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摘要: 【目的】调查油松 Pinus tabulaeformis 胚性愈伤组织增殖培养阶段不同因素对于褐化产生的影响，并结合增殖

率对培养基进行调整优化以降低褐化率，提高利用率。【方法】以 3个年份的 9个细胞系的油松胚性愈伤组织为材

料，利用单因素试验设计对放置不同数量愈伤块、pH、植物凝胶含量、糖种类和含量以及培养时间的褐化率和增殖

率进行测定计算。采用正交试验选出最佳培养条件。【结果】单因素试验结果表明，褐化率在不同基因型间差异显

著，且与增殖继代年龄显著正相关；在培养皿中放置 6~7 块愈伤组织、pH 5.8~6.0、培养基中添加 2.0~3.0 g·L–1

植物凝胶、添加 10 g·L–1 蔗糖能保证较低的褐化率和较高的增殖率，且蔗糖优于葡萄糖和麦芽糖。【结论】结合正交

设计，90 mm培养皿中放置 7块愈伤组织，培养基中添加 2.5 g·L–1 植物凝胶、10 g·L–1 蔗糖，调节 pH为 5.9时，褐化

率、增殖率和利用率最理想。
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Abstract: 【Objective】To study the effects of different factors on browning of embryogenic callus of Pinus

tabulaeformis during proliferation, and optimize the culture medium based on proliferation rate for lower browning

rate and higher efficiency.【Method】Embryogenic callus of P. tabulaeformis from nine cell lines and three different

year were used as material.We performed a serious of single factor experiments and calculated the browning rates and

proliferation rates of embryogenic callus under the treatments of different callus number, pH, phytagel content, type

and content of sugars, and culturing time. Orthogonal experiment was then conducted to screen out the best culture 
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conditions.【Result】Results of the single factor experiments showed that browning rate was significantly different

among different genotypes, and it was significantly positively correlated with the age of subculture. The browning rate

was relatively low and the proliferation rate was relatively high when the callus number in each petri dish was 6–7,

medium pH was 5.8–6.0, phytagel was 2.0–3.0 g·L–1, and sucrose was 10 g·L–1. Sucrose was better than glucose and

maltose.【Conclusion】Based on the orthogonal design, placing 7 callus in each 90 mm petri dish, adding 2.5 g·L–1

phytagel and 10 g·L–1 sucrose to the medium, and adjusting the pH to 5.9 could achieve the preferred browning rate，

proliferation rate and efficiency.

Key words:  Pinus tabulaeformis; embryogenic callus; browning; proliferation; lorthogonal design
  

油松 Pinus tabulaeformis 是我国北方 14 个省

(自治区、直辖市)重要的乡土树种，生态适应区约

300万 km2，是我国华北、西北及东北部分地区的主

要造林树种。油松用途广，选育目标多样，在较好的

立地，可以培育工业用材林；它耐干旱、贫瘠，适应

力强，对维护国土生态安全具有特殊重要地位[1]。

然而，由于林木本身的限制，其良种的繁育远远达

不到造林以及商业化的要求，因此开辟新的育种途

径，加快油松的育种和繁殖进程是油松育种中亟待

解决的问题。得益于油松体细胞胚胎发生体系的建

立，为油松的快速繁育提供了新的途径，为其无性

系育种和优良无性系繁殖推广提供了高效的繁殖

技术。然而，随着研究的不断深入，发现一些油松胚

性愈伤组织会产生褐化现象，并会逐渐影响未褐化

组织的生长，严重的会导致整块的组织死亡，使珍

贵的材料丢失[2]。

组织培养中的褐变是指外植体在诱导分化或

再分化的过程中自身组织从表面向培养基中释放

褐色有毒物质，使培养基逐渐变成褐色，以至于外

植体也随之变褐死亡的现象。褐变在组织培养过程

中普遍存在[3]，这在果树等酚类物质含量较高的木

本植物中尤其严重[4]。对于这种较普遍的现象，国

内外研究主要集中在果树等经济林树种的组织培

养中[5]，针叶树种中只有欧洲赤松、红豆杉[6-8]等少数

几个树种有组织培养方面的研究，油松并没有专门

进行这方面研究的报道。目前研究认为，引起褐化

的原因包括酶促褐变和非酶促褐变，近年也有与美

拉德反应相联系[9]；但组织培养中的褐变主要是由

酶引起的细胞内的氧化褐变，培养基和培养条件等

都成为影响褐化的重要外因[3-4]。

根据原有的培养基和培养条件进行培养，油松

胚性愈伤褐化率平均在 30%左右，而在一些愈伤组

织中甚至无一幸免。为了尽量避免胚性愈伤的褐化，

保证材料的完整性，我们对现有的培养基和培养条

件进行了优化和调整，选择了 3 个不同年份共 9 个

细胞系作为供试材料，研究 90 mm培养皿接种愈伤

块数量，培养基中不同植物凝胶含量、糖种类和蔗

糖含量对于褐化产生的影响，同时结合增殖率对现

有的培养条件和培养基进行优化，希望借此能够筛

选合适的基因型，选择最优的培养基、创造最佳的

培养条件以避免褐化，保证胚性愈伤的良好状态。

1   材料与方法

1.1    材料

油松胚性愈伤组织试验材料有 3 类，第 1 类是

2013 年获得，已增殖继代 3.2 年的 3 个胚性细胞系

(13a2、13b2 和 13c2)，第 2 类是 2015 年获得，已增

殖继代 1.2 年的 3 个胚性细胞系(15c4a、15c4b 和

15n38a)，第 3类是 2016年获得，已增殖继代 0.2年
的 3个胚性细胞系(16c4a、16n77a和 16z36a)。
1.2    单因素试验

1.2.1　基础培养基　采用mLV[10]基本培养基，90 mm
一次性培养皿，每块胚性愈伤称 200  mg(采用

15n38a)，放置 8 块，培养基中添加外源激素 2,4-D
0.2 mg·L–1、6-BA 0.1 mg·L–1，蔗糖 20 g·L–1，植物凝

胶(美国 Sigma 公司)3 g·L–1，pH 5.8，接种 2 周后统

计褐化率和平均增殖率。

1.2.2　胚性愈伤组织褐化的判断　在油松胚性愈

伤培养的过程中，其褐化的出现多呈现愈伤颜色变

成黄色或褐色、表面变得光滑，呈萎缩状，不再具有

胚性愈伤良好的状态；而正常的胚性愈伤则呈白色

或半透明，表面呈颗粒或尖刺状(图 1)。
1.2.3　基因型及增殖继代年龄对褐化的影响　选

择 9 个胚性细胞系，接种 2 周后统计褐化率，同时

对增殖继代年龄与褐化率进行相关性分析，每试验

重复 5次。

1.2.4　培养皿中放置愈伤块数对褐化的影响　培

养皿中分别放置 6、7、8、9、10、12块未褐化的胚性

愈伤，其他同基础培养基，同时为避免营养成分的

影响，将统计褐化率和增殖率时间改为 1 周，每试

验重复 3次。

1.2.5　pH对褐化的影响　培养基灭菌前分别调 pH
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到 5.2、5.4、5.6、5.8、6.0、6.2，其他同基础培养基，每

试验重复 3次。

1.2.6　植物凝胶含量对褐化的影响　植物凝胶依次

添加 1.5(能使培养基凝固的最少含量)、2.0、3.0、4.0、
5.0、6.0 g·L–1，其他同基础培养基，每试验重复 3次。

1.2.7　培养基中蔗糖含量和糖的类型对褐化的影

响　蔗糖依次添加 10、20、30、40、50 g·L–1，而葡萄

糖、麦芽糖均设为 20 g·L–1，其他同基础培养基，每

试验重复 3次。

1.3    正交设计与验证

利用正交试验设计，对放置愈伤块数、pH、植

物凝胶含量、蔗糖含量 4 个因素的单因素结果最优

范围附近各挑选 3 个水平进行试验，参照 L9(34)正
交表，选出最佳组合，每试验重复 3次。

为了验证调整后的培养基的效果，对 5 周内，

原培养基和调整后培养基的褐化率进行了统计，绘

制图表。原培养基参照“1.2.1”。优化培养基：采用

mLV 基本培养基，90 mm 培养皿中胚性愈伤组

织放置 7块，外源激素 2,4-D 0.2 mg·L–1、6-BA 0.1 mg·L–1，

蔗糖 10 g·L–1，植物凝胶(Sigma) 2.5 g·L–1，pH 5.9。
1.4    数据分析

采用 SPSS19.0 软件对数据进行分析，相关性

分析采用 SPSS双变量相关性分析，结果取平均数±
标准误，利用最小显著极差法(LSD)进行多重比较。

褐化率 =
褐化的愈伤组织的块数

愈伤组织总的块数
×100%，

平均增殖率=
鲜质量增加的量

初始量
×放置愈伤块数×100%。

2   结果与分析

2.1    不同基因型间褐化率的统计及增殖继代年龄

与褐化率的关系

9 个测试基因型的褐化率是不同的，基因型对

于褐化率的影响显著(P=0.000)(图 2)；经过回归分

析(图 3)发现，增殖继代年龄与褐化率之间呈正相关

关系，相关系数 r=0.922，在 0.01水平上显著相关(P=
0.000)，即随着增殖继代年龄的加大，褐化率增高。

2.2    培养皿中胚性愈伤块数对褐化的影响

从图 4 中可以看出，随着愈伤块数的增加，褐

化率整体呈上升的趋势，而愈伤的生长受到了褐化

的影响，增殖率呈下降趋势；综合来看，培养皿中放

置 6~8 块愈伤，其褐化率差异并不显著，如果结合

增殖率，则 6或 7块最好。因此，如果要将褐化最低

化，则放置的愈伤越少越好，但在培养基足够的情

况下，放置 7块会达到高的利用效率。

 

A: B:  
图 1    正常和褐化的油松胚性愈伤组织(15n38a)

Fig. 1    Normal and browning embryogenic callus of Chinese pine (15n38a)
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图柱上凡具有一个相同小写字母者，表示不同基因型间差异不显著

(P>0.05, LSD法)。

图 2    不同基因型的褐化率

Fig. 2    Browning rates of different genotypes
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图 3    增殖继代年龄与褐化率的关系

Fig. 3    Correlation between subculture time and browning
rate
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2.3    pH 对褐化的影响

由图 5 可知，pH 对愈伤组织的生长和褐变都

有较大的影响。在 pH为 5.2~5.4时, 愈伤组织生长

很慢，且褐变率最高；随着 pH 的升高，愈伤组织的

生长加快，褐化率降低，到 pH 为 5.8 时，褐变率最

小，当 pH 为 6.0 时，褐化又开始升高，增殖受到影

响。由此可知，pH 为 5.6~6.0 时，褐化程度较小(差
异不显著)，特别是 pH为 5.8时，其增殖最好。

2.4    植物凝胶含量对褐化的影响

从图 6 可以看出，随着植物凝胶用量的加大，

褐化率呈逐渐升高的态势；而且植物凝胶含量过多

会显著影响胚性愈伤的增殖率，同时会影响其形态

和结构(愈伤表面干化，呈结晶状)；而凝胶含量过少

(1.5~2.0 g·L–1)，愈伤组织周围水分堆积，虽不会产

生褐化，但影响其增殖和形态。所以综合来看，培养

基中添加 3.0 g·L–1 的植物凝胶是最优的选择。

2.5    培养基中蔗糖含量和糖的类型对褐化的影响

随着蔗糖含量的增加，褐化率呈增高态势，当

蔗糖质量浓度达到 40 g·L–1 时，未褐化的愈伤已所

剩无几，当蔗糖质量浓度达到 60 g·L–1 时已全部褐

化，而葡萄糖、麦芽糖等褐化虽不算严重，但会影响

愈伤的增殖(表 1)；在蔗糖质量浓度 10~30 g·L–1 时，

增殖率随着蔗糖含量增加而增加，但由于褐化组织

的增多而导致最后的平均增殖率差异不显著，因此

10 g·L–1 是最优的选择。

2.6    正交试验结果

根据上述结果，选定 4 个因素最优范围内 3 个

水平进行正交试验，2 周后愈伤组织褐化率见表 2。
1号处理褐化率最低(5.56%)，6号为 9.53%，其他试

验褐化率均在 10%~21%，8 号最高，为 20.83%。极

差分析显示放置愈伤块数极差最大(7.41)，对结果影

响最大，其次为蔗糖含量、pH 和凝胶含量；从平均

值看，如将褐化降到最低，各因素最好搭配为放置

6 块愈伤，pH 为 5.9，植物凝胶为 2.5 g·L–1，蔗糖为

5 g·L–1。如将效率最大化，则可放置 7块愈伤，蔗糖

添加 10 g·L–1(在一定范围内，蔗糖含量增加，增殖率

会增加)。
如图 7 所示，在半固体培养基中随着培养时间

 

表 1   蔗糖含量和糖的类型对褐化率和增殖率的影响 1)

Tab. 1    Effects of sucrose content and type of sugar on
browning rate

 

糖种类 ρ/(g·L-1) 褐化率/% 增殖率/%

葡萄糖 20     20.83±2.55cd   285.44±3.56b

麦芽糖 20     20.83±2.55cd   289.12±8.40b

蔗糖　 10     16.67±2.55d   316.23±9.14a
20     29.17±2.55b   318.87±3.89a

30     54.17±2.55b   319.94±6.89a

40     91.67±2.55a   167.62±7.03c

50     95.83±2.55a   132.53±4.55d

60   100.00±0.00a     97.92±2.11e

　1)同列数据后上凡具有一个相同小写字母者，表示不同处

理间差异不显著(P>0.05, LSD法)。
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相同颜色图柱上凡具有一个相同小写字母者，表示不同处理间差异不

显著(P>0.05, LSD法)。

图 4    培养皿中愈伤块数对于褐化率和增殖率的影响

Fig. 4    Effects of callus number in the petri dish on
browning and proliferation rates

 

a
a

b

c

c

b
e d

b
a

b

c

0

50

100

150

200

250

300

350

0

10

20

30

40

50

60

/%/%

5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 6.2

pH 
相同颜色图柱上凡具有一个相同小写字母者，表示不同处理间差异不

显著(P>0.05, LSD法)。

图 5    培养基 pH 对于褐化率和增殖率的影响

Fig. 5    Effects of pH on browning and proliferation rates

 

0

50

100

150

200

250

300

350

0

10

20

30

40

50

60

70

/%/%

c c

a
b

a
b b

a

c

d d

ρ ( )/(g·L−1)

1.5 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

 
相同颜色图柱上凡具有一个相同小写字母者，表示不同处理间差异不

显著(P>0.05, LSD法)。

图 6    培养基中植物凝胶含量对于褐化率和增殖率的影响

Fig. 6    Effects of phytagel content on browning and
proliferation rates
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的增加，褐化也逐渐加重。在原培养基上，褐化率几

乎呈直线升高趋势，2 周时即可达 20% 左右，而胚

性愈伤在优化的培养基生长 2 周时褐化率只有不

到 5%，效果是比较显著的。

3   讨论与结论

随着继代时间的增长，胚性愈伤组织往往会出

现一些不利的甚至不可逆的变化，如坏死、胚性丧

失和褐化等，而目前较好的解决方法是筛选优秀的

细胞系、在其增殖高峰时进行超低温保存或置于悬

浮培养条件下[11-12]。在油松胚性愈伤中，褐化的现

象在不同基因型间差异显著，且会随着时间的增加

而加重，在此结果来看，每年筛选优良的基因型的

确是较好的解决方法，但时间的耗费和目前并不令

人满意的诱导率远远不如考虑调整优化培养基更

为实际。

体细胞胚胎发生是细胞全能性表达最完全的

一种方式，重演了合子胚形态发生的进程[13]。在自

然环境下，松树种子中的合子胚是在雌配子体里面

完成生长和发育过程，但是离体环境下进行体细胞

胚胎发生，除了诱导初期大多数时间不是在雌配子

体内进行的，理论上人工培养基越接近雌配子体的

环境就越利于胚性愈伤组织的生长，因而培养基的

优化对胚性愈伤快速、健康的生长很重要，但需要

结合各方面综合考虑。

培养皿、培养基是胚性愈伤所处的环境和营养

来源，其变化也会影响外植体状态[3]。如果培养皿

中放置的愈伤数量过多，相互之间的竞争及物理空

间限制，一些较差的愈伤会受此影响而处于不利的

状态[14-15]。

pH 与褐变也密切相关，pH 对酚类和酚氧化酶

结合部位产生影响 [ 1 6 ]。在板栗愈伤组织培养中，

pH 在 5.8 以下、6.0 以上时褐化明显加剧[3]，而牡丹

愈伤培养中培养基需调到 6.5 才能使褐化最低[17]，

本研究中将培养基中 pH调到 5.9是最佳的。

在云桑的组织培养中，琼脂用量大，褐变率低；

随着琼脂用量的减少，组织褐化则加重[18]。然而，在

油松胚性愈伤的培养中，添加过量的凝胶是不利

的，会加大褐化的概率，也会对其增殖和形态产生

不利的影响；当然，如果凝胶含量偏少，愈伤本身或

培养基中的水分会积累过多，同样不利于其生长。

糖类是愈伤生长的重要碳源，是必不可少的，

但同时它与培养基内的渗透压、酚类合成、酶活动

等紧密相关，含量升高时，渗透压增大，促进细胞分

裂，而过高时反而会导致细胞分裂下降，褐化升

 

表 2   正交设计统计表

Tab. 2    Orthogonal design statistics
 

试验号 愈伤块数 pH ρ(凝胶)/(g·L-1) ρ(蔗糖)/(g·L-1) 平均褐化率1)/%

1   6   5.7   2.5   5   5.56±2.77h

2   6   5.8   3.0 10 11.11±3.92f

3   6   5.9   3.5 15 11.11±3.92f

4   7   5.7   3.0 15 19.05±4.76b

5   7   5.8   3.5   5 14.29±0.00d

6   7   5.9   2.5 10   9.53±3.37g

7   8   5.7   3.5 10 16.67±3.37c

8   8   5.8   2.5 15 20.83±4.17a

9   8   5.9   3.0   5 12.50±2.95e

k1   9.26 13.76 12.00 10.78

k2 14.29 15.41 14.22 12.44

k3 16.67 11.05 14.02 17.00

R   7.41   4.36   2.22   6.12

　1)同列数据后上凡具有一个相同小写字母者，表示不同处理间差异不显著(P>0.05, LSD法)。
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图 7    培养基调整前后褐化率的统计

Fig. 7    Browning rate before and after adjustment of
medium
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高[19-20]。而尝试更换成麦芽糖、葡萄糖，虽未产生异

常的褐化[9]，但愈伤生长确不如蔗糖，可见不同植物

对糖源的要求是不一样的[20]。

此外，培养基中无机盐含量、激素含量等都会

影响褐化[3]，但通过对 2,4-D 和 6-BA 的调整，发现

其对褐化影响并不显著，而无机盐涉及到基本培养

基，在此并未调整。但相较于原有的培养基和培养

条件，通过上述的调整和优化，在 2周内，15n38a细
胞系褐化出现频率很低，而所有油松胚性愈伤的平

均褐化率下降到了 10%左右，同时又能保证增殖的

效率，已经很好地达到了目的。当然，褐化还未完全

避免，研究褐化的机理、运用一些抗褐化试剂将是

下一步研究的问题。
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