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摘要: 为建立日本五针松再生体系, 本文以其幼嫩针叶为材料, 在DCR基本培养基上分别诱导愈伤组织和胚性愈伤组织, 探
索其最佳植物生长调节物质配比, 并在诱导过程中对愈伤组织进行细胞学特性观察。结果表明, 使用添加5 mg·L-1 2,4-D和

1 mg·L-1 6-BA的培养基, 愈伤组织的诱导率高达96.7%。胚性愈伤诱导培养基中添加0.6 mg·L-1 TDZ、1.0 mg·L-1
复硝酚

钠、1.0 mg·L-1 6-BA和0.2 mg·L-1 IBA, 可诱导细胞分化, 获得胚性愈伤, 诱导率可达53.3%, 而且其褐化率低, 生长较快。非

胚性愈伤的细胞呈圆形和细长形两种, 不形成细胞团; 胚性愈伤的细胞结合紧密, 形成了胚性细胞团, 其主要由胚性细胞和

胚柄细胞两种类型的细胞组成。研究结果为日本五针松再生体系建立奠定了重要的基础。
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日本五针松(Pinus parviflora Sieb. et Zucc.)为
松科常绿针叶乔木, 其针叶每五枚簇生为一小束, 
小束簇生在枝顶和侧枝上, 枝叶短小、茂密苍劲, 
树形挺拔秀丽(中国科学院中国植物志编辑委员会

1978), 是观赏价值很高的造园树种, 也是盆栽或做

盆景的重要树种(张万佛1999), 具有很高的经济价

值。与其他针叶树类似, 日本五针松幼年期长, 成
熟期的球果发育比较缓慢, 种子产量低, 不能满足

生产中的急需。采用扦插扩繁成活率低, 嫁接繁

殖缺乏合适砧木(徐兴友1998)。由于日本五针松

繁殖和培育困难, 其优质苗木价格较高, 限制了这

一树种资源在城市绿化中应用。因此, 建立日本

五针松无性扩繁技术有助于该优良树种资源的推

广和应用。

针叶树无性扩繁技术受到广泛重视, 目前已

对50多种树种进行过离体培养研究, 所采用的外

植体有合子胚(成熟胚或未成熟胚)、嫩茎、休眠

芽、子叶、茎尖、雌配子体、不定芽、叶原基、

下胚轴等(季孔庶等2015)。由于针叶树合子胚诱

导脱分化比其他器官容易 ,  是许多研究者的首

选。Hakman等(1985)利用挪威云杉(Picea abies)未
成熟胚为外植体 ,  获得了体细胞胚 ;  朱晓丹等

(2005)利用云南松(Pinus yunnanensis)成熟胚诱导

出了愈伤和不定芽; 李清清等(2012)用黑松(Pinus 
thunbergii)未成熟胚诱导出了体细胞胚, 并且建立

了植株再生体系; 王晓娜等(2015)利用沙松(Abies 
holophylla)成熟胚诱导出了不定芽。尽管利用合

子胚建立再生体系比较容易, 但是由此所获得的

再生株系性状存在不确定性, 即不能保证遗传母

系的性状。以针叶等孢子体器官为外植体脱分化

获得的愈伤组织, 再经分化形成的再生株系, 理论

上可保持所选择母体的性状(Ruaud等1992)。张德

炎等(1997)曾以五针松(Pinus strobus)的幼嫩针叶

为外植体诱导出了愈伤, 并筛选出了最优的愈伤

继代培养基。Ruaud等(1992)则用一年生挪威云杉

(Picea abies)的针叶诱导出了胚性愈伤。由于针叶

树孢子体器官脱分化与再分化存在一定困难, 目
前有关再生体系建立的报道相对较少。

本文以日本五针松的针叶为外植体, 建立胚

性愈伤诱导的实验条件, 并对愈伤组织进行细胞

学观察, 为该树种针叶无性扩繁技术体系的建立

奠定基础。

材料与方法

1  材料

实验材料为日本五针松(Pinus parviflora Sieb. et 
Zucc.)幼嫩针叶。

2  方法 
2.1  愈伤组织的诱导

取日本五针松植株上当年生的幼嫩针叶, 在
低浓度的洗衣粉溶液中漂洗5 min, 接着流水冲洗

干净。在超净工作台上, 用75%酒精浸泡50 s, 无菌

蒸馏水冲洗2~3次, 8%次氯酸钠浸泡5 min, 最后用

无菌蒸馏水冲洗2~3次, 将针叶剪成3~5 mm长的切

段。然后将处理好的针叶切段接种在诱导培养基

上(表1), 每种诱导培养基接种40个外植体, 重复3
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察, 并获得电子图像。采用Phenom (飞纳)台式扫

描电子显微镜(Phenom ProX, 荷兰Phenom World), 
将非胚性愈伤和胚性愈伤组织块放在样品台上, 
快速抽真空后, 观察并获取扫描图像。

实验结果

1  愈伤组织的诱导

日本五针松针叶切段在诱导培养基上黑暗条

件下培养约30 d后, 在切段的两端切口处出现肉眼

可见的淡黄色愈伤组织(图1-A), 随着时间的增加, 
愈伤组织逐渐增大 ,  使针叶切段呈哑铃型 (图
1-B)。研究结果表明适宜浓度的生长素和细胞分

裂素有利于愈伤组织的诱导, 由于材料幼嫩, 大部

分的针叶都能产生淡黄色的愈伤组织, 但是有少

量针叶切段会变成褐色, 之后死亡。总体来看, 各
处理均可获得愈伤组织,诱导率都能达到50%以上

(表3)。诱导率最高的是处理3, 但与处理6没有显

著性差异, 从经济的角度考虑, 生长调节物质最佳

的组合是5 mg·L-1 2,4-D和0.5 mg·L-1 6-BA。 
2  胚性愈伤组织的诱导

将原始愈伤组织放在诱导培养基上诱导胚性

表1  愈伤诱导的因素与水平

Table 1  Factors and levers of callus induction

水平
                                  因素 

     2,4-D/mg·L-1	 6-BA/mg·L-1

1 1 0.5
2	 3	 1.0
3	 5	 1.5

次, 在(25±2)°C黑暗条件下培养, 1个月后可见愈伤

组织产生, 60 d后终止培养, 统计愈伤诱导率, 并选

出最佳的诱导培养基。诱导率(%)=出现愈伤的针

叶个数/外植数×100。
2.2  胚性愈伤组织的诱导

将白色质地紧密的愈伤组织放在诱导培养基

上进行胚性愈伤诱导, 诱导培养基中的6-BA和IBA
浓度保持不变, 加入不同浓度的TDZ和复硝酚钠。

TDZ浓度设置为0.6、1.3和2.0 mg·L-1 3个水平, 复
硝酚钠浓度设置为0.25、0.5和1.0 mg·L-1 3个水平, 
6-BA浓度设置为1.0 mg·L-1, IBA浓度设置为0.2 
mg·L-1, 培养基pH调整为5.8。采用完全随机区组

设计, 共9种处理, 每种处理6瓶, 每瓶接入5块0.5 
cm3的愈伤组织, 每种组合设置3个重复组, 见表

2。在每日16 h光照、8 h黑暗、(25±2)°C条件下培

养进行胚性愈伤诱导, 60 d后统计胚性愈伤诱导率, 
选出最佳的诱导生长调节物质配比。诱导率(%)=
胚性愈伤数/原始愈伤数×100。
2.3  非胚性和胚性愈伤的形态与细胞学特性观察

非胚性愈伤和胚性愈伤组织块用相机拍照后, 
制成临时装片, 在光学显微镜下(DM 2500 Leica)观

表2  胚性愈伤诱导的因素与水平 

 Table 2  Factors and levers of embryonic callus induction

水平
                                        因素 

          TDZ/mg·L-1	 复硝酚钠/mg·L-1

1 0.6 0.25
2	 1.3	 0.50
3	 2.0	 1.00

图1  日本五针松针叶的愈伤组织

Fig.1  Callus of Pinus parviflora sieb. et Zucc.
A: 诱导20 d的愈伤组织; B: 诱导30 d的愈伤组织。
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以在研究过程中要注意复硝酚钠的浓度, 处理3和
其他的处理有显著性差异, 所以最佳的诱导培养

基为DCR+0.6 mg·L-1 TDZ+1.0 mg·L-1复硝酚钠

+1.0 mg·L-1 6-BA+0.2 mg·L-1 IBA。

3  非胚性与胚性愈伤的形态与细胞学特征 
3.1  非胚性与胚性愈伤的形态学特性

在诱导过程中对出现的两种愈伤组织进行观

察。一种愈伤为浅绿色且疏松易碎(图2-A), 逯昀

等(2010)在诱导华山松胚性愈伤组织时观察到一

种结构疏松、表面粗糙的非胚性愈伤组织, 表明

本文图2-A中的愈伤组织是非胚性愈伤组织。靳

小翠等(2010)以马尾松幼胚为材料, 在光下诱导的

胚性愈伤质地较硬、干燥, 颜色呈现黄绿色。本

表3  愈伤诱导的结果

Table 3  Results of callus induction

处理 
                    因素                     

外植体  诱导率/%
                 2,4-D/mg·L-1  6-BA/mg·L-1	  

1 1 0.5 40 50.8±0.83d

2	 3	 0.5	 40	 58.3±0.83c

3	 5	 0.5	 40	 96.7±0.83a

4	 1	 1.0	 40	 55.0±2.89cd

5	 3	 1.0	 40	 54.2±2.20cd

6	 5	 1.0	 40	 90.8±3.33ab

7	 1	 1.5	 40	 50.0±3.82d

8	 3	 1.5	 40	 54.2±2.20cd

9	 5	 1.5	 40	 88.3±0.83b

　　诱导率后字母表示不同激素组合下的诱导率多重比较结果, 
标有相同字母表示无显著差异(α=0.05), 表4同此。

愈伤时, 发现使用不同种类和不同配比的生长刺

激物, 胚性愈伤的诱导率和外形变化有明显的不

同。有些愈伤组织在接入诱导培养基后2~3 d内长

出了新生的嫩白色的组织。在前10 d的培养过程

中, 愈伤组织生长较快, 白色的组织开始变成绿色, 
随着培养时间的增加, 绿色逐渐加深, 愈伤表面开

始出现白色的颗粒物; 但是有些愈伤在接入培养

基之后, 并没有长出白色新生的愈伤, 这些组织逐

渐褐化。由表4的统计结果可知, 最高的诱导率达

到50%, 最低诱导率为24.4%。方差分析和多重比

较可知, 复硝酚钠对胚性愈伤诱导有显著影响, 所

表4  胚性愈伤诱导的结果

Table 4  Results of embryonic callus induction

处理
	               因素	                       

外植体           诱导率/%
               TDZ/mg·L-1   复硝酚钠/mg·L-1	 	

1	 0.6	 0.25	 30	 34.4±1.11c

2	 0.6	 0.50	 30	 38.9±1.11bc

3	 0.6	 1.00	 30	 50.0±1.92a

4	 1.3	 0.25	 30	 24.4±1.11d

5	 1.3	 0.50	 30	 33.3±1.93c

6	 1.3	 1.00	 30	 33.3±1.93c

7	 2.0	 0.25	 30	 31.1±2.22c

8	 2.0	 0.50	 30	 34.4±1.11c

9	 2.0	 1.00	 30	 43.3±1.93b

图2  非胚性愈伤和胚性愈伤

Fig.2  The non-embryonic callus and embryonic callus
A: 非胚性愈伤; B: 胚性愈伤。
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文图2-B中愈伤呈现黄绿色且结构较紧密、不易

分离, 表面有小球状凸起, 符合胚性愈伤的特征。

3.2  非胚性愈伤和胚性愈伤的细胞学特性

将非胚性愈伤组织和胚性愈伤组织制成临时

装片后, 在光学显微镜下观察。通过比较发现, 非
胚性愈伤是由许多近似球状的薄壁细胞组成, 排
列疏松, 并没有形成团状体, 各个细胞之间差异不

大(图3-A)。而胚性愈伤细胞排列较为紧密, 成团

出现, 一部分细胞呈圆球形, 并且细胞表面有凹陷, 
边缘有类似于柄状的细胞伸出(图3-B)。巴西松

[Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze]的未成熟

胚经过诱导后形成的胚性细胞团在光学显微镜下

可以看到两种细胞, 圆状的胚性细胞(embryogenic 
cell, EC)和长柄状的胚柄细胞(suspensor-like cell, 
SC), 处于PEM I时期的胚性细胞团是由多个胚性

细胞和1个或2个的柄状细胞组成(Steiner等2016)。
我们在光学显微镜下观察到细胞团是由多个胚性

细胞和数个胚柄细胞组成(图3-B)的, 表明此时的

胚性细胞团处于PEM I时期, 愈伤经过诱导之后, 
细胞已经开始分化。

图3  非胚性和胚性愈伤的细胞

Fig.3  Cells of the non-embryonic and embryonic callus
A: 非胚性愈伤细胞; B: 处于PEM I时期的胚性细胞团(由ECs和SCs组成)。

3.3  非胚性愈伤和胚性愈伤的扫描电镜观察

将新鲜材料放置在样品台上, 抽真空后, 用
Phenom台式扫描电子显微镜直接观察。发现非胚

性愈伤和胚性愈伤组织细胞表面结构存在较大的

差异。非胚性愈伤的细胞形状不规则, 有的是圆

形, 有的呈长条状(图4-A), 而且表面光滑, 虽然有

些细胞排列紧密, 能形成细胞团, 但细胞团之间有

较大的空隙, 还观察到细胞之间有丝状物存在(图
4-B)。有些非胚性愈伤的细胞呈不规则的圆形或

者椭圆形(图4-C和D)。胚性愈伤的细胞之间形成

团粒结构, 形成团粒的细胞之间几乎没有空隙, 图
中出现了长柄状和圆形的细胞, 长柄状的细胞是

胚柄细胞(SC), 圆形的细胞是胚性细胞(EC) (图4-E
和F), 这些观察结果和光学显微镜下观察的结果一

致。扫描电镜下观察到胚性愈伤组织表面粗糙, 
具有明显的白色颗粒物(图4-F), 并且在光学显微

镜下也能看到细胞表面有附着物, 胚性愈伤的细

胞紧密结合形成了细胞团(图4-G和H)。

讨　　论

在针叶树的组织培养中多以合子胚为外植体, 
通过体细胞胚发生, 建立再生体系。虽然其成功

率较高, 但合子胚再生株系的性状具有不可预测

性。而以孢子体器官如针叶等外植体所获得的再

生体系的性状是可预测的, 但是其再生体系的建

立存在一定的困难, 目前有关报道主要停留在愈

伤组织阶段, 有关再生植株的研究鲜见报道。

植物生长调节物质的种类和浓度对外植体的

生长态势和分化方向具有重要的调节作用。如诱

导风铃玉(Ophthalmophyllum frirdrichiae)愈伤组织

时最合适的生长素和细胞分裂素的比是1:1 (吴正

景等2015), 但针叶树愈伤组织的诱导一般需要较

高浓度的生长素和较低浓度的细胞分裂素(孙志强

等2010)。本文中日本五针松针叶愈伤诱导的生长
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图4  非胚性和胚性愈伤的扫描电镜图

Fig.4  Scanning electron microscopy pictures of the non-embryonic callus and embryonic callus
A~D: 非胚性愈伤, A中的细胞呈长条状, B中可以看到细胞之间有丝状物的存在, C~D中细胞呈圆形; E~H: 胚性愈伤, E~F中可以看到

EC和SC两种细胞, G~H中胚性愈伤的细胞紧密结合, 形成细胞团。

素和细胞分裂素浓度最佳组合比是10:1, 愈伤诱导

率可达100%, 而张德炎等(1997)在五针松(Pinus 
strlbus)的愈伤诱导过程中生长素和细胞分裂素的

比例为5:1, 诱导率为48%。在体细胞胚的诱导中, 
通常需要高浓度的细胞分裂素和低浓度的生长素

(孙志强等2010)。植物的生长发育对低浓度的

TDZ敏感(林树燕等2015), 在合适的浓度下能诱导

外植体形成愈伤组织或者体细胞胚(徐晓峰和黄学

林2003)。复硝酚钠可促进细胞原生质流动, 提高

细胞活力(刘兴宇2007)。在本研究中发现, 低浓度

的复硝酚钠能促进愈伤的生长和抑制愈伤的褐

化。体细胞胚诱导时, 培养基中细胞分裂素浓度

和生长素浓度比为5:1, 再添加复硝酚钠和TDZ, 均
可诱导出胚性愈伤, 诱导率可高达53.3%。 

体细胞胚发生过程可划分为胚性细胞团、早

期原胚、后期原胚和成熟胚四个时期。胚性细胞

团是体细胞胚发生的开始, 细胞团由两部分组成, 
一部分由数个球状的胚性细胞(EC)构成, 另一部分

则为一个或者数个长柄状的胚柄细胞(SC)组成

(Steiner等2016)。Filonova等(2000)根据细胞团两

种细胞数量的多少和形态特征的变化, 将胚性细

胞团进一步细分为PEM I、PEM II、PEM III三个

时期。处于PEM III时期的细胞团, 各个细胞聚集

紧密, 是早期原胚的起始状态。在诱导过程中, 在
光学显微镜下观察到了PEM III时期的细胞团。早

期原胚发育成熟后, 开始进入后期原胚的发育阶

段, 按先后发育顺序, 后期原胚经过球形胚、心形

胚、鱼雷胚三种发育时期, 鱼雷胚最终发育成成

熟胚(Steiner等2016), 成熟胚的形成标志着体细胞

胚的成熟, 发生过程基本结束, 对这个时期的细胞

进行萌发培养后, 即可得到完整植株。

在植物体细胞胚诱导过程中, 一般出现两种

愈伤组织即胚性愈伤和非胚性愈伤, 该两种愈伤

组织形态和细胞有明显的差异。钝叶草[Steno-
taphrum secudatum (Walt.) Kuntze] (Li等2006)和陆

地棉(Gossypium hirsutum L.) (张宝红等2000)的非

胚性愈伤组织细胞细长, 排列疏松, 而胚性愈伤组

织细胞呈圆形或者椭圆形, 排列紧密, 形成细胞

团。陈金慧等(2005)观察发现, 杂交鹅掌楸(Lirio-
dendron chinense × L. tulipifera)非胚性愈伤细胞都

是体积较大的薄壁细胞, 大多单独存在, 不能形成

细胞团结构 ,  愈伤组织表现为一种无规则的状

态。其胚性愈伤组织细胞之间几乎没有空隙, 细
胞形状也不规则, 也是以细胞团的形式存在。在

本研究中, 日本五针松针叶经过诱导之后获得了

淡黄色的愈伤组织, 愈伤组织经过诱导, 组织颜色
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变绿, 表面有小球状的凸起, 细胞的形状和类型也

发生了变化, 采用光学显微镜结合非损伤扫描电

镜对胚性愈伤组织细胞进行观察, 发现胚性愈伤

组织细胞形成细胞团, 其主要由胚性细胞(EC)和胚

柄细胞(SC)两种类型的细胞组成。 
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Inducement of embryonic callus from needles of Pinus parviflora Sieb. et Zucc. 
and observation of cytological characteristics of callus
WANG Xue-Li, LI Ping-Ping, WU Kun-Yang, SHI Kun, ZHENG Cai-Xia*

College of Biological Science and Technology, Beijing Forest University, Beijing 100083, China

Abstract: In order to establish the regeneration system Pinus parviflora Sieb. et Zucc., the young needles were 
used to induce callus and embryonic callus in DCR medium and the best plant stimulus ratio was explored. In 
the process of induction, the tissues were observed by optical microscope and scanning electron microscope. 
The results indicated that the induction rate of callus was high as 96.7% with the addition of 5 mg·L-1 2,4-D and 
1 mg·L-1 6-BA. Embryonic callus induction medium, including 0.6 mg·L-1 TDZ, 1.0 mg·L-1 compound sodium 
nitrophenolate, 1.0 mg·L-1 6-BA and 0.2 mg·L-1 IBA, could induce cell differentiation and obtain embryonic cal-
lus. The induction rate reached 53.3%. At the same time, the browning rate of embryonic callus was low and 
the tissues grew faster. The cells of the non-embryonic callus were round and thin, and no cell clusters were 
formed. The cells of embryonic callus bound with each other tightly and formed the embryonic cell clusters 
which were mainly composed of embryogenic cells and suspensor-like cells. These results laid an important 
foundation for the establishment of regeneration system for P. parviflora.
Key words: Pinus parviflora Sieb. et Zucc.; non-embryonic callus; embryonic callus; morphological and cyto-
logical characteristics
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