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油松胚珠愈伤组织诱导和悬浮细胞系的建立
杨远媛  贺窑青  郑彩霞*

北京林业大学生物科学与技术学院，北京100083

提要  雌配子体处于游离核时期的油松胚珠以含不同浓度和配比生长调节剂的培养基诱导产生愈伤组织，并建立了悬浮
细胞系。这一悬浮细胞系生长快，分散性好，稳定均一，适用于研究其生理、生化和细胞周期调控。
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Abstract  Ovule callus of Pinus tabulaeformis Carr, which female gametophytes were on the mitosis of the
free nuclei, was induced on MS media with different concentrations and combinations of hormones and the
suspension cell line was established. The suspension cell line grew rapidly and was fairly homogenous. It was
suitable to be studied on the mechanisms of the plant physiology, biochemistry and the regulation of cell cycle.
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雌性不育现象在高等植物中普遍存在，由于

不育原因复杂和研究材料的困难，其生理生化机

制研究较为迟缓。我们实验室曾报道，辽宁兴城

油松种子园的油松(Pinus tabulaeformis Carr)雌性

不育株(28号无性系)表现为不结实，此种败育可

能与遗传因素有关[1,2]。我们以前的工作还证明这

一无性系存在特异的DNA片段和蛋白质[3,4]，其雌

性不育的原因可能是雌配子体的游离核在休眠之后

停止分裂之果[5]。为进一步从细胞生物学水平上

探索游离核停止分裂的原因，需要建立油松胚珠

(处于游离核时期)悬浮细胞系。一般油松多以封

顶芽[6]、种胚[7]、雌配子体(已成为多细胞结构)[8]

等为外植体进行离体培养，而用细胞悬浮培养尚

未见报道。本文以处于游离核时期的油松胚珠为

材料，探讨了愈伤组织诱导和继代培养的条件，

并建立了悬浮细胞系。现报道如下。

材料与方法

实验材料采自我校校园内的成年油松(Pinus

tabulaeformis Carr)，雌配子体处于游离核时期的

胚 珠 。

诱导胚珠愈伤组织时，取油松大孢子叶球，

经70% 酒精消毒5 s 后再以 2%的次氯酸钠消毒5

min，用无菌水冲洗 3 次。剥出胚珠，接种在附

加不同浓度和配比生长调节剂的 M S 培养基上，

置于培养室中暗培养，温度 25~28℃。

培养30 d 后，挑选无褐化现象的愈伤组织，

接种到经正交设计的继代培养基上暗培养。20 d

后，统计鲜重和褐化率，计算各处理的相对生长

量(愈伤组织实际增重/愈伤组织接种量)，重复3

次求平均值，并对试验结果进行方差分析。

愈伤组织制片参照文献 8 的方法，用卡诺固

定液(酒精∶冰醋酸 =3∶1)固定 24 h，用盐酸、

9 5 % 酒精各半的溶液水解，卡宝品红染色、压

片 、 镜 检 。

将培养5个月的愈伤组织转移到液体培养基

中，置于摇床上，在光照条件(光照度为 20~30

mmol·m-2·s-1)下，振荡(100 r·min-1)培养。继代培

养初期，采用直接倾倒法，经过 5~ 7 代后每天

用 200 目不锈钢筛过滤 1次，以获得均一的悬浮
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细胞。

参照文献 9 的方法测定继代以后稳定悬浮培

养物的密实体积、细胞干重，pH 值用雷磁 PHSJ-

3F 实验室 pH 计直接测定。所有实验均重复3次。

实验结果

1  愈伤组织的诱导

接种于诱导培养基上的部分胚珠，3 d 左右

开始膨大，颜色逐渐由白变黄。1 周后，膨大的

胚珠愈伤组织突破胚珠壁向外生长。1 个月后统

计的结果表明，在不加生长调节剂的 MS 培养基

上，胚珠愈伤组织诱导率极低，在 2~6 号培养基

上均诱导出不同颜色、不同质地的愈伤组织，特

别是在2号和6号培养基上诱导率高达73%和 80%

(表 1)。2 号培养基上的胚珠愈伤组织质量良好，

生长迅速；而 6 号培养基上的愈伤组织后期出现

了严重褐化、萎缩等现象，不利于继续培养。根

据愈伤组织诱导率和生长情况，我们认为 2 号为

最佳的诱导培养基。

2  愈伤组织继代培养基的筛选

选择 NAA、IBA、6-BA 3 种生长调节剂，分

别用3种不同浓度进行正交实验设计(表2)，筛选

最佳继代培养基。如表 2 所示，NAA、IBA、6-

B A 对愈伤组织增殖的影响都达到差异极显著水

平，其影响的大小顺序为：6-BA>NAA>IBA。各

处理间的褐化率相差极大(表3)。这些说明油松胚

珠愈伤组织继代培养时，应适当降低生长素和分

裂素的浓度，以促进愈伤组织生长，抑制褐化、

水渍化和生活力降低等现象。综合上述结果，我

们认为最佳继代培养基为6-BA 0.1+NAA 0.5。

经过几次继代培养后，愈伤组织在后期逐渐

出现差异分化，形成 4 类明显可辨的愈伤组织。

第 1 类是浅黄色、疏松、有粘性的愈伤组织。显

微观察证明这类愈伤组织细胞排列规则，细胞核

较大，细胞质丰富(图1-a)。第2类是白色透明的

疏松愈伤组织。这类愈伤组织细胞较大，细胞形

状及排列不规则，细胞核较小，存在死细胞(图

1-b) ；第 3 类是绿色、紧密的颗粒状愈伤组织，

表1  不同生长调节剂组合对胚珠愈伤组织诱导的影响

Table 1  Effects of different combinations of growth regulators on ovule callus induction

     试验编号                  生长调节剂/mg·L-1                外植体数           出愈数                诱导率/%       生长状况

1                       0 30 2 7 差

2 6-BA 0.2+IBA 0.2+NAA 1.0 30 22 73 好

3 6-BA 0.1+IBA 0.1+NAA 0.5 30 13 43 较差

4 6-BA 0.2+IBA 0.2+2,4-D 0.5 30 20 67 较好

5 6-BA 0.1+IBA 0.1+2,4-D 0.5 30 14 47 较差

6 KT 0.2+IBA 0.2+NAA 1.0 30 24 80 较差

表2  愈伤组织继代培养基的正交实验设计和结果

Table 2  The orthogonal design of the subculture and the results

试验编号 N A A  6-BA IBA 相对生长量

1 0.5 0.1 0 5.8

2 0.5 0.5 0.2 2.6

3 0.5 1.0 0.5 3.4

4 1.0 0.1 0.2 3.7

5 1.0 0.5 0.5 1.74

6 1.0 1.0 0 3.4

7 1.5 0.1 0.5 3.8

8 1.5 0.5 0 2.4

9 1.5 1.0 0.2 2.0

F 值 139.02**  424.17**   115.42**

　　* * 表示差异极显著。

表3  不同处理的愈伤组织褐化率

Table 3  The browning rates of callus in

different experimental designs

试验编号 褐化率 /%

1 25

2 50

3 72

4 67

5 80

6 60

7 71

8 86

9 77
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愈伤组织细胞排列非常紧密，细胞核大(图 1-c)。

此类愈伤组织生长慢，分化能力强，能分化出茎

状突起，但后期易褐化死亡。第 4 类是黄色的片

状水渍化愈伤组织，其细胞核大(图 1-d)。这类

愈伤生长快，在光下易褐化死亡，不适合继续增

殖培养。

3  悬浮细胞系的建立

根据我们的试验，可以明确以下几点：

(1)悬浮细胞系建立的关键是挑选适合于悬浮

培养的愈伤组织。将继代培养的不同类型的愈伤

组织系分批转移到液体培养基中，最终只在第 1

类型的 2 个愈伤组织系中形成了悬浮细胞系，其

余的均在 5 d 内褐化死亡。证明油松胚珠诱导的

第 1 类型的愈伤组织适用于细胞悬浮培养。

(2)设计了6-BA (0.1~0.5)、IBA (0~0.2)、NAA

(0.5~1.0)多种生长调节剂组合的14 种液体培养

基。通过单因子试验发现，MS+6-BA 0.3+NAA

0.6组合诱导的悬浮细胞生长旺盛、分散性好、呈

浅绿色。在其他组合中，愈伤组织分别在 1~5 d

内出现褐化现象，特别是在 IBA 单因子试验中发

现，IBA 浓度越高，褐化现象出现越早。由此可

见，在油松细胞悬浮培养中不宜使用 IBA。

(3)一般认为，悬浮培养体系中细胞密实体积

反映了细胞生长情况，而细胞干重在一定程度反

映了细胞的质量。在培养过程中，油松细胞的密

实体积和干重的变化曲线均呈“S 形”，明显分

为3个阶段：延迟期(0~3 d)、指数生长期(4~6 d)，

静止期(7~9 d)(图2)。观察处于指数生长期的悬浮

细胞，结果表明，单细胞分散性较好(图 3)，细

胞活力达到 80% 以上。在整个生长周期中，悬浮

细胞生长速度较快，细胞干重增长 8 倍左右，但

在培养第 8 天悬浮细胞出现褐化现象，因此认定

悬浮培养的最佳继代时间为 6 d。

(4)在培养过程中，细胞培养液的pH 值也发

生变化(图4)。其变化规律与喜树等细胞悬浮培养

液的pH值变化规律相似[10]，这可能与细胞代谢活

动有关。测定细胞生物量增长率、pH 值和细胞

活性的结果表明，这一悬浮细胞系生长较快，分

散性好，稳定均一，适用于生理、生化和细胞

周期调控的研究。

讨　　论

已有报道认为细胞分裂素和生长素比值小于1

时，容易诱导离体培养的针叶树产生愈伤组织，

图1  4种类型的胚珠愈伤组织(×450)

Fig.1  Four types of callus of the ovule
　　a: 第1类愈伤组织；b: 第2类愈伤组织；c: 第3类愈伤组

织；d: 第 4 类愈伤组织。

图3  油松悬浮细胞(×450)

Fig.3  The suspending cells of P. tabulaeformis

图2  油松悬浮细胞的生长周期

Fig.2  Growth course of suspending cells of P. tabulaeformis
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促进嫩梢和针叶的分化[6]。从本文中结果来看，

适当配比的细胞分裂素与生长素对油松胚珠的离体

培养明显起作用。另有报道认为油松休眠芽离体

培养中，6-BA 效果较好，但浓度不宜过高，若

配以少量IBA 则有利于诱导分化[11]。本文结果与

此结论基本上一致，但我们认为在愈伤组织继代

培养和细胞悬浮培养过程中，低浓度 IBA 和高浓

度 NAA 容易引起褐化和产生水渍化现象，且不利

于愈伤组织的增殖，因此，在继代培养基和细胞

悬浮培养基中应除去IBA，采用低浓度NAA 和 6-

B A 的组合。

油松组织培养中的最大问题是褐化严重，前

人曾尝试在培养基中加入活性炭等物质以消除褐

化[12]，但效果都不十分理想。为减轻愈伤组织继

代培养过程中的褐化作用，本文采用挑选未褐化

的愈伤组织块继代和缩短继代培养周期的方法，

效果较好。值得注意的是，当把发育后期已成为

多细胞结构的雌配子体(也称为胚乳)接种于胚珠愈

伤组织块上进行看护培养时，雌配子体有一定程

度的增大，但不产生愈伤组织；而愈伤组织块增

殖加快，且褐化现象得到明显的抑制。这说明油

松胚乳对胚珠愈伤组织的增殖有促进作用，而对

褐化有抑制作用，其机制尚需进一步探讨。另

外，前人曾在火炬松胚性细胞悬浮培养基中采用

加入一定量火炬松种子胚乳粉的方法[13]， 对防止

褐化也有一定的效果。因此这一措施似值得考

虑。

油松胚珠的生长发育是一个漫长而复杂的过

程，其中既有生殖细胞和相关细胞的频频分裂增

殖，又有它们的不断发育、分化和死亡。这些

发育过程常会受各种特定因素影响而受阻，最终

导致雌性不育或种子败育。针对油松28号无性系

因游离核在早期停止分裂而导致的雌性不育现象，

我们选择处于游离核时期的油松胚珠进行离体培

养，建立其悬浮细胞系，从细胞周期调控机制入

手，探索离体培养条件下胚珠细胞发育和周期规

律，探究导致游离核停止分裂的原因，解决了活

体材料难以取得和影响条件难以控制的实际问题，

这对揭示胚珠生长发育的细胞分子生物学机制来说

显然是有意义的。
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图4  细胞悬浮培养液中pH值的变化

   Fig.4  Change in pH value of suspending culture medium


