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‘月月红’月季体细胞胚胎发生和植株再生研究 
易  星 1，陈己任 1,*，胡博文 1，陈彦斌 1，李  青 1，邓子牛 1，熊兴耀 1,2,** 
（1 湖南农业大学园艺园林学院，长沙 410128；2 中国农业科学院蔬菜花卉研究所，北京 100081） 

摘  要：以建立月季高频再生体系为目标，以‘月月红’月季叶片为外植体，探索了生长调节剂和

光照条件对其体细胞胚胎发生及其植株再生的影响。结果表明：胚性愈伤组织在含 3.0 mg · L-1 2,4-D + 0.5 

mg · L-1 TDZ 的胚分化培养基上暗培养 12 周后转入胚成熟培养基，置于红光（光强约为 7.2 µmol · m-2 · s-1）

条件下培养，能产生较多具肥厚子叶且有高频再生潜力的体细胞胚。暗培养条件下主要产生无子叶的芽

状胚。  
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Studies on Somatic Embryogenesis and Plant Regeneration in Rosa chinensis
‘Yueyuehong’ 
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Abstract：In order to establish a high-frequency regeneration system for rose，the crucial effects of 

light and plant growth regulators on somatic embryogenesis and plant regeneration in Rosa chinensis 

‘Yueyuehong’were investigated using leaf as explant. The results showed that after 12 weeks of callus 

induction on embryo proliferation medium supplemented with 3.0 mg · L-1 2,4-D + 0.5 mg · L-1 TDZ in the 

dark and a subculture on embryo mature medium under red light（with an intensity of 7.2 µmol · m-2 · s-1）

treatment，somatic embryos with thick and expanded cotyledon（s），which had potential regenerating 

capability were mostly observed. While shoot-like embryos without cotyledon（s）were mostly observed in 

dark condition. 
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月季为蔷薇科（Rosaceae）蔷薇属（Rosa L.）多年生木本观赏植物。月季的再生较为困难，而

且具有很强的基因型依赖性。有些月季品种的再生体系已有报道。如茶香月季、丰花月季等栽培品

种可以经体细胞胚胎发生进行再生（de Wit et al.，1990；Noriega & Söndahl，1991；Kunitake et al.， 
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1993；Firoozabady et al.，1994；Hsia & Korban，1996；Marchant et al.，1996；van der Salm et al.，

1996；Kintzios et al.，1999；Sarasan et al.，2001；Castillon & Kamo，2002；Li et al.，2002；Kim et 

al.，2003；郭丽娟 等，2007；尤扬 等，2012）。也有报道杂种茶香月季（Hill，1967）、现代月季、

多花蔷薇‘Thornless’等可以经过器官再生植株（Burger et al.，1990；Rout et al.，1992；Dubois & de 

Vries，1995；Rosu et al.，1995；van der Salm et al.，1996；Ibrahim & Debergh，2001；任桂芳 等，

2004；孟令宁 等，2012）。郭艳超等（2008）报道香水月季通过类原球茎也可直接获得再生植株。

此外，也有报道现代月季（Hsia & Korban，1996；Li et al.，2002；高莉萍和包满珠，2005）和玫瑰

类月季 R. rugosa-type roses（Kim et al.，2009）可同时进行体细胞胚胎发生和器官发生。但是月季在

什么条件下向体细胞胚胎或器官发生转化，影响其转化的关键因子有哪些，尚未见报道。 

Chen 等（2006，2010，2013）建立了‘月月红’再生体系和基因转化体系，晏慧君等（2012）

也初步报道了‘月月红’的愈伤组织诱导和植株再生。这些研究结果表明，‘月月红’也可以通过器

官发生（Chen et al.，2006，2010）和体细胞胚胎发生（晏慧君 等，2012；Chen et al.，2013）两种

途径再生植株。但影响‘月月红’进行体细胞胚胎发生或器官发生的关键条件或因子未曾阐述。本

试验中通过‘月月红’体细胞胚胎发生条件优化研究，发现了介于体细胞胚和再生芽的中间类型——

芽状胚，阐述了体细胞胚胎发生和器官发生之间的联系，以及体细胞胚胎发生和器官发生相互转化

的关键因子。 

1 材料与方法 

1.1  愈伤组织的诱导   

‘月月红’月季（Rosa chinensis‘Yueyuehong’）于 2007 年秋季采自北京林业大学苗圃。从当

年生半木质化枝条上剪取饱满但未萌发的腋芽茎段，剪去叶片，清洗干净后用 0.1%升汞表面消毒

10 min，无菌水冲洗 3 ~ 5 次后，置于芽分化培养基（MS + 6-BA 1.0 mg · L -1 + NAA 0.05 mg · L -1 + 

GA3 3.0 mg · L -1 + 0.6%琼脂）上培养。取无菌组培苗上叶片（叶长 0.5 ~ 0.8 cm，带约 1 mm 叶柄）

作为后续试验的外植体。 

叶片背面朝下置于含胚分化培养基（Chen et al.，2006）上培养。胚分化培养基为：SH（Schenk 

& Hildebrandt，1972）+ 3%糖 + L–脯氨酸 300 mg · L -1 + 0.4%琼脂糖 + 不同浓度的 2,4-D 和 TDZ

共设计 4 种组合：  2,4① -D 3.0 mg · L -1；  TDZ 0.5 mg · L②  -1；③ TDZ 2.5 mg · L -1；  2,4④ -D 3.0 mg · L-1 + 

TDZ 0.5 mg · L -1，pH 5.4。培养皿统一用 Parafilm 封好，并置于暗处培养。每个处理至少 30 个外植

体，并重复 3 次。每 4 周更换 1 次新鲜培养基，并置于相同条件下培养。 

1.2  胚性愈伤的保持与体胚发生 

培养 12 周后，从 4 种胚分化培养基上选取一部分胚性愈伤转移到胚成熟培养基：SH + 2,4-D 1.0 

mg · L-1 + TDZ 0.1 mg · L-1 + ABA 1.0 mg · L-1 + GA3 3.0 mg · L-1 + 3%糖 + 0.4%琼脂糖，用于体胚的

诱导。 

另一部分胚性愈伤仍置于胚分化培养基上培养以保持其体胚发生的潜力。培养皿统一用

Parafilm 封好，并置于暗处培养。每个处理至少用 1 g 胚性愈伤组织，并重复 3 次。每 4 周更换 1

次新鲜培养基，并置于相同条件下培养。8 ~ 12 周左右观察愈伤和体胚发生情况。 

培养 12 ~ 20 周可见球形胚松散型沙粒状愈伤组织。将在 2,4-D + TDZ 胚分化培养基上获得的带

球形胚的沙粒状愈伤组织分成 3 组，每组约为 1 000 mg，分别置于暗处（暗培养用普通包装纸箱）、



4 期                     易  星等：‘月月红’月季体细胞胚胎发生和植株再生研究                   783  

 

红光（由 13W Mini Twister Energy Saver Red bulbs 供应，光强约为 7.2 µmol · m-2 · s-1）和白光（由实

验室白色荧光灯管提供，光强约为 27.0 µmol · m-2 · s-1）处培养，约 12 周后统计胚胎发生情况并拍

照。 

1.3  体细胞胚的后期发育及植株再生 

为获得从体胚再生出的完整植株，将各种类型的体胚在子叶刚刚展开时从愈伤组织上剥离下来，

置于芽分化培养基上，培养温度（25 ± 2）℃，白光光照 16 h/黑暗 8 h，进一步转入温室炼苗移栽。

对不同类型胚的再生进行分别统计，于 12 周左右计算再生比例。将暗培养或红光培养产生的芽状胚

分成两类：已分叉型和未分叉型，转到白光（光强约为 27.0 µmol · m-2 · s-1）条件下培养，观察其继

续生长分化情况。 

2  结果与分析 

2.1  愈伤组织形成和体胚发生受 2,4-D 和 TDZ 的影响 

前期研究发现，在只含 2,4-D 的培养基上，‘月月红’叶片主要产生白色硬质和褐色沙质愈伤组

织。本试验中采用‘月月红’月季叶片为材料在不同的 2,4-D + TDZ 组合培养基上培养。结果表明，

培养 12 周后产生的愈伤组织主要分化成两种类型：白色硬质愈伤组织和半透明水渍状愈伤组织（图

1，A、B）。只有半透明水渍状愈伤组织在继代过程中可以产生球形胚（图 1，C、D）。 

 

 
 

图 1 ‘月月红’月季受 2,4-D 和 TDZ 诱导的愈伤组织和畸形胚 

A：2,4-D 3.0 mg · L-1，白色硬质愈伤组织；B：TDZ 0.1 mg · L-1，半透明水渍状愈伤组织；C、D：2,4-D 3.0 mg · L-1 + TDZ 0.5 mg · L-1 球形

胚（C：培养 12 周，D：培养 20 周）；E、F：TDZ（0.5 mg · L-1 或 2.5 mg · L-1），‘木耳’状畸形胚或畸形芽； 

G、H：TDZ 2.5 mg · L-1，畸形胚继续分化愈伤组织（H 形似“灵芝”，容易在继代后褐化死亡）。 

Fig. 1  Callus and abnormal embryo styles induced by 2,4-D and TDZ in R. chinensis‘Yueyuehong’ 

A：Hard，white callus induced by 2,4-D 3.0 mg · L-1；B：Semi-transparent，watery callus induced by TDZ 0.1 mg · L-1；C，D：Globular primary 

embryos induced by 2,4-D 3.0 mg · L-1 and TDZ 0.5 mg · L-1（C：After 12-week；D：20-week culture period）；E，F：The abnormal 

‘wood ear’-like embryos were differentiated gradually by TDZ（0.5 mg · L-1 or 2.5 mg · L-1）； 

G，H：The abnormal embryos were continue to differentiated callus by TDZ 2.5 mg · L-1 

（H：Appeared‘Ganoderma’-like，browned and died in following cultures）. 
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图 2  不同光处理对‘月月红’月季愈伤组织分化体胚的影响 

Fig. 2  Effects of light treatments on somatic embryos 

differentiation of callus in R. chinensis‘Yueyuehong’ 

在 2,4-D 3.0 mg · L-1 + TDZ 0.5 mg · L-1 的组合培养基上最先产生球形胚（图 1，C），并且在该

组合培养基上继续培养，愈伤组织会保持半透明水渍状特性，同时不断长出新的球形胚（图 1，D）。 

在只含 TDZ（0.5 mg · L-1 或 2.5 mg · L-1）的培养基上容易最先长出体胚，但多数畸形，叶片呈

“木耳”状或“灵芝”状（图 1，E ~ H），在 TDZ 浓度较高时（2.5 mg · L-1），畸形胚会逐渐变成半

透明水渍状，在随后的继代培养基中褐化死亡（图 1，G、H）。 

2.2  光照对月季体胚分化的影响 

带球形胚的愈伤组织在培养 12 周后不断

分化出体细胞胚，但形态上有明显差异，主要

表现为 4 种类型：无子叶的纤细芽、有 1 片伸

展子叶、有 2 片伸展子叶的胚和有 3 片以上或

丛生的不正常子叶。在不同光照条件下，体胚

分化类型有明显差异。不同类型的胚在黑暗、

红光、白光 3 种培养条件下都会产生，但比例

明显不一样（图 2）。黑暗条件下主要产生无子

叶芽状胚；红光和白光条件下主要产生有 1 片

子叶和有 2 片子叶的正常体胚，红光条件下产

生的正常子叶胚比例最高。说明 3 种条件下，

红光最适宜‘月月红’子叶胚的形成。 

2.3  光照对体胚形态发育的影响 

在不同光照条件下，体细胞胚的形态随着培养时间的增加表现出明显差异。在暗培养条件下，

体胚主要以无子叶芽状胚形态存在（图 3，A）；在红光条件下，主要以带有宽厚伸展的 1 片或 2 片

子叶胚形态存在（图 3，B）；在白光条件下，胚性愈伤会逐渐硬化，并长出叶绿素，呈浅绿色，体

胚多数为带有 1 片宽薄型子叶的胚，少数为 2 片子叶胚（图 3，C）。 

将无子叶芽状胚（图 3，D）从暗处转移到光照条件下（红光或白光），其中一些可以在长下胚

轴顶端分化出小子叶（图 3，E ~ H），但是那些已经在顶端形成分叉了的（图 3，I）就不会再分化

出子叶，而是长出真叶或不分化出正常叶片（图 3，J）。 

2.4  不同类型体胚的再生植株 

月季体胚再生成正常植株的频率比较低。本研究中发现，不同类型的体胚再生频率相差很大：

有 2 片子叶的体胚再生频率最高，达到 45%左右；无子叶芽状胚和只有 1 片子叶的体胚的再生频率

低，分别为 22%和 15%；畸形体胚再生频率低于 5%。 

本试验中选取的是子叶刚刚展开的体胚，因为前期研究发现，若体胚子叶完成展开、向外翻卷

甚至芽点所在位置形成可见愈伤，则这类体胚会继续分化出大量愈伤，甚至子叶也会变成愈伤组织，

很难再生出植株。这可能是因为在 2,4-D 的培养基上滞留的时间太长。 

在前 4 周，体胚主要表现为子叶膨大，并逐渐转绿，在这一过程中芽尖也逐渐形成并逐渐显现

（图 4，0、14、28 d）；在 5 ~ 7 周，子叶会停止膨大，芽尖迅速伸长，长出茎和叶，下胚轴也伸长，

长出根（图 4，49 d、63 d）；在 12 周左右能形成小植株，小植株的基部可以看到退化的子叶（图 4，

84 d）；16 周即可转移到生根培养基上生根；20 周可以炼苗；若温室培养条件适宜，再过 10 ~ 12 周

可以开花。 
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图 3  不同光处理条件下‘月月红’月季体胚形态变化 

A：暗培养；B：红光处理；C：白光处理；D：暗培养下产生的芽状胚；E：芽状胚从暗处转移到红光下产生小型子叶； 

F ~ H：芽状胚从暗处转移到白光条件下产生小型子叶；I：暗培养条件下产生的有分叉的芽状胚； 

J：有分叉芽状胚在转到光照条件后只分化出真叶，不分化出子叶。 

Fig. 3  Morphological changes of SEs in R. chinensis‘Yueyuehong’under different light treatments 

A：In the dark；B：Under red light；C：Under white light；D：Shoots generated in the dark；E：Transferred from the dark to red light， 

cotyledons generated；F–H：Transferred from the dark to white light conditions；I：Generated in the dark with ramification； 

J：Could not generate cotyledons when transferred to light conditions. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4 ‘月月红’月季体胚再生过程 

箭头所指为体胚最初的子叶。 

Fig. 4  Regeneration of somatic embryos in R. chinensis‘Yueyuehong’ 

Arrows indicate the original cotyledons. 
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3  讨论 

目前，体细胞胚胎发生和器官发生被定义为植株再生的两种不同途径。体细胞胚胎发生是指单

细胞或一群细胞被诱导，不断再生非合子胚，并萌发形成完整植株的过程。器官发生是指从单个细

胞或多个细胞诱导茎或根（器官）分化的发育过程。一般情况下，看到芽长出来就会定义为“器官

发生”，看到有宽厚的子叶长出来就会定义为“体细胞胚胎发生”。但是本研究发现芽状体在从愈伤

组织上剥离后能看到两极结构（根和芽），其本质是胚，或叫芽状胚。在红光处理条件下，芽状胚和

子叶胚都能形成。因此，对‘月月红’再生途径是“器官发生”还是“体细胞胚胎发生”途径的界

定持不同观点。前期研究表明，用‘月月红’幼叶为外植体诱导出愈伤后可分化出芽，因此被定义

为“器官发生（Organogenesis）”（Chen et al.，2006；2010）。Meira（1999）对两项发生途径进行了

界定，体细胞胚胎具有两极性（bipolar），即同时具有根和芽两极；器官发生具单极性，只分化出根

或芽，即体细胞胚胎的发生的鉴别标准应为发生后是否具有两极性，而非是否具有子叶。因而在本

试验中获得的体细胞胚具有两种类型，一种为子叶胚，另一种为经严格定义后的芽状胚。经研究结

果推断芽状胚是体细胞胚的一种特殊类型，它是因光照不足导致无法形成子叶，而下胚轴伸长后使

其形态像芽。 

本研究结果还表明，‘月月红’体细胞胚发生类型与光照有着非常密切的关系。黑暗条件多产生

无子叶芽状胚，红光和白光条件下多产生子叶胚。芽状胚在黑暗条件下形成后，若转移到红光或白

光条件下后，也能部分分化出带有长下胚轴的小片子叶。光照条件对植株再生的影响已有报道。红

光对体胚发育的影响尤为突出，可以使温柏（D’Onofrio et al.，1998）、胡萝卜（Michler & Lineberger 

1987）以及多种松树（Merkle et al.，2005）体胚发生频率显著增加。红光对愈伤组织诱导芽也有促

进作用，可以促进玛咖（王亚丽 等，2007）、甘蔗（梁钾贤和陈彪，2006）愈伤组织诱导芽和小苍

兰根芽（车生泉 等，1997）的分化。徐根娣等（1995）的研究表明，持续光照下，蓝光对旱芹体细

胞胚发生最有利，其次是白光和黄光，红光作用最弱。光质是植物生长发育过程中具有广泛调节作

用的环境因子，可能通过对细胞分化的调控继而影响体细胞胚胎发生（刁丰秋 等，2000）。同时光

强也可影响体细胞胚胎发生，高强度白光和蓝光能抑体细胞胚发生，而红光、绿光与黑暗利于胚状

体的发生（Michler & Linerger，1987）。本研究中‘月月红’月季在红光（光强约为 7.2 µmol · m-2 · s-1）

条件下能产生高频再生潜力的体胚，与黑暗条件下产生芽状胚不同。但是关于光质如何调控月季细

胞分化、对月季体细胞胚发生所起的作用及机理还有待进一步深入研究。 
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