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利用间歇浸没式生物反应器进行橡胶组培快繁研究

董礼昊1,2， 陈健妙1,2， 王凯旋1,2， 郭佳忻1,2
（1. 海南大学 南繁学院/三亚南繁研究院， 海南 三亚 572024; 2. 海南大学 热带农林学院， 海南 儋州 571737）

摘　要: 为了寻找橡胶树组培育苗的高效途径，以‘RRIM 600’橡胶果内珠被初萌体胚为材料，通过筛选激

素配比、优化接种密度和间歇频率等培养条件，探索RITA®间歇浸没式生物反应器培养橡胶果内珠被体细胞胚

的适宜条件。结果表明，‘RRIM 600’果内珠被初萌体胚间歇浸没式培养的最佳条件为：MS+1. 0 mg·L-1 6-BA+
0. 1 mg·L-1 NAA+50 g·L-1蔗糖，营养液间歇浸没频率为每6 h浸没处理1 min，接种密度为每个容器15个体胚。

与固体培养相比，该条件下体胚再生植株的株高、茎粗、根长、生根数和单株鲜质量分别显著增加了 30%、

91. 7%、34. 8%、53. 3%和 97. 2%；再生植株的 SOD、CAT和POD协调作用能力更强。RITA®间歇浸没培养

方式是提高橡胶树初萌体胚形成再生植株效率的有效途径，可缩短橡胶树体胚再生植株形成周期及提高体胚

苗生长质量。
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巴西橡胶树（Heve brasiliensis），隶属大戟科橡

胶树属，是天然橡胶的主要来源。天然橡胶是一

种用途广泛的通用橡胶，也是国家重要战略资源。

全球共有2 000余种能分泌类天然橡胶的植物，目

前已经从500余种植物中得到多种类型的橡胶，而

目前应用最为广泛的是巴西橡胶树［1］。橡胶树是

异花授粉作物，具有高度杂合性，从种子播种、大

田定植、初产期历经约 9 ~ 11 年，旺产期维持约

20 ~ 25年，故用常规育种方法培养新品种时间长，

导致传统的杂交选育方法使用（如杂种优势）严重

受限。然而，随着橡胶树组织培养技术和遗传工

程技术的迅速进步和应用，科研人员已经能够更

快速、有效地优化和修饰橡胶树的遗传特性，如植

株的生长势、产胶量、木材品质、抗逆性和抗病性，

以及抗割面干涸病等［2］。目前，以橡胶树花药、内

珠被为外植体，经过体细胞胚发生途径形成的植

株再生体系，不仅繁殖速度快、系数高，还具备染

色体稳定及单细胞起源的特点。其发育过程展现

出双极性，这在植物再生领域具有显著优势，形成

的再生植株具有主根、繁育效率高且亲本优良性

状遗传稳定，是生产橡胶树自根幼态无性系优质

种苗（组培苗）和构建依赖组织培养技术的遗传转

化体系的关键基础技术。当前，橡胶树再生植株

的研发和生产中，体胚苗再生植株的培养普遍应

用传统的固体培养方式，李哲等［3］利用诱导的橡胶

体胚形成再生植株过程中发现，体胚萌发成苗过

程中存在培养材料新陈代谢缓慢、代谢分泌物扩

散受限易局部积累等，导致橡胶植株再生频率低，

随着培养周期延长，组培苗易黄化、畸变，生产成

本也增加。因此，寻求适宜、优化培养方式，改善

培养微环境，是提高橡胶树离体培养植株再生频

率的有效途径。

间歇浸没式系统（Intermittent immersion sys⁃
tem）是一套利用间歇浸没生物反应器（temporary 
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immersion bioreactors，TIBs）为培养装置，以间歇浸

没式培养方式来进行植物组织培养的体系，通过

调控，可使培养液间歇性地反复浸润植物培养材

料，培养基的循环利用可有效防止营养沉积和有

害物质的积累，从而更有效利用培养基的营养成

分，确保培养材料对营养元素吸收到位、气体交换

充足，可显著促进体细胞胚发生、增殖和成熟［4］，提

高芽增殖和生根能力［5］，从而提高离体培养植株再

生效率，且装置自动化程度相对高，能有效降低成

本。目前，市场流通使用的间歇浸没式生物反应

器TIBs，主要是利用气压泵产生的气压作为动力，

双瓶式（The Twin Flasks system）的 BIT®间歇浸没

式生物反应器等［6］；RITA®（Recipient for Automated 
Temporary Immersion）间歇浸没式生物反应器由上

下 2个容器构成，上部是专门用于培养的培养容

器，而下部则作为营养液的储存容器。这2个容器

之间通过管道紧密相连。当气压泵启动时，它产

生的气压将驱使营养液从储存容器经过中心管道

流入培养容器，确保培养材料能够完全浸没在培

养液中，这一过程还促进了气体的流动，从而确保

上下容器之间的通风透气效果达到最佳，另气体

进入营养液储存器时经过孔径为 0.22 µm的滤膜

过滤灭菌，以防污染，且浸泡频率和时间可调整。

至今，RITA®已经应用于多个具有药用价值的树

种、经济树种、林学应用树种以及部分果蔬的大规

模育苗，如 Nasriet 等［7］发现，红叶李（Prunus cera⁃
sifera Ehrh.）在RITA®生物反应器中生根能力增强，

组培苗移栽驯化时存活率达 80%；同时，RITA®可

提高油棕等的体胚发生效率［8］；对巨菌草（Pennis⁃
etum giganteum）而言，通过添加不同生长素组合对

比，临时浸没生物式反应器系统比常规固体生根

效率更高［9］。许健民等［10］的研究表明，马铃薯

（Solanum tuberosum）组培苗在间歇式浸没培养的

株高、茎粗、根数等方面均显著优于传统固体培

养，董伟清等［11］发现，当接种密度为10株·L-1、浸没

间歇频率为每 6小时 5 min，荔浦芋（Colocasia escu⁃
lenta）组培苗株高和生根数均极显著高于固体培

养。李淑雅等［12］的研究表明，RITA®培养装置可促

进橡胶树体细胞胚的成熟萌发。橡胶树再生体系

是其离体快速繁育、基因遗传转化体系构建的基

础技术，笔者从间歇浸没频率、接种密度、外源激

素配比等，进一步研究间歇式生物反应系统对橡

胶材料高效快繁的可行性，旨在促进橡胶树组培

苗工厂化育苗并加快基因工程育种进程。

1　材料与方法

1.1　实验材料　以中国热带农业科学院儋州橡胶

树种质资源圃的‘RRIM 600’橡胶品种为材料，其橡

胶果内珠被用于诱导体胚，待体胚在固体培养基上

分化形成子叶形体胚，双子叶体胚诱导成熟萌发培

养约30 d，选择肉眼可见约1 cm长的胚芽和胚根挑

选发育形态相对一致的橡胶树体胚为材料，接种至

间歇浸没培养容器RITA®中。并以间歇浸没式生

物反应器RITA®为培养容器，总容量为1 L，液体培

养基200 mL，通过定时开关设置浸没频率。

1.2　不同的6-BA和NAA浓度配比对RITA®培养

的橡胶树再生植株生长的影响　以MS为基本培

养基，添加不同浓度和配比的 6-BA（1.0、1.5、2.0、
3.0 mg·L-1）和NAA（0.1、0.05 mg·L-1）；接种密度为

每个培养容器10株；间歇浸没频率为1 min/6 h。
1.3　不同间歇浸没频率对橡胶树体胚苗生长发育

的影响　间歇浸没循环和持续时间分别设置为

1 min/4 h、1 min/6 h、1 min/8 h和1 min/12 h；培养基

为以 MS 为基本培养基，添加 1.0 mg·L-1 6-BA 和

0.1 mg·L-1 NAA；接种密度为每个培养容器10株。

1.4　不同接种密度对橡胶树体胚苗生长发育的

影响　接种密度分别设置为 10、15、20和 25个萌

发体胚（体胚苗）；培养基为以MS基本培养基，添

加 1.0 mg·L-1 6-BA和 0.1 mg·L-1 NAA；间歇浸没循

环和持续时间为1 min/6 h；
所有培养基均加入 50 g·L-1蔗糖，固体培养基

添加2.4 g·L-1凝胶，间歇浸没式培养为相同配方的

液体培养基，pH5.8，温度（26 ± 2）℃，光照强度

2 000 lx，光周期为12 h光照/12 h黑暗。

1.5　传统固体培养与RITA®培养的比较　采用培

养基为MS+1.0 mg·L-1 6-BA+0.1 mg·L-1 NAA+50 g·L-1

蔗糖，RITA®参数设置为间歇浸没频率 1 min/6 h、
接种密度为每个容器 15 个体胚。传统固体培养

20 d继代1次，RITA®培养系统继代培养35 d，比较

不同培养方法对体胚苗形成芽、形成根、成苗率、

株高、茎粗等生理指标的影响。

1.6　不同培养方式下体胚植株再生和移栽　将具

有胚芽和胚根的体胚苗，接种到植株再生培养基

（MS+50 g·L-1 蔗糖 +5% 椰子水 +80 g·L-1 蔗糖 + 
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2.3 g·L-1 phytage）上，（26 ± 2）℃条件下，在瓶内光

照驯化培养 1周，之后将长出 2 ~ 3片真叶的橡胶

苗移栽到提前拌好的基质中，第 1次浇足水分，放

在阴凉遮荫处，然后每天喷水保持基质湿润，直至

长出新叶，可以确定移栽成活。20 d后统计固体培

养与间歇浸没培养移栽存活率。移栽成活率=成
活再生植株数/移栽再生植株总数×100%。

1.7　生长和生理指标观测　继代 2次后，比较不

同培养方式对株高、茎粗、叶片数、生根数和根长

等指标的影响。其中，株高（cm）为用直尺量取植

株基部（根茎交接处开始）至主茎顶部即主茎生长

点之间的距离，茎粗（mm）用游标卡尺测定茎基部

直径，叶片数以大叶柄着生1 ~ 3片小叶的均统计，

生根数以肉眼可见的主根和侧根总数统计。

抗氧化酶活性测定：采用南京建成生物公司

生产的试剂盒测定超氧化物歧化酶 A001-3-2
（SOD）活性、过氧化氢酶A0071-1（CAT）活性和过

氧化物酶A084-3-1（POD）活性。

1.8　数据处理　每处理重复测定3次，实验数据采

用Microsoft Excel 2019、SAS 6.2.9200软件进行数据

处理及统计方差分析，用Origin 2022软件作图。

2　结果与分析

2.1　不同的6-BA和NAA浓度配比对RITA®培养

的橡胶树再生植株生长的影响　如表1所示，添加

0.1 mg·L-1或0.05 mg·L-1 NAA时，随着6-BA浓度的

增加，橡胶树再生植株的株高逐渐增高，均在6-BA 
3.0 mg·L-1 时株高最高，同一浓度的 6-BA 配以

0.1 mg·L-1或 0.05 mg·L-1的NAA，其处理间的株高

均无显著差异；茎粗很大程度上能说明营养物质的

合成与积累 ，在生长素 NAA 为 0.05 mg·L-1 和

0.1 mg·L-1时，6-BA在1.0 ~ 3.0 mg·L-1范围内，体胚

苗的茎粗均随着6-BA浓度的增加显著减小；在同一

浓度下，随着6-BA浓度的增加，生根数无明显变化，

在相同 6-BA浓度下，当NAA浓度为 0.1 mg·L-1时，

体胚苗的生根数量显著多于添加0.05 mg·L-1 NAA
时的数量。然而，当 NAA 浓度保持不变时，随着

6-BA浓度的增加，根的长度却逐渐缩短。从以上数

据来看，进行间歇浸没培养橡胶树体胚再生植株，

宜以6-BA 1.0 mg·L-1+NAA 0.1 mg·L-1，其再生植株

茎粗壮，生根数多，根长适度，虽然其株高低于

3.0 mg·L-1 6-BA+0.1 mg·L-1NAA，但较其他 2种 6-BA
浓度 1.5、2.0 mg·L-1无显著性差异，高浓度的 6-BA，

虽然有利于株高生长，但对茎粗、生根数、根长有抑

制作用，因此，宜选用低浓度的6-BA培养体胚苗。

2.2　不同间歇频率对橡胶树体胚再生植株生长的

影响　从表2可知，浸润频率为1 min/4 h，萌发体胚

再生植株的平均株高约8.5 cm，随着浸没频率的增

加，株高明显降低；茎粗在1 min/4 h、1 min/6 h并无

显著差异，但茎粗随着浸没频率减少持续显著下

降；生根数呈现出先升后降趋势，以1 min/6 h的生

根数最多，分别比1 min/4 h、1 min/8 h和1 min/12 h
表1　不同的6-BA和NAA浓度配比对RITA®培养的橡胶树再生植株生长的影响

Tab. 1　Effects of different concentrations of 6-BA and NAA on the growth of regenerated plants of rubber tree cultured in 
RITA®

激素浓度/(mg·L-1)
Hormone

6-BA
1.0
1.5
2.0
3.0
1.0
1.5
2.0
3.0

NAA
0.1
0.1
0.1
0.1
0.05
0.05
0.05
0.05

株高/cm
Plant height

6.25 ± 0.40 c
6.21 ± 0.32 c
6.84 ± 0.25 bc
8.06 ± 0.28 a
6.17 ± 0.25 c
6.62 ± 0.24 bc
6.73 ± 0.32 bc
7.58 ± 0.31 ab

茎粗/mm
Stem diameter
1.96 ± 0.13 ab
1.68 ± 0.08 cd
1.56 ± 0.16 d
1.15 ± 0.11 e
2.05 ± 0.10 a
1.85 ± 0.12 bc
1.74 ± 0.06 c
1.23 ± 0.11 e

生根数/条
Number of roots
5.87 ± 0.62 a
5.97 ± 0.20 a
6.15 ± 0.53 a
5.90 ± 0.54 a
4.60 ± 0.91 b
4.62 ± 0.82 b
3.92 ± 0.47 b
3.70 ± 0.41 b

根长/cm
Root length

6.85 ± 0.20 ab
6.97 ± 0.27 a
6.52 ± 0.25 bc
6.45 ± 0.12 c
6.35 ± 0.13 c
6.20 ± 0.08 cd
5.67 ± 0.15 e
5.86 ± 0.11 de

注：表中同一列数字不同小写字母表示差异达到显著水平（P < 0. 05），下同。

Note： Different lowercase letters in the same column of the table indicate a significant difference at P < 0. 05）， similarly hereinafter.
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的增加了24.5%、64.9%和144%；同时，根长随着浸

没频率的减少，而显著增长；1 min/4 h、1 min/6 h间
的平均植株鲜质量差异不显著，但随着浸没频率

的减少，体胚苗株高、茎粗、生根数的明显降低，植

株鲜质量大幅度下降，则苗木生长细弱，根细长。

综合根茎和鲜质量等生长指标，选用 1 min/6 h浸

没循环进行间歇浸没培养对橡胶树体胚苗植株发

育更有利，其植株粗壮，生根数多，株高和根长适

度，虽然在1 min/4 h株高生长最好，1 min/12 h根长

生长最佳，但这 2种频率其他多个生长数值较低，

综合来看，1 min/6 h各方面表型数据都较好，苗粗

壮以及根系发达，有利于提高后续移栽成活率。

2.3　不同接种密度对RITA®系统中橡胶体胚再

生植株生长的影响　合理控制培养容器内接种

密度，可避免密度过高对育苗产生不利影响。从

表 3可知，在间歇浸没培养（RITA®）条件下，随着

接种体胚个数的增加，橡胶体胚再生植株的株高

呈逐渐下降趋势，接种体胚 15 个的株高与 10 个

的无明显差别，但随着接种体胚数增加至 20、
25 个时，株高比每瓶 15 株的分别显著降低了

28.2%、47.4%；茎粗变化趋势与株高一样，但降低

的程度更明显；与前两者不同，体胚再生植株的

生根数在不同接种密度间并无明显变化，而根长

则随着接种胚数的增加呈现明显增长后显著降

低趋势，以 15、20 个体胚接种时，均比 10 个接种

时的根长显著增加，但两者间的根长无明显差

别，接种 25 个体胚时有所减小但依然比 10 个体

胚时的显著增长。体胚再生植株的鲜重随着接

种体胚个数的增加，也呈现先增后降趋势，与接

种 10个体胚的鲜质量相比，15、20个接种的分别

显著增加了 11.1% 和 9.0%，后两者间无显著差

异。综合各指标，以 RITA®条件培养时，接种

15 ~ 20个体胚时，再生植株生长旺盛，尤其以15个
体胚的植株最强壮。

2.4　固体培养与RITA®比较对体胚形成再生植株

的的影响　如表4和图1所示，图1-C与图1-D是2种
方式培养35 d后的生长情况。2种培养方式下，体胚

器官分化程度与体胚苗形成再生植株的效率均有明

显区别。与固体培养的体胚相比，间歇浸没培养条

件下，体胚胚芽和胚根萌发效率显著提高，植株长势

较好，发育形成再生植株的成苗率显著增加1.76倍。

如表5所示，RITA®系统培养下的株高、根长、茎粗、生

根数等均高于固体培养，差异达到显著水平（P < 
0.05），间歇浸没式培养（RITA®）的体胚苗再生植株的

株高、茎粗、根长、生根数和单株鲜质量分别显著增

加了30%、91.7%、34.8%、53.3%和97.2%。

表2　不同间歇频率对间歇浸没培养（RITA®）橡胶树萌发体胚植株发育的影响

Tab. 2　Effects of different immersion frequencies on the development of germinated somatic embryos of rubber tree in 
intermittent immersion culture （ RITA®）

间歇频率
Immersion  frequency

1min/4 h
1min/6 h
1min/8 h
1min/12 h

株高/cm
Plant height
8.5 ± 0.8 a
7.8 ± 0.7 b
5.4 ± 0.9 c
3.6 ± 0.6 d

茎粗/mm
Stem diameter

1.9 ± 0.2 b
2.4 ± 0.1 a
1.7 ± 0.1 b
1.3 ± 0.1 c

生根数/条
Number of roots

4.9 ± 0.6 b
6.1 ± 0.3 a
3.7 ± 0.5 c
2.5 ± 0.5 d

根长/cm
Root length
4.2 ± 0.9 c
6.3 ± 0.5 b
6.2 ± 0.4 b
7.8 ± 0.4 a

鲜质量/g
Fresh weight increase

1.4 ± 0.03 a
1.5 ± 0.03 a
1.0 ± 0.07 b
0.6 ± 0.04 c

表3　不同接种密度对间歇浸没培养（RITA®）橡胶树体胚植株发育的影响

Tab. 3　Effects of different inoculation densities on the development of somatic embryo plants of rubber tree in intermit⁃
tent submerged culture （RITA® ）

每瓶接种密度/个
Inoculum density 
(somatic embryos)

10
15
20
25

株高/cm
Plant height
6.6 ± 0.85 ab
7.8 ± 0.46 a
5.6 ± 0.94 bc
4.1 ± 0.47 c

茎粗/mm
Stem diameter
2.0 ± 0.13 a
1.8 ± 0.14 a
1.0 ± 0.12 b
0.5 ± 0.16 c

生根数/条
Number of roots

5.6 ± 0.58 a
5.3 ± 0.15 a
4.8 ± 0.66 a
4.5 ± 0.76 a

根长/cm
Root length
3.0 ± 0.38 c
6.1 ± 0.68 a
6.7 ± 0.41 a
4.7 ± 0.79 b

鲜质量/g
Fresh weight increase

1.34 b
1.49 a
1.46 a
1.27 b
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2.5　不同培养方式下橡胶体胚再生植株中的抗氧

化酶活性比较　植物体内抗氧化酶具有可将体内

过多的活性氧和自由基转化为毒害较低或无害的

物质的功效，平衡机体内的活性氧含量，其值升高

可表明植物受到外界环境一定程度的胁迫，通常

SOD、POD、CAT三者协同作用组成一个完整的防氧

化体系。如图2所示，体胚萌发培养过程中，同一时

间，与固体培养的体胚再生植株叶片中的SOD、CAT
酶活性相比，间歇浸没培养（RITA®）的分别显著增

加48.8%和10.9%，而POD活性则明显减小73.8%。

2.6　体细胞胚发生途径植株再生及移栽成活

率　如图3所示，通过不同培养方式将体细胞胚通

过成熟诱导后，形成胚芽和胚根。可以发现，固体

培养下的橡胶体胚苗胚根生长较短，只有 2 ~ 3条
侧根，而间歇浸没培养下的体胚苗主根长且粗壮，

侧根明显更多。从而可知，间歇浸没培养对比固

体培养效果好，其体胚苗萌发速度更快，长势更

好。将带有胚芽胚根的体胚苗接种到植株再生培

养基中，胚芽逐渐萌发变大，胚根生长为主根，直

至长成健壮完整的橡胶再生植株。将所获得的再

生植株移栽至基质中，20 d后大部分移栽成活。从

表6可知，间歇浸没式培养下的体胚苗移栽存活率

明显高于常规固体培养达92.5%，对比固体培养有

显著性差异，说明使用RITA®间歇浸没系统，可以

有效减少体胚苗萌发及生根时间，同时增加再生

植株的移栽存活率。

表5　固体培养与间歇浸没培养（RITA®）对体胚再生植株生长的影响

Tab. 5　Effects of solid culture and intermittent immersion culture （RITA®） on plant regeneration from somatic embryos

培养方式
Culture system
固体培养
Solid medium
间歇浸没(RITA®)
Temporary
immersion(RITA®)

株高/cm
Plant height
4.0 ± 0.3 b

5.2 ± 0.2 a

茎粗/mm
Stem diameter
1.2 ± 0.01 b

2.3 ± 0.02 a

根长/cm
Root length
4.3 ± 0.5 b

5.8 ± 0.6 a

生根数/条
Root number
3.0 ± 0.5 b

4.6 ± 0.6 a

单株鲜质量/g
Fresh weight/plant

0.72 ± 0.07 b

1.42 ± 0. 04 a

图1　固体培养与间歇浸没培养（RITA®）下的橡胶树体胚再生植株生长情况

A.  萌发体胚； B. 固体培养起始体胚； C. 固体培养 35 d的橡胶树体胚生长情况； D.  RITA®间歇浸没培养起始体胚；

E. 间歇浸没培养35 d的橡胶树体胚生长情况。

Fig. 1　Growth of somatic embryo regenerated plants of rubber tree under solid culture and intermittent immersion 
culture （RITA®）

A.  Germinated somatic embryos； B.  Solid culture initial somatic embryo； C.  Growth of somatic embryos of rubber tree cul⁃
tured in solid medium for 35 days； D.  RITA® intermittent immersion culture initial somatic embryos； E.  The growth of somatic 
embryos of rubber tree after 35 days of intermittent immersion culture.

表4　固体培养与间歇浸没培养（RITA®）对体胚形成再生植株的影响

Tab. 4　Effects of solid culture and intermittent immersion culture （RITA®） on plant regeneration from somatic embryos

培养方式
Culture system
固体培养
Solid medium
间歇浸没式（RITA®）
Temporary immersion systems(RITA®)

成芽率/%
Shoots/%

26.0 ± 0.3 b

63.2 ± 0.2 a

成根率/%
Roots/%

51.2 ± 3.1 b

72.3 ± 0.02 a

平均每株叶数/片
Leaf number/plantlet

1.2 ± 0.1 b

2.1 ± 0.4 a

成苗率/%
Rooted plants /%

21.3 ± 2.5 b

58.8 ± 4.6 a
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3　讨 论

当前，橡胶树离体再生植株形成的主要方式

也是体胚发生形式［13］。尽管部分橡胶树品种已建

立植株再生体系，但总体上橡胶树植株再生率低

（约20% ~ 40%），是当前制约橡胶树组培苗工厂化

生产、利用遗传转化体系进行功能基因研究和利

用基因工程技术改良品质等的主要限制因素［14］。

植物体细胞胚的则是从成熟子叶形幼胚凹陷处基

部分化出胚芽、幼胚基部分化形成胚根开始［15］，橡

胶树体胚在前期诱导分化率很高（通常可大于

50%），但大多数体胚无法经过一个完整的成熟培

养阶段，未能生成完整植株，幼胚萌发困难或不能

萌发，甚至坏死等问题，成为影响后阶段体胚发育

形成再生植株的关键因素［16］。

在体胚成熟萌发和体胚苗植株形态发生过程

中，温度、光照、湿度和通气等各种物理环境条件，

pH、植物生长调节剂等组成的培养基、渗透压等化

学环境条件以及外植物种类和性质、体胚成熟培养

适宜的发育时期等生物条件［17−18］，都是影响体胚苗

生长和发育重要的因素。RITA®生物反应器在培

养过程中，可通过修改浸润频率和持续时间等参数

来控制植物形态变化，如RITA®间歇浸没培养，改

进了软木橡树体细胞胚性培养增殖、体胚发生效率

等［19］，成功缩短了体胚发生培养的成苗周期。

生长素和细胞分裂素是启动细胞分裂、脱分

化和再分化的关键性激素，两者还有协同作用，其

比例会影响植物细胞的发育方向，当细胞分裂素

高于植物生长素时，促进茎的分化、生长，如桑树

组培快繁中，6-BA在茎尖发育和茎叶伸长方面有

很好的效果，NAA对根系的生长起到重要作用，当

高浓度的细胞分裂素和低浓度的生长素结合使用

时，能够有效促进再生植株发育［20］；本试验中，则

以 6-BA 1.0 mg·L-1配以NAA 0.1 mg·L-1配比时，橡

胶树体胚萌发发育形成再生植株的茎粗壮、生根

数多、株高和根长适度，再生植株抗逆性显著增

强。在RITA®系统中，可通过修改浸润频率和持续

表6　不同培养方式下的再生植株移栽成活率

Tab.  6　Transplanting survival rate of regenerated 
plants under different culture methods

培养方式
Culture method
固体培养
Solid medium
间歇浸没(RITA®)
Temporary immersion
(RITA®)

体胚成苗率/%
Root plus epicotyl 

emergence
21.3 ± 2.5 b

58.8 ± 4.6 a

移栽成活率/%
Survival rate of 

transplanting
79.6 ± 5.2 b

92.5 ± 3.6 a

图2　固体培养与间歇浸没（RITA®）培养的橡胶体胚再生

植株中的SOD、POD、CAT酶活性比较

各指标于体胚萌发培养第45天时统计； 同一指标柱间

不同的小写字母a和b表示差异达到显著水平（P < 0. 05）。
Fig. 2　Comparison of SOD， POD and CAT activities in 
regenerated plants of rubber somatic embryos cultured in 

solid medium and intermittent immersion （RITA®）

Each index was counted at the 45th day of somatic 
embryo germination culture； different lowercase letters a and b 
between the same index columns indicate that the difference is 
significant at P < 0. 05.

图3 固体培养和间歇浸没式培养下体胚萌发和植株再生

A. 体胚分化；B、C. 体胚成熟萌发；D. 固体培养形成再

生植株；E. 间歇浸没培养形成再生植株；F. 再生植株移栽。

Fig. 3　Somatic embryo germination and plant regeneration 
under solid culture and intermittent immersion culture

A.  Somatic embryo differentiation； B.  C.  Somatic 
embryo maturation and germination； D.  Solid culture to form 
regenerated plants； E.  Intermittent immersion culture to form 
regenerated plants； F.  Regenerated plants.
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时间来控制培养物细胞形态变化过程，相比于其

他的浸没频率，1 min/6 h浸没循环培养，橡胶树体

胚苗的茎最粗壮，生根数最多，株高和根长适度，

选用 1 min/4 h时，株高虽然最高，但苗相对细弱，

生根数也明显减少，可能是因为浸润频繁，培养物

表面营养富集、残留多或培养器内湿度大，一定程

度上造成苗木徒长、侧根和毛根生长受抑制。

另接种密度可影响RITA®培养室中养分和氧

气的供给，也是调节植物生长的重要调控参数，如

慈姑组培苗因接种数量过多，造成空间不足、相互

挤压而严重影响植株正常生长发育，以 10个组培

芽接种时则生长最好［21］，本研究中，则以15 ~ 20个
橡胶树体胚接种，体胚苗生长量大，植株根系伸

长、生长加快，尤其以 15个体胚接种更合适，体胚

苗植株健壮，生根旺盛，提高苗木抗逆能力，后续

将更能适应外部环境［22］；而通过对比固体与间歇

浸没移栽存活率可以发现间歇浸没培养的体胚成

苗率与移栽存活率均显著高于固体培养，由此可

见，在间歇浸没培养的橡胶苗拥有更强壮的根系，

对外部环境适应力更强。

抗氧化酶系统的 SOD、POD、CAT等可将植物

体内过多的活性氧（ROS）和自由基转化为毒害较

低或无害的物质，使机体内ROS动态平衡［23−24］。本

研究中，在体胚接种后35 d时，相对于固体培养的

再生植株，间歇浸没培养RITA®植株体内的 SOD、
CAT能维持更高的活性，抗氧化平衡能力更强，相

反，POD 活性则显著低于固体培养植株体内的。

POD可作为组织老化的一种生理指标，在早衰减产

的水稻根系中、干旱胁迫下的人参属植物中的POD
活性均显著增加，促进了内源 IAA和叶绿素的分

解，抑制组培苗的生长发育［25］，结合橡胶体胚在固

体和间歇浸没培养中根的生长形态和细胞活性的

对比，间接表明在同样的培养基、光照和温度等条

件下，在橡胶树体胚再生植株生长发育培养中，以

间歇浸没式培养RITA®，通过合理的外源植物生长

调节剂配比、间歇浸没频率和接种密度等，能一定

程度上减缓培养过程中可能遭受起的氧化胁迫、组

织老化等，提高体胚形成再植株的效率。后续可进

一步优化浸没时间、等参数，以建立稳定、高效的橡

胶树体胚植株再生间歇浸没培养体系RITA®。

相比固体培养方式，使用RITA®生物反应器进

行间歇浸没培养有利于体细胞成熟萌发和再生植

株生长。以 1 min/6 h浸没循环、1.0 mg·L -1 6-BA+
0.1 mg·L -1NAA组合配比，加快体胚成熟萌发，接

种密度以 15 个体胚/容器时，再生植株生长最强

壮。其中，抗氧化酶系统维护稳定是 .间歇浸没式

培养显著提高体胚植株再生效率和移栽成活率的

主要影响因子之一；集成的内珠被体胚植株再生

体系可为基因遗传转化提供高效再生的受体系统

和橡胶树离体快繁提供技术方法。可进一步优化

RITA®生物反应器培养参数，集成橡胶树体胚植株

再生更为高效、稳定的技术方法。
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Rapid propagation of rubber tree by using intermittent 
immersion Bioreactor

DONG Lihao1,2,  CHEN Jianmiao1,2,  WANG Kaixuan 1,2,  GUO　Jiaxin1,2
(1. School of Breeding and Multiplication /Sanya Institute of Breeding and Multiplication, Hainan University, Sanya, Hainan 

572024; 2. School of Tropical Agriculture and Forestry, Danzhou, Hainan 571737, China)

Abstract: The integument somatic embryos of rubber tree of clone RRIM 600 were cultured in an intermittent 
immersion bioreactor RITA®, and the suitable conditions for somatic embryo culture of rubber tree were 
established. The types of hormones were screened and the culture conditions were optimized. The experimental 
results showed that the best condition for intermittent immersion culture of RRIM 600 rubber integument 
primordium-derived somatic embryos were: MS + 1.0 mg·L-1 6-BA + 0.1 mg·L-1 NAA + 50 g·L-1 sucrose as the 
medium, with the intermittent immersion frequency of nutrient solution being 1 min/6 h, and the inoculation 
density being 15 individual embryos / container. Compared with solid culture, the intermittent immersion culture 
under this condition increased significantly the plant height, stem diameter, root length, root number and fresh 
weight per plant of somatic embryo regeneration plants by 30%, 91.7%, 34.8%, 53.3% and 97.2%, respectively. 
The coordination ability of SOD, CAT and POD in regenerated plants was higher under this condition, which was 
an effective way to improve the efficiency of regeneration plant formation from primary somatic embryos of rubber 
tree. All these results showed that the use of intermittent immersion culture method RITA® could shorten the 
formation cycle of somatic embryo regeneration plants and improve the growth quality of somatic embryo plants of 
rubber tree.
Keywords: intermittent immersion culture； RITA®； rubber tree； somatic embryo germination； plant regeneration
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