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白鹤芋胚性细胞悬浮培养和高效植株再生体系

的建立 
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（广东省农业科学院环境园艺研究所，广东省园林花卉种质创新综合利用重点实验室，广州 510640） 

摘  要：以白鹤芋（Spathiphyllum cannifolium）试管苗叶柄为外植体诱导获得胚性愈伤组织，建立了

胚性细胞悬浮培养系并高频率再生出植株。结果表明，最优的悬浮培养条件为：装有 20 mL 液体培养基

的 100 mL 三角瓶中接种 0.3 g 胚性细胞团，悬浮培养基为 MS + 0.5 mg · L-1 TDZ + 1.0 mg · L-1 2,4-D + 30 

g · L-1 蔗糖或麦芽糖，pH 5.8；继代间隔 14 d；每个继代周期，胚性细胞团可增殖至接种量的 5 倍以上；

植株再生最优的分化培养基为 1/2MS + 0.3 mg · L-1 6-BA + 30 g · L-1蔗糖 + 8.0 g · L-1琼脂粉，pH 5.8，平

均每个胚性细胞团可分化再生出 25.1 株小植株；胚性细胞的快速增殖和高频率植株再生的状态可保持 24

周。 
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An Efficient System of Embryogenic Cell Suspension Cultures and Plant 
Regeneration in Spathiphyllum cannifolium 
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Abstract：This study established embryogenic cell suspension cultures of Spathiphyllum cannifolium 

through embryogenic calli induced from the petioles of plantlets in vitro，and further achieved high 

frequency of plant regeneration using the obtained suspension cultures. The results suggested that the 

optimal conditions of embryogenic cell suspension culture included：Inoculum amount was 0.3 g of 

embryogenic cell aggregates loaded with 20 mL fluid nutrient medium；Suspension culture medium was 

MS medium supplemented with 0.5 mg · L-1 N-phenyl-N’-1,2,3-thiadiazol-5-ylurea（TDZ），1.0 mg · L-1 

2,4- Dichlorophenoxyacetic acid（2,4-D），and 30 g · L-1 sucrose or maltose（pH 5.8）；Subculture interval 

was 14 days. Under these circumstances，the proliferation rate of embryogenic cell aggregates was 5-fold 

per subculture cycle. For plant regeneration，moreover，25.1 plantlets in average developed（or generated）

from each embryogenic cell aggregate on the optimal differential medium of 1/2MS + 0.3 mg · L-1 6-BA + 

30 g · L-1 sucrose + 8.0 g · L-1agar（pH 5.8）. The status of rapid proliferation of embryogenic cells and  
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efficient regeneration of plantlets could maintain 24 weeks. 

Key words：Araceae；Spathiphyllum cannifolium；embryogenic calli；submerged culture；regeneration 

 

白鹤芋属（Spathiphyllum Schott）为天南星科（Araceae）植物家族，原产热带美洲，其中许多

种或杂交种是重要热带花卉（Bunting，1960）。其叶色深绿，花色洁白，且耐阴性强，深受人们欢

迎而被广泛种植（Chen et al.，2005；Dewir et al.，2006a）。 

白鹤芋组织培养研究始于 20 世纪 70 年代末（Fonnesbech & Fonnesbech，1979），主要是利用芽

外植体获得丛生芽，丛生芽增殖后生根培养并获得大量植株，其主要目的是为满足育种和生产的需

要（Fonnesbech & Fonnesbech，1979；马国华 等，1993；曾宋君 等，1996；朱根发 等，1997；陈

碧华 等，1999；丁运华和魏礼文，1999；Ramirez-Malagon et al.，2001；朱根发，2003；Dewir et al.，

2006b；Teixeira et al.，2006）。体细胞胚发生并再生植株是白鹤芋组织培养重要途径，可通过幼嫩花

器官诱导体细胞胚并再生植株（曹静 等，1995；Werbrouck et al.，2000；秦静远，2005）。由花器

官上雌核诱导获得的体细胞胚被用于纯合体的培育（Eeckhaut et al.，2001），由花丝诱导获得的体细

胞胚被用于多倍体育种（Eeckhaut et al.，2004；Vanstechelman et al.，2010）和原生质体分离（Duquenne 

et al.，2007）。Zhao 等（2012）利用叶片和叶柄诱导出体细胞胚并成功再生植株。 

目前国内外还未见白鹤芋胚性细胞悬浮培养和植株再生的报道。本研究的目的旨在建立白鹤芋

胚性细胞悬浮培养系，利用其增殖迅速、植株再生频率高和植株发育同步等优点，建立高效植株再

生体系，以期为白鹤芋细胞工程和基因工程研究提供良好技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  胚性愈伤组织诱导 

2012 年 6 月在广东省园林花卉种质创新综合利用重点实验室进行本试验，供试材料为长期继代

保存的白鹤芋（S. cannifolium）试管苗。 

胚性愈伤组织诱导培养基成分参考 Zhao 等（2012）的并略作调整：MS + TDZ 0.5 mg · L-1 + 2,4-D 

1.0 mg · L-1，附加蔗糖 30 g · L-1，琼脂 8.0 g · L-1，pH 5.8，灭菌后分装到直径 9 cm 的培养皿中。将

试管苗叶柄切成 0.5 ~ 1.0 cm 片段，接种培养基上，（25 ± 1）℃，暗培养 6 ~ 12 周。接种 250 块，

统计愈伤组织诱导率。 

1.2  胚性细胞悬浮培养 

将叶柄诱导获得的胚性愈伤组织破碎，用金属网筛成直径小于 2 mm 的细胞团，转入盛有 20 mL

培养液的 100 mL 三角瓶，（25 ± 1）℃，10 µmol · m-2 · s-1 散射光，100 r · min-1 悬浮培养。培养基：

MS + TDZ 0.5 mg · L-1 + 2,4-D 1.0 mg · L-1 + 蔗糖 30 g · L-1，pH 5.8。 

胚性细胞团接种量设置为：0.1、0.3、0.5、0.7 和 0.9 g，每隔 2 d 称鲜样质量，根据增长情况确

定适宜接种量与继代周期。以 MS + TDZ 0.5 mg · L-1 + 2,4-D 1.0 mg · L-1 为基础培养基，添加蔗糖或

麦芽糖，浓度均设置为：15、30、45 和 60 g · L-1，悬浮培养 14 d 后，称质量。 

以 MS + 蔗糖 30 g · L-1 为基础培养基，添加 TDZ（0、0.25 和 0.5 mg · L-1）与 2,4-D（0、1.0、

2.0 和 3.0 mg · L-1）组合，悬浮培养 14 d 后，称质量；悬浮继代 8、12、16、20、24、28 和 32 周后

称质量；比较不同碳源、不同生长调节剂组合及继代时间（代数）对胚性细胞团增殖的影响。 
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增长量测量：悬浮液转入 50 mL 离心管，离心 5 min（1 000 r · min-1），吸净上清液，称质量；鲜样

质量（g）= 离心后离心管质量–离心管质量；鲜样质量增长量（g）= 离心后鲜样质量–接种量。

以上每个处理各接种 3 瓶。 

1.3  植株再生 

将悬浮培养 8 周后获得的直径大于 2 mm 的胚性细胞团转移至分化培养基，温度（25 ± 1）℃，

光照强度 54 µmol · m-2 · s-1，光周期 12 h/12 h。 

设置 4 种基本培养基浓度（培养基中大量元素无机盐即 NH4NO3、KNO3、MgSO4 · 7H2O、KH2PO4

和 CaCl2 浓度）：1/4MS、1/2MS、3/4MS 和 MS，附加蔗糖 30 g · L-1，琼脂粉 8.0 g · L-1，pH 5.8。6

周后，根据植株再生效率确定适宜培养基。然后培养基中添加脱落酸（ABA）或 6-BA，浓度均设

置为：0（对照）、0.1、0.3 和 0.5 mg · L-1，6 周后比较生长调节剂对植株再生的影响。将悬浮继代培

养 8、12、16、20、24、28 和 32 周后的胚性细胞团进行分化培养，比较继代时间（代数）对植株再

生的影响。每个处理接种细胞团 50 个。 

1.4  统计分析 

各试验处理均设置 3 次重复。使用 SAS V8.02 软件进行数据分析。采用 Duncan’s 多重比较法

进行差异显著性测验。 

1.5  组织切片及显微观察 

将各时期组织材料浸泡在 FAA 固定液（70%乙醇︰甲醛︰冰醋酸 = 85︰10︰5）中，制片过程参

照帅焕丽等（2011）的方法并略有改动：经 70%、85%、95%和 100%乙醇脱水（每种乙醇脱水 20 min，

其中 100%乙醇脱水分为两次，每次 10 min）、浸蜡（石蜡熔点 58 ~ 50 ℃，浸蜡温度 62 ℃）4 h、包

埋、切片（15 µm）、粘片、展片（37 ℃、12 h）、TO 透明剂脱蜡（2 min）；然后 95%乙醇浸泡 1 min，

用蕃红和固绿二重染色；再经 100%乙醇脱水（2 min）、TO 透明剂浸泡 2 min、中性树脂封片和烘

干（37 ℃，1 周）做成永久制片。 

活体显微观察采用 ZEISS 体视显微镜（SteREO Lumar.V12，德国）；组织切片观察采用 ZEISS

正置显微镜（Axio Scope A1，德国）。使用 AxioVision 软件进行图像捕捉和保存。 

2  结果与分析 

2.1  胚性愈伤组织的诱导 

白鹤芋叶柄外植体接种到诱导培养基 6 周后，由伤口处（图 1，A）和叶柄表面（图 1，B）长

出圆球形颗粒状的浅黄色胚性愈伤组织，诱导率达 96.4%。 

2.2  接种量对胚性细胞团增殖的影响 

将获得的胚性细胞团接种到液体悬浮培养基 2 周后，胚性细胞团的数量和体积均明显增加，其

直径 1 ~ 3 mm，生长旺盛，呈浅黄色颗粒状（图 1，C）。 
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图 2  接种量对胚性细胞团增殖的影响 

Fig. 2  Effect of inoculum size on propagation of  

embryogenic cell aggregates 

 
图 1  白鹤芋胚性愈伤组织的诱导和植株再生 

A：伤口处诱导获得的胚性愈伤组织；B：叶柄表面诱导获得的胚性愈伤组织；C：胚性细胞团；D：球形胚；E：梨形胚； 

F：子叶形胚；G 和 H：子叶形胚进一步发育变绿；I：形成完整植株。 

Fig. 1  Embryonic calli induction and plant regeneration in Spathiphyllum cannifolium  

A：Embryogenic calli induced from the wound of petiole；B：Embryogenic calli formed on the surface；C：Embryogenic cell aggregates；D：Spherical 

embryos；E：Pear-shaped embryos；F：Cotyledonary embryos；G and H：Cotyledonary embryos turned green；I：Integral plantlets formed. 

 

 

由图 2 可以看出，悬浮培养 0 ~ 6 d，处于

伤口愈合和状态恢复时期，鲜样质量增长较慢，

6 d 后增殖速率增大，12 ~ 18 d，细胞增殖速率

变慢。不同初始接种量增殖效果不同，接种量

为 0.1 g，培养基养分充足，增长倍数最大，达

初始接种量的 7 倍，但鲜样质量增长总量最小，

只有 0.6 g；接种量为 0.3 g 时，胚性细胞团鲜

样质量增长量最高，达 1.06 g，增长倍数为初

始的 4.5 倍；当接种量为大于 0.3 g 时，鲜样质

量增长量则开始下降，当接种量为 0.9 g 时，

胚性细胞团鲜样质量增长量降为 0.72 g。可见
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接种量以 0.3 g 为宜。 

由生长曲线可以看出，接种量为 0.3 g 时，悬浮培养 14 d 时，增殖速率开始变缓，此后，细

胞团鲜样质量增长量变化不大，仅有 0.07 g，因此，继代间隔以 14 d 为宜。 

2.3  碳源对胚性细胞团增殖的影响 

由图 3 所示，当培养基中不含任何碳源时，细胞生长缓慢，鲜样质量只增长了 0.18 g；添加蔗

糖和麦芽糖后，胚性细胞团鲜样质量均有显著增长；添加 15 g · L-1 蔗糖或麦芽糖时，胚性细胞团增

长量均达到 0.83 g 以上；添加 30 g 蔗糖或麦芽糖时，胚性细胞团鲜样质量增长最多，且两种碳源对

胚性细胞团增长量的影响没有明显差别；随着蔗糖或麦芽糖浓度进一步增加，胚性细胞团增长量则

开始显著下降；添加 60 g · L-1 蔗糖时，胚性细胞团增长量降至 0.61 g；添加 60 g · L-1 麦芽糖时，胚

性细胞团增长量降至 0.67 g。 

由以上结果可以看出，培养基中添加蔗糖或麦芽糖以 30 g · L-1 为宜。二者均可使胚性细胞团增

殖达到最佳效果。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  麦芽糖和蔗糖浓度对胚性细胞团鲜样质量增长量的影响 

不同字母表示不同试验处理条件下的显著性测验（P < 0.05）。 

Fig. 3  Influence of maltose and sucrose concentrations on fresh weight increment of  

embryogenic cell aggregates 

Different lowercases mean significant difference at 5% level.  

 

2.4  2,4-D 和 TDZ 对胚性细胞团增殖的影响 

由图 4 可看出，当 TDZ 浓度一定时，2,4-D 对胚性细胞团增长量的影响十分明显，2,4-D 为 0

时，胚性细胞团增长量最小；为 1.0 mg · L-1 时，胚性细胞团增长量最大；随着浓度继续升高，增长

量减小，为 3.0 mg · L-1 时，增长量降至 0.35 g。 

当 2,4-D 浓度一定时，TDZ 对胚性细胞团增长量的影响也十分明显，2,4-D 为 0 时，TDZ 0.5 

mg · L-1 时细胞团增长量较多；当 2,4-D 为 1.0 ~ 3.0 mg · L-1 时，则是 TDZ 0.25 mg · L-1的胚性细胞团

增长量均较大。 

总体来看，当培养基中含有 2,4-D 1.0 mg · L-1 + TDZ 0.25 mg · L-1 时，胚性细胞团增长量最大。 
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图 5  连续继代培养时间对胚性细胞团增殖的影响 

Fig. 5  Effect of continuous suspension cultivation time on 

propagation of embryogenic cell aggregates 

图 4  两种生长调节剂对胚性细胞团增殖的影响 

不同字母表示不同试验处理条件下的显著性测验（P < 0.05）。 

Fig. 4  Influence of two growth regulators on propagation of embryogenic cell aggregates 

Different lowercases mean significant difference at 5% level.  

 

 
 

2.5  连续继代培养时间对胚性细胞团增殖的影响 

由图 5 可以看出，连续悬浮培养至 24 周

（继代了 11 次），胚性细胞团一直保持良好的

增殖效率，增长量均在 1.22 g 以上，即接种量

的 5 倍以上。悬浮继代培养时间达 28 周时，

胚性细胞团增殖效率明显下降，细胞团增长量

降至 0.75 g，悬浮培养至 32 周时增长量降至

0.15 g。 

2.6  体细胞胚分化和植株再生 

将胚性细胞团转移至分化培养基上培养。

通过体视显微镜观察可以看到，胚性细胞在分

化成体细胞胚过程中，依次经过球形胚（图 1，

D）、梨形胚（图 1，E）、盾形胚（子叶型胚，

图 1，F，G）。 

组织切片更细微地观察了这一过程，在胚性细胞团阶段，细胞排列比较规则，具有细胞小、形

状规则、细胞核大、排列密集等明显的胚性细胞特征（图 6，A），分化培养过程中，体细胞胚形成

经历了早期的圆球形胚（图 6，B）、独立的圆球形胚（图 8，C）和进一步发育形成具有胚芽鞘、胚

芽生长点及胚根生长点的完整子叶型胚（图 6，D）阶段。 

分化培养 4 ~ 6 周后，体细胞胚陆续萌发出叶片和根，由于体细胞胚密集，众多小植株呈丛生

状（图 1，I）。 
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图 6  胚性细胞和体细胞胚发育的组织切片观察 

A：胚性细胞；B：多个圆球形胚；C：独立的圆球形胚；D：完整子叶形胚。 

SE. 圆球形胚；Co. 胚芽鞘；ST. 胚芽生长点；RT. 胚根生长点。 

Fig. 6  Observation on histologic section of developing embryogenic cells and somatic embryos 

A：Embryogenic cells；B：Multi-spherical embryos；C：Independent spherical embryos；D：Integral cotyledonary embryos.  

SE. Multi-spherical embryo；Co. Coleoptile；ST. Shoot tip；RT. Root tip. 

 

 

2.7  基本培养基浓度对植株再生的影响 

由图 7 可以看出，基本培养基的浓度对植株再生效率具有显著的影响，胚性细胞团在 1/4MS 培

养基上分化培养，平均每个细胞团可以再生出 12.7 株小植株；当培养基浓度增至 1/2MS 时，平均每

个细胞团再生植株数最多，达 16.7 株；随着培养基浓度增加，植株再生效率逐渐下降，当培养基浓

度增至 MS 时，平均每个细胞团再生植株数最少，只有 9.7 株。 

2.8  6-BA 和 ABA 对植株再生的影响 

由图 8 可看出，分化培养基中 6-BA 浓度在 0.1 ~ 0.5 mg · L-1 范围内，植株再生效率均显著提高；

浓度为 0.3 mg · L-1 时植株再生效率最高，平均每个细胞团再生植株数达 25.1 株。 

相反，分化培养基添加 0.1 ~ 0.5 mg · L-1ABA 后，胚性细胞团的植株再生效率显著降低，浓度

为 0.5 mg · L-1 时，平均每个胚性细胞团再生植株数最少，只有 3.2 株，说明 ABA 对体细胞胚发生具

有抑制作用。 
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图 7  培养基强度对植株再生的影响 

Fig. 7  Influence of medium strength on plant regeneration 

 

图 8  6-BA 和 ABA 对植株再生的影响 

Fig. 8  Influence of 6-BA and ABA on plant regeneration 

 

图 9  连续悬浮继代培养时间对植株再生的影响 

Fig. 9  Effect of continuous suspension cultivation  

time on plant regeneration 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.9  连续悬浮继代培养时间对植株再生的影响 

由图 9 可以看出，连续悬浮培养至 24 周，

胚性细胞团一直保持良好的再生效率，平均每

个胚性细胞团再生植株数均在 25.1 株以上。 

随着细胞团增殖速率的降低，胚性细胞团

植株再生效率明显下降，当悬浮继代培养时间

达 28 周时，平均每个胚性细胞团再生植株数降

至 10.0 株；悬浮培养至 32 周时，则降至 1.2

株。 

3  讨论 

在天南星科其他物种中，如 Alocasia 

micholitziana，诱导出的愈伤组织能够有效再生植株，但经过观察，发现其是通过器官发生途径获得

植株再生（Thao et al.，2003）。本研究中，通过组织切片观察，发现获得的大量细胞团中的细胞具

有胚性细胞的一般形态特点；在其后的植株再生过程中进一步观察到单子叶植物体细胞胚发生过程

和典型阶段，从而证实了该体系为体细胞胚发生途径植株再生体系。 

胚性悬浮培养系的增殖速率与初始细胞接种量密切相关，接种量过低或过高均不利于胚性细胞

生长和增殖（Kim et al.，2005）。本研究中，接种量低于 0.3 g 时，由于起始细胞数量太少，限制了

增长量；而接种量超过 0.3 g 时，可能由于胚性细胞团过多造成培养基养分不足或过多有害分泌物

积累而限制了细胞的快速分裂与生长。 

糖类在组培过程中不仅作为碳源，还是主要渗透调节剂（王欣 等，2014）。本研究中，蔗糖或

麦芽糖的最佳浓度均为 30 g · L-1，尽管分解成单糖种类不同，但二者对细胞团增殖的影响没有显著

差异。实践中，可根据具体情况选择使用。 

一般认为，2,4-D 不仅能促进细胞生长，而且能够限制细胞进一步分化，使细胞长期维持脱分

化状态（Jheng et al.，2006）；而 TDZ 则能有效促进体细胞胚的发生（Liu et al.，2001）。本研究中，
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尽管单独使用 2,4-D 1.0 mg · L-1 就能维持胚性悬浮细胞稳定增殖，但 2,4-D 1.0 mg · L-1 + TDZ 0.25 

mg · L-1 组合使用时，细胞团增殖更快，且仍然维持良好的脱分化状态。 

连续悬浮继代培养 11 次（24 周）后，胚性细胞团的增殖速率变慢，肉眼可见细胞团出现部分

畸形，颜色变绿，生长缓慢。这种现象可能是由于长时间悬浮培养的细胞逐渐非胚性化造成的。与

细胞团增殖速率减慢相应的，其植株再生效率也大幅降低。 

在植株再生环节，对分化培养基的浓度和和生长调节剂进行优化，最佳配方为：1/2MS + 6-BA 0.3 

mg · L-1。本研究中，ABA 在 0.1 ~ 0.5 mg · L-1 范围内，明显降低了植株再生效率，主要表现为细胞

团变得深绿致密，分化和生长缓慢。一般认为，植株再生过程中 ABA 能够促进体细胞胚的成熟和

萌发（Jheng et al.，2006），但也有研究结果恰恰相反，认为 ABA 抑制体细胞胚发生（Rohani et al.，

2012）。本研究结果显然属于后一种，可能其原有内源激素水平足以完成体细胞胚的分化，而外源

ABA 却打破了内源激素的平衡，反而成为一种严重环境胁迫，阻碍体细胞胚的进一步发育。 
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