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黑豆及毛豆未熟子葉培養體胚增殖及分化之研究
1 

王瑞章 2、葉茂生 3 

摘摘摘摘        要要要要    

王瑞章王瑞章王瑞章王瑞章、、、、葉茂生葉茂生葉茂生葉茂生‧‧‧‧2002002002007777‧‧‧‧黑豆及毛豆未熟子葉培養體胚增殖及分化之研究黑豆及毛豆未熟子葉培養體胚增殖及分化之研究黑豆及毛豆未熟子葉培養體胚增殖及分化之研究黑豆及毛豆未熟子葉培養體胚增殖及分化之研究。。。。台南區農業

改良場研究彙報 50：1-8。 

利用栽培種大豆（Glycine max（L.）Merr.）黑豆台南三號(TN3)及毛豆高雄選一號(KS1)

之未成熟種子(長度 4-5mm)之子葉，接種於以 MSB 為基礎培養基，各添加 40mg/L 2,4-D 及

8g/L agar(a)或 2g/L gelrite(g)，以及再各添加 30g/L(M2a，M2g)，60g/L sucrose(M3a，M3g)等 4

種培養基誘導的胚性組織與體胚，將胚性組織團塊繼代於 FN Lite 培養基，進行胚性懸浮培

養，探討對黑豆及毛豆誘導體胚增殖及分化之影響，期能建立栽培種黑豆及毛豆之體胚培養

技術，結果如下︰懸浮培養對黑豆及毛豆體胚增殖之效果，球形胚增殖倍率黑豆台南三號為

2.8 倍，優於毛豆高雄選一號之 1.8 倍。每個胚性組織平均形成球形胚數黑豆台南三號為 3.2

個，毛豆 KS1 則為 2.6 個。  

關鍵詞關鍵詞關鍵詞關鍵詞︰︰︰︰黑豆、毛豆、未熟子葉、體胚分化 

接受日期：2007 年 12 月 4 日 

前前前前        言言言言    

大豆為重要農藝作物，它不僅是高蛋白質源的食用豆類，而且是極重要的油料作物。而

黑豆（black soybean）富含異黃酮類、皂素、花青素、維生素 E，具有抗衰老、抗氧化、抑

癌、降低膽固醇、預防新血管疾病，為一食醫俱佳的養生保健食品；毛豆（vegetable soybean）

為未成熟的大豆，為亞洲重要蔬菜之一，是本省外銷日本最重要的豆類。 

由於植物組織培養技術的進步，使得植物部份的組織，甚至單一細胞，只要在適當的培

養條件下，都可以分化，再生成為一完整的植株。其形式有二：一為器官形成（organogenesis），

一為體胚形成（somatic embryogenesis）
(2,16)

；而其來源均有二種：一是直接形成，即由培植體

直接形成小植株或體胚，另一是間接形成，即經由癒合組織，再分化形成不定芽或經由體胚

分化形成植株。體胚形成亦可經由形成的體胚再形成次生胚
(7,9)

。 
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自 1980 年代以後，由於生物技術的進步發展，大豆之組織培養技術已能成功被應用在

品種改良上，克服傳統育種時所遭遇的困難。而在大豆體胚懸浮培養中，已可成功有效促進

體胚誘導率及增生量
(9,13)

。對大豆的遺傳工程的基因轉殖植物(transgenic plant) ，也有合適的

組織培養技術
(8,10,14,15)

。 

大豆組織培養體胚形成與器官形成的報告很多
(4,5)

 ，但不同基因型其體胚形成能力差異

顯著
(3)

 。本研究以台灣栽培種黑豆台南三號（TN3）及毛豆高雄選一號（KS1）之未熟子葉，

經體胚形成方式得到之胚性組織及體胚
(1)

，進行胚性懸浮培養，期能建立黑豆及毛豆之體胚

形成懸浮培養技術，供作黑豆及毛豆基因轉殖及作物改良研究之參考。 

 

材料與方法材料與方法材料與方法材料與方法    

一一一一、、、、材料材料材料材料    

本研究利用黑豆台南三號(TN3)及毛豆高雄選一號(KS1)之未成熟種子之子葉，接種於以

MSB 為基礎培養基，添加 40mg/L 2,4-D 及 8g/L agar(a)，2g/L gelrite(g)，以及再各添加

30g/L(M2a，M2g)，60g/L sucrose(M3a，M3g)等 4 種培養基，所誘導出的胚性組織與體胚為材

料
(1)

。 

 

表 1. 黑豆及毛豆未熟子葉維持體胚、分化及成熟培養基之組成分 

Table 1. The composition of media used for somatic embryo maintenance , differentiation and 

maturation    from immature cotyledons of black soybean and vegetable soybean. 

 

FN Lite basal：Finer and Nagasawa Lite macro salts，Murashige and Skoog micro salts，B5 vitamins 

(Samolov et al,1998b)
（13）

 

MSD20：Wright et al. (1991)
 （17）

 

FNLite：Samoylov et al . (1998b)
 （13）

 

MSM6AC：Bailey et al.( 1993a)
 （6）

 

MSM6：Finer and McMullen (1991)
 （8）

 

Medium          Basal medium  2,4-D  asparagines  Sucrose  Maltose  Activated  Gelrite 

                               charcoal 

                             (mg/L)   (g/L)    (g/L)    (g/L)      (g/L)      (g/L) 

Maintenance media 

(Proliferation) 

 MSD20               MSB      20              30        0        0        2 

 FN Lite           FN Lite basal    5      1       10        0        0        0 

Histodifferentiation  medium 

 MSM6AC             MSB       0               0       60        5        2 

Maturation   medium 

 MSM6                MSB       0               0       60        0        2 
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二二二二、、、、方法方法方法方法    

    ((((一一一一))))懸浮培養對胚性組織懸浮培養對胚性組織懸浮培養對胚性組織懸浮培養對胚性組織及體胚增殖之影響及體胚增殖之影響及體胚增殖之影響及體胚增殖之影響    

將黑豆台南三號(TN3)及毛豆高雄選一號(KS1)之未熟子葉，經接種於 M2a、M2g 及 M3a、

M3g 等 4 種培養基，所誘導出之胚性組織或球形胚
(1)
，繼代培養到以 MSB 為基礎培養基，添

加 20mg/L 2,4-D，30g/L 蔗糖及 2g/L gelrite，pH 值 5.8，代號為 MSD20 培養基
（17）

（表 1），置

於光度 25μmol．m
-2
s

-1
，每日 16 小時照光，溫度 27±1℃，培養 4 週後，選取直徑約 3mm 含

胚性組織及球形胚之組織團塊，繼代至使用 Finer & Nagasawa Lite basal 培養基
（13）

之大量鹽類，

MS 培養基之微量鹽類及 B5 培養基的維他命為基礎培養基，添加 5mg/L 2,4-D，10g/L 蔗糖及 1g/L 

天門冬酰胺(asparagine)之〝FNLite〞，pH 值 5.8 之液體培養基
（13）

（表 1），每一三角瓶接種 2 個，

培養於光度 10μmol．m
-2
s

-1
，每日 24 小時照光，130rpm.，溫度 26℃環境下懸浮培養 3 週，3

週後調查其球形胚之增殖數目，並拍攝紀錄之。 

 

((((二二二二))))體胚分化及發育之觀察體胚分化及發育之觀察體胚分化及發育之觀察體胚分化及發育之觀察    

將上述懸浮培養之球形胚繼代於以 MSB 為基礎培養基，添加 60g/L 麥芽糖（maltose），

2g/L gelrite 及 5g/L 活性碳（active charcoal），pH 值 5.8，代號為 MSM6AC 培養基
（6）

（表 1）為分

化的培養基。培養 4 週誘導體胚分化，之後再繼代於以 MSB 為基礎培養基，添加 60g/L 麥芽

糖及 2g/L gelrite，pH 值 5.8，代號為 MSM6 培養基
（8）

（表 1）為成熟培養基。培養 4 週，促使體

胚成熟。培養條件為光度 25μmol．m
-2
s

-1
，16 小時照光，27±1℃，8 週後調查體胚之形成數

目及分化情形，其步驟如圖 1 所示。 

 

                                 胚性組織或體胚 

                       (embryogenic tissue  or  somatic embryo) 

 

             MSD20 

 

↓ 

↓ 

↓ 

 

25μmol．m
-2
s

-1 
16 小時照光 4 週 

 

             FN Lite           懸浮培養  10μmol．m
-2
s

-1 
24 小時照光 3 週 

                                (suspension culture) 

                                       ↓    

體胚 

( somatic embryo) 

 

             MSM6AC 

 

MSM6 

 

 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

 

25μmol．m
-2
s

-1 
16 小時照光 4 週 

使其分化 

25μmol．m
-2
s

-1 
16 小時照光 4 週 

使其成熟 

 

                                    健壯體胚 

                               (healthy embryo)                           
圖 1. 黑豆及毛豆胚性組織培養體胚形成培養之步驟 
Fig. 1. The scheme of somatic embryo formation from embryogenic tissue 
      of black soybean and vegetable soybean. 
                                    (c.f. Parrott Lab. at UGA)

 （11）
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結果結果結果結果與討論與討論與討論與討論    

一一一一、、、、懸浮培養對胚性組織及體胚增殖之影響 

由未熟子葉誘導出之胚性組織或球形胚經繼代培養到含 20mg/L 2,4-D，3%蔗糖濃度及

2g/L gelrite 之 MSD20 培養基，增殖培養 4 週後，選取直徑約 3mm 含胚性組織及球形胚之組

織團塊(圖 2-A，3-A)，繼代至含 5mg/L 2,4-D，1%蔗糖濃度及 1g/L 天門冬酰胺之 FNLite 液體

培養基，進行胚性組織懸浮培養，3 週後調查球形胚增殖結果如表 2、3，圖 2-B，3-B。 

每個胚性組織平均形成球形胚數黑豆台南三號為 3.2 個，毛豆高雄選一號則為 2.6 個。

球形體胚增殖倍率黑豆台南三號為 2.8 倍，優於毛豆高雄選一號之 1.8 倍。 

由於胚性組織的生長在液體培養基較固體培養基獲得更多的接觸能更快速增殖。最近在

大豆體胚懸浮培養中，已可成功有效促進體胚的增殖量
（13）

。大豆擬胚化培養，體胚增殖主

要受培養基成分中醣類、氮含量、NH4
+
/NO3

-
及 auxin 類型和濃度等因素的影響

（12）
。本試驗以

Samoylov et al.（12）
發表之 FNLite 為增殖培養基，進行黑豆及毛豆之胚性組織及球形胚之增殖

懸浮培養，3 週後黑豆及毛豆之胚性組織及球形胚均能有效的增殖 2~3 倍，此與 Samoylov et 

al.（12）
所得結果一致。由本試驗再度證明降低培養基中蔗糖及氮濃度確可促進胚性組織及球

形胚增殖。 

 

二、體胚分化及發育之觀察 

球形胚經胚性增殖懸浮培養後，繼代至含有 6﹪麥芽糖，0.5﹪活性碳，0.2﹪gelrite 之

MSM6AC 分化培養基 4 週，再繼代至含 6﹪麥芽糖，0.2﹪gelrite 之 MSM6 成熟培養基培養 4

週後，經增殖之球形體胚大多無法繼續分化，甚至停滯發育(圖 2-C，3-C)，經由含 6%蔗糖

及 8g/L agar 之 M3a 培養基誘導之毛豆高雄選一號球形體胚雖有 2 支試管可漸發育分化為子

葉期體胚，但不太正常(圖 4-B)。繼續繼代至含 6﹪麥芽糖，0.2﹪gelrite 之 MSM6 成熟培養

基則漸褐化。 Bailey et al.（6）
，Samoylov et al.（13）

以含 40mg/L 2,4-D 誘導之胚性組織或球形胚

團塊，繼代至含有 6﹪麥芽糖，0.5﹪活性碳，0.2﹪gelrite 之 MSM6AC 分化培養基，誘導球

形胚之分化生成子葉期胚；並將子葉期胚繼代於不含 0.5﹪活性碳之 MSM6 之成熟培養基，

使其成熟。本試驗將懸浮培養增殖後之黑豆台南三號及毛豆高雄選一號之球形胚繼代至含有

6﹪麥芽糖，0.5﹪活性碳，0.2﹪gelrite 之 MSM6AC 分化培養基
（6）

，但繼代培養 4 週，發現除

了毛豆高雄選一號有 2 支試管可漸發育為不太正常子葉期胚（圖 4- B）外，其餘皆無分化現

象，甚至停滯發育。再將其分化之不正常子葉期胚繼代至含有 6﹪麥芽糖，0.2﹪gelrite 之

MSM6 成熟培養基，則漸褐化最後死亡。此結果與 Bailey et al.（6）
，Samoylov et al.（13）

完全不同，

其原因可能是參試的品種不同所致，但真正原因仍有待進一步的探討。 

本試驗所進行之黑豆及毛豆未熟子葉培養誘導體胚形成研究，在液體/固體培養方式，

係仿 Parrott  Lab. at UGA
（11）

對大豆體胚發生之培養方法適度修正。然其試驗所得結果，除

在液體懸浮培養增殖胚性組織、球形胚方面，與原報告相符外，經進一步繼代至固體分化培

養基進行分化則受到抑制，究其原因，可能是所用之品種不同，而造成品種間差異所致。針

對本土性黑豆及毛豆品種之未熟胚培養體胚形成的研究，實有再探討的必要。 
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表 2. 懸浮培養對黑豆台南三號及毛豆高雄選一號胚性組織增殖之影響 

Table 2. The effect of suspension culture on embryogenic tissue  

proliferation of black soybean TN3 and vegetable soybean KS1. 

 品種           接種數           形成球形胚總數            平均每個胚性組織    

Variety           No. of           Total of globular                形成球形胚數   

cultured           embryos                   Average globular of per            

                                       embryogenic tissue  

                                0 day         21days                

TN3              58              0           187                 3.2 

KS1              20              0            52                 2.6 
 

 
表 3. 懸浮培養對黑豆台南三號及毛豆高雄選一號球形胚增殖之影響 
Table 3. The effect of suspension culture on globular embryos proliferation of black soybean TN3 and 

vegetable soybean KS1.  

品種         接種數           形成球形胚總數              增殖倍率          

 Variety         No. of          Total of globular embryos         Fold increase 

cultured                                      

0 day      21days           

TN3             52              106        297                   2.8 

KS1             14               19         34                   1.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2. 黑豆台南三號由 M3g 培養基誘導之胚性組織及球形胚（箭頭）經不同培養基繼代後球  

     形胚（箭頭）增殖生長之情形 

     A：M3g 繼代至 MSD20    B：MSD20 繼代至 FNLite   C：FNLite 再繼代至 MSM6AC  

Fig.2. Development of embryogenic tissue and globular embryo of cv. TN3 induced from immature 

cotyledons in M3g medium, then subcultured in various media. 

A B C 
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圖 3. 毛豆高雄選一號由 M2g 培養基誘導之胚性組織及球形胚（箭頭）經不同培養基繼代後 

     球形胚（箭頭）增殖生長之情形 

     A：M2g 繼代至 MSD20    B：MSD20 繼代至 FNLite   C：FNLite 再繼代至 MSM6AC 

Fig.3. Development of embryogenic tissue and globular embryo of cv. KS1 induced from immature  

                    cotyledons in M2g medium ,then subcultured in various media 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4. 毛豆高雄選一號由 M3a 培養基誘導之體胚經不同培養基繼代後體胚生長之情形 

A：M3a 繼代至 MSD20  

B：MSD20 繼代至 FNLite 再繼代至 MSM6AC  
 
Fig.4. Development of somatic embryo of cv. KS1 induced from immature cotyledons in M3a medium, 

then subcultured in various media . 
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Summary 

The purposes of the experiments that are to establish a tissue culture system 

for somatic embryogenesis from immature cotyledon of soybean, and the results 

will be applied on inducing transgenic plant from explant and embryonic rescue of 

plant breeding. The explants, immature cotyledons of cv. TN3 of black soybean 

and cv.KS1 of vegetable soybean, were cultured on modified MSB basal medium 

containing 2,4-D and other nutrients to induce somatic embryo.The results are 

summarized as follows : The formations ratioes of somatic embryos with 

suspension culture of cv. KS1 and cv. TN3 were 2.8 and 1.8, respectively, and the 

formations ratios of globular embryos were 2.6 and 3.2, respectively. 

Key words：black soybean , vegetable soybean , immature cotyledon , somatic 

differentiation 
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