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摘 要 采用三因素多项式回归1!!0P最优设计方法对影响落叶松体细胞胚发生数量的PJP、Q;O6$$$和PK)R1
的用量进行了研究，建立了华北落叶松正常体细胞胚发生数量与PJP、Q;O6$$$和PK)R1的数学模型，分析了落

叶松体细胞胚发生数量试验因子的主效应和互作效应，优选了落叶松体细胞胚发生数量最佳结果的最佳技术组合

方案为PJP!5S3!15<K／T，Q;O6$$$55S5$$"K／T与PK)R1!$("4!1<K／T时，最佳体细胞胚数量应为!$"S4#"5个

子叶胚／K(C+’’-A。实验结果表明：该方法是针叶树体细胞胚胎发生过程中，主要激素种类与浓度配比、处理组合，科

学、合理的培养基优化途径。

关键词 华北落叶松，1!!0P设计，体细胞胚发生数量，主效应，互作效应

中图分类号 U11# 文献标识码 P 文章编号!$$$01$2!（#$$!）$!0$$560$2

植物体细胞胚胎发生研究中，体细胞胚成熟频

率和体细胞胚质量受很多因素的影响，其中，成熟培

养基中PJP、Q;O6$$$、PK)R1等的浓度、配比是影

响体细胞胚成熟的主要因素之一，但试验中主导因

子以及各因子的主效应、因子间的互作效应很难确

定；另外，畸形胚的出现、体细胞胚发生频率低等，可

能与不适合的培养基有很大关系，说明总有某个或

某些因子用的不正确或浓度不对；凭经验准确量化

各因子求得高质量高频体细胞胚的最佳组合，往往

繁琐且费时，不一定能取得最佳效果，而实验中多配

制一种培养基就增加很大的工作量。1!!0P最优回

归设计［2］的诱人之处就在于依据统计学原理，使实

验的工作量小、结果准确、信息量大，并能确立互作

效应，取得最佳组合；这在生物工程领域如：组织培

养、体细胞胚胎发生、酶工程、发酵工程、分子生物学

及基因遗传转化等研究中，有其特殊的意义与用途。

因此，怎样以较少的试验处理组合获得较大信息量

与最佳试验结果，是现代高新技术领域提出的一个

新课题。本试验在华北落叶松体细胞胚发生数量研

究中用1!!0P最优回归设计，以!!个处理组合的

!!个数据，可获得41V!#4个试验组合的结果与信

息量，直接求出该实验的最佳结果，依据实验数据得

到一个设计试验结果的曲线图，从图上获得原设计

组合以外的浓度梯度和组合，从而使因子梯度是连

续的、不间断的，弥补了以往设计中的主要缺点。

* 材料与方法

*+* 供试材料

从山西省关帝林区选1$年生华北落叶松天然

母树林，运用优树选择方法，选择4株优树单株，依

次于!335年2月!$日、2月#$日、2月#4日、"月

2日、"月!4日，分批、定株采集未成熟球果，经酒精



和升汞溶液轻度消毒后，在超净台剥开种壳，取出未

成熟种胚，接种于诱导培养基上，每皿接种!"个，置

于!#!!$%下暗培养，获得的胚性愈伤组织，每&’
!!&(继代&次，两个基因型的落叶松未成熟胚建

立了!)、!*、!+⋯⋯!,及#)、#*⋯⋯#-共##个

稳定的胚性细胞系。本试验中以#+细胞系为材料

进行#&&.)设计的体细胞胚发生数量的研究。

!"# 培养基及培养条件

基本培养基用/0*（1234(&556），附加)*)7
!#!89／:、;1<=777为7!&"79／:、)9>?#7!
&789／:、蔗 糖!@"A，/B983公 司 琼 脂 粉7@#A，

C-"@’，温度!!D!%，黑暗条件下培养。

!"$ 试验设计

采 用#&&.)最 优 回 归 设 计，)*)、;1<=777、

)9>?#浓度为自变量，以落叶松子叶胚发生数量为

目标函数。为了使回归关系标准化，消除量纲和自

变量取值的影响，对试验因子（自变量）的设计水平

进行无量纲线性编码代换，以便把因变量! 对自变

量的回归关系转化为! 对因子空间中坐标轴" 上

编码值的关系，其编码代换列于表&。

根据#&&.)最优回归设计要求，以自变量编码

值相应的浓度，拟订出&&个浓度处理组合，&&次重

复，最后取平均每克胚性愈伤组织上产生的子叶胚

个数进行统计分析。

表! 自变量水平编码

%&’()! *+,-./+0-.,)1).,).23&4-&’()()3)(

EF(GCGF(GFHI3JB3K4G
+L3F9G

BFHGJI34

EF(GCGF(GFHI3JB3K4G4GIG4
.!.&M=&=.& 7 & &M=&= !

)*)（89／:）（#&） ’ 7 =M6 &$ !6M# #!
;1<=777（9／:）（#!） #6M" 7 !! 6" &!’ &"7
)9>?#（89／:）（##） !M" 7 !M" " 6M" &7

!"5 多项式回归方程的建立

采用各组合的平均数结果建立多项式回归方

程，落叶松体细胞胚发生数量与)*)、;1<=777和

)9>?#浓度的关系属非线性相关，故可采用多项式

回归模型来表达。

$%&’7(!
#

)&&
’)#)(!

*")
’*)#*%)(!

#

)&&
’))#!)

其中，’7：常数项；’)：一次项回归系数；’*)：互作项回

归系数；’))：二次项回归系数

# 结果分析

#"! 落叶松体细胞发生数量与676、89:、6/;<$
浓度的关系

#"!"! 回归方程的建立：试验用#&&.)最优回归设

计，采用多项式回归模型来表达，试验结果见表!。

表# 676、89:、6/;<$组合与体细胞胚数量结果

%&’()# ;=>’)4+0?+>&2-@)>’4A+?+0!"#$%&#$’($&$)*#+&&#,(-.$$@+.2&-.-./
,-00)4).2676，89:&.,6/;<$@+.@).24&2-+.

NJG3H8GFH>OM
)*)（#&）

／（89／:）

;1<（#!）

／（9／:）

)9>?#（##）

／（89／:）

>OMOPG8KJQOR
（9·S344TR）

>OMOPHLGOJGHBS34

G8KJQOR（9·S344TR）

& 7（&$） 7（6"） !（&7） &75M#’ &7"M&#
! 7（&$） 7（6"） U!（7） $&M&& $=M’=
# U&M=&=（=M6） U&M=&=（!!） &（6M"） "=M=’ "$M=6
= &M=&=（!6M#） U&M=&=（!!） &（6M"） $7M!$ $!M!$
" U&M=&=（=M6） &M=&=（&!’） &（6M"） $$M## $6M"6
$ &M=&=（!6M#） &M=&=（&!’） &（6M"） 6=M"& 6"M6"
6 !（#!） 7（6"） U&（!M"） $$M== $=M&6
’ U!（7） 7（6"） U&（!M"） $#M&5 $7M5!
5 7（&$） !（&"7） U&（!M"） !#M$6 !7M"’
&7 7（&$） U!（7） U&（!M"） #6M"’ #"M"’
&& 7（&$） 7（6"） U（"） 5"M"$ 5"M!5

根 据 实 验 结 果 与#&&.)最 优 回 归 设 计 建 立

)*)、;1<=777、)9>?#各因子与落叶松体细胞胚

发生数量的多项式回归方程为：

$%&6@7&6"(!@=#=’#&(&@!#&7#!(=@!=$"##(
7@77&7#&#! ( 7@7=&"#&## ( 7@7=#!#!## +

7@76’"#!&+7@7756#!!+7@=&!!#!#

方程的决定系数为V!W7@5’’"，表明方程各因

子与实验结果的拟合效果非常好。

#"!"# 试验因子的主效应分析：由于设计中各因素

处理进行正交编码，回归方程中的统计值已相对独

立，反映各因子与实验结果的关系时，只要把其它两

个实 验 因 子 以 零 水 平 处 理 代 入 可 得 到 本 试 验 中
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!"!（!#）与体细胞胚发生数量"#$，%&’()))（!*）与

体细胞胚发生数量"#*，!+,-$（!$）与体细胞胚发生

数量"#$的$个一元二次数学方程为：

"##$.%)#./&*%($(0!#’)%).0/!*#
"#*$.%)#./&#%*$#)!*’)%))1.!**
"#$$.%)#./&(%*(2/!$’)%(#**!*$
由回归方程求出试验中!"!（!#）、%&’()))

（!*）、!+,-$（!$）的/个处理的体细胞胚发生数量

列于表$。

由图#与表$变异系数表明，!"!和%&’()))
对落叶松体细胞发生数量有重要影响，而!+,-$的

作用较小，三者均有一个最适宜的处理浓度；表明在

落叶松体细胞胚胎发生过程中，应该重视调整培养

基中!"!和%&’()))的含量，这是非常必要的。

表! 各试验因子不同处理体细胞胚发生数量

"#$%&! ’()$&*+,-+)#./0&)$*1+-2&*3*#)&)$*1+3&4/0./--(&0+4.#/4/435/,,&*&4.
0+5/43.*&#.)&4.+,676，89:#4563’;!0+40&4.*#./+4

,343563789+
:;<=:><9:

?=6:3;@
A* A#4(#( A# ) # #4(#( *

B3<5435

C=;8=:839
（BDE）

FG<G8+G<@:9H>I<;35
:G<3;<:86=J<>I;K3@

?=6:3;@
6396<9:;=:839

,-435
<>I;K3@

!"!（>+／L） .4)#./ #24.*. *#4(.#1 */40.0$ *)4*$2. #(410*$ (4/(.# (040* #/4/)0$ */401.$

%&’()))（+／L） .4)#./ *14()(. $14/$1( ((4.0 **4.$1( /422). A*24/0*/#$14.2 2$4(/$2 (24).$*

!+,-$（>+／L） .4)#./ #*4$/$1 #/4)/./ #.41(/ #/420 #$4*$(* 04*2*/ $)411 /4#/#) #.41/((

图# 单因素效应曲线

?8+4# BH;C<35@89+J<5=6:3;<55<6:

从 各 试 验 因 子 的 一 元 二 次 方 程 中，由!(M
)(
A*)((

求得各试验因子体细胞胚发生数量最多时，

相应的实际用量，结果列于表$中。由结果可知，体

细胞胚数量最高时，!"!、%&’()))和!+,-$用量

分别 为#/N/)0$>+／L、2$N(/$2+／L和/N#/#)>+／

L。但从总的多项式回归方程可知，试验因子之间

有着大小、正负不同的互作效应，因此仅从主效应分

析来选各因子的最佳用量显然是不全面的。下面对

试验因子之间一级互作进行剖析。

<=< 试验因子间互作效应分析

<=<=> !"!（!#）与%&’()))（!*）的互作效应分

析：分析!"!与%&’()))的互作可以从下面回归

方程中剖析。

"#$.N)#./&*N($(0!#&#N*$#)!*&)N))#)!#!*
’)N).0/!#*’)N))1.!**

我们以/种编码处理浓度分别求得.种浓度的

结果，以便能够在相同水平下计算变异系数；故由方

程可得.种!"!浓度和.种%&’()))浓度处理条

件下的实验结果见图*。

图* 落叶松体细胞胚发生数量互作效应曲面图

?8+4* !"!=97%&’()))>H:H=J<55<6:6H;C<7@H;5=6<
6G=;:35J=;6G<>I;K3@
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由图!可知，当"#"浓度在$!%&’(／)范围

内，*+,-$$$ 为 $!./(／)，培 养 基 中 "#" 与

*+,-$$$的作用二者相辅相成。落叶松体细胞胚

发生数量随"#"和*+,-$$$浓度的增加而增加；

"#"浓度%&’(／)、*+,-$$$浓度./(／)时，体细

胞胚发生数量可达到&-01-%个／(·234456；若不用

*+,-$$$，只靠"#"浓度为%&’(／)时，体细胞胚

发生数量最高可达!/01.17个／（(·234456）；表中显

示，高浓度的"#"和高浓度的*+,-$$$均对落叶

松体 细 胞 胚 发 生 不 利。 可 见，只 有 当 "#" 与

*+,-$$$合理配合时，才能获得最佳效果。

!"!"! "#"（!%）与"(897（!7）的互作效应分析：

"#"与"(897对体细胞胚发生数量（"）的回归方

程为：

#"$.0$%./%!0-7-1!%%-0!-&/!7%$0$-/%!%!7
&$0$.1/!!%&$0-%!!!!7

"#"与"(897浓度与体细胞胚发生数量的关

系见图7。

图7 落叶松体细胞胚发生数量"#"、"(897
互作效应曲面图

:;(<7 "#"3=>"(897’5?534@AA@2?25BC@>65BA32@

2D3B?EA43B2D@’FBGE6

可见，在图7中，"(897对体细胞胚发生数量

的影 响 虽 比 "#" 和 *+,-$$$要 小，但 在 不 加

"(897时 也 难 获 得 最 高 体 细 胞 胚 数 量；"#"与

"(897对体细胞胚数量的共同作用的基本规律和

"#"与*+,-$$$对体细胞胚数量的共同作用是一

致的。当"(897不变，"#"浓度由$增至%&’(／)
时，体细胞胚数量随"#"浓度的增加而增加，同理，

当"#"不变，"(897浓度由$增至/时，体细胞胚

数量 随 "(897 的 增 加 而 增 加，但 效 益 较 低。当

"#"为%&’(／)，"(897为/’(／)时，体细胞胚数

量由.0$%./个／（(·234456）提高到-$0%!&个／（(·

234456），每增%’("#"可增加体细胞胚!0%个，每

增%’("(897 可 增 加 体 细 胞 胚 数 量&0&个；当

"#"超过%&’(／)，"(897多于/’(／)时，体细胞

胚数量反而下降，可见"#"与"(897也只有在合

理配合下才能获得最佳结果。

!"#"$ *+,-$$$（!!）与"(897（!7）的互作效应分

析：*+,-$$$与"(897对体细胞胚数量的影响可

从下面二因子多项式回归方程中获悉：

#"$.0$%./%%0!7%$!!%-0!-&/!7%$0$-7!!!!7
&$0$$H.!!!&$0-%!!!!7

从多项式回归方程中获得的体细胞胚数量结果

见图-。

图- 落叶松体细胞胚发生数量*+,-$$$、"(897
互作效应曲面图

:;(<- *+,-$$$3=>"(897’5?534@AA@2?25BC@>65BA32@

2D3B?EA43B2D@’FBGE6

由方程所得图-结果显示，*+,-$$$（!!）与

"(897（!7）之间存在着较大的正互作效应，表明随

*+,-$$$浓度的增加相应增加"(897浓度可提高

体细胞胚数量，当"(897浓度在$!%$’(／)范围

内，*+,-$$$浓度为$!./(／)，体细胞胚发生数量

从.0$%./个提高到.10-!/个，随*+,-$$$浓度的

增加而增加，而过高浓度的*+,-$$$反而会引起体

细胞胚数量的减少。若*+,-$$$的浓度小于./
(／)，"(897浓度$!/’(／)，体细胞胚发生数量随

"(897的 增 加 而 增 加；若*+,-$$$浓 度 为./!
%/$(／)时，"(897 浓 度$!%$’(／)范 围 内，随

"(897的增加体细胞胚发生数量明显提高，从表中

分析，*+,-$$$为./(／)，"(897 浓度 为%$’(／)

.1%期 齐力旺等：应用7%%I"最优回归设计研究"#"、*+,-$$$及"(897对落叶松体细胞胚发生数量的影响



是最佳技术组合。

!"# 最佳组合方案优选

由于试验因子不但存在着主效应，而且还存在

着因子间各种复杂的互作效应，因此很难从主效应

和互作效应分析中找到最佳技术组合，只有根据求

得的多项式回归方程，从本试验中共有的!"!"!
#$%!个处理组合中，寻找体细胞胚发生数量大于

&’个／（(·)*++,-）的处理组合共有.个，体细胞胚发

生实际数量最大的组合是/0/$12(／3、4567’’’
.!(／3和 /(89:$’2(／3，体 细 胞 胚 发 生 数 量 为

$’!;$%1个／（(·)*++,-）；本试验设计中，/(89:是在

’!$’2(／3范围内，表明最佳结果中/(89:用量

已经取值最高项，而由方程拟合最佳组合是：/0/
$<;&$:<2(／3、4567’’’ 为 <<;<’’.(／3、/(89:
$’;.!$:2(／3，落 叶 松 体 细 胞 胚 发 生 数 量 可 达 到

$’.;!%.<个／（(·)*++,-）。

# 讨 论

/0/在针叶树的体细胞胚成熟过程中起着非

常重要的作用（=>?@AB-C=，$&&$），实验表明，将体

细胞胚转入无激素培养基使其最终萌发之前，用

/0/处理可明显促进体细胞胚成熟（C,D-B*DCE，

$&<<）；培养基中加入一定浓度的/0/可增强胚性

愈伤组织的形成和体细胞胚的发生，/0/可促进挪

威云杉、北美鹅掌楸（!"#"$%&’%#$’()*"+",&#-）等体

细胞胚的成熟；一般认为，/0/的作用是防止裂生

多胚现象（F+@*G*(@H>+I@2?AI>DI），促使胚胎单个

化并进一步发育成熟，防止畸形胚的产生；早期通过

将体细胞胚培养在含/0/的培养基上可使白云杉

产生成熟胚，/BBA@--JK等（$&<&）发现，将白云杉未

成 熟 胚 置 于 /0/（$1!%%"2>+／3）和 4567’’’
（.;!L）的组合物中7!<周后，不但可抑制早熟萌

发，而且成熟频率明显提高，成熟同步发生形成高质

量的体细胞胚；456是一种不能渗透细胞壁的高分

子化合物（分子量约为$’’’!<’’’），在合适的浓度

下，可 产 生 一 种 与 干 旱 条 件 下 相 似 的 水 分 胁 迫

（M*B@A-BA@--），降低体细胞胚的含水量，促进体细

胞胚成熟。

综上所述，/0/、4567’’’和/(89: 的组合，

主要作用是调控体细胞胚的成熟，提高有效胚的比

率，防止畸形胚与无效胚的发生；我们知道，胚性愈

伤组织中体细胞胚的数量，在早期原胚与后期原胚

阶段就已经形成并决定，/0/、4567’’’和/(89:
的组合，只是调控这些体细胞胚数量成熟的比率，提

高体细胞胚的质量，这也是本文研究的目的所在。

6,HB*（$&<.）与0@)N*A（$&&’）以及黄健秋（$&&!）均

报道过/0/、4567’’’和/(89:在针叶树体细胞

胚胎发生中，需要这些因子的共同作用；本文研究发

现，/0/、4567’’’和/(89:的单因素效应与互作

效应差异较大，如/(89:的单因素效应相对较小，

而与/0/或4567’’’共同作用时，体细胞胚发生

数量差异极大；尤其是4567’’’的单因素效应很

大，变异系数为$:&;.1L，表明这些因子的单因素

效应与互作效应作用大小、作用机理不尽相同，且往

往是几种因子不同浓度的共同作用影响着高质量体

细胞胚的发生数量；所以如何以有限次的实验获得

科学、合理的最佳结果，在针叶树体细胞胚胎发生研

究中有着其特殊的意义。

本实验进行了/0/、4567’’’和/(89:对落

叶松体细胞胚胎发生数量影响的研究，根据实验结

果与设计，建立了各因子与体细胞胚发生数量总的

多项式回归方程为：

./0.;’$.!1%;7:7<2$1$;%:$’2%17;%71!2:1
’;’’$’2$2% 1 ’;’7$!2$2: 1 ’;’7:%2%2: 3
’;’.<!2%$3’;’’&.2%%3’;7$%%2%:

本研究结果对提高落叶松体细胞胚胎发生潜

力，合理使用激素浓度提供了最佳技术组合方案，在

理论上和实际应用上都有重要的参考价值。我们应

用了设计编码的$$个试验处理组合中有代表性的

$$个数据，获得了!:#$%!个处理的信息量，根据

方程 求 得 最 佳 处 理 组 合 是 /0/$<;&$:<2(／3、

4567’’’<<;<’’.(／3和/(89:$’;.!$:2(／3，在

此条件下，最佳体细胞胚数量应为$’.;!%.<个／（(·

)*++,-）。
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