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摘要: 【目的】 明确适合湿地松 Pinus elliottii 及其杂交种的体细胞胚胎发生条件，建立体胚成熟萌发的技术。

【方法】 以 2016年 6月采集的 2个湿地松家系 (EE1，EE2)、2个湿地松杂交种家系 (EC，EH)的未成熟合子胚 (含胚

乳)为材料，从诱导、增殖、成熟到萌发配制 3个系列培养基，比较外植体采集时间、家系、基本培养基对胚性愈伤组

织诱导的影响。用显微镜进行胚性愈伤组织鉴别后，进一步挑选诱导形成的胚性愈伤组织进行增殖、成熟、萌发，

最终获得再生植株。 【结果】 湿地松及其杂交种合子胚的发育进程可划分为 8 个阶段，阶段Ⅱ、Ⅲ为未成熟胚，适

合体胚发生，EC最早出现阶段Ⅲ合子胚。外植体诱导产生具有胚性胚柄团 (ESM)结构的胚性愈伤组织，可进一步

增殖。诱导培养基对愈伤组织形成及胚性愈伤组织占比具有较大影响，3种诱导培养基 (T1、T2和 T3)产生愈伤组

织效率最高的为 T1培养基 (49.0%)，胚性愈伤组织所占愈伤组织的比例最高为 T2培养基 (22.4%)。培养基配方的

诱导率存在基因型间的差异，T1培养基整体诱导率低；T2培养基对家系 EE1诱导率最高，为 5.82%；T3培养基对

参试材料均能诱导成功，且平均诱导率最高，为 3.75%。随采样时间延后，家系 EE1、EH的体胚诱导率逐渐增加，家

系 EE2、EC的体胚诱导率则随采样时间延后逐渐降低。体胚诱导率与合子发育阶段结果基本一致，阶段Ⅲ合子胚

均出现较晚，前期诱导率低。胚性愈伤组织继代 24次以后，胚活性逐渐降低。成熟培养基 T1S和 T3S可完成胚的

成熟，平均每克成熟培养基分别成熟 23.3和 15.9个子叶胚，萌发率为 32.1%，移栽保存率为 47.8%。 【结论】 诱导

培养基 T3对参试家系均能诱导成功，T3具有较广泛适用性，各家系在阶段Ⅲ合子胚出现时表现出较大的诱导率，

阶段Ⅲ合子胚可能为体细胞胚发生的最佳诱导阶段。建立了湿地松及其杂种体细胞胚发生方法并形成了再生

植株。
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Abstract: 【Objective】 To define the conditions suitable for somatic embryogenesis of Pinus elliottii and its

hybrids, and develop a mature protocol for somatic embryogenesis maturation and germination. 【Method】 The

immature zygotic embryos (with endosperm) of two P. elliottii families (EE1, EE2) and two P. elliottii hybrid 
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(EC, EH) were sampled in June 2016. Three series of medium from induction, proliferation maturation to

germination were set to compare the effects of explant collection date, family and basal medium on embryogenic

callus induction. The embryogenic callus were identified through microscopic observation, and choosen

for proliferation, maturation and germination culture. Finally the regenerated plantlets were developed.

【Result】 The zygotic embryo development processes of P. elliottii and hybrids were divided into eight stages.

The immature embryos at stage Ⅱ and Ⅲ were suitable for somatic embryogenesis. The embryos at stage Ⅲ

first appeared in EC. The embryogenic callus with embryonal suspensor mass (ESM) could be further

proliferated. The induction mediums (T1, T2 and T3) played vital roles in callus formation and embryogenic

callus proportion. T1 medium had the highest callus induction efficiency (49.0%), and T2 medium had the

highest embryogenic callus proportion (22.4%).The mediums had genotype-specific induction rates. The overall

induction rate of T1 medium was low, and T2 medium had the highest induction rate (5.82%) for EE1. T3

medium was suitable for all tested materials, with the highest mean induction rate of 3.75%. The somatic 

embryo induction rates of EE1 and EH gradually increased with the sampling time extension, while the somatic

embryo induction rates of EE2 and EC gradually decreased. The results of somatic embryo induction rate were

basically corresponded with zygote development stages. The stage Ⅲ zygotic embryo appeared late, and its

induction rate was low in early stage. After the embryogenic callus were subcultured for 24 times, the embryo

activities progressively decreased. The maturation medium T1S and T3S could accomplish embryo maturation.

Their average ripening efficiencies in per gram of mature medium were 23.3 and 15.9 cotyledons, respectively.

The germination rate was 32.1% and the transplanting rate was 47.8%. 【Conclusion】 All tested materials can

induce somatic embryo in T3 medium. T3 medium is widely applicable, and all materials have high induction

rates when zygotic embryo appears at stage Ⅲ, illustrating that stage Ⅲ may be the optimal for somatic embryo

induction. The experiment establishes the protocol for somatic embryogenesis and plantlet regeneration.

Key words:  Pinus elliottii; zygotic embryo; somatic embryogenesis; plant regeneration; hybridization; 

embryogenic callus; induction medium
  

湿地松 Pinus elliottii 原产于美国东南部[1]，具

有速生、干形通直、适应性强、抗旱耐瘠薄、松脂产

量高且品质好等优点[2-3]，其在原产地高可达 30 m，

胸径 90 cm。20世纪 30年代引进我国，经不断改良

和推广种植，目前湿地松在我国的种植面积达到

300 万 hm2，是中国南方主要的材脂两用树种之

一[4]。以湿地松为母本，加勒比松 P. caribaea 为父

本的杂交后代湿加松 P. elliottii×P. caribaea 杂种优

势明显，生长和产脂量均优于母本湿地松，是华南

地区经济效益较高的人工林树种之一[5]。

在松树繁殖方面，传统的种子繁殖存在育种周

期长、杂合度高、种子萌发率低等难题；而现有扦插

繁殖方法存在受季节限制、需定期更换采穗母株、

苗圃占地面积大等不足之处，致使优良的家系和无

性系不能规模化生产[6]。体细胞胚胎发生是植物体

细胞在人工控制的培养条件下分化产生体细胞胚

胎 (体胚)，按照类似合子胚的形态发生完成形态建

成的过程[7]，其与传统的种子繁殖和其他无性繁殖

技术相比，具有遗传稳定性高、繁殖效率高、同步化

水平高等优点[8]。在松树中，影响体胚发生及植株

再生的主要因素有外植体基因型、合子胚成熟度、

培养基组成等 [9]。通过前人试验研究，湿地松、海

岸松 P. pinaster、火炬松 P. taeda 及其与刚松

P. rigida 杂种均已突破体胚发生技术并获得再生植

株[10]。但湿地松体胚发生仍面临以下问题：1) 大部

分外植体的基因型未经遗传改良；2) 前人研究湿地

松体胚发生，增殖培养基多为原诱导培养基[6]，未考

虑胚性愈伤组织在增殖阶段所需矿质元素及生长

调节剂的特异性，其愈伤组织的胚性可能受到影

响，不利于愈伤组织的增殖、成熟及萌发。本研究以

广东改良湿地松及其杂交种为对象，进一步优化其

体细胞胚胎发生及植株再生方法，为改良湿地松品

种及其杂交种繁殖提供参考。

1   材料与方法

1.1    试验材料

试验选取广东省台山市红岭种子园内生长良

好、无病虫害的 4 个改良湿地松及其杂交种：EE1、
EE2为湿地松自由授粉家系，EH为湿地松与洪都拉

斯加勒比松 P. elliottii×P. caribaea var. hondurensis
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杂交 F2代，EC为湿地松与古巴加勒比松 P. elliottii×
P. caribaea var. caribaea 杂交 F1代，其中，EC母本

是 EE2，每个家系 3株。分别于 2016年 6月 16、23、
26和 30日采集球果，每次每株树采集 3~5个球果，

在冰盒中低温保存带回实验室，放在 4 ℃ 条件下的

冰箱里冷藏，用于胚的发育阶段观察及体胚发生

试验。

1.2    试验方法

1.2.1    合子胚成熟度的显微观察　将采集的球果

对半切开，逆种鳞拨开，将种子取出，除去外种皮，

得到含合子胚及胚乳的外植体。再将所取外植体移

至体视显微镜下，剥离胚乳，在 20×显微镜下观察合

子胚的形态，拍照记录合子胚的发育情况，参照

Pullman 等[11]的方法，将合子胚发育划分为 8 个阶

段，统计各家系在不同球果采集时间各发育阶段的

比例。

1.2.2    培养基的准备　2014—2015 年通过比较

DCR、LP 等 5 种培养基的胚性愈伤组织的诱导效

果，筛选出 3 个适宜参试材料的诱导培养基。在此

基础上，本试验于 2016 年进一步对合子胚的愈伤

组织诱导、增殖、成熟、萌发，试验采用相应的 3 个

系列培养基配方，具体如下：

系列 1 采用 Pullman 等[10]的火炬松培养基配

方。诱导培养基 (T1) 采用 2212 配方，激素及部分

添加物做了调整：NH4NO3 调整为 603.8 mg·L–1；

CuSO4 为 0.173 mg·L–1；FeSO4·7H2O 和 Na2EDTA
调整为原来的 1/2；蔗糖为 30.0 g·L–1；肌醇为 0.5 g·L–1；

生长调节剂 ABA 为 5.0 mg·L–1；激动素 Kinetin 为

0.61 mg·L–1。同时添加：6-BA 0.63 mg·L–1；油菜素内

脂 0.048 mg·L–1；NAA 2.0 mg·L–1。增殖培养基

(T1M) 采用 2212 配方；成熟培养基 (T1S) 采用

1562配方；萌发培养基 (T1G)采用 397配方。

系列 2 采用 Klimaszewska 等 [ 1 2 ]北美乔松

P. strobus 培养基配方。诱导培养基 (T2)采用MLV
配方，添加：6-BA 0.5 mg·L–1，油菜素内脂 0.048 mg·L–1，

2,4-D 0.5 mg·L–1；增殖培养基 (T2M)、成熟培养基

(T2)和萌发培养基 (T2G)配方与文献[12]相同。

系列 3 采用 ArborGen 公司[13]的针叶树体胚专

利配方。诱导培养基 (T3) 激素及部分添加物做调

整：麦芽糖调整为 15 g·L–1；ABA 为 5.0 mg·L–1；添

加：6-BA 0.5 mg·L–1，油菜素内脂 0.048 mg·L–1，

NAA 2.0 mg·L–1。其余步骤采用文献[10]的火炬松

培养基配方，增殖培养基 (T3M)采用 2212配方；成

熟培养基 (T3S)采用 1562配方；萌发培养基 (T3G)
采用 397配方。

1.2.3    外植体表面消毒及诱导接种　以带有胚乳

的胚为外植体，按照“1.2.1”的方法将外植体从球

果中挑出，在超净工作台转移至灭菌的空瓶内，倒

入 φ 为 75%的乙醇，处理 45 s后纱布过滤，用无菌

水冲洗 5 次；再倒入 1.0 g·L–1 的 HgCl2，处理 15~
20 min，再用无菌水冲洗 5 次。处理后的外植体每

次取 10 粒放到灭菌碟上，剥离内外种皮后，得到

类似米粒状的外植体 (半透明或乳白色)，分别接种

于 T1、T2和 T3诱导培养基上，(24±1) ℃ 条件下暗

培养。

1.2.4    胚性愈伤组织的鉴别与增殖维持　利用光

学显微镜对诱导形成的愈伤组织进行胚性鉴别。用

解剖刀片剥下 2~5 mm愈伤组织，放载玻片上，加若

干滴 20.0 g·L–1 醋酸洋红染色，打散愈伤组织，稍微

加热，盖上盖玻片，清洗压片 2~3次后，再用 5.0 g·L–1

伊文思蓝染色 30 s，清洗 2~3 次后拍照。这种情况

下胚性愈伤组织的胚柄细胞染成蓝色，胚团染成红

色；非胚性愈伤组织只显示伊文思蓝染成的蓝色细

胞[14]。选取诱导形成的胚性愈伤组织，转移至 T1M、

T2M 和 T3M 增殖培养基上进行暗培养，(24±1) ℃
条件下每间隔 14 d继代 1次。

1.2.5    体胚的成熟培养　将增殖培养的 200 mg胚
性愈伤组织悬浮于 20 mL 无激素液体成熟培养基

中，震荡以形成良好的悬浮体系，获得成熟悬浮液；

再用移液器吸取 3 mL 成熟悬浮液，放在装有定性

滤纸的布氏漏斗上，使用真空泵短、低脉冲 (5 s，
4.6 kPa) 真空抽滤，得到吸附有薄薄一层胚团的滤

纸，将滤纸放在配制好的 T1S、T2S 和 T3S 成熟培

养基上进行成熟培养，培养温度为 (24±1) ℃，每天

光照 16 h，采用 LED 光源 (红蓝光比例为 4∶1)，
5 μmol·m–2·s–1 微弱光照，直至愈伤组织上陆续长出

子叶张开的子叶胚。

1.2.6    成熟胚的萌发及移栽　将子叶胚接种至

T1G、T2G 和 T3G 萌发培养皿，先在微弱光强下

(1.6 μmol·m–2·s–1) 培养 1 周，而后转到更高光强下

(47 μmol·m–2·s–1)继续培养，(25±1) ℃ 条件下，每天

光照 16 h。待萌发出子叶与根的胚插入新鲜萌发培

养基中以后，继续培养，培养条件与高光强培养条

件相同，出现上胚轴与根系发育的植株，即为萌发。

将萌发植株转移到 V(泥炭)∶V(蛭石)=3∶1 的混合基

质中，移至人工气候室炼苗，光强为 170 μmol·m–2·s–1，
温度为 (25±1)  ℃，起始湿度为 80%，每天光照

16 h。逐步降至自然环境湿度，2~4 周后，转移至黄

心土盆栽，即可得到再生植株。2周后，统计再生植

株的成活率。
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1.3    数据计算与统计分析

愈伤组织诱导率=诱导出愈伤组织的外植体数/
接种的外植体数×100%；胚性愈伤组织比率=诱导出

胚性愈伤组织的外植体数/诱导出愈伤组织的外植

体数×100%；胚性愈伤组织诱导率=诱导出胚性愈伤

组织的外植体数/接种的外植体数×100%；成熟效

率=胚性愈伤组织产生的子叶胚数/体胚成熟前胚性

愈伤组织的鲜质量；萌发率=萌发出上胚轴与根的

植株数量 /接种的子叶胚数量×100%；移栽成活

率=移栽 2周后恢复生长的植株数量/移栽的植株总

数×100%。

数据统计分析采用 SAS9.3软件进行，调用 GLM
进行方差分析，使用 Excel 2013进行作图。

2   结果与分析

2.1    球果合子胚成熟度的显微观察

用解剖刀小心切开雌配子体，可以观察到胚，

合子胚发育早期较难观察到，中期较为明显，可用

解剖针小心挑出，在体视显微镜下观察和拍照，后

期直接切开已经可以见到子叶的形态 (图 1)。
根据前人对松属合子胚发育阶段划分标

准[6, 11, 15]，将本试验湿地松及其杂种合子胚发育划分

为 8个阶段。阶段Ⅰ：胚柄细胞为长形，且高度液泡

化透明细胞 (图 2A)；阶段Ⅱ：多个胚明显发育，胚体

仍较为透明 (图 2B)；阶段Ⅲ：胚头清晰，胚体渐变为

不透明 (图 2C)；阶段Ⅳ：胚头发育成圆形，胚体整体

在显微镜下清晰可见 (图 2D)；阶段Ⅴ：胚头呈圆状，

胚体由头至下开始出现乳白色 (图 2E)；阶段Ⅵ：胚

头开始子叶组织的发育，圆状消失，胚体一半呈乳

白色 (图 2F)；阶段Ⅶ：胚体超过 2/3 为乳白色，出现

合子胚子叶 (图 2G)；阶段Ⅷ：合子胚子叶进一步张

开、伸长，高过顶端分生组织 (图 2H)。显微观察显

示，6月 16日，采集的球果合子胚均处于阶段Ⅰ~Ⅱ；

6 月 23 日，家系 EC 最早出现阶段Ⅲ合子胚，其余

家系仍处于阶段Ⅰ~Ⅱ；6 月 26 日，家系 EE2 的合

子胚发育阶段分布最广，包含阶段 I~V；6 月 30 日，

家系 EH的合子胚处于阶段Ⅲ(图 3D)。前人研究指

出，针叶树中未成熟合子胚诱导成功率优于成熟合

子胚[16]，其中阶段Ⅰ胚龄较小；阶段Ⅱ、Ⅲ为未成熟

胚，阶段Ⅳ以后为成熟胚，胚龄过大。本试验选择多

数合子胚处于阶段Ⅱ、Ⅲ的 6 月 23—30 日大量采

摘球果，并进行体胚诱导。

 

 
A：米粒状雌配子体外观；B：切开的米粒状雌配子体；C：取出的胚；标尺=1 mm

A：Appearance of grain-shape megagametophyte；B：The internal structure of grain-shape megagametophyte；C：Embryo taken out；Bar=1 mm

图 1    湿地松及其杂种雌配子体与相应的胚

Fig. 1    The megagametophytes and corresponding embryos of Pinus elliottii and hybrids

 

 
A：阶段Ⅰ；B：阶段Ⅱ；C：阶段Ⅲ；D：阶段Ⅳ；E：阶段Ⅴ；F：阶段Ⅵ；G：阶段Ⅶ；H：阶段Ⅷ；标尺=500 μm

A：Stage Ⅰ；B：Stage Ⅱ；C：Stage Ⅲ； D：Stage Ⅳ；E：Stage Ⅴ；F：Stage Ⅵ；G：Stage Ⅶ；H：Stage Ⅷ；Bar=500 μm

图 2    湿地松及其杂种球果种子不同生长阶段的合子胚

Fig. 2    The zygotic embryos of Pinus elliottii and hybrids at different development stages
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2.2    胚性愈伤组织的诱导

外植体诱导培养 2~4 周后开始膨大，通过胚性

鉴定发现存在 2种类型的愈伤组织。在显微镜下能

观测到愈伤组织内有排列紧密的胚头和长条形细

胞组成的胚性胚柄团 (ESM) 结构 (图 4A)，非胚性

愈伤组织则无 ESM 结构 (图 4B )。继续培养

2~4周，具有 ESM结构的愈伤组织发育成透明银耳

状黏性愈伤组织，可继续增长；无 ESM 结构的愈伤

组织逐渐呈褐色，质感较硬，生长缓慢，直至停止

生长。

不同诱导培养基上形成的愈伤组织及其胚性

愈伤所占比例存在较大差异 (表 1)。其中，T1 培养

基上愈伤组织的诱导率相对最高，为 49.0%，但胚性

愈伤组织占比相对最小；T2培养基上接种 1 634个
外植体，仅产生 223 个愈伤组织，胚性愈伤组织占

22.4%。不同培养基配方对家系诱导率的影响各异

(表 2)，EH 未能在 T1 培养基中形成胚性愈伤组织；

T2培养基对不同家系的诱导率具有显著影响，该配

方对家系 EE2、EH无诱导作用；家系 EE1、EC在该

配方中诱导率均高于其在其他配方中的诱导率，且

EE1 的诱导率最高，达 5.82%。参试的湿地松及其

杂种在 T3 培养基中均能诱导成功，平均诱导率最

高，为 3.75%。
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图 3    不同采球果时间各家系合子胚成熟情况

Fig. 3    The maturation conditions of zygotic embryos of each family on different sampling dates

 

50 μm 100 μm 
A：胚性胚柄团 (ESM)结构；B：非 ESM结构

A：Structure of embryonal-suspensor mass(ESM) ; B: Structure of non-ESM

图 4    湿地松及其杂种的胚性及非胚性愈伤组织

Fig. 4    The embryonic and non-embryonic callus of Pinus elliottii and hybrids
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不同采集时间的外植体愈伤组织诱导结果

(图 5) 显示，家系 EE1、EH 随采样时间延后，诱导

率逐渐增加，其中，EE1 在 6 月 30 日采摘球果诱导

率达到最高，为 5.99%，明显高于其他家系，EH 平

均诱导率最小，6 月 23 日诱导率为 0。家系 EE2、

EC 则相反，体胚诱导率随采样时间延后逐渐降低。

体胚诱导率与合子发育阶段基本一致，家系 EE1、
EH 的阶段Ⅲ合子胚均出现较晚，EE2、EC 则出现

较早。

 

 

表 1   各培养基上胚性愈伤组织的鉴别情况

Table 1    The identification result of embryogenic callus in each medium
 

培养基

Medium
接种总数 (QI)

Quantity of inoculation
愈伤数 (CQ)
Callus quantity

胚性愈伤数 (ECQ)
Embryogenic callus quantity

比率/% rate

CQ/QI ECQ/CQ

T1 2 000 979 44 49.0   4.5

T2 1 634 223 50 13.6 22.4

T3 1 833 773 78 42.2 10.1

合计Total 5 467 1 975   172   36.1   8.7

 

表 2   不同培养基配方对湿地松及其杂种诱导率的影响1)

Table 2    The effects of different culture mediums on embryogenic induction rates of Pinus elliottii and its hybrids
 

家系

Family

诱导率/%  Induction rate

T1 T2 T3 均值 Mean

EE1 2.48±1.17a 5.82±1.68a 4.11±1.44a 4.24

EE2 2.51±1.50a 0b 3.79±1.27a 2.10

EC 2.45±1.56a 3.88±4.75ab 2.14±1.56a 2.82

EH 0b 0b 4.13±2.71a 1.38

均值 Mean 2.28 2.68 3.75
　1) 同列数据后的不同小写字母表示差异显著 (P<0.05, Tukey 法)
　1) Different lowercase letters in the same column indicated significant difference (P<0.05, Tukey test)
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各图中, 柱子上方的不同小写字母表示差异显著（P<0.05, Tukey 法）

In each figure, different lowercase letters on the bars indicated significant difference（P<0.05, Tukey test）

图 5    不同采样时间的湿地松及其杂种的诱导率

Fig. 5    The somatic embryo induction rates of Pinus elliottii and hybrids on different sampling dates
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2.3    胚性愈伤组织的增殖与成熟

选取诱导产生的胚性愈伤组织进行增殖培养，

增殖过程产生的愈伤组织包括 2 种：一种位于愈伤

体的外侧，呈透明银耳状，可用于继代增殖；另一种

位于愈伤体的内侧，呈褐色，胚性低，不适宜继代。

继代 24 次后，愈伤体内侧褐化严重，外侧透明银耳

状失去 (图 6B)，胚活性逐渐降低。

成熟培养 3 周后，吸附在滤纸上薄薄一层胚体

积增大 (图 6C)；继续在成熟培养基培养 6 周，即可

得到子叶张开的胚 (图 6D)。每克 T1S 成熟培养基

平均成熟 23.3个子叶胚，每克 T3S成熟培养基平均

成熟 15.9个子叶胚。

2.4    成熟子叶胚的萌发及移栽

成熟培养获得形态正常的子叶胚 (图 6D) 在萌

发培养基 6~8 d，可得到萌发出子叶与根的胚，转移

至新鲜萌发培养基中继续培养 6~8 周，出现具上胚

轴、根系发育的植株 (图 6E)，萌发率为 32.1%。将

萌发植株转移到混合基质中炼苗 (图 6F)，最后转移

至黄心土盆栽，即可得到再生植株。移栽 2周后，再

生植株的存活率为 47.8%，本试验共移植 23 株，存

活 11株。

 

3   讨论与结论

利用体细胞胚胎发生体系进行种苗繁殖具有

快速、高效、不受季节等自然条件制约等优点，是林

木优良基因型大规模繁殖的一种有效技术[17]。体胚

诱导是体胚发生植株再生最重要的环节[18]，研究表

明，利用合子胚作为外植体诱导体胚的最直接因素

是合子胚的发育阶段[19]，同一类型外植体发育的不

同阶段对体胚形成有显著影响[20]。丛建民等[21]研究

发现，水曲柳体胚发生最适宜的外植体发育阶段是

刚进入子叶期的幼嫩合子胚。前人选取 2个湿地松

家系比较了其在 5 个球果采样时间的体胚诱导率，

结果发现，2 个家系以处于Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ发育阶段的未

成熟合子胚诱导率最高[6]。本试验中，6月 16日，采

集的球果合子胚均处于阶段Ⅰ~Ⅱ，胚龄过小，参试

家系均未诱导成功；6 月 23 日以后，家系 EC 开始

出现阶段Ⅲ合子胚，诱导率在所有家系中最高，为

4.90%，家系 EE1、EH在 6月 30日出现阶段Ⅲ合子

胚，诱导率也达到最高。家系 EE2在 6月 26、30日
也有阶段Ⅲ合子胚出现，但诱导率不高，可能与该

采样时间出现阶段Ⅳ及Ⅴ合子胚、合子胚已成熟有

关，湿地松及其杂种胚龄过小或过大的合子胚的诱

导率均较低，甚至诱导不出胚性愈伤组织，阶段

Ⅲ合子胚为体胚发生最佳诱导阶段。

 

0.6 cm 1.9 cm 1.0 cm

0.5 cm 1.6 cm 3.3 cm 
A：外植体在诱导培养基 T3上培养 6周后；B：胚性组织继代 24次后；C：胚性愈伤组织在成熟培养基 T3S上培养 3周后；D：产生子叶胚；E：体胚苗

在萌发培养基上培养 6周后；F：体胚苗移栽至黄心土 1周后生长情况

A：Megasporophylls after six weeks’ culture on the initiation medium T3; B:Embryogenic tissue after 23 cycles of subculture; C:Embryogenic tissue after
three weeks of growth on the maturation medium T3S; D: The cotyledon of somatic embryos came out; E: Somatic embryos after six weeks’ culture on the
germination medium; F: Somatic seedlings after one week of growth in the yellow soil

图 6    湿地松及其杂种体胚发生过程

Fig. 6    The somatic embryogenesis stages of Pinus elliottii and hybrids
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此外，外植体的基因型是影响其体胚诱导的关

键因素之一。徐春香等[22]报道了香蕉“大矮蕉”品

种 Musa AAA cv. Grande Naine 的体胚发生植株再

生。同时，该研究团队的另一试验指出不同香蕉品

种，建立胚性细胞悬浮系的难易程度有所不同，并

且，基因组类型为 AAB或 ABB的香蕉品种未能获

得胚性愈伤组织[23]。前人研究了 10 个火炬松半同

胞家系的体胚诱导过程，发现起始愈伤组织最高诱

导率为 33%，最低仅为 3.3%，诱导出的愈伤组织家

系平均存活率为 0~40%[24]。本试验中，参试的 4 个

家系在 3 种诱导培养基的平均诱导率存在明显差

异，EE1 诱导率显著高于 EH，EE2 与 EC 的诱导率

接近，EE1、EE2、EC和 EH的诱导率分别为 4.24%、

2.10%、2.82%和 1.38%。培养基成分中的激素和生

长调节剂、矿质营养等是影响体胚发生的另外一关

键因素[25]，前人以湿地松与洪都拉斯加勒比松杂种

为试验材料，基于 DCR培养基[26]、MLV配方[27]，添

加不同种类、浓度的激素，设置 6种诱导培养基，诱

导率最高的是添加 BAP(4.5 μmol·L–1) 和 2,4−D
(9.0 μmol·L–1) 的 MLV 配方，诱导率达到 10.22%；

诱导率最低的是添加了吡效隆 (CPPU)(4 μmol·L–1)
的 DCR培养基，诱导率为 1.67%[28]。本试验选取的

3种培养基中，T3对参试的湿地松及其杂种均能诱

导成功，且平均诱导率最高，说明 T3培养基具有广

泛适应性。

有研究指出，植物的胚性愈伤也像其他生命

体，存在着衰老的过程[29]。本试验中，继代 24 次以

后，胚活性逐渐降低。产生胚活性降低的原因可能

是: 一方面继代次数过多，导致胚体的基因缺失或

者发生变异，细胞的全能性受损；另一方面，由于长

期处于外界供给的激素及营养条件下，胚体自身的

内源激素动态平衡被打破，再分化困难[30]。当前有

效保持细胞胚性的主要措施为超低温保存胚性

愈伤[31]。

前人报道, 湿地松的离体再生存在较大难度，

尽管对湿地松体胚发生体系研究报道较多，但只有

少量报道实现了植株再生[32]。Jain 等[33]基于 DCR
培养基培养未成熟合子胚首次实现湿地松体胚发

生植株再生。唐巍等[34]报道了不同基因型及胚发育

时期的湿地松体胚发生植株再生。然而，湿地松选

择未成熟胚作为外植体时，普遍诱导率低，且受到

基因型特异性控制。近年来，湿地松与加勒比松杂

种也突破体胚发生形成再生植株[28]。前期的研究结

果表明，DCR、LP 常用配方对广东改良湿地松家系

诱导效果不理想，而改良 MLV 也不能成功诱导家

系 EE2、EH，本研究利用系列 3配方，成功诱导 4个
家系。成熟阶段中发现，每克 T1S、T3S培养基能平

均成熟 23.3、15.9 个子叶胚，均大于前人研究的湿

地松杂种的最小成熟效率 (每克培养基平均成熟

9.95 个子叶胚)，但与最大成熟效率 (每克培养基平

均成熟 320.90 子叶胚) 存在一定的差距[28]，成熟培

养基可能需要做进一步改良。本研究最终获得

23 株再生植株，其中，11 株健康苗木移栽至苗圃。

利用体胚发生实现良种湿地松及杂种的规模化生

产仍需突破产业化技术。
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