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摘要: 针对马尾松胚性细胞系增殖困难的问题, 本研究设定了2因素3水平的处理, 分析了增殖培养基中蔗糖与肌醇对马尾

松胚性细胞系增殖的影响。研究结果表明, 胚性培养物的增殖倍数在9个处理间存在极显著性差异(P<0.01), 并初步选出马

尾松胚性细胞系增殖倍数较高的3个培养基: 5号(蔗糖20 g·L-1+肌醇1.0 g·L-1)、7号(蔗糖30 g·L-1+肌醇0.1 g·L-1)和8号(蔗糖

30 g·L-1+肌醇1.0 g·L-1)。胚性细胞在以上3个培养基具有不同分化发育反应, 其中培养基5号中, 培养基胚性细胞发育较慢; 
培养基7号中, 胚性细胞发育较快且能形成具有完整结构的正常早期体细胞胚; 在培养基8号中, 胚性细胞易分化形成结构

不完整、形态不正常的早期体细胞胚。综合考虑胚性细胞系增殖倍数与胚性细胞分化发育两方面的因素, 在增殖培养基

中添加蔗糖30 g·L-1
和肌醇0.1 g·L-1

的组合更适合马尾松胚性细胞系的增殖。
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Abstract: To address the reduction of embryogenic cultures activity in masson pine (Pinus massoniana), three 
concentrations of sucrose and myo-inositol were applied in proliferation media with complete random design. 
The results indicated that proliferation rate had significantly difference among nine treatments (P<0.01). Prolif-
eration rates of three combinations of sucrose and myo-inositol were significantly higher than those of other 
combinations. Within the three media, the fifth (sucrose 20 g·L-1+myo-inositol 1.0 g·L-1), the seventh (sucrose 
30 g·L-1+myo-inositol 0.1 g·L-1), and the eighth (sucrose 30 g·L-1+myo-inositol 1.0 g·L-1), embryogenic cells 
development was the slowest in the fifth media. Well developed embryogenic cells and the normal somatic em-
bryos were found in the seventh media. In the eighth media, the structure and morphology of early somatic em-
bryos were abnormal and uncompleted. The media of sucrose 30 g·L-1+myo-inositol 0.1 g·L-1 should be the 
most suitable for proliferation of embryogenic cell lines in masson pine somatic embryogenesis.
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马尾松属松科松属, 是我国南方亚热带地区

分布面积最广的先锋造林树种, 它具有耐干旱瘠

薄、适应性强, 纤维优良, 速生丰产等优点, 是我

国南方地区最重要的绿化造林树种之一, 兼具木

材、松脂等林产品收益, 经济价值高(丁贵杰等

2006)。当前在马尾松的良种快速繁殖方面, 一是

马尾松种子园种子产量低, 良种供应不足; 二是扦

插繁殖比较困难并有明显的年龄效应(季孔庶等

1999); 三是已有报道的马尾松快繁体系稳定性及

效率较低(张宇2003; Zhu等2010; 杨模华等2011a), 
因此 ,  其推广应用依旧存在诸多技术难题。自

Hakman等(1985)成功报道挪威云杉(Picea abies)体
细胞胚胎发生植株再生以来, 近30年, 针叶树体细

胞胚胎发生研究取得了较快的发展(唐巍等1997; 
Park等2006; Montalban等2012)。尤其是辐射松

(Pinus radiata) (Hargreaves等2002)和海岸松(Pinus 
pinaster) (Klimaszewska等2007)的体胚苗已经应用
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于高效无性系人工林的营建。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, 
很多学者进行了相关研究, 并陆续取得了一些新

的进展(张宇2003; 杨艳等2007; 靳小翠等2010; 杨
模华等2011b)。但在马尾松体细胞胚胎发生的研

究中仍存在很多关键技术问题, 如胚性细胞系诱

导率低、胚性细胞系增殖困难、体细胞胚成熟分

化困难等。在马尾松胚性细胞系长期的继代过程

中, 如何既提高胚性细胞系的增殖倍数, 又使其保

持良好的体细胞胚成熟分化能力是研究者们共同

面临的一个难题。

本研究组在前期的研究过程中发现, 马尾松

胚性细胞系在增殖培养过程中, 胚性细胞易变形, 
导致组织降解。同样的现象也发生在落叶松体胚

发生过程中, 通过将培养物及时转接至合适的增

殖培养基中, 可以使胚性培养物恢复, 保持正常生

长(齐力旺2000)。增殖培养基中, 蔗糖和肌醇作为

针叶树体细胞胚胎发生中常用的渗透剂和营养成

分, 在培养基中除了作为碳源外, 它们的合成与分

解也会影响细胞及溶液的渗透势, 从而影响细胞

对于营养和水分的吸收。在针叶树体胚发生中关

于蔗糖与肌醇影响胚性细胞系增殖的报道较少, 
红松(Pinus koraiensis)组织培养研究结果表明, 不
同的蔗糖浓度对红松愈伤组织的增殖和保持能力

不同, 在3%的蔗糖浓度时愈伤组织增殖比较稳定

(曹焱2009)。刘宝光等(2010)对红皮云杉(Picea ko-
raiensis)胚性愈伤组织保持与增殖的研究表明, 适
当提高肌醇的质量浓度有利于胚性愈伤组织的增

殖(以5 g·L-1为宜)。目前关于蔗糖与肌醇对马尾松

胚性细胞系增殖方面的研究还尚未见报道。

本研究利用马尾松未成熟合子胚诱导产生的

胚性细胞系为材料, 通过测定胚性培养物的增殖

倍数, 结合显微照相技术观察和判断胚性细胞的

分化能力, 探讨增殖培养基中蔗糖与肌醇的浓度

对马尾松胚性细胞系增殖的影响。旨在保障胚性

细胞系的稳定增殖, 建立完整稳定的马尾松体细

胞胚胎发生体系, 为马尾松优良无性系规模化扩

繁提供技术支撑。

材料与方法

1  试验材料

2011~2012年分别在湖南省长沙市郊区与安

化县马尾松种子园采集自由授粉的马尾松(Pinus 
massoniana Lamb.)未成熟球果, 剥取其未成熟合子

胚为外植体诱导产生的胚性细胞系为材料。

1.1  外植体的处理

马尾松球果采回后, 放于4 ℃冰箱冷藏1周。

实验前, 将球果置于流水中冲洗2 h, 再在超净工作

台中进行球果表面消毒。75%酒精处理30 s后无菌

水冲洗3次; 0.1% HgCl2处理10 min后无菌水冲洗4
次; 随后用无菌枝剪剥开球果, 并用无菌镊子取出

种子置于湿润的无菌培养皿中备用。接种时剥除

种子的内、外种皮, 将包含未成熟合子胚的雌配

子体整体置于诱导培养基上。

1.2  胚性细胞系诱导培养基及培养条件

诱导培养基采用改良Litvay’s培养基(Carneros
等2009), 即Litvay’s基本培养基(Litvay等1985)附加

蔗糖10 g·L-1、L-谷氨酰胺500 mg·L-1、水解酪蛋

白500 mg·L-1、肌醇0.1 g·L-1和琼脂(>900 g·m-2) 
10.0 g·L-1, 生长调节剂为1.0 mg·L-1 2,4-D+0.5 mg·L-1 
6-BA, 高温灭菌前将培养基pH调至5.8, (23±1) ℃
暗培养。在接种6周后陆续产生胚性培养物。2011
年试验用胚性细胞系标记为1-4-1, 2012年试验用

胚性细胞系标记为2-3-1和3-3-1。
2  胚性细胞系的保持和增殖培养

2.1  胚性细胞系在诱导培养基中增殖

以2011年诱导的胚性细胞系1-4-1为材料, 基
本培养基与诱导培养基基本成分相同, 生长调节

物质改为0.5 mg·L-1 2,4-D+0.5 mg·L-1 6-BA。每

15~20 d转接1次, (23±1) ℃暗培养。

2.2  增殖培养基中蔗糖与肌醇浓度的初选

以在2.1节中继代培养5次后, 已经初步显示出

生长衰弱现象的胚性培养物为材料, 采用蔗糖与

肌醇二因素三水平完全随机试验设计(表1), 共9个
处理, 每处理8个重复, (23±1) ℃暗培养。15 d后, 
统计胚性培养物的生长状态, 测定胚性培养物增

表1  二因素三水平完全随机设计表

Table 1  Complete random design for  
two factors and three levels

水平      蔗糖浓度/g·L-1 肌醇浓度/g·L-1

1 10.0 0.1
2 20.0 1.0
3 30.0 5.0
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殖倍数(增殖前后胚性培养物体积比), 并对增殖倍

数利用SPSS 17.0进行单因素以及双因素方差分

析。由于诱导培养基中蔗糖浓度为10 g·L-1, 肌醇

浓度为0.1 g·L-1, 因此在该实验中, 蔗糖浓度10 g·L-1+ 
肌醇浓度0.1 g·L-1组合被视为实验对照组。

2.3  最佳蔗糖与肌醇浓度的确定

以2012年诱导的生长状态良好且基本一致的

胚性细胞系2-3-1和3-3-1为材料, 并以2.2节中优选

的3个处理作为增殖培养基处理, 每处理8个重复, 
(23±1) ℃暗培养。15 d后统计胚性培养物增殖倍

数, 利用SPSS 17.0进行方差分析和多重比较。

对2个胚性细胞系2-3-1和3-3-1进行细胞显微

观察, 判断细胞分化能力情况。细胞显微观察采

用临时压片法进行实时观察, 具体方法如下: 首先

在载玻片上滴一滴蒸馏水, 用尖头镊挑取小部分

胚性愈伤并置于蒸馏水中, 盖上盖玻片, 尽可能将

其压薄, 无需染色, 然后放置于电子显微镜下记录

细胞状态。

实验结果

1  胚性细胞系1-4-1在诱导培养基上的保持与增殖

如图1所示, 胚性细胞系1-4-1在诱导培养基增

殖过程中, 随着继代次数的增加, 胚性培养物增殖

较明显, 从最初的微黄色逐渐变为白色半透明且松

散的状态。在第5次继代时增殖能力明显衰退, 胚
性培养物从白色、松散状开始变黄, 此时在胚性培

养物底部有细胞液渗透呈水浸状, 尽管其表面有少

许白色新鲜组织产生, 但整体增殖活力不足。

2  蔗糖与肌醇对胚性细胞系增殖倍数的影响

将出现生长衰弱的胚性培养物转接到不同蔗

糖与肌醇浓度的增殖培养基中, 结果(表2)表明, 蔗
糖和肌醇以及二者之间的互作对马尾松胚性细胞

系增殖倍数均有极显著性影响(P<0.01); 各个处理

间增殖倍数具有显著性差异(P<0.05)。由表2可以

看出, 培养基7号(蔗糖30 g·L-1+肌醇0.1 g·L-1)中胚

性细胞系增殖倍数最高。蔗糖浓度为10或20 g·L-1

的同一水平下, 肌醇为1.0 g·L-1的增殖倍数较高, 增
加或降低肌醇浓度其增殖倍数均下降。当蔗糖浓

度为30 g·L-1时, 随着肌醇浓度从0.1 g·L-1增加到5.0 
g·L-1, 增殖倍数逐渐降低。当肌醇浓度为0.1或1.0 
g·L-1的同一水平下, 增殖倍数随蔗糖浓度的增加而

升高。当肌醇浓度为5.0 g·L-1时, 随蔗糖浓度的增

加, 其增殖倍数先降低又升高。

在这9个处理中, 其中3个处理的增殖倍数较

高, 分别为2.1436、2.4231、2.1709, 且之间无显著

性差异, 由此初选出培养基5号(蔗糖20 g·L-1+肌醇

1.0 g·L-1)、培养基7号(蔗糖30 g·L-1+肌醇0.1 g·L-1)
和培养基8号(蔗糖30 g·L-1+肌醇 1.0 g·L-1)。

2012年将生长状态良好且一致的2个胚性细

胞系接种于初选出的3个处理中。实验结果(表3)
显示, 2个胚性细胞系均能在3个处理中稳定增殖, 
综合分析2个胚性细胞系的增殖倍数, 3个处理间无

显著性差异。与2011年胚性培养物增殖试验得到

图1  胚性细胞系1-4-1在诱导培养基中的增殖

Fig.1  Proliferation of embryogenic cell line 1-4-1 on the initiation media
A~E: 马尾松胚性细胞系1-4-1第1~5次增殖后胚性培养物的状态。图中培养皿直径均为6 cm, 所有标尺均表示1 cm。

表2  蔗糖与肌醇对胚性细胞系增殖的影响

Table 2  Effects of sucrose and myo-inositol on  
embryogenic callus proliferation

培养基            蔗糖浓度/g·L-1   肌醇浓度/g·L-1 平均增殖倍数

1 10 0.1 1.4699±0.3637c

2 10 1.0 1.7730±0.1139bc

3 10 5.0 1.7704±0.1043bc 
4 20 0.1 1.4849±0.0541c

5 20 1.0 2.1436±0.1599ab

6 20 5.0 1.5295±0.4762c

7 30 0.1 2.4231±0.2133a

8 30 1.0 2.1709±0.1778ab

9 30 5.0 1.8326±0.1213bc

　　数据后的不同小写字母表示显著性差异(P<0.05)。
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的增殖倍数(表2)相比, 增殖倍数明显增大, 其中细

胞系2-3-1最大增殖倍数可达4.677倍(表3)。这说

明优选的3个培养基均能使马尾松胚性细胞系稳

定增殖, 但对于胚性细胞的分化还需要通过显微

观察鉴定, 旨在选出既有利于增殖, 又能较好地促

进马尾松胚性细胞分化发育的蔗糖与肌醇组合。

胚分化时, 表面有乳突状突起结构(图2-F)。
从图3中可以看出, 在培养基5号中, 胚性培养

物呈松软水浸状, 表面丝状突起较少, 表明此时培

养物生长不旺盛, 早期体细胞胚还未完全形成。

在培养基7号中, 胚性培养物质地松软且具有粘性, 
但不呈水浸状, 表面有大量丝状突起和乳头状突

起, 这表明此时胚性培养物增殖状态好, 并且有大

量早期体细胞胚形成。在培养基8号中, 胚性培养

物质地相对较硬且无粘性, 丝状突起较少, 但有大

量乳头状突起, 表明已形成了大量的早期体细胞

胚, 但由于渗透压较高, 胚性培养物出现了失水现

象, 使其变硬且无粘性。

其中图3-D显示培养物仍处于PEMI、PEMII
阶段, 主要是由与图2-A~C中相似的结构组成, 有
部分早期SE还未完全形成。图3-E显示培养物已

处于PEMIII阶段, 并有与图2-D和E中相似的正常

的早期SE从PEMIII表面分化成形且数量较多。图

3-F显示的是一个早期SE, 将其与图2-E中正常早

期SE的结构相比较, 该结构无PD层或PD层不明

显, 胚头顶端不圆滑, 呈三角形尖头状, 在后期的

成熟培养中不易分化形成子叶, 以致难以萌发形

成正常的体胚苗。

在胚性细胞分化方面, 2个胚性细胞系2-3-1和
3-3-1对于3个处理的反应一致, 即同一个细胞系在

培养基5号中发育较慢; 在培养基7号中, 培养物处

于PEMIII阶段, 并有大量正常的早期SE形成; 在培

养基8号中, 培养物处于PEMIII阶段, 但形成的大

多数早期SE在结构和形状上与正常的早期SE差异

较大。因此, 综合考虑胚性细胞系增殖倍数和胚

性细胞分化发育两方面的情况, 增殖培养基中添

加蔗糖30 g·L-1和肌醇0.1 g·L-1的处理更适合马尾

松胚性细胞系增殖和胚性保持。

讨　　论

在前期的研究中发现马尾松胚性细胞系在诱

导培养基中继代培养, 胚性培养物总会出现生长衰

弱的现象。因此, 探讨合适的继代培养条件对维持

马尾松胚性细胞系持续增殖并保持其胚性, 对建立

稳定的马尾松体胚发生体系具有重要意义。

糖类的合成与分解影响细胞及培养基的渗透

势, 从而影响养分的运输。作为一种常用的糖类, 

表3  2个胚性细胞系在不同培养基中的增殖

Table 3  Proliferation of two embryogenic cell  
lines on different media

培养基
  蔗糖浓度/  肌醇浓度/                                  平均增殖倍数 

 g·L-1                   g·L-1            2-3-1                         3-3-1

5 20 1.0 4.263±0.295 2.965±0.103
7 30 0.1 4.416±0.227 3.651±0.293
8 30 1.0 4.677±0.279 3.512±0.254

3  蔗糖与肌醇对胚性细胞分化能力的影响

针叶树体胚发生过程中, 正常的胚性细胞在

增殖过程中通过不均等分裂为两种类型的细胞, 
高度液泡化的长形胚柄细胞和有浓密细胞质的圆

形分生组织细胞, 二者形成极性结构并聚合为胚

性胚柄细胞团(proembryogenic masses, PEMs)。
PEMs主要有3个阶段: 原胚团I (PEMI)、原胚团II 
(PEMII)和原胚团III (PEMIII) (Filonova等2000)。

在马尾松胚性细胞系增殖过程中, 也观察到

PEMs的3个阶段(图2), 其PEMI是由较小的分生组

织细胞团与分裂产生的单个胚柄细胞形成一种极

性聚合物(图2-A); 通过持续的不断分裂, 胚柄细胞

增加, 并逐渐形成具有明显轮廓的极性结构PEMII 
(图2-B和C); 细胞继续增殖分裂, 随着细胞数的增

加, 胚性细胞团结构旳极性逐渐消失, 此时进入

PEMIII期, 并从PEMIII上分化形成早期体细胞胚

(somatic embryos, SE) (图2-D和E)。正常的早期SE
结构一般由球状聚合的胚团(embryonal mass, EM)、
包被在胚团周围的类表皮原层(proderm-like layer, 
PD)、长形胚管细胞(embryonal tube cells, ET)和高

度液泡化的胚柄细胞(suspensor, S)这4个部分构成, 
这4个部分呈束状紧密排列在一起形成子弹头状

的早期SE (Filonova等2000)。正常的增殖状态好

的胚性培养物, 呈白色半透明、松软且具有粘性, 
在其表面具有大量的丝状突起, 当有早期体细胞
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图2  马尾松的胚性细胞增殖发育

Fig.2  Development of masson pine embryogenic cells in proliferation
A: PEMI结构, 标尺100 µm; B、C: PEMII结构, 标尺100 µm; D、E: PEMIII结构以及从PEMIII表面形成的早期体细胞胚结构, 标尺200 

µm; F: 胚性培养物表面的乳头状突起结构, 标尺0.5 mm。

图3  不同处理下胚性培养物表现及其细胞分化状态

Fig.3  Appearances of embryogenic cultures and differentiation of embryogenic cells under different treatments
A、D: 培养基5号下马尾松胚性培养物体视显微照片及细胞结构显微照; B、E: 培养基7号下马尾松胚性培养物体视显微照片及细胞

结构显微照; C、F: 培养基8号下马尾松胚性培养物体视显微照片及细胞结构显微照。A、B和C中标尺表示1 cm, D、E和F中标尺表示200 
µm。SE: 体细胞胚(somatic embryo)。
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蔗糖对白云杉和黑云杉、北美乔松以及挪威云杉

胚性培养物增殖阶段影响的研究结果一致表明, 
水解蔗糖产生的己糖对胚性培养物的快速生长是

必需的(Iraqi和Tremblay 2001; 范建芝2007; Kon-
rádová等2002)。在白云杉和黑云杉胚性培养物增

殖的研究中发现, 在整个增殖阶段, 高比率的己糖/
蔗糖和高的蔗糖转化酶活性与细胞活跃的生长代

谢相一致(Iraqi和Tremblay 2001)。蔗糖主要是由

转化酶催化蔗糖分解为果糖与葡萄糖而被细胞吸

收利用, 该过程是不可逆的, 较高浓度的外源蔗糖

可以有效促进蔗糖转化酶的活性, 使得细胞内有

较高浓度的己糖, 从而促进细胞的活跃生长, 在本

研究中也发现, 马尾松胚性细胞系的增殖倍数随

蔗糖浓度的增加而增加。

在红皮云杉的胚性愈伤组织的增殖过程中发

现, 适当提高肌醇的质量浓度有利于胚性愈伤组

织的增殖率和增殖量, 且5.0 g·L-1时, 红皮云杉胚性

愈伤组织增殖量最大, 降低或增加肌醇浓度, 胚性

愈伤组织增殖量均会下降(刘宝光等2010)。与其

结果一致, 本研究发现肌醇对马尾松胚性培养物

增殖的影响明显, 在浓度较低的蔗糖水平下, 肌醇

在1.0 g·L-1时, 与肌醇0.1和5.0 g·L-1相比, 胚性细胞

系增殖倍数最高, 说明在增殖培养基中肌醇浓度

一定要适中, 过高或过低都会影响胚性培养物的

生长。但当蔗糖浓度为30 g·L-1, 增加肌醇浓度反

而使得增殖倍数降低, 且在最低的肌醇浓度0.1 
g·L-1时, 增殖倍数最高。这是由于蔗糖同样是调节

渗透压的重要物质, 当蔗糖浓度较高时, 培养基本

身渗透压较高, 再添加高浓度的肌醇会使总体渗

透压大大提高, 过高的渗透压对马尾松胚性细胞

系增殖也不利。

增殖阶段培养环境对胚性培养物的分化十分

关键(Yeung 1995), 合适的增殖培养基对早期体细

胞胚胚头组织的正常分化有重要意义, 并可以缩

短体细胞胚的成熟时间(Stasolla和Yeung 2003)。
针叶树体细胞胚胎发生增殖阶段随着培养基渗透

压的增加, 早期体细胞胚的数量也增加(Gupta和
Pullman 1995)。挪威云杉体细胞胚胎发生发育过

程的研究表明, 不同发育阶段的PEMs对ABA的反

应不同, PEMI和PEMII期的培养物在ABA的作用

下会逐渐衰亡 ,  只有处于PEMIII期的培养物在

ABA的作用下会继续分化形成体细胞胚, 不正常

的早期体细胞胚在ABA的作用下易形成畸形的体

细胞胚(Filonova等2000; Egertsdotter和von Arnold 
1995; Salajova和Salaj 2005)。与上述研究结果一

致, 本研究发现培养基5号(蔗糖20 g·L-1+肌醇1.0 
g·L-1)、7号(蔗糖30 g·L-1+肌醇0.1 g·L-1)和8号(蔗糖

30 g·L-1+肌醇1.0 g·L-1)这3个培养基对马尾松胚性

细胞分化表现出了不同的反应。在增殖倍数无显

著性差异的前提下, 培养基5号渗透压相对较小, 
胚性细胞的发育缓慢 ,  大多数细胞结构仍处于

PEMI和PEMII阶段; 培养基7号渗透压适中, 胚性

细胞分化发育较快, 能形成较多的正常完整的早

期SE; 培养基8号渗透压最高, 胚性细胞可以分化

形成早期SE, 但与正常SE相比, 大多数早期SE不
正常。因此, 通过调节蔗糖与肌醇的比例形成适

中的培养基渗透压, 不仅影响马尾松胚性细胞系

的增殖倍数, 对胚性细胞的分化发育同样具有重

要意义。
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