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狗蔷薇类原球茎发育过程的显微观察
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提要: 对狗蔷薇类原球茎发育进行显微观察的结果表明: 类原球茎发育过程中外部形态发生了明显的变化; 毛状不定根及

其产生的类原球茎均具备根的结构特点; 类原球茎由毛状不定根中维管柱顶端外围的中柱鞘薄壁细胞发育而来, 是包括胚

性细胞和薄壁细胞在内的囊腔状结构的复合组织, 胚性细胞在类原球茎中的发育经历了原胚、球形胚、心形胚和鱼雷胚阶

段, 并且与周围的细胞存在明显的生理隔离; 类原球茎具有明显的极性, 并且可以重复发生形成次类原球茎。
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Microscopic Observations on Development of Protocorm-Like Body of Rosa
canina L.
JIANG Fu-Xing, TIAN Chuan-Wei, ZHANG Jian-Fu, MA Nan, ZHANG Chang-Qing, ZHAO Liang-Jun*

Department of Ornamental Horticulture and Landscape Architecture, College of Agriculture and Biotechnology, China Agricultural
University, Beijing 100198, China

Abstract: In this work, we make a microscopic observation on the development of protocorm-like body (PLB)
of dog rose (Rosa canina). Our results indicate that there are obvious external morphological changes during the
developing process of PLB, hair adventitious root and PLB which is derived from it have anatomic structure
characteristics of the root. PLB originated from the outside pericycle parenchymatous cells of the vascular
cylinder tip in hair adventitious root, while it was a complex tissue of pouch cavity shape structure that con-
tained embryonic cell and parenchymatous cell. We found that the development of embryonic cell in PLB
underwent classic phases of embryo development including proembryo, globular embryo, heart-shaped embryo
and torpedo embryo, and embryonic cell forms obvious physiological isolation from surrounding cells. Furthermore,
the PLB has obvious polarity and can form secondary PLB repeatedly.
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狗蔷薇原产欧洲, 属于落叶灌木, 具有一定的

观赏价值和药用价值; 因其具有长势强健、少刺、

抗性强、易于生根、耐寒性强等优点, 是培育树

状月季的优良砧木(梁艳华和彭春生 2002)。但是

存在着利用常规繁殖方法繁殖困难、再生效率低

等问题,  而且不同程度地遭受白粉病、黑斑病、

蚜虫等病虫害侵扰, 亟需采用基因工程技术对其进

行遗传改良(杨倩和彭春生 2003; 余晓丽等 2005,
2006)。

植物体细胞胚多为单细胞起源,  具两极性、

高度敏感性、高效再生性等特点, 是最理想的遗传

转化受体;  并可作为良种快繁、种质资源保存、

原生质体培养、细胞工程育种、人工种子以及植

物发育生物学研究的良好材料(王关林和方宏筠

2004)。但是蔷薇属植物体细胞胚胎发生和遗传转

化存在着受基因型限制、发生率和再生率低、遗

传转化体系不成熟等诸多问题(高莉萍和包满珠

2005; 李进等 2007)。关于狗蔷薇高效再生体系的

研究, 仅见余晓丽等(2005, 2006)利用不同植物生

长调节剂组合对茎尖再生体系进行优化以提高离体

植株再生频率的报道, 而关于狗蔷薇的体细胞胚胎

发生和其他再生途径鲜见报道。

“ 类原球茎 ” (protocorm-like body, PLB)一词

最初是用来描述兰科植物组织培养过程中发生的类

似于种子萌发所产生的原球茎的特殊组织结构。
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原球茎是在兰花种子萌发过程中自然发生的, 种子

中的幼胚吸水膨胀后开始发育, 胚的细胞质变浓, 细
胞核变大, 中间部分的胚细胞分裂增殖, 突破合点

端种皮形成球形或椭球形的结构(徐程等 2002)。
由于在兰科植物的组织培养中, 根尖、叶片等适宜

的外植体通过诱导也能产生一些类似于原球茎的结

构, 通常把这种结构称为类原球茎或拟原球茎; 并
且已被证明其起源和本质是胚性细胞或者是胚胎发

生与器官发育的整合体, 现已作为许多种兰科植物

的植株再生、细胞工程育种以及遗传转化的主要

材料或受体(叶秀麟 1995; 谷祝平等 1990; 徐程等

2002; 詹忠根等 2002; 崔广荣等 2007; 潘超美等

2008; 张启香等 2009; Chai 等 2002)。
我们以前的工作发现狗蔷薇等蔷薇属植物在

组织培养条件下能够产生类似于兰花的类原球茎的

结构, 通过对各种培养条件进一步优化, 建立了高

频、稳定的蔷薇类原球茎的发生体系及利用类原

球茎进行快速繁殖的高效再生系统, 其过程为: 叶
片外植体—毛状不定根—类原球茎—再生植株

(Tian等2008); 并证明了香水月季等其他蔷薇属植

物上也能产生类原球茎, 而狗蔷薇最容易稳定地产

生类原球茎(郭艳超 2008; 郭艳超等 2008)。关于

蔷薇类原球茎的组织细胞学研究较少, 目前仅对狗

蔷薇的毛状不定根及其顶端变绿膨大形成绿点的时

期(即类原球茎的起始阶段)进行了初步观察, 发现

由毛状不定根的顶端形成的绿色组织内含有球形

胚, 而关于其内部结构、性质、起源、后续发育

过程以及次类原球茎如何产生等问题尚不明确。

本文以最容易稳定产生类原球茎的狗蔷薇为

材料, 旨在通过对狗蔷薇类原球茎发育过程进行细

致的显微观察, 揭示和探讨狗蔷薇类原球茎的内部

结构、性质、起源、发育过程以及次类原球茎

的形成机制等问题, 为通过类原球茎途径建立蔷薇

属植物的高效再生体系提供科学依据和参考。

材料与方法

1  材料及组织培养

1.1  材料  选取狗蔷薇(Rosa canina L.)组培苗茎段

的中上部叶片为实验材料。

1.2  毛状不定根的诱导  在超净工作台上将叶片用

锋利的解剖刀切成 1 cm×1 cm的小块, 接种于添加

1.5 mg·L-1
 2,4-D 的 MS 培养基上暗培养, 20~30 d

后, 从叶片的切口周围长出很多毛状不定根。

1.3  类原球茎的诱导  将长出毛状不定根的叶片转

入添加20 mg·L-1噻苯隆(thidiazuron, TDZ)的1/2MS
(无机盐减半)培养基上光照培养, 20~30 d后, 毛状

不定根根尖顶端开始变绿, 开始分化形成类原球茎,
再培养 60 d 左右后类原球茎发育成熟。

2  方法

2.1  类原球茎启动及发育过程中外观形态的变化

从毛状不定根的根尖变绿到类原球茎发育成熟期

间, 选取其发育比较典型的阶段进行观察分析, 如
毛状不定根的根尖变绿前后、类原球茎外观明显

的变化、类原球茎表面形成不规则突起、次类原

球茎的形成时期等。不同时期的类原球茎材料采

用数码相机进行照相。

2.2  类原球茎显微观察  固定液为70%乙醇配制的

卡诺氏固定液[无水乙醇:冰醋酸 =3:1 (V/V)], 室温

下固定 24~48 h, 先用 70% 乙醇冲洗 2 次, 再以

(70%、80%、90%、100%)酒精梯度脱水, 石蜡

包埋, 切片厚约12 μm, 采用番红 -固绿染色和铁矾

苏木精 - 固绿双重染色法, 中性树胶封片, 用日本

Olympus 光学显微镜观察照相。

实验结果

1  类原球茎发育过程中外部形态的变化

毛状不定根接种到含 20 mg·L-1 TDZ的 1/2MS
培养基上, 光照培养 20~30 d 后, 根尖端逐渐发绿

膨大形成绿点, 形如小米粒(1~2 mm×1~2 mm) (图
1-A~C), 又过 20 d后发育成为高粱粒大小(4 mm×4
mm) (图1-D和E), 40 d后为绿豆粒大小(6 mm×6 mm)
(图 1-F), 60 d 后发育到黄豆粒大小(8 mm×8 mm)
的小绿球(图 1-G 和 H), 这时类原球茎发育达到成

熟。选取不同时期的类原球茎(特别是形如小米粒

的绿点时期), 用解剖刀轻轻地剥去外面绿色的分生

组织, 放在显微镜下观察, 可以看到类原球茎内部

有多个乳白色或浅黄色的胚胎, 说明其是由绿色分

生组织包裹的体胚所组成的复合组织(图 1-I)。
2  毛状不定根和类原球茎的解剖结构

毛状不定根和类原球茎的内部结构都是由三

部分组成,  由外到内依次为:  表皮、皮层和维管

柱。表皮由单层细胞构成,  处于最外围;  皮层由
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6~8 层细胞组成, 细胞排列疏松, 细胞间隙明显(图
2)。绿色的类原球茎的维管柱(图 2-C)与毛状不定

根的维管柱(图2-A)几乎完全一致, 均位于中央的圆

柱状结构, 也是由中柱鞘、木质部和韧皮部组成,
维管柱的外围明显可以看到一层体积比较大、染

色较淡的薄壁细胞, 内部可看到相间排列的韧皮部

和木质部及外始式发育的导管和筛管。

3  类原球茎起源于毛状不定根的中柱鞘薄壁细胞

毛状不定根中维管柱顶端外围的中柱鞘薄壁

细胞形成类原球茎的过程如图3所示: 毛状不定根

中的维管柱顶端在未转接到含有TDZ的 1/2MS培

养基和光照培养以前没有膨大(图3-A), 转接到含有

含有TDZ的1/2MS培养基并在光照培养下20~30 d
以后, 维管柱顶端逐渐发育膨大, 而根中其他部位

图 1  类原球茎发育过程中外部形态的变化

Fig.1  Morphological changes during the development of PLB
A: 毛状不定根; B: 毛状不定根顶端开始变绿并膨大成小绿点, 形如小米粒(1~2 mm×1~2 mm); C: 毛状不定根顶端变绿放大观察;

D: 类原球茎从小米粒大小逐渐膨大, 长成为高粱粒大小(4 mm×4 mm); E: 类原球茎从高粱粒大小到绿豆粒大小的过渡时期; F: 类原球

茎长成为绿豆粒大小(6 mm×6 mm); G: 类原球茎从绿豆粒大小发育到黄豆粒大小的过渡时期, 表面具有多个不规则的突起; H: 类原球

茎基本发育成熟, 成为黄豆粒大小(8  mm×8 mm), 表面形成多个小的次生类原球茎; I:  类原球茎由绿色的分生组织包裹的体胚组成。
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未见明显变化(图3-B), 与之相对应的外部形态的变

化是毛状不定根的根尖明显变绿且膨大( 图 1 -
A~C)。根尖明显变绿且膨大是因为维管柱顶端外

围的中柱鞘薄壁细胞向原胚细胞转变: 原胚的细胞

具有体积小、细胞质浓、核大、染色深等特点,
因为不断地进行DNA和染色体的复制, 非常活跃,
处于剧烈地分化、分裂和增殖状态, 被铁矾苏木精

染成紫红色; 而维管柱中的其他细胞处于相对静止

的状态, 被固绿染成绿色, 两者形成鲜明的对比(图
3-C 和 D)。
4  体胚在类原球茎中的发育过程与生理隔离

类原球茎主要是由胚性细胞和薄壁细胞所组

成的囊腔状结构的复合组织, 胚性细胞在这个囊腔

状的结构里继续发育, 经历了原胚、球形胚、心

形胚和鱼雷胚阶段(图 4), 分别与外部形态的变化

(小米粒、高粱粒、绿豆粒和黄豆粒时期)相对应

(图 1-C~H)。

在类原球茎这个囊腔状结构中, 胚性细胞与薄

壁细胞之间形成隔离区。胚性细胞体积小、排列

紧密, 其细胞壁逐渐木质化并加厚, 被番红染成鲜

红色; 而其周围的薄壁细胞体积大、排列比较松

散, 其细胞壁只含有纤维素, 被固绿染成绿色。胚

性细胞由于具有较厚的木质化的细胞壁, 与周围细

胞形成明显的隔离区, 处于相对独立状态, 即生理

隔离(图4-A~F)。胚性细胞与其周围的薄壁细胞出

现明显的隔离区, 形成囊腔状的结构, 使体胚处于

相对独立的状态, 有利于体胚摆脱周围组织的束缚;
这同时也证明了显微镜观察的结果, 说明狗蔷薇的

类原球茎是由包括胚性细胞和薄壁细胞在内的具有

囊腔状结构的复合组织(图 1-I 和图 4)。
5  类原球茎中出现胚柄状的结构

在类原球茎发生的中期和后期, 类原球茎顶端

的表层下出现了胚柄状结构: 其前端伸向类原球茎

顶基下的表层, 像一个吸盘从周围吸收营养物质, 细

图 2  毛状不定根与类原球茎的解剖结构

Fig.2  Anatomical structure of hair adventitious root and PLB
A: 毛状不定根(横切面); B: 毛状不定根(纵切面); C: 类原球茎中的维管柱及其周围的细胞(横切面); D: 类原球茎及其次生类原球

茎的表皮和皮层中的薄壁细胞(纵切面)。

图 3  毛状不定根维管柱顶端的外围中柱鞘薄壁细胞形成类原球茎

Fig.3  Parenchymatous cells of pericycle from vascular cylinder tip in hair adventitious root form PLB
A: 毛状不定根中表皮、皮层和维管柱; B: 毛状不定根根尖表层下的维管柱顶端开始膨大; C: 不定根根尖表层下的维管柱顶端外

围中柱鞘薄壁细胞开始增殖分化, 形成球形原胚细胞; D: 毛状不定根根尖表层下的维管柱顶端外围球形原胚细胞分裂越来越多, 形成

球形的胚性细胞团,  类原球茎开始启动发生。
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胞壁没有木质化, 仍然是只含有纤维素的状态, 细
胞体积小并排列紧密, 被固绿染成深绿色, 与周围

体积较大并排列疏松的薄壁细胞形成明显的区别,
但是与周围的薄壁细胞存在着较密切的联系; 后端

伸向类原球茎的内部, 与胚性细胞相联系(被番红染

成深红色)  (图 5)。
6  类原球茎具有明显的极性

从整体来看, 类原球茎表现出明显的极性, 类
原球茎周围特别是顶端的组织细胞体积小、排列

密集、细胞质浓厚、染色较深、分裂增殖较快,

具分生组织细胞特点; 而其中部组织细胞体积较

大、排列疏松、染色较浅, 具备薄壁组织细胞的

明显特征(图6); 处于类原球茎顶端表层下的某些薄

壁细胞非常活跃, 可以在类原球茎的表面形成多个

凸起的分生区域, 并且进一步发育成为胚性细胞(图
6-B和C); 胚性细胞明显地分布于类原球茎的顶端

且在细胞排列紧密的分生区域中(图 6-D)。
7  类原球茎可重复发生形成次类原球茎

类原球茎顶端表层下的某些薄壁细胞的细胞

核大, 细胞质浓密, 非常活跃, 可形成胚性细胞, 向

图 4  体胚在类原球茎中的发育过程与生理隔离

Fig.4  Development and physiological isolation of somatic embryo in the PLB
A: 类原球茎顶端的原胚细胞; B: 球形胚时期; C: 球形胚向心形胚过渡时期; D: 心形胚时期; E: 心形胚向鱼雷胚过渡的时期; F: 鱼

雷胚时期。

图 5  类原球茎中的胚柄状结构

Fig.5  Suspensor-like structure in the PLB
A: 类原球茎顶端表层下的胚柄状结构起始阶段; B: 胚柄状结构正在发育; C: 胚柄状结构发育成熟; D: 与体胚相连的胚柄状结构

逐渐退化消失。
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外增殖凸出在类原球茎的表面形成不规则突起, 不
断发育形成次生类原球茎, 并从母类原球茎分离开

来, 形成相对独立的个体(图 7)。

讨　　论

要确定由狗蔷薇叶片边缘产生的白色毛状不

定根及其顶端产生的绿色的类原球茎的性质, 最根

本的依据是要看其内部结构。植物的根与茎皆为

辐射对称的长轴状器官, 初生结构皆由表皮、皮层

和维管柱三部分组成; 但两者在表皮、皮层和维管

柱等结构上存在明显的不同, 特别是维管柱上存在

显著的差异(郑湘如和王丽 2007)。通过对狗蔷薇

毛状不定根和类原球茎的外部特征及其解剖结构进

行比较分析, 特别是对类原球茎内部的维管柱结构

进行观察的结果, 可以认为不但狗蔷薇的毛状不定

根具有根的结构特征, 而且其产生的类原球茎也具

有根的某些结构特点。

一般的植物几乎没有绿色的根, 但某些兰科植

物的根是绿色的, 因其含有叶绿体, 并能进行光合

作用。如异型兰的茎不明显, 通常无叶片, 主要靠

根中的叶绿体进行光合作用而生存( 李桂双等

2006)。而且现已证明, 兰花的类原球茎也是一种

含有叶绿体的特殊的根, 对墨兰组织培养中较成熟

的绿色 “ 原球茎 ” 进行形态解剖研究表明, 不论是

球状突起还是根状茎, 其内部结构均有根的特征(张
鹏等 1999; 祝建等 2000; 徐程等 2002)。本研究表

明狗蔷薇的类原球茎与兰花的类原球茎在结构上很

相似, 均为圆球形含有叶绿体的特殊的根。

兰花类原球茎可起源于根尖和其他组织的薄

壁细胞。詹忠根等(2005, 2006)证实铁皮石斛离体

根尖由直接和间接两种途径形成类原球茎, 直接发

生途径即根尖生长点的细胞直接转变成胚性细胞进

而直接形成类原球茎; 间接发生途径即根尖生长点

的细胞先形成愈伤组织后, 再转变为胚性细胞形成

类原球茎。除了根尖以外, 兰花的类原球茎还可由

茎尖、茎节等外植体表层下的薄壁细胞通过胚性

图 6  类原球茎表现出明显的极性

Fig.6  PLB showed obvious polarity
A: 类原球茎周围特别是顶端的分生组织细胞排列比较致密; B: 类原球茎的顶端形成多个活跃的分生区域; C: 类原球茎顶端表层

下的薄壁细胞可形成胚性细胞;  D:  体胚位于类原球茎的顶端表层下。

图 7  次生类原球茎的形成

Fig.7  Formation of secondary PLB
A: 类原球茎顶端表皮下的薄壁细胞非常活跃, 在类原球茎的表面形成多个分生区; B: 在类原球茎顶端的表皮下, 薄壁细胞开始形

成胚性细胞;  C: 类原球茎的表皮下的胚性细胞向外凸起,  开始突破类原球茎的表皮;  D: 已经形成的次类原球茎及其体胚。



植物生理学通讯  第 46 卷 第 6 期, 2010 年 6 月 595

细胞而产生(叶秀麟 1995; 吕晓辉等 2007; 潘超美

等 2008; 张启香等 2009)。本研究表明狗蔷薇的类

原球茎由毛状不定根中柱鞘顶端的薄壁细胞发育而

来的胚性细胞产生, 类似于兰花的直接发生途径。

狗蔷薇的毛状不定根根尖形成类原球茎与根

芽和根上形成胚胎等现象很相似, 根芽现象不论在

自然条件下还是组织培养条件下都可以普遍发生,
根上形成胚胎则只能在组织培养条件下诱导产生

(van der Salm等 1996; Fambrini 等 2003; 郑湘如和

王丽 2007; 李燕等 2008)。在根的各种组织中, 根
尖下维管柱外围中柱鞘薄壁细胞是最容易形成不定

芽或者胚胎的部位: 陈惠(2001)认为栝楼不定芽主

要起源于根尖下维管柱外围中柱鞘薄壁细胞; 周燕

等(2004)对胡萝卜体胚发生的组织细胞学研究表明,
经过培养后的下胚轴中维管柱周围的薄壁细胞是胚

性愈伤组织的主要来源; Yang等(2010)证明绿花椰

菜根中的中柱鞘细胞可以直接产生胚胎。在本文

中, 我们观察到狗蔷薇的毛状不定根维管柱顶端外

围中柱鞘的薄壁细胞可发育成为类原球茎, 进一步

证明了前人的研究结果, 即中柱鞘薄壁细胞非常活

跃, 具有很强的可塑性和发育潜力, 在特定的生长

阶段和适当的条件下能发育成为多种组织和器官

(De Smet 等 2006; 郑湘如和王丽 2007; Atta 等

2009)。
不但由狗蔷薇的毛状不定根中柱鞘薄壁细胞

发育而来的类原球茎具有根的内部结构特点, 从拟

南芥不定根中柱鞘上形成的绿色瘤状突起也具有许

多根的结构特点(Atta 等 2009)。为何由根的中柱

鞘薄壁细胞发育而来的瘤状突起和类原球茎具有根

结构特点呢？可能是因为其是由根的维管柱外围的

中柱鞘薄壁细胞发育而来的, 缺乏一个能够促使根

的初生结构转变为茎的初生结构的“根-茎过渡区”
(郑湘如和王丽2007), 所以它们继续保留了根的结

构特点, 具体原因有待于深入研究。

在植物的体细胞胚胎发生中, 生理隔离状态是

普遍现象, 崔凯荣和戴若兰(2000)认为这可能是因

为胚性细胞只有与周围细胞分开, 保持相对独立和

生理隔离的状态, 促进胚胎发生的相关基因才可以

表达, 实现并完成胚胎发育的过程。赵鹏(2007)研
究认为, 铁皮石斛的类原球茎是球胚及其周围的薄

壁细胞形成的囊腔状结构, 两者之间形成明显的隔

离区, 体胚在囊腔内处于相对独立的生理隔离状态,
但是体胚在囊腔中并不是完全独立的, 体胚基部出

现了胚柄状的结构, 它的作用可能是保持体胚与周

围薄壁组织的联系, 并从周围组织中汲取营养物质

供给体胚的发育需要。本文对狗蔷薇类原球茎的

研究结果与之很相似。

能够重复产生次生类原球茎是狗蔷薇类原球

茎所具有的明显特点, 这是因为类原球茎具有极性,
顶端表皮下分布的活跃的薄壁细胞不断形成胚性细

胞团进而发育而来; 这与兰花次生类原球茎的产生

也很相似(徐程等 2002; 张启香和方炎明 2005; 赵
鹏 2007)。

本文对狗蔷薇类原球茎的发育过程进行了比

较系统的显微观察, 认为狗蔷薇类原球茎在外形、

结构、性质、起源、发育过程等方面与兰花的

类原球茎相似, 均是含有叶绿体, 起源于薄壁细胞,
具有根的解剖结构特征, 包括薄壁细胞和胚性细胞

在内的囊腔状结构的复合组织, 并且有极性, 能产

生次类原球茎。从现有的研究来看, 兰科和蔷薇科

这两类在系统发育和进化上亲缘关系比较远、形

态结构差异很大的植物, 为何会产生非常相似的类

原球茎？其他植物是否也能诱导出类原球茎？类原

球茎途径在植物上是否具有普遍意义？如何调控类

原球茎的发生？类原球茎对于植物人工种子的研制

有何启示和借鉴意义, 如何利用类原球茎进行高效

再生、快速繁殖、遗传育种及发育生物学等问题,
都有待于深入探索。
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