
巴西橡胶树（Hevea brasiliensis Muell. Arg）是

多年生的异花授粉高大乔木，在植物分类学上属

橡胶树属大戟科，具有特殊的乳管结构，其所分

泌的天然橡胶是热带地区的主要经济来源之一.

生产上最早使用的橡胶树种植材料是实生苗，实

生苗来自自由授粉的种子，具有生长快、经济寿
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摘 要院 橡胶树自根幼态无性系是 20世纪 70年代末培育的新型种植材料袁 集中了实生苗和芽接苗的优点袁
具有生长快尧产量高尧茎干圆锥度大的特点袁 极有可能取代芽接苗成为第 3代种植材料. 内珠被培养是获得自
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命长、抗逆性强的优点，但存在株间差异大、平均

产量低、不能保持母本优良性状的缺点.目前普遍

使用的种植材料是芽接苗，是继实生苗后的第 2

代种植材料.芽接苗减少了株间产量差异，大幅

度提高了产量，但也有生长慢、抗逆性差、经济寿

命短的不足之处咱1暂，而且产量常常受到未加选择的
砧木影响.自根幼态无性系是 20世纪 70年代末

培育的新型种植材料，极有可能取代芽接苗成为

第 3代种植材料.自根幼态无性系集中了实生苗

和芽接苗的优点，具有生长快、产量高、茎干圆锥

度大的特点，花药植株产量较供体老态无性系增

加了 25.8%~42.6%咱2暂，内珠被初级体胚植株较芽
接树产量提高了 37%~41%咱3暂，而且克服了芽接苗
中砧木的影响.目前获得自根幼态无性系主要依

靠 3种再生体系：通过花药或内珠被培养经初级

体胚发生再生植株咱4袁 5暂，通过花药或内珠被经持续
体胚发生再生植株咱6袁 7暂，通过次生体胚发生再生植
株咱8暂.

橡胶树的珠被由内外两层组成，外珠被发育

成薄膜状外种皮，内珠被外表皮细胞发育成坚硬

的“种壳”，外表皮以内的薄壁组织最后死亡解

体，呈海绵状附在种壳内面咱9暂. 1980年，Carron尝

试对内珠被进行离体培养咱10暂，1985年诱导出紧致

愈伤组织，经体胚发生途径再生植株，紧致愈伤

组织不能长期继代咱5暂，这一途径后来称为“初级体
胚发生途径”；1993年，Montoro等从内珠被诱导

出易碎胚性愈伤组织，该类愈伤组织可以长期继

代增殖并保持胚性，长期继代的胚性愈伤组织可

经体胚发生途径再生植株咱7暂，这一途径称为“持续
体胚发生途径”.到目前为止，法国已将内珠被植

株种植到法国象牙海岸、尼日利亚和泰国 3个国

家，布置约 6.5×105 m2的田间实验咱3暂.随后，CIRAD

利用易碎胚性愈伤组织进行超低温保存和遗传转

化研究并取得了一定进展.

1 初级体胚发生途径

1982年，Carron和 Enjalric证实巴西橡胶树

的一种新的外植体：幼果内珠被与花药一样具有

体胚发生能力，且与花药壁一样均来自体细胞，

拥有与母树相同的基因型咱11暂. 1985年，Carron和

Enjalric从内珠被愈伤组织分化的几千个体胚获

得了几十株再生植株咱5暂. 整个再生过程包括取材
和消毒、愈伤组织诱导、体胚诱导及成熟、胚状体

萌发与植株再生.影响再生频率的主要因素包括

基因型、固化剂、激素、碳源和培养条件等.

1.1 再生过程

1.1.1 取材和消毒

橡胶树春花、夏花、秋花授粉 45~75 d的幼果

均可作为内珠被培养的外植体.此时的果壳幼嫩，

种皮未硬化，种子外观为乳白色. Carron 等用的

消毒程序为次氯酸钠（24°氯）20 min，然后在酒

精中浸一下咱12暂.本实验室采用的消毒程序为 75%

酒精浸泡 1 min，再以 0.1%升汞浸 10 min，最后

用无菌水清洗 4 ~ 5 遍. 消毒后在超净条件下将

果皮切开，取出种子，切除外珠被和内珠被外表

皮，将包含珠心的内珠被切成片状接种到愈伤诱

导培养基.种子外面有厚厚的果皮包被，是天然

的无菌材料，因此内珠被接种污染率很低. 即使

在白粉病严重的季节，花药污染率达到 30%以

上，内珠被污染率仍能控制在 10%以内.

1.1.2 愈伤组织诱导渊0~20 d冤
内珠被接种到诱导愈伤组织的培养基上，20 d

左右在外植体上产生黄色颗粒状愈伤组织咱13暂.主要
是内珠被内面靠近珠心和维管周细胞的部位增

殖，因此尽量将外植体切成一边带珠心边缘的

5×3×0.5 mm大小咱14暂.硝酸银有助于减轻外植体
褐化.通常经过 5~10 d的延迟期，细胞开始分裂.

快速预处理 5 min使外植体稍干燥可有效缩短延

迟期，促进体胚发生，减少褐化咱14暂.将外植体置于
浸泡了液体培养基的 sorbarod cellulose blocks（以

下简称 sorbarod）形成愈伤组织较琼脂及凝胶凝

固的培养基早，而琼脂凝固的培养基褐化率最

高，凝胶凝固的培养基褐化率最低咱15暂. Carron等研

究了 PB260、PR107、RRIM600、PB235 4个品种的

再生频率，其中愈伤诱导率在 87%~99%之间.愈

伤诱导率最高为 PB235，最低为 PR107咱16暂.中国热
带农业科学院橡胶研究所研究了国内品种热研

7鄄33鄄97和热研 88鄄13的内珠被再生体系，愈伤组

织诱导率分别为 84.9%、95.4%. 15 d开始看到原

胚细胞形成咱14暂.
1.1.3 胚胎发生表达渊20~40 d冤

将愈伤组织转入胚性表达培养基，愈伤进一

步发育，胚性愈伤诱导率在 36%~51%之间.此阶

段是整个再生过程最重要的，许多详细深入的研

究在此阶段开展.基因型差异显著，胚性愈伤诱

导率最高为 PB260，最低为 RRIM600咱16暂. 橡胶树
内珠被体胚发生方式有两种，一种是单细胞起

源，起源于分离的胚性细胞团，部分胚性细胞再
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分裂形成小的球形原胚；另一种是多细胞起源，

起源于愈伤表面突起，这些突起持续分裂，形成

球形原胚.此时的球形原胚未累积淀粉和蛋白质，

呈半透明状.特定基因型在特定培养条件下遵从

特定的体胚发生方式.若最后的子叶形胚状体为

多细胞起源，则单细胞起源的胚状体发育为球形

原胚后降解 . PB260、PB235 为多细胞起源，

RRIM600、PR107为单细胞起源咱14袁 17暂. 25 d愈伤状

态最理想，如果不及时继代或继代到不适宜的培

养基，薄壁细胞累积多酚，分生活性下降，原胚

细胞降解，愈伤褐化咱13暂.琼脂、凝胶和 sorbarod愈

伤诱导率相当，凝胶胚性愈伤诱导率最高

（13.5%），其次琼脂 （11.7%），sorbarod 最低

（0.42%），因此凝胶是较理想的培养基固化剂咱15暂.
在愈伤组织诱导阶段将 3，4鄄D和 6鄄BA浓度由 9

μmol/L降至 4.5 μmol/L更有利于胚状体诱导，

研究表明此激素水平在 40~70 d均能保持较高水

平的腐胺、亚精胺及精胺，低水平的过氧化酶活

性；而对照（9μmol/L）早期检测到瞬时的高水平

多胺产生，但同期也产生高的过氧化酶活性，导

致愈伤褐化，体胚发生能力下降咱18袁 19暂. 愈伤的相
对含水量保持在 93%~95%，水势保持在 -0.9MPa

对于诱导体胚发生十分重要咱14袁 20暂. Etienne等提取

了这个阶段内珠被愈伤组织的内源 IAA和 ABA，

研究表明只有外源 ABA、内源 IAA能维持胚性表

达，内源 ABA浓度过高反而抑制胚胎发生咱21暂.继代
的时间也很重要，在 MH1培养基培养 20~30 d必

须继代一次，否则 20 d左右产生的胚性细胞会降

解，而频繁更换 MH1或在 MH1培养的累积时间

少于 40 d就转入 MH3均无法形成胚性细胞咱13暂.条
件培养基（内珠被胚性悬浮系在含 19μmol/L A-

BA培养基培养 40 d后的上清）加入 MH1固体培

养基可将胚性愈伤诱导能力从 4%提高到 80%咱22暂.
供体树的年龄及繁殖方式影响胚性愈伤诱导率，

7年体胚植株＞7年芽接树＞17年芽接树咱23暂.
1.1.4 原胚发育渊41~70 d冤

将胚性愈伤转入改良的 MH1培养基，去掉

硝酸银，愈伤组织基本停止生长，开始褐化、死

亡.组织学研究表明，体胚在这个阶段进一步分

化，表皮形成，出现维管束，形成乳管系统，皮层

区开始累积淀粉，使得胚状体外观由半透明变为

乳白色，子叶、根原基开始形成，发育为根冠的部

位贮藏大量淀粉，胚状体的液泡开始积累贮藏蛋

白咱17暂.部分已形成的球形原胚重新愈伤化从而消

失咱16暂.肉眼可看到形状各异的胚状体，但是大部
分为畸形胚，缺乏茎尖分生组织，部分具有 2或

3个乳管系统，部分多子叶或无子叶球形，无法

正常萌发，只能形成根咱17暂.平均每块胚性愈伤组织
有 1.2~4.1 个胚状体 . 最多为 PB260，最低为

RRIM600. 胚状体诱导率在 43%~209%之间，品

种间差异显著，最高为 PB260，最低为 RRIM600咱16暂.
在 0~20 d的愈伤组织诱导阶段通过使用透气的

试管或添加 KMnO4、AOA（氨基氧乙酸）、AgNO3消

除乙烯的影响咱24暂，在 20~40 d添加多胺至 MH1培

养基可提高双极胚的比例 咱25暂. Carron 等研究了

RRIM 600、RRIM 712、RRIM 703、RRIM 729、IRCA

18、IRCA 130、IRCA 109、RRIC 100、PB 254、PB

217、PB 280、PB 255、PB 310、PB 330、PB 260、PR

107、AVROS 2037、GT 1等 18个基因型体胚分化

能力的差异及易碎胚性愈伤组织诱导能力的差

异，其中 RRIM 600、IRCA 18、IRCA 109、RRIC

100、PB 254、PB 217、PB 280、PB 310、PB 330、PB

260、PR 107、GT 1 等 12 个基因型观察到体胚发

生，但是有一半胚胎发生能力非常有限且重复性

差，只有 RRIM 600、PB 217、PB 280、PB 310、PB

260、PR 107等 6个基因型可以重复获得大量体

细胞胚咱26暂.
1.1.5 体胚成熟渊71~100 d冤

将体胚分离出来，接种到改良的 MS培养基，

大量元素为 30%，微量元素为 2 倍，添加 MH1

培养基的维生素，351 mmol/L蔗糖，0.5 g/L活性

碳，2 g/L植物凝胶咱16暂.通过体胚成熟阶段，部分
胚状体可形成正常的二极结构，外观为白色梨形

（子叶聚合）或子叶形咱17暂. 10μmol/L ABA 促进胚

状体由球形发育成鱼雷形咱27暂.条件培养基加入MH1

固体培养基可提高心形和鱼雷形胚状体的诱导

率咱22暂.正常胚状体诱导率为 24%~95%之间，最高

为 PR107，最低为 PB235咱16暂.
1.1.6 体胚萌发渊101~130 d冤

将成熟的胚状体转入含萌发培养基的试管，

诱导胚状体萌发.细胞分裂素和腺嘌呤促进体胚

萌发，其中 7μmol/L腺嘌呤的萌发率达到 74%咱27暂.
1.1.7 植株发育渊131~156 d冤

将萌发的胚状体转入植株发育培养基，植株

再生率在 2% ~31% . 最高为 PR107，最低为

PB235咱16暂.
1.1.8 植株增殖

内珠被植株可以通过两种方式增殖：试管微
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繁和作为接穗通过室外芽接增殖.由于内珠被植

株通过体胚发生实现重新幼态化，两种增殖方式

繁殖的植株大田种植时在长势、产量上表现一致，

均比老态的芽接树表现好咱3暂.
1.2 驯化和移栽

移栽过程需要大约 4~6 个月的时间才能进

行大田种植.移栽过程可以分为 3个部分：1）断

乳期：这个过程需要 4~6周.组培苗在这个阶段

逐渐适应室外环境，恢复茎尖生长，开始自养.在

这个阶段管理上要注意定期喷水以保持温度在

20 ~ 30℃，湿度接近 100%，每两周喷一次试剂

以杀死真菌，盖上塑料网以遮挡 50%的阳光；2）

硬化期：逐渐解除定期喷水和遮荫，让组培苗完

全适应室外环境.一旦茎尖恢复生长，就开始施

肥，因为相对实生苗组培苗营养储存不足，施肥

量不能高，且每星期施一次：头 4周 1 g/L N鄄P鄄K
10鄄52鄄10，然后在下一个 4 周 1 g/L N鄄P鄄K 20鄄20鄄
20；3）幼苗期：该阶段管理同常规芽条圃，施肥 2

g/L N鄄P鄄K 28鄄14鄄14.所需时间视组培苗获得足够

的生活力可以进行大田种植而定.通常 20 cm的

植株可以种到大田咱16暂.
1.3 大田表现

1992~2002年布置了大田实验，以传统的老

态芽接树作为对照.大量的田间数据表明，通过

初级体胚发生（或微繁扩增）的自根幼态无性系整

体长相与对照一样，生长势与对照相同或好于对

照，产量高于对照；以初级体胚植株（或微繁扩

增）作为幼态芽条获得的幼态芽接树的长相也与

对照一样，生长势好于对照；此外，芽接成功率

均高于对照咱3袁 28袁 29暂.通过初级体胚发生（或微繁扩
增）的自根幼态无性系主、侧根发育良好，与种子

苗根系相似咱30暂.

2 持续体胚发生阶段

经直接体胚发生只能获得少量的再生植株，

并且必须不断采集果实以获得外植体. 1993 年，

Montoro等通过改变愈伤诱导培养基的成分（把

KT 或 3，4鄄D 的浓度从 4.5 μmol/L 降到 0.45

μmol/L，或是把蔗糖浓度提高到 351 mmol/L，或

是把 Ca2+浓度提高到 12 mmol/L）从橡胶树内珠被

诱导出易碎胚性愈伤组织咱7暂.这种愈伤组织可以增
殖，长期继代达 5年仍能诱导体胚发生，有效避

免了内珠被直接体胚发生体系必须不断采集外植

体、消毒的繁重体力劳动，从而不受季节等外界

条件的影响，使得相关研究可以常年进行. 整个

体系包括如下几个步骤：获得可增殖的易碎胚性

愈伤组织（4~18个月），胚性愈伤组织增殖（20 d

一代），体胚发生及植株再生（6个月），炼苗移栽

（6个月），大田实验.胚性最好的 PB260 经此体

系每个工人每年可生产几千株植株咱26暂.
2.1 易碎胚性愈伤组织的诱导

起始材料与内珠被直接体胚发生相同.如上

所述，通过改变培养基的成分，可以从内珠被愈

伤组织上诱导易碎颗粒.在愈伤诱导培养基转接

4~6次，这种现象能进一步诱导，但阻止胚性表

达.仅仅易碎还不够，愈伤还必须有很强的增殖

能力 . 通常只有 0~5%的愈伤组织符合要求 . 自

1993年获得第一个可长期继代的胚性愈伤系后，

CIRAD又先后获得了 15个易碎愈伤系，但是部

分由于增殖频率太低舍弃，部分因再生能力有限

舍弃，最后只有两个易碎愈伤系有高的增殖能力

及高的再生能力.组织学表明，使用适合的培养

基可以保持易碎愈伤组织系的胚性.易碎胚性愈

伤组织的稳定需要通过在低激素的培养基进一步

的继代获得，稳定的材料结构一致，继代过程具

有持续增殖能力咱26暂. 12 mmol/L钙离子可以有效刺

激易碎胚性愈伤组织及原胚的形成，但是长期在

此浓度培养则抑制胚状体进一步发育咱7暂.进一步研
究发现，愈伤在此条件下膨胀压、吸水力、氮的吸

收及蛋白质合成降低，而渗透压升高，导致了愈

伤结构及形态的改变咱7袁 31暂.
2.2 愈伤组织的长期继代及增殖

易碎胚性愈伤组织通过固体咱26暂和液体培养
基咱32暂长期保存，通常采用固体培养基. 具体做法

为每两周在低生长素、低细胞分裂素、高钙离子浓

度的愈伤增殖培养基继代，培养基命名为 MH，

包含如下成分：30 mmol/L AgNO3，1.34 滋mol/L 6鄄
BA，1.34 滋mol/L 3，4鄄D，9 mmol/L CaCl2，0.5

滋mol/L ABA，234 mmol/L蔗糖，2 g/L Phytagel咱26暂.
继代的同时实现愈伤组织的增殖，增殖系数为每

代 5~6.在这个阶段，愈伤结构一致，由未分化的

细胞、胚性细胞和正在降解的分化细胞组成.将愈

伤保存培养基的 CaCl2浓度从 3 mmol/L提高到 9

mmol/L，体胚数量和体胚萌发率都提高了 2倍咱33暂.
Martre等研究了易碎愈伤组织在 RITA（Automated

temporary immersion apparatus，CIRAD 发明的瞬

时浸润装置咱34暂）保存的生理反应，发现浸润 1 min

的愈伤相对生长率与固体和液体对照相当，1、

黄天带等：橡胶树内珠被培养研究进展 179



生 命 科 学 研 究 圆园11年

12、24 h处理则下降了 60%，浸润阶段所有处理

的呼吸速率相当，然而非浸润阶段 12 h 和 24 h

两个处理的呼吸速率分别增加了 140%~164%，

同时，总的腺苷酸浓度及 ATP/ADP 比值保持不

变或下降.所有处理的腺苷酸能荷相当，SOD活

性及脂类过氧化反应随浸润时间延长而提高，尤

其是 12 h和 24 h两个处理.非浸润时间超过 24 h

后则无论浸润时间长短均检测不到脂类过氧化反

应.研究结果提示浸润阶段诱导了实质的氧化压

力，浸润时间影响不大咱35暂. 肉眼很难区分胚性和
非胚性愈伤组织，Charbit等获得了 28条差异表

达的 cDNAs，其中 5条可在诱导出胚前区分胚性

及非胚性愈伤组织咱36暂. Carron等研究了 1.1.4所述

18 个品种诱导易碎胚性愈伤组织的区别，其中

RRIM 600、RRIM 703、RRIC 100、PB 254、PB 280、

PB 255、PB 260、PR 107、GT 1 等 9个基因型能够

诱导易碎愈伤组织，但只有 PB 280、PB 260、PR

107能够形成胚性愈伤系，可长期继代，并保持

体胚发生能力咱26暂.
2.3 体胚发生和植株再生

每次增殖培养结束后获得的愈伤组织都可以

通过逐步去除激素用于诱导植株再生.胚状体的

诱导和成熟均在 RITA 完成. 该装置间隔一段时

间（体胚发生 12 h萌发 6 h）释放液体培养基浸泡

一会（体胚发生 1 min 萌发 15 min）胚性愈伤组

织 咱33暂. Etienne等比较了常规固体培养与 RITA在

体胚发生能力的区别.结果表明，RITA在体胚发

生、胚状体成熟、干燥及萌发均优于常规固体培

养.在最好的培养条件下 RITA 的体胚产量是常

规固体培养的 3~4倍，即每克鲜重愈伤组织可诱

导 400个胚状体.在转入 RITA 前胚性愈伤组织

必须先在固体培养基诱导培养 10 d，且 6鄄BA 与

3，4鄄D 的浓度必须降低. RITA 培养的体胚更一

致、同步，并且使异常胚的比例降低了一半，促进

体胚萌发. 12周不浸润可以使体胚保持很好的干

燥状态.在萌发阶段瞬时浸润极大刺激根的发育

（+60%）及胚轴的伸长（+35%），同时增加了同步

性，降低了工作量咱33暂. Lardet等比较了子叶形体胚

和合子胚的生化特性及它们的成苗能力，发现子

叶形体胚与成熟的合子胚（>16 w）的成苗能力相

当（50%~60%），两者的含水量、渗透压、膨胀压相

当，水势则相当于 13 w的合子胚；部分脱水有助

于两者成苗；子叶形体胚的蛋白质、淀粉浓度与

合子胚相当，然而体积却远小于合子胚（干重仅

为合子胚的 1/30），储藏物比合子胚低 20 倍. 这

解释了体胚植株活力弱及发育成完整植株需时

长咱37暂. 10μmol/L的 ABA对体胚发育有明显促进，

2.5 滋mol/L ZIP或 7 滋mol/L Adenine提高鱼雷形胚

状体变绿的频率咱27暂.浸泡时间及频率是影响增殖效
率最关键的因素，其次是培养基及容器体积，瞬

时浸润有效减轻液体培养的玻璃化现象，获得的

植株移栽成活率高于来自固体和液体培养的植

株咱38暂.在体胚诱导培养基添加麦芽糖较葡萄糖、果
糖、蔗糖抑制愈伤组织生长，但是出现胚性细胞

的时间早，胚状体数量多，而其它 3种碳源促进

愈伤组织的生长咱39暂.研究表明，由于麦芽糖水解慢，
造成碳缺失，使内源六碳糖维持低水平是促使愈

伤向体胚发生方向转变的一个重要生化信号咱40暂.
140 g/L PEG 和 10 μmol/L ABA 体胚发育最理

想咱41暂.研究表明，PEG和 ABA促进大量体胚分化

及向鱼雷形胚转变，在鱼雷形胚阶段积累淀粉、

贮藏蛋白和甘油三酰酯等贮存物质，同时呼吸速

率下降咱42暂.
2.4 大田表现

与老态芽接树相比，长期继代易碎胚性愈伤

组织再生植株大田表现不甚理想：长势弱，树冠、

分枝的结构及叶片的颜色和形状异于对照，易感

colar chancre和叶片疾病，虽然分子检测证实就

是 PB260，但是部分植株或部分愈伤系的部分位

点出现了变异，产量低于对照咱3暂.通过对整个实验
过程的分析，认为有几个方面的问题值得考虑：

1）炼苗过程活力低，根系变形；2）早期诱导易碎

愈伤组织存在体细胞变异的可能；3）愈伤系保持

在有植物生长调节剂的增殖培养基上长达几年咱3暂.
2.5 超低温保存

1997年，Engelmann等成功建立了经典和简

化两种橡胶树胚性愈伤组织超低温保存方法.经

典的超低温保存方法成功保存了 PB260 长期继

代的易碎胚性愈伤组织，简化的超低温保存方法

成功保存了 PB 260和 PR 107长期继代的易碎胚

性愈伤组织.经典的超低温保存步骤如下：首先

在含 1 mol/L蔗糖和 10% DMSO的溶液中预培养

1 h，然后转入程序冷冻仪以 0.2℃/min的速度逐

步降至 -40℃，最后将冻存管浸入液氮中. 简化

的超低温保存步骤如下：预培养及第 3步同经典

方法，第 2步为转入一个简化装置，内含一个装

着异丙醇的聚苯乙烯盒子，放入 -80℃的 deep鄄
freezer，这样就可获得 0.2 ℃/min 的降温速度并
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逐步降至 -40℃.超低温保存可以有较高的存活

率（经典方法 63%，简化方法：PB260 50%±

14%，PR107 80%±12%），快速恢复生长的愈伤

比例（经典方法 86%，简化方法：PB 260 40%，

PR107 60%~70%），愈伤恢复生长后体胚分化能

力与对照相差不大咱43暂. 但几年后该技术超低温保
存其他的易碎胚性愈伤系时无法重复. 2007年，

Lardet等重新研究了易碎胚性愈伤组织的超低温

保存.超低温保存采用 Engelmann等的简化方法，

但重点研究了预培养对超低温保存的影响.研究

表明，将预培养的钙离子浓度从 9 mmol/L降到 1

mmol/L或 0 mmol/L能提高冻后复苏愈伤的生长，

1 mmol/L也是诱导体胚发生的最佳钙离子浓度.

研究还表明，用于超低温保存的初始重量与冻后

愈伤的增殖成反比.该方法在 39个独立的易碎胚

性愈伤系获得成功咱44暂.
2.6 遗传转化

法国 CIRAD组织以内珠被诱导的长期继代

的胚性愈伤组织为外植体开展了农杆菌转化研

究，2000年发现易碎胚性愈伤组织在无钙的 MM

培养基预培养 2周可以提高遗传转化效率咱45暂，2006

年 Blanc等建立了根癌农杆菌介导的遗传转化体

系，通过增殖易碎胚性愈伤组织系，获得了来自

6个独立胚性愈伤系的 374株转基因植株，并且

发现共培养温度从 27℃降到 20℃能大大提高转

化率咱46暂.随后又构建了将不破坏植物材料的绿色荧
光蛋白基因（GFP）代替 茁鄄葡糖醛酸酶（茁鄄glu-

curonidase，GUS）基因的载体，大大加快转化体

系的优化，获得转绿色荧光蛋白的橡胶树咱47袁 48暂；
2007年开展了应用研究，将功能基因铜锌超氧化

物歧化酶基因（CuZnSOD）转入橡胶树中咱49暂.目前
所有的转基因植株都来自 PB260，未见其他无性

系的转基因报道.

3 存在问题及展望

内珠被培养是继花药培养后研究较多的一个

方向，至今，已获得了一定数量的内珠被植株，

并布置了较大规模的大田实验.其建立的易碎胚

性愈伤组织系是目前获得橡胶树转化植株最多的

外植体.但是内珠被培养仍然存在以下问题限制

其发展及应用：1）直接体胚发生途径及易碎胚性

愈伤组织诱导均受到基因型的限制 . 目前只有

PB260易碎胚性愈伤组织再生体系能够获得大量

植株，性状优良的某些品种很难诱导出植株. 2）

很有应用前景的易碎胚性愈伤组织经长期继代后

植株畸形，产量、抗性均比对照差，极大地影响其

应用价值.但关于这一问题，法国已采用两个办

法解决：以初级体胚为外植体诱导次级体胚发生

从而快速诱导易碎愈伤组织；将易碎胚性愈伤组

织通过超低温的方法保存，从而降低长期继代引

起的变异咱44暂. 3）易碎胚性愈伤组织的诱导频率很

低.

今后以下几个研究方向值得考虑：

1）组织培养具有很强的基因型依赖性，但是

随着组培技术及分子生物学等相关学科的发展，

原来诱导频率低或无法诱导植株的品系也能提高

诱导率.因此，对生产上大规模推广的无性系，可

综合运用各种组培手段及分子生物学方法提高内

珠被植株的诱导率，以便通过遗传转化技术改良

优良品种，缩短育种年限.

2）易碎胚性愈伤组织的诱导频率在 5%以下，

需要通过不断的继代来增殖，如果提高易碎胚性

愈伤组织的初次诱导率，就可以降低不断继代带

来的变异风险.因此，可通过外植体的采集、基本

培养基、激素浓度及培养条件的调整等方面来提

高诱导率.

3）在降低易碎胚性愈伤组织再生植株变异的

基础上，将内珠被培养技术与细胞离体筛选、诱

变、转基因技术相结合，在短时间内培育高抗、高

产、优质的橡胶树新品种.

国内一直未能建立成熟的内珠被再生体系，

经过多年的探索，中国热带农业科学院橡胶研究

所成功建立了较为成熟的橡胶树内珠被初级体胚

发生及持续体胚发生植株再生体系.
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