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摘要: 本论文首次报道了马尾松(Pinus massoniana Lamb.)幼胚体细胞胚胎发生的完整发育过程, 并对影响马尾松胚性愈伤

组织诱导的因素如球果采种期、球果冷藏处理时间、外植体处理方式等进行了探讨, 统计胚性愈伤组织诱导率, 进行增殖

评价, 探讨ABA浓度梯度对马尾松体细胞胚分化成熟的影响, 试验数据用SPSS 16统计分析软件进行方差分析、差异显著

性检验。结果表明: 1)2008~2009连续2年内15个采种期得到的幼胚, 胚性愈伤组织诱导和增殖有显著性差异, 最适宜的马

尾松球果采种期是6月下旬至7月下旬, 诱导率在9.66%~22.59%之间; 2)球果冷藏处理时间, 对胚性愈伤组织诱导有显著性

差异, 其中4 ℃冷藏球果15 d有利于幼胚胚性愈伤组织诱导; 3)雌配子体包含幼胚的接种处理方式是可取的; 4)胚性愈伤组

织经稳定增殖培养后,转入分化成熟培养基, 得到体细胞胚状体“爆发式”分化成熟, 数量多, 质量好。适宜体胚成熟转化的

培养基为: 成熟LP培养基添加ABA 5.0 mg·L-1+60.0 g·L-1
蔗糖, 并附加L-谷氨酰胺和水解酪蛋白; 5)成熟体细胞胚在无激素

萌发型LP培养基上正常萌发, 并转化为结构完整的小植株。本研究首次建立了马尾松幼胚体细胞胚胎发生技术平台, 为马

尾松遗传改良种质创新、缩短育种周期奠定了研究基础。
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Abstract: Somatic embryogenesis (SE) from immature zygotic embryos of masson pine (Pinus massoniana 
Lamb.) was achieved by megagametophytes containing zygotic embryos on LP medium. Factors influencing 
somatic embryogenesis (SE) in P. massoniana were studied, such as the cone collection dates, the time of cold 
treatment on the cone, the concentration of ABA. The initiation rates and the evaluation of embryonic callus 
were analyzed with SPSS 16.0. The results showed that: 1) The induction of SE were affected by different stag-
es of immature embryos and there was statistically significant differences among the 15 cone collection dates. 
Considering the evaluation of embryonic callus, the cone collection date between June and July was appropriat-
ed with the initiation rates arranged from 9.66% to 22.59%. 2) There was also significant difference among the 
cold treatments time in initiation of embryonic callus, and the optimum cold treatment time was about 15 d at 4 ℃. 3) 
Some proliferation callus was fine and which was subcultured to maturation medium. 4) When the LP maturation 
medium containing 5.0 mg·L-1 ABA and 60.0 g·L-1 sucrose supplemented with both L-glutamine and casein, more 
mature somatic embryos with high quality were produced compared with 30.0-55.0 mg·L-1 ABA. 5)The somatic 
embryos were placed on germination medium without PGRs, after 4 to 6 weeks they were germinated and devel-
oped into small seedlings. It is the first report about the somatic embryogenesis with immature embryos of mas-
son pine and these findings provide foundation for breeding some elite clones within short period.
Key words: silvculture; Pinus massoniana Lamb.; somatic embryogenesis; embryonic callus; somatic embryo

针叶树无性系的建立是加速其品种改良和

良种繁育的基础。体细胞胚胎发生(somatic em-
bryogenesis, SE), 简称为体胚发生, 是已分化的体

细胞去分化、再分化、发育成具有胚芽、胚轴、

胚根, 形成与合子胚相似的胚状体的过程。SE途
径的植株再生, 具有数量多、繁殖速度快、结构
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完整、植株再生率高、不受季节影响等特点, 特
别是与液氮冷冻保存技术结合后, 对特定优良基

因型拥有无限扩繁的潜力, 国际上普遍认为SE是
对针叶树良种基因型规模化扩繁的最佳途径

(Park等2006); 另外, SE发育初期中获得的胚性愈

伤组织(embryonic callus, EC)是一种全能性干细

胞, 具有多向分化潜能, 是基因工程遗传转化的良

好受体细胞(Trontin等2007)。尤其是SE技术与传

统杂交育种程序相结合, 在林木种质创新, 培育速

生、优质、抗逆林木新品种方面, 能极大地缩短

育种周期、提高育种效率, 从而为发展多目标品

种林业(multi-varietal forestry, MVF)提供了强有

力的生物技术工具(Klimaszewska等2007; Park 
2004)。

马尾松(Pinus massoniana Lamb.)是中国南方

亚热带地区特有的、最重要的用材、采脂和松花

粉等兼用的多用途人工造林树种, 广泛分布于中

国南方17个省、自治区和直辖市, 它适应性强, 耐
干旱贫瘠, 速生丰产, 纤维优良和全树综合利用程

度高(丁贵杰等2006)。自1980年以来, 通过种源试

验、营建种子园、子代遗传测定等方式在马尾松

的遗传改良方面已经取得了显著的成果, 并已选

育出了大量优良家系和无性系; 然而, 营建的马尾

松良种种子园种子产量低, 马尾松扦插无性繁殖

又具有年龄效应(季孔庶等1999), 这些良种扩繁的

技术瓶颈严重限制了马尾松良种效应的发挥。张

宇等(2006)和Zhu等(2010)分别对马尾松成熟胚经

过器官发生途径进行了组培快繁和植株再生的研

究, 黄健秋等(1995)报道以成熟胚为外植体经过SE
途径获得了4株马尾松再生小苗, 但至今还未见有

利用以上器官发生或SE途径对马尾松良种进行规

模化扩繁利用的报道。国内外松属树种成功的SE
途径植株再生常以幼胚为外植体(Park等2006), 杨
艳等(2007)利用马尾松幼胚进行SE途径中EC诱导

探讨的研究表明, 添加一定浓度的NAA和6-BA, 可
以诱导产生EC, 但未能获得EC的稳定保持; 靳小

翠等(2010)针对影响马尾松幼胚EC诱导的采种

期、基因型等因素, 重点探讨了不同发育时期、

不同基因型的马尾松幼胚EC诱导的情况, 初步提

出了马尾松幼胚诱导产生EC的较适宜球果采种

期 ,  并对获得的EC进行了稳定的保持和增殖培

养。在此基础上, 本研究通过2008和2009年连续2
年的试验, 进行了15个不同球果采种期马尾松幼

胚诱导EC的试验, 了解幼胚的不同发育阶段对EC
诱导的影响, 并研究了球果冷藏时间, EC的保持和

增殖条件, ABA在体细胞胚成熟中的作用, 以及胚

状体正常萌发为体胚苗的环境条件要求等, 获得

了马尾松幼胚体细胞胚胎发育的完整过程, 即胚

性愈伤组织诱导、保持与增殖、成熟体细胞胚的

转化与成熟、体细胞胚胎萌发这四个阶段, 这为

利用马尾松体胚发育途径进行良种扩繁, 工厂化

育苗与马尾松遗传改良定向育种、基因工程遗传

转化奠定了坚实的研究基础和技术平台。

材料与方法

1  材料

马尾松(P. massoniana)球果采自湖南长沙天

际岭林场(湖南省研究生创新基地)6个马尾松自由

授粉家系, 定期采集15~20个球果备用。

2  采种期

2008和2009两个年度共采种15次。2008年: 7
月23日、7月31日、8月6日、8月15日、8月25日; 
2009年: 4月15日、4月25日、5月5日、5月15日、

5月30日、6月13日、6月28日、7月8日、7月23
日、8月3日。 
3  外植体处理 
3.1  外植体消毒与接种处理 

马尾松球果采回后, 先用75%酒精仔细擦洗

球果表面, 稍稍晾干后装于不封口的塑料袋中, 放
于4 ℃冰箱冷藏。接种处理前, 拿出球果, 置于流

水中先冲洗2 h; 再在超净工作台上对球果表面进

行消毒灭菌处理, 75%酒精30 s, 无菌水冲洗3次, 
0.1% HgCl2灭菌10 min, 无菌水冲洗3~4次; 随后在

超净工作台上用灭菌的枝剪沿着种鳞裂开方向剥

开, 用无菌镊子取出种子, 置于湿润的无菌培养皿

中备用。接种时无菌剥除内、外种皮, 把雌配子

体(带胚乳的幼胚)置于诱导培养基上, 对于那些还

不能剥掉种皮的幼嫩种子 ,  则连同种皮一起接

种。以下所有试验设计中, 基本培养基均采用LP
培养基, 每处理3皿, 每皿接种4~5个幼胚, 3次重复; 
其中, 对6月13日这一个采种期的外植体, 去掉胚

乳, 仅接种幼胚。
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3.2  球果冷藏时间对幼胚胚性愈伤组织诱导的影

响 
对2008年7月23日、7月31日、8月6日和8月

15日这4个不同采种期的马尾松幼胚, 设定球果

4 ℃冷藏1 d、15 d和30 d, 分3批次接种于同一激

素处理的LP诱导培养基上, 统计EC诱导率和增殖

倍数。

4  培养基和培养条件 
4.1  胚性愈伤组织诱导培养基 

诱导培养基为: LP+2,4-D (0.5~2.0 mg·L-1)+ 
6-BA (0.5~2.0 mg·L-1)+NAA (0~0.8 mg·L-1)+KT (0~1.0 
mg·L-1), 附加蔗糖10 g·L-1

、L-谷氨酰胺450 mg·L-1
、

水解酪蛋白500 mg·L-1
、肌醇1 000 mg·L-1

、琼脂

(>900 g·cm-2) 8.0 g·L-1, pH 5.8, 23~24 ℃暗培养。

4.2  胚性愈伤组织保持和增殖培养基

胚性愈伤组织保持和增殖培养基与产生该EC
的原诱导培养基相同。取诱导产生的新鲜的胚性

愈伤组织, 每15~20 d转接1次, 24 ℃暗培养。

4.3  胚状体分化成熟培养基 
胚状体分化成熟培养基 :  LP培养基+肌醇

(1 000 mg·L-1)+ABA, 其中ABA质量浓度分11个处

理 ,  分别为0.0、2.0、5.0、7.0、15.0、25.0、
32.0、40.0、45.0、50.0、55.0 mg·L-1; 另外添加蔗

糖60 g·L-1
、琼脂(>900 g·cm-2) 18.0 g·L-1

、水解酪

蛋白500 mg·L-1
、L-谷氨酰胺450 mg·L-1, 调pH值

5.8。把增殖培养的胚性愈伤组织, 先在液体培养

基中悬浮分散, 然后通过布氏漏斗抽滤, 把胚性愈

伤组织分散在滤纸上, 再置于分化培养基上24 ℃
暗培养12周左右。

4.4  体细胞胚萌发培养基

体细胞胚萌发培养基为成熟萌发LP培养基, 
不添加任何激素, 附加蔗糖20 g·L-1

和琼脂8.0 g·L-1, 
调pH值5.8。挑取分化成型的马尾松胚状体, 平
放在无激素萌发培养基上, 先暗培养10 d左右, 然
后把培养皿呈45°

斜放在培养架上, 漫射光培养, 
进行成熟胚状体的伸长和萌发培养 ,  培养室温

度24 ℃。

5  数据统计

在愈伤组织诱导阶段: 从外植体接种处理的

第2周开始, 直至12周的期间, 不时观察到有外植

体被诱导产生愈伤组织, 分处理分细胞系逐一编

号。观察记录愈伤组织产生的时间、愈伤组织生

长状况、形态、色泽等, 辨别其为胚性愈伤组织

还是非胚性愈伤组织, 并对相关试验结果拍照, 12
周后统计各处理的愈伤组织诱导率。愈伤组织增

殖培养阶段: 每15~20 d转接继代1次, 仔细观察增

殖培养EC的状态, 进行增殖培养潜力评价, 用增殖

系数表示。增殖系数越大, 说明增殖培养生活力

越强。体细胞胚转化与成熟培养阶段: 记录接种

的胚性愈伤组织质量, 观察体细胞胚转化的形态

形成过程, 记录成熟体细胞胚数量, 最后计算成熟

体胚转化系数。获得的各处理及各重复的数据均

利用SPSS 16.0软件进行方差分析、差异显著性检

验。

实验结果

1  马尾松幼胚体细胞胚胎发生的过程

采用带胚乳的幼胚接种在含合适激素组合的

诱导培养基上, 经胚性愈伤组织诱导、增殖, 胚状

体分化与成熟、成熟体细胞胚萌发等环节, 顺利

获得了马尾松幼胚体细胞胚胎发生完整过程。诱

导产生的胚性愈伤组织呈白色、晶莹、粘性, 生
活力强(图1-B、C); 而增殖培养的胚性愈伤则呈白

色至淡黄色、晶莹、粘性, 同样也是生机勃勃(图
1-E); 把进入分化培养的胚性愈伤组织分散、悬

浮, 再经抽滤过程处理后, 连同滤纸置于分化培养

基上进行胚状体诱导分化培养, 10~12周后, 在诱

导分化培养基的滤纸上, 覆盖着厚厚一层白色、

直立的纺锤形小棒状分化物, 即为分化为雏形的

胚状体, 每一个培养皿内所分化出的胚状体数量

多, 呈“爆发式”分化(图1-F); 其后拈出这些纺锤状

胚状体继续培养, 数以百计的胚状体逐步分化, 发
育成型, 出现可明显区分的胚芽与胚根两极(图
1-G、H), 把这些胚状体置于萌发培养基上, 其胚

根发育, 胚轴伸长, 子叶微张, 胚状体成熟萌发(图
1-I), 这显示出马尾松体胚发生规模化扩繁的巨大

潜力。对比图1-D和图1-E发现, 能正常增殖培养

的胚性愈伤组织在短期内增殖表现突出, 愈伤组

织蓬勃生长、体积急剧增大, 这进一步表明一旦

诱导出胚性愈伤组织, 并建立了稳定增殖的胚性

愈伤组织细胞系后, 该细胞系的增殖量和增殖速

度都极为可观, 这也再次凸显了马尾松体胚发生
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规模化扩繁的潜力所在。

2  不同发育阶段的幼胚胚性愈伤组织诱导状况

2008、2009两个年度内15个球果采集日期, 
能代表处于不同发育阶段的未成熟幼胚, 对这些

未成熟球果冷藏15 d, 剥取带胚乳的幼胚, 分别接

种于激素组合不同的16个LP诱导培养基上, 以同

一采种期内同时在16个诱导培养基上产生的胚性

愈伤组织总数占接种处理数的百分率来表征马尾

松幼胚胚性愈伤组织的诱导率 ,  在接种处理的

2~12周的时段内, 会陆续产生愈伤组织, 分不同采

种期观察记录产生愈伤组织的数量、色泽和质地, 
结合增殖培养状况, 辨别其为胚性愈伤还是非胚

性愈伤组织, 所获得的试验数据统计结果如表1所
示。

对表1中胚性愈伤组织诱导率的原始统计数

据进行SPSS 16.0方差分析、显著性检验, 结果表

明, 不同的采种期对胚性愈伤组织的诱导呈极显

著性差异(P<0.001)。2008年以7月23日(9.66%)、7
月31日(12.15%)采种诱导胚性愈伤组织质量好, 增
殖力强, 增殖评价系数高(可达12.0以上); 2009年4
月中旬至8月上旬的10个采种期内, 胚性愈伤组织

的诱导率在4.76%~57.43%之间, 但6月中旬以前的

幼胚, 胚性愈伤组织的诱导率尽管较高, 但胚性愈

伤组织的状态呈现晶亮、透明状(图1-A), 这种胚

性愈伤难以增殖保持, 增殖评价为0.00。而增殖评

价系数高的是6月28日、7月8日、7月23日这3个
采种时期的幼胚, 虽然诱导率仅在9.66%~22.59%
之间, 但增殖评价可达14以上, 表现出增殖培养效

果好, 胚性愈伤组织质量好。这类胚性愈伤组织, 
均呈现晶莹的半透明白色、质地疏松、粘性湿润、团

簇状从珠孔挤出, EC增殖生命力强(图1-B、C)。
从表1中幼胚污染死亡数一栏中发现, 6月13

图1  马尾松幼胚体细胞胚胎发生过程

Fig.1  Somatic embryogenesis with immaturation embryos of P. massoniana
I: 马尾松幼胚胚性愈伤组织的诱导阶段(A~C), II: 胚性愈伤组织的增殖培养(D、E), III: 胚性愈伤组织的分化及体细胞胚成熟(F~H), 

IV: 成熟胚状体在无激素LP培养基上的萌发(I)。A: 难以增殖培养的胚性愈伤组织; B、C: 诱导出的良好的胚性愈伤组织; D: 刚刚继代增

殖培养的胚性愈伤组织; E: 增殖培养2周后的胚性愈伤组织; F: 已分化出的雏形胚状体; G: 进一步分化成型的胚状体; H: 结构完整的胚状

体(成熟体细胞胚); I: 成熟胚状体(体细胞胚)的正常萌发。
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日采种的幼胚死亡数偏高, 得到了年度内最低诱

导率4.76%。观察到已死亡的幼胚, 均被剥除胚乳, 
即使有些被诱导产生了胚性愈伤, 但量少, 增殖培

养困难, 而同期接种雌配子体, 有胚乳的幼胚死亡

的很少。因此, 采用带胚乳的幼胚接种, 有利于马

尾松体胚发育胚性愈伤组织的诱导。结合诱导率

和增殖评价潜力, 本研究得出6月下旬至7月下旬

的马尾松幼胚比较适于诱导产生质量较好的、能

稳定增殖培养的胚性愈伤组织。

3  不同的球果冷藏处理时间对马尾松幼胚胚性愈

伤组织诱导的影响

不同采种期、不同冷藏处理球果的幼胚在LP
诱导培养基中, 胚性愈伤组织诱导和增殖的试验

结果如表2所示。对诱导率和增殖系数用SPSS 16.0
进行方差分析, 差异显著性检验, 发现, 对诱导率

而言, 采种期对愈伤组织诱导呈显著性差异(P= 
0.031), 不同冷藏处理也对幼胚胚性愈伤组织的诱

导呈显著性差异(P=0.012); 对增殖系数的方差分

表1  马尾松球果不同采种期的幼胚诱导产生胚性愈伤组织状况

Table 1  Induction of SE in masson pine with different collection dates

采种年份
  球果采集日期       接种幼胚           污染死亡                剩余粒              非胚性愈         胚性愈伤          胚性愈伤组            

增殖系数

                        (月-日)                  数/个          数/个                     数/个                伤数/个              数/个              织诱导率/% 

   2008 7-23 360     8 352 183   34   9.66 14.00
 7-31 360     6 354 210   43 12.15 12.00
 8-6 360     7 353 190   30   8.49   6.00
 8-15 360     6 354 230   15   4.24   2.00
 8-25 360   12 348 156     3   0.86   0.00
   2009 4-15 330   53 277   32 147 53.07                        0.00
 4-25 296   87 209   64   97 46.41   0.00
 5-5 255   53 202   24 116 57.43   0.00
 5-15 148   58   90   32   37 41.11   0.00
 5-30 152   82   70   25   19 27.14   2.00
 6-13 215 152   63     0     3   4.76   6.00
 6-28 306   15 291 192   37 12.71 14.00
 7-8 370   69 301 230   68 22.59 15.00
 7-23 258   98 160 113   29 18.13 16.00
 8-3 174   47 157   86   23 14.65 10.00

表2  不同采种期及冷藏时间处理的幼胚胚性愈伤组织诱导和增殖状况

Table 2  Induction and proliferation of SE in masson pine with different collection dates and cold treatments

采样期(月-日)    冷藏时间/d
                             重复1                                       重复2                                                  重复3

                          诱导率/%                 增殖系数                 诱导率/%                增殖系数             诱导率/%             增殖系数

7-23   1 13.33 10.0*   0.00   0.0 16.67 10.0
 15 13.33 12.0 10.00   6.0 25.00 12.0
 30   0.00   0.0   0.00   0.0   0.00   0.0
7-31   1   8.33 20.0   8.33   6.0   8.33   8.0
 15 16.6   8.0 16.7   1.0 16.67   8.0
 30   8.33   3.0   8.33   5.0   0.00   0.0
8-6   1   8.33   5.0   0.00   0.0   0.00   0.0
 15   8.33   8.0   0.00   0.0   8.33   1.0
 30   0.00   0.0   0.00   0.0   8.33   1.0
8-15   1   0.00   0.0   0.00   0.0   0.00   0.0
 15   8.33   4.0   0.00   0.0   0.00   0.0
 30   0.00   0.0   0.00   0.0   0.00   0.0

　　*表示胚性愈伤组织增殖倍数。
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析表明, 采种期对胚性愈伤组织的增殖呈现极显

著性差异(P=0.001), 而冷藏处理对增殖系数的方

差分析差异不显著。从表2的直观分析结果表明, 
冷藏15 d左右后的接种处理, 胚性愈伤组织的诱导

率稍高, 增殖培养的状态也比较好, 增殖系数大, 
而冷藏30 d后, 有两个采种期的幼胚几乎丧失了产

生胚性愈伤组织的能力。增殖系数在4.0或4.0以
下的胚性愈伤组织, 增殖培养中易出现褐化, 产生

小黑点, 以至于完全死亡; 增殖系数在6.0或6.0以
上的胚性愈伤组织, 能长期增殖培养, 褐化率比较

低, 且数值越大, 表征其增殖速度越快。因此, 在
本次试验的4个采种期中, 选择7月23日和7月31日
采种能得到较好的诱导结果, 球果冷藏时间15 d左
右后处理, 能一定程度地提高马尾松幼胚胚性愈

伤组织诱导率和胚性愈伤的质量。

4  马尾松胚性愈伤组织的保持和增殖

幼胚接种处理后2~12周期间, 可观察到部分

外植体上从雌配子体的珠孔处产生胚性愈伤组织, 
颜色质地呈现白色半透明、粘性、湿润、松软。

把胚性愈伤组织及时切离雌配子体, 转接到与诱

导培养基成分相同的新鲜增殖培养基中, 每15~20 
d转接继代1次(图1-D)。体胚增殖力强的胚性愈伤

组织, 在增殖培养过程中, 能一直保持湿润、粘

性、乳白色和新鲜的增殖状态。仔细观察愈伤组

织团, 能明显地看到新生长出的胚性愈伤凸出增

生、结构蓬松、生长旺盛、且增殖速度快 (图
1-E)。其中有4个细胞系, 在50 d内增殖体积量达

到60倍, 增殖系数大。体胚增殖力弱的胚性愈伤

组织, 会逐步出现胚性愈伤的水滞化或变褐死亡

的现象。水渍化即培养物表面呈水湿浸润状, 随
后愈伤组织逐渐消失死亡。来源于诱导培养基上

2,4-D浓度为0.5 mg·L-1
的胚性愈伤组织比来源于

2.0 mg·L-1 的胚性愈伤组织能更好地在增殖培养基

上保持和生长。经过4~8周的增殖培养后, 得到的

胚性愈伤组织呈大团状, 结构疏松, 颜色略显米黄

色, 晶莹, 湿润(图1-E), 此时可转入分化培养基中

进行胚状体分化培养。

5  马尾松体细胞胚成熟转化

对3个增殖培养好的细胞系, 在进行胚状体成

熟分化培养过程中分别进行了ABA 浓度梯度试

验。取适量增殖培养的愈伤组织, 经过洗涤、抽

滤处理, 定量接种于11个不同浓度ABA的LP成熟

分化培养基中, 24 ℃暗培养, 每隔20 d转接一次。

在分化与成熟培养的过程中, 观察到分化培养的

胚性愈伤可呈现三种表现: (1)外观表现为白色, 蓬
松、毛绒状生长、增殖, 有的呈丝状向外伸展; (2)
在培养皿内一直保持湿润的、晶亮的状态, 随着

培养时间的延长, 缓慢的增殖; (3)胚性愈伤组织干

枯死亡。分化培养3个月后, 观察到在滤纸上覆盖

着厚厚一层白色、小纺锤形棒状物, 是为逐渐分

化成型的雏形胚状体(图1-F), 拈出这些棒状物后

继续培养, 胚状体逐渐分化发育成型, 出现胚芽、

胚轴与胚根的完整胚状体结构(图1-G、H), 即为成

熟体细胞胚。不同ABA浓度11个处理获得成熟体

细胞胚的试验结果如表3所示。表3的试验结果表

明, 在ABA浓度组成不同的分化培养基上, 胚性愈

伤组织转化为成熟体细胞胚的能力不一样。其中

以5.0 mg·L-1 ABA的浓度处理效果较好, 单个培养

皿内获得了244个成熟胚状体, 成熟转化系数高

(103.82), 体细胞胚结构完整, 质量好, 有些ABA浓

度处理中仅形成了2~3个畸形胚, 而40.0~55.0 mg·L-1

的较高ABA浓度处理中成熟体细胞胚的数量为0。
6  成熟体细胞胚的萌发培养

挑选经分化、成熟培养所产生的白色纺锤棒

状颗粒的马尾松雏形胚状体, 转至与原分化培养

基相同的LP培养基上继续分化培养, 24 ℃暗培养, 
10 d后, 观察到白色纺锤棒状颗粒的雏形胚状体的

胚轴逐渐伸长, 出现上胚轴芽的顶端, 胚轴伸长, 

表3  不同ABA浓度处理获得马尾松成熟体胚的情况

Table 3  Maturation somatic embryos of masson pine with dif-
ferent concentration of ABA

   
处理号  

       ABA浓度/       
接种量/g

          成熟体           
分化系数

                           mg·L-1                                                             胚数/个

  1   0.0 1.08     0     0.00
  2   2.0 2.35 163   69.36
  3   5.0 2.34 244 103.82
  4   7.0 2.33 207   88.84
  5 15.0 2.36   38   16.10
  6 25.0 2.37     0     0.00
  7 32.0 2.36   12     5.08
  8 40.0 2.34     0     0.00
  9 45.0 2.85     0     0.00
10 50.0 2.93     0     0.00
11 55.0 2.76     0     0.00
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红色根尖正常分化, 白色胚根向下延伸(图1-G、

H)。再把结构完整的成熟胚状体转入无激素LP培
养基上, 把培养皿倾斜45°

夹角置于培养架上, 设定

光强为600 μmol·m-2·s-1, 漫射光培养, 15 d后, 胚
根、胚轴和微张的子叶继续分化, 胚状体逐渐由

黄绿色变为绿色, 体细胞胚萌发生长(图1-I)。体细

胞胚萌发后长1~1.5 cm, 胚状体的萌发率可达

100%。继续培养1个月, 可观察到针叶开张, 胚轴

伸长变为绿色, 主根呈褐色, 移栽于广口瓶内生长

为完整的小植株。

讨　　论

针叶树种属于离体培养的顽拗型植物, 而松

属树种体细胞胚胎发生又比其他针叶树更难(Bon-
ga等2010)。不同的针叶树种、甚至同一树种的不

同母树基因型, 其胚性愈伤组织诱导及体胚成熟

转化都会有其特殊性(MacKay等 2006; Niskanen等
2004)。自黄健秋等(1995)首次报道马尾松体细胞

胚胎发生植株再生以来, 对马尾松体胚发育途径

的植株再生一直鲜有成功的报道。而作为中国南

方分布面积最大的人工造林松属树种马尾松, 加
速其良种扩繁的体细胞胚胎发生技术探讨和研究

一直在进行(靳小翠等2010; 杨艳等2007), 本试验

中得到马尾松幼胚体胚发生的典型发育过程的结

果表明, 长期以来一直困扰马尾松胚性愈伤组织

增殖, 胚状体转化的瓶颈被攻破, 这既对马尾松遗

传改良定向育种提供给了胚状体受体细胞操作平

台, 又为马尾松良种规模化扩繁体系的建立提供

了一个成功的案例, 研究成果具有极其深远的应

用和基础研究价值。

胚性愈伤组织(EC)的诱导是建立其体胚发育

体系的基础和前提, 松属树种胚性愈伤组织诱导

率常常比较低, 本研究中获得的马尾松胚性愈伤

诱导率在0.86%~57.43%之间, 但有些胚性愈伤组

织色泽晶亮, 随后难以得到继续保持和增殖(图
1-A), 而能增殖培养的胚性愈伤(图1-B、C)诱导率

仅在8.49%~22.59%。Park等(2006)连续3年联合三

个实验室同期对四种松树进行试验, 在选择那些

对胚性愈伤诱导比较敏感的基因型基础上, 得到

EC诱导的最好结果分别是:  北美短叶松(Pinus 
banksiana Lamb.)为3.9%、北美乔松(Pinus strobus 

L.)为54.6%、海岸松(Pinus pinaster  Ait . )为
76.2%、欧洲赤松(Pinus sylvestris L.)为19.7%, 这
也进一步说明, 松属树种比其他针叶树种的体胚

发生困难。大量的研究表明, 在松属树种中, 只有

处于某一个发育阶段(又被称为“窗口期”)的幼胚

才对诱导胚性愈伤组织的反应比较敏感(MacKay
等2006)。Becwar等(1990)研究表明, 松属树种子

叶前期的合子胚有利于EC的诱导。比较北美乔松

(P. strobus) (Klimaszewska等2001)、意大利石松

(Pinus pinea L.) (Carneros等2009)、北美短叶松(P. 
banksiana)、海岸松(P. pinaster)、欧洲赤松(P. syl-
vestris) (Park等2006)等幼胚诱导胚性愈伤组织的

球果采种期, 发现处于6月下旬至7月上旬的幼胚

为以上松属树种诱导EC的敏感期; 对意大利石松

(P. pinea)不同采种期诱导EC的同时, 进行不同采

种期合子胚发育进程细胞学观察的结果表明, 处
于子叶前期的合子胚的确对EC的诱导最为敏感

(Carneros等2009), 且不同的母树基因型其最适的

采种期有时间前后的推移; 本研究中得出6月下旬

至7月下旬的马尾松幼胚为EC诱导的适宜期, 这既

与以上松属树种诱导EC的最佳采种期得到的结论

一致, 也可能此期为马尾松合子胚发育进程中的

子叶前期, 以后将可从马尾松合子胚发育的细胞

形态学特征与胚性愈伤诱导相关关系方面进一步

深入研究。本研究的球果冷藏试验结果表明, 马
尾松球果冷藏处理15 d, 有利于马尾松胚性愈伤组

织的诱导。申晓辉等(2005)在红松(Pinus koraiensis 
Siebold & Zucc.)中也报道冷藏处理能提高胚性愈

伤组织的诱导率; Häggman等(1999)在欧洲赤松(P. 
sylvestris)球果被冷藏14、28、60 d的处理中, 发现

不同的冷藏时间对胚性愈伤的诱导没有显著性差

异。这与本研究结果不太一致, 可能不同的树种

有其特殊性。而冷藏处理球果有利于幼胚胚性愈

伤组织诱导的结论也为能在一个较长的时间内接

种处理幼胚提供了时段上的便利。

本研究在诱导和增殖阶段, 分别使用了2,4-D、

6-BA、KT、NAA等激素, 这些也是在针叶树体胚

发生中常用的激素类型。不是所有被诱导产生的

EC都能得到良好的增殖, 但来源于0.5 mg·L-1 
的

2,4-D较低浓度处理的胚性愈伤组织, 增殖培养状

态好, 增殖评价系数可在10.0以上, 而来源于2.0 
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mg·L-1 
的2,4-D的胚性愈伤组织, 虽然在诱导初期

能获得大团状胚性愈伤, 但随后的增殖培养比较

困难, 容易水滞化。这与其他研究中提出, 在体胚

诱导初期, 需要较高浓度的2,4-D处理, 而在增殖培

养中需要降低2,4-D浓度才能获得正常增殖和分化

的胚性愈伤组织的研究结论一致(Klimaszewska等
2007)。而对那些能获得良好增殖的胚性愈伤组

织, 外观颜色呈现淡黄色, 增殖培养1~2个月后, 有
的愈伤组织会出现一些黑点, 此时, 应适时进入下

一步的分化培养阶段, 因此, 为提高胚性愈伤的增

殖倍数, 如何延长增殖培养时间以及如何促进和

提高增殖培养的倍数, 则是其后的研究需要进一

步深入的研究课题。

种子发育生物学的研究表明, 成熟脱水是种

子发育的末端事件, 渗透胁迫和脱水环境有利于

合子胚的发育、成熟与萌发(Chen和Arora 2011; 宋
松泉等2008)。在本研究马尾松幼胚体胚发育的不

同阶段, 人为调整了培养基中的蔗糖和琼脂浓度, 
如蔗糖从诱导培养过程中的10.0 g·L-1

增加到成熟

培养基中的60.0 g·L-1, 琼脂也从诱导阶段的8.0 g·L-1

增加到分化成熟时的18.0 g·L-1, 结合生理浓度的

ABA在植物组织培养体细胞胚成熟中发挥的关键

作用(Rai等2011), 人为构建胚状体发育所需的渗

透胁迫及脱水环境, 获得了马尾松人工胚状体的

转化和成熟。Lelu-Walter等(2008)在研究促进欧

洲赤松(P. sylvestris)胚状体成熟的研究中发现, 
ABA浓度分别为80 µmol·L-1

和120 µmol·L-1
的处理, 

当蔗糖浓度从0.1 mol·L-1
提高到0.2 mol·L-1

时, 在两

种不同ABA浓度处理上获得的成熟胚状体数量分

别由差异不显著变为差异显著 ,  且蔗糖浓度为

0.2 mol·L-1
时, ABA浓度为80 µmol·L-1

的处理所得

到的成熟胚状体数量是120 µmol·L-1
处理时的1.4

倍, 这说明提高蔗糖浓度对欧洲赤松(P. sylvestris)
体胚成熟有促进作用。Stasolla等(2002)的研究也

表明, ABA与渗透压调节剂PEG的配合使用, 能极

大地促进针叶树胚状体的分化与成熟。本研究中

添加浓度为5.0 mg·L-1 的ABA和60.0 g·L-1
的蔗糖, 

同时琼脂用量达到18.0 g·L-1
的较高的培养基硬度, 

成功获得了马尾松幼胚SE途径的成熟分化的胚状

体, 在此, 蔗糖既是作为碳源, 又作为一种渗透压

调节剂在起作用, 而通过琼脂浓度高低的调节可

对培养基中的水分及营养的可利用性加以控制, 
从而使培养基能对胚状体的成熟转化形成一种生

理胁迫环境, 这与Klimaszewska等(2000)通过提高

培养基中碳水化合物浓度和培养基硬度, 促进北

美乔松(P. strobus)胚状体的成熟和体胚质量提高

所采用的措施相似。
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