TDZ（≤0.20 mg/L）可促进花药愈伤

组织的形成，但可能抑制后续体胚发生。成镜等[12]

的研究表明，高浓度 Picloram（20~30 mg/L）能

有效提高热垦 628 花药的胚性愈伤组织诱导率。

本研究结果表明，激素是启动细胞脱分化所必需

的关键信号。在未添加激素的 G1 处理中，花药无

法脱分化产生愈伤组织并最终褐化死亡，而添加激

素的 G2~G9 处理显著提高了愈伤组织的诱导率。

其中，2,4-D 的促进作用最为显著，愈伤组织诱导
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率及体胚发生率与其浓度呈正相关。值得注意的

是，本研究发现愈伤组织培养基中添加 0. 02 mg/L

低浓度 TDZ 能显著提升后续体胚发生率，这一结

果与前期研究[15, 24]的结果存在差异。此外，KT

虽有利于愈伤组织的形成与生长，却对体胚发生

表现出抑制效应，因此，在云研 73-46 花药愈伤

组织诱导中不宜添加 KT。这一结果与在二倍体品

种中的常见报道存在差异[11-12, 16]，可能是由于激

素调控机制在不同倍性品种间存在特异性所致。 

体胚发生率低、畸形胚比例较高以及植株再

生效率有限是制约橡胶树体胚植株工厂化生产应

用的主要技术瓶颈[5, 11, 26]。因此，获得足量、高

质量的体胚是提升体胚植株再生效率的前提，也

是实现规模化生产的必要条件。为解决这一问题，

育种学家们已通过初生体胚发生[8]、持久体胚发

生[27]、次生体胚发生[28]等多种途径成功获得体胚

植株。本研究进一步探讨了 6-BA、ABA、NAA

及 KT 在体胚发生中的作用，表明了激素在体胚

发生阶段具有不可或缺的作用。其中，6-BA 与

ABA 的促进效应最为突出，在试验浓度范围内，

体胚发生率随二者的浓度升高而增加，但未出现

拐点，因此，在后续研发中应考虑添加更高浓度，

以优选最优添加浓度。相比之下，KT 的添加浓度

与体胚发生率呈负相关，说明在体胚发生阶段，

KT 添加浓度应控制在较低水平（≤0.20 mg/L），

这与 HUSSIN 等[29]的研究结果存在差异。 

尽管“耐寒高产”的橡胶树三倍体品种的组

织培养技术仍相对滞后，但通过持续的技术攻关

已取得显著突破。以云研 73-46 为例，其花药初

生体胚发生率已从 2015 年的 2.67%[8]提升至 2022

年的 6.70%[5]。本研究通过优选愈伤组织诱导、

体胚发生阶段的激素组合及找到花药愈伤组织转

接体胚分化培养基的最佳时间窗口，进一步将该

品种的体胚发生率提高至(30.83±1.67)%，显著优

于前人报道，为建立该品种的高效体胚植株再生

技术体系提供了有力的技术支撑。据此，随着技

术的不断迭代与资源的持续投入，通过优化培养

基和改进培养条件，有望进一步提高橡胶树三倍

体品种体胚植株再生效率，最终建立高效的体胚

植株规模化生产技术体系，为云南天然橡胶产业

的高质量发展提供坚实的种苗保障。 
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