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摘要 :综述了乔木树种体细胞胚胎发生的研究现状 ,其中包括体细胞胚胎发生的基本步骤 ;影响乔木

树种体细胞胚胎发生及其植株再生的因素。展望了乔木树种体细胞胚胎发生的应用前景及研究方

向 ,提出了乔木树种体细胞胚胎发生在研究和应用过程中存在的问题。
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体细胞胚胎发生是指在离体条件下植物体细胞通过与合子胚发生相似的途径发育成新个

体的过程[1 ] 。由于其速度快、数量大、结构完整等特点 ,利用体细胞胚胎发生进行乔木树种的

人工种子育苗 ,可能成为未来人工林苗木来源的一种重要手段[2 ,3 ] 。此外 ,胚性培养物是全能

性原生质体的重要来源 ,可用于树种的遗传转化及体细胞杂交等研究 ,达到改良森林树种的目

的[4 ,5 ] 。

体细胞胚胎发生是植物界的普遍现象 ,自 1948 年 Curits 等从兰属杂种胚愈伤组织中首次

发现和正常胚相似的胚状体结构以来 ,已在 43 科 97 属 114 种植物中有了体细胞胚胎发生的

报道[6 ] 。乔木树种的体细胞胚胎发生研究起步虽然较晚 ,但这个领域的研究却取得了令人瞩

目的进展。自 1985 年首次从挪威云杉 ( Picea abies Karst . ) 的未成熟合子胚形成体细胞胚胎并

再生完整植株以来[7 ]
,据初步统计已从油棕 ( Elaeis guineensis Jacquin) 、石刁柏 ( Asparagus offici2

nalis L. ) 、欧洲七叶树 ( Aesculus hippocastanum L. ) 、胡桃楸 ( Juglans mandshurica Maxim. ) 、花旗松

( Pseudotsuga menzieesii (Mirbel) Franco) 、缘毛杨 ( Populus ciliata Wall . ) 、欧洲落叶松 ( Larix decid2
ua Mill . ) 、小叶杨 ( Populus simonii Carr. ) 、群众杨 ( P. × xiaozhuanica W. Y. Hsu et Liang cv.

‘Popularis’) 、橡树 ( Quercus spp . ) 、北美叠罗汉木兰 ( Magnolia pyramidata Bartram) 、桉树 ( EucaΠ
yptus spp . ) 、青木千 ( Picea wilsonii Mast)和白木千 ( P. meyeri Rehd. et Wils. )等[8～19 ]不同树种的外植

体诱导产生了体细胞胚。本文就乔木树种体细胞胚胎发生的基本过程、影响因素、发展方向和

应用前景进行综述。

1 　体细胞胚胎的发生

体细胞胚的发生可分为直接和间接的两种方式[20 ] 。直接的体细胞胚胎发生即在外植体



上直接形成体细胞的方式。达克东等通过该途径成功地诱导了苹果 ( Malus pumila Mill . ) 离体

叶片的体细胞胚并获得了再生植株[21 ] 。间接的体细胞胚胎发生途径是指 :外植体先形成胚性

愈伤组织 ,体细胞胚由胚性愈伤组织发育而来[22 ] 。在间接的体细胞胚胎发生途径中 ,又有两

种培养方式 :即在固体或半固体培养基上静止培养诱导体细胞胚胎发生和通过细胞悬浮培养

形成体细胞胚[23～25 ] 。周丽侬研究发现 :荔枝幼胚诱导形成的胚性愈伤组织通过悬浮培养 ,胚

性细胞团分散度高 ,体细胞胚胎发生的频率也高 ,可达 6210 % ;在固体培养基上静止培养的胚

性愈伤组织主要是不断增殖 ,形成的体细胞胚较少 ,体细胞胚胎发生率只有 2314 % ;但是 ,成

熟的体细胞胚在液体培养基中继代培养时易褐变死亡难于萌发 ,而固体静止培养则有利于体

细胞胚萌发成苗。因此 ,他认为 ,成熟的体细胞胚及时转移到固体培养基上是保证体细胞胚正

常萌发的技术关键[26 ] 。目前报道较多的是通过间接发生途径诱导体细胞胚胎发生 ,这种途径

主要包括 :胚性愈伤组织的诱导 ;胚性愈伤组织的保持和增殖 ;体细胞胚的成熟和体细胞胚的

萌发和植株再生等 4 个步骤。在体胚的发生过程中 ,各种因素都对它产生较大的影响。

2 　影响体细胞胚胎发生的因素

211 　外植体

体细胞胚胎的发生因所选择的外植体的状态、类型、基因型不同有很大差异。一般来讲 ,

子房、胚珠、珠心、合子胚及其组成部分和籽苗等 (也称为胚性预决定外植体) 较易直接产生体

细胞胚 ,而处于分化较高阶段的组织或器官 ,如幼嫩的营养器官 (也称为胚性重决定外植体) ,

通常必需经过分化形成胚性愈伤组织后再产生体细胞胚 ,但这类外植体诱导出体细胞胚的实

用价值往往超过前一类。早期对乔木树种的体细胞胚胎发生研究的外植体往往局限于幼胚。

近年来 ,从成熟胚成功诱导体细胞胚的报道不断增多 , Wilhelem E
[3 ]成功地从 50 a 以上树龄的

橡树的叶子中诱导形成了体细胞胚。另外 ,在红桧 ( Chamaecyparis formosensis Matsum) 、台湾油

杉 ( Keteleeria formosana Hayata)等[27 ,28 ]植物中都已成功的诱导了体细胞胚。

212 　培养基的选择

培养基的种类和浓度对植物愈伤组织及体细胞胚的诱导至关重要 ,合适的基本培养基对

乔木树种体细胞胚的成功诱导起关键作用。目前 ,最常用的培养基有 DCR、GD、LM、LP、SH、

P6 、MS 及各种改良的 MS 培养基。氮素是体细胞胚胎发生所必需的元素。林木体细胞胚诱导

的一个特点是 ,大量元素中的 NO
-

3 及 NH
+

4 的总量较低。实验证明 ,只有在明显降低 NO
-

3 及

NH
+

4 的含量时 ,才能促进体细胞胚的发育和诱导产生更多的分化芽[29 ] 。外加的N 对一些植物

也起重要作用。有些氨基酸对植物胚状体有促进作用 ,而有些氨基酸对植物胚状体有抑制作

用。Ser、Gln、Asn 和 Ala 均有利于胚状体的发生 ,但 Sugan Epan
[30 ] 发现 Ser、Try、Pro、Asp、Glu 等

几种氨基酸对松的体细胞胚的诱导起抑制作用。在培养基中添加椰乳 (CW) 、水解酪蛋白

(CH) 、酵母提取液 ( YE)等天然复合物对体细胞胚的诱导也有促进作用[31 ] 。

铁盐也是影响体细胞胚胎发生的一个重要因素。在一些种子植物的花粉培养中 ,螯合铁

盐的效果要比其它铁盐的效果好 ,而且在缺铁情况下 ,胚不能从球形胚发育成心形胚。

由额外的蔗糖、肌醇、山梨醇或 PEG产生的高渗透压条件可促进体细胞胚发生 ,并防止其

早熟萌发 ,其中以肌醇和 PEG最为有效[32 ,33 ] 。
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213 　植物激素的影响

在诱导体细胞胚胎发生初期常采用 2 ,42D 或 NAA 和 KT、BA 组合形式。多数植物组织培

养脱分化都必须有 2 ,42D ,特别是单子叶植物 ,往往需要较高浓度的 2 ,42D。青木千胚性愈伤组

织在改良 59 附加 2 ,42D 和 KT各 110 mg·L - 1的培养基上继代 3 a ,仍具有旺盛的增殖能力。该

胚性愈伤组织转入 1Π2 改良 59 附加 ABA 110 mg·L - 1的分化培养基上 ,约 3 个月可分化出大量

体细胞胚。体细胞胚的分化率达 90 %以上 ,而且遗传性十分稳定[34 ] 。双子叶植物需要 2 ,42D

的浓度通常只有单子叶植物的 1Π10～1Π20 ,而且诱导脱分化后必须及时降低或去掉 242D ,胚性

细胞才能正常发育 ,但在有些植物如玉米 ( Zea mays L. ) 、水稻 ( Oryza sativa L. ) 的花药培养中 ,

即使不加任何激素 ,胚状体也能形成。这些不同植物的差别 ,可能与各种植物内源激素的存在

状况有关[35 ] 。

一般讲 ,由外植体诱导最初产生的体细胞胚不一定十分理想 ,需经过不同培养条件下多次

继代 ,才会使体细胞胚质量不断提高。在刺五加 ( Acanthopanax senticosus ( Rupr. et Maxim. )

Harms)人工种子的研究中 ,外植体使用 MS + 2 ,42D 015 mg·L - 1可诱导产生胚状体 ,但此时的胚

状体体积较小且分化产生次级胚状体。若在原培养基上继代 ,所产生的 3～5 mm 的优良体细

胞胚发生率仅为 517 % ;若将它们转移至MS + 62BA 015 mg·L - 1
+ NAA 015 mg·L - 1的培养基上 ,

继代后体细胞胚普遍长大 ,3～5 mm 的双子叶优良体细胞胚发生率为 7115 % ;如果在 MS + 62
BA 015 mg·L - 1

+ ABA 015 mg·L
- 1的培养基上继代 ,子叶期正常胚的分化率可提高到 8715 %。

显然 ,在体细胞胚发生过程中 ,每种激素各有其作用的特异性。ABA 曾被用于促进野蒿 (Arte2
misia campestris L. )和大豆 ( Glycine max (Linn. ) Merr. ) 的体细胞胚成熟[36 ] 。同样 ,ABA 在乔木

树种的体细胞胚胎发生中也起着十分重要的作用[37 ] 。实验表明 ,在将体细胞胚转至无激素培

养基使最终萌发之前 ,用 ABA 处理可明显促进体细胞胚成熟。ABA 的作用是防止裂生多胚现

象 ,因而可促使单个化并进一步发育成熟。早期通过将体细胞胚培养在含 ABA 的培养基上使

白云杉产生了成熟胚 ,但成熟频率很低 ,而且成熟过程不同步。Fowke 和 Attree 发现 ,将白云杉

( Picea glauce (Moeach) Voss. ) 未成熟体细胞胚置于 ABA (16～22 μmol·L
- 1 ) 和 PEG 4 000

(715 %)的组合物中 4～8 周后 ,不但可抑制早熟萌发 ,而且成熟频率明显提高 ,成熟同步发生

形成高质量的胚[4 ] 。廖宇赓[38 ] 在台湾云杉 ( Picea morrisonicola Hayata) 的研究中也得到类似的

结果。Pullman 等[39 ]发现 ,在子叶胚发育培养基中同时加入 ABA 和活性炭 ,可使子叶胚产生一

种与合子胚更加类似的改善的顶端优势区 ,几周后即可形成大量粗壮的子叶胚 (双极性) ,而

且 ,在这种培养基上产生的体细胞胚可在同一培养基上于 4～5 ℃的条件下保存很长时间而不

会丧失活力。这些贮藏的胚转至生根培养基上后 ,能正常地形成完整小植株 ,同时由体细胞胚

转变为小植株的频率也大为提高 (由原来的 1 %～2 %提高到 25 %) 。

214 　光照与温度的影响

从胚性愈伤组织的诱导直至子叶胚的形成的诱导条件以黑暗和温度 22～25 ℃为最佳。

Pullman 等[40 ]发现 ,光照条件的效应在很大程度上与所选用的培养基成分有关。Verhagen 等[41 ]

利用改良 1Π2MS 培养基对挪威云杉的成熟胚进行培养 ,在 24 h 光照下同样可诱导产生白色半

透明的胚性愈伤组织。外植体产生胚性组织的频率与黑暗条件下无明显差异。他们认为这可

能是基本培养基中的无机盐 NH4NO3 换成了有机态氮化物 ( Gln 或 Asp) 之故。在利用 DCR 和

改良 P6 培养基进行马尾松体细胞胚发生研究时发现 ,虽然在胚性愈伤组织的诱导初期 ,光照
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与黑暗条件下相差不大 ,但随着继代次数增加 ,光照条件下产生的胚性愈伤组织容易褐化并局

部变绿 ,且愈伤组织生长过快 ,这对以后的体细胞胚形成不利。

胡自华使用了含有不同浓度的 ABA、GA3 和脯氨酸及三者成分不同浓度的各种组合的培

养基诱导胡萝卜 ( Daucus carota L. )体细胞胚胎发生 ,结果发现当上述 3 个因素在适当浓度配

组时 ,体细胞胚质量的提高比单独使用任何一种调节物都要明显 ,不但体细胞胚形态正常 ,双

子叶分化率高 ,而且同步化程度也大大加强。在体细胞胚胎发生过程中 ,植物激素的调节作用

是首要的[42 ]
,但在不同的阶段 ,如将 N 源或 C源与激素交替使用 ,则会很好地诱导产生大量的

高质量体细胞胚。根据前人的经验 ,陈德富[43 ]用 MS + 015 mg·L
- 1

2 ,42D + 015 mg·L
- 1

KT很好

地诱导出了根茎的愈伤组织 ,但在诱导体细胞胚时仍用 KT作为外源激素 ,则会引起体细胞胚

的胚根肿大、数量减少 ,去除 KT ,并附加肌醇、葡萄糖则能很好地诱导产生具双子叶、胚根正常

的体细胞胚。这说明植物激素、N 源、C 源是调节体细胞胚胎发生的 3 大因素 ,三者的作用既

有特异性 ,又有协同性。不同的植物类型 ,将三者有机地配合使用 ,对提高体细胞胚的质量会

起到意想不到的效果。

3 　乔木树种体细胞胚胎发生研究的发展方向及应用前景

311 　种质保存

胚性细胞系是种质保存的良好材料 ,但胚性细胞系的生长和胚胎发生能力往往随着时间

而改变 ,而且保存这些培养物需花费大量时间 ,还会有被污染的危险。超低温保存技术为种质

和无性系的长期保存及其在农业生产上的应用展现了良好的前景。Laine 等[44 ] 利用蔗糖和二

甲基亚砜 (DMSO)作为低温保护剂 ,加勒比松 ( Pinus caribaea Morelet) 的胚性细胞悬浮系能在液

氮中保存 4 个月 ,融化后的细胞系经短期停滞后即继续生长 ,这些重新建立的培养物与非冷冻

保存物具有相似的体细胞胚发生能力。Gupta 等[45 ] 的研究表明 ,在液氮中保存的挪威云杉及

火炬松 ( P. taeda Linn. )体细胞胚在短时间内可恢复活力。在 Kartha 等[46 ]的研究中 ,他们将白

云杉体细胞胚在液氮中超低温保存了 1 a ,然后解冻 ,结果胚端细胞和少数次生胚柄细胞仍恢

复了活力。改进方法后 ,从白云杉的超低温保存的胚性细胞系中再生的组织 ,已经通过诱导体

细胞胚胎发生形成了再生植株 ,及通过器官发生诱导产生了不定芽。Bercetche 等将挪威云杉

的胚性愈伤组织超低温保存 3 个月 ,当解冻后培养于附加 ABA 的培养基上时 ,超低温保存的

组织比非保存的组织更易形成子叶胚[47 ] 。Klimaszewska 等[48 ] 将黑云杉 ( Picea mariana B. S. P. )

的胚性细胞系超低温保存后 ,重新诱导了体细胞胚胎发生和植株再生 ,移植于苗圃越冬后 ,其

生长情况及表型与来自合子胚的植株没有任何差别。此外 ,经过超低温保存后的再生植株 ,有

可能产生高抗寒性的新品种。

312 　快速繁殖———人工种子的生产

植物产生的胚性愈伤组织中 ,每一个细胞都可以发育成一个完整植株 ,而且胚状体具有两

极性 ,可直接生成小植株 ,避免多次继代培养造成感染。郑均宝等[49 ]成功地建立了油松 ( Pinus

tabulaeformis carr. )细胞无性系。建立良好的体细胞胚胎发生体系必须满足以下两个条件 : (1)

体细胞胚很容易诱导和控制 ; (2)体细胞胚能很好地维持下来或快速繁殖 ,遗传上稳定。

体细胞胚的诱导和发生是制备人工种子的基础。体细胞胚的干化及用海藻酸钠等材料包

裹体细胞胚制成人工种子 ,为选择基因型的廉价无性繁殖及无病毒无性系的贮存和生产提供
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了可能。在不考虑适应性反应的条件下播种于土壤中的人工种子 ,其成活率一般与诱导体细

胞胚胎发生的材料的生理状态有关[50 ] 。由于人工种子必须具有相似于自然种子的萌发率及

发育状态 ,才有可能应用于商业生产。对于大多数乔木树种 ,其体细胞胚萌发形成再生植株的

频率较低 ,因此有必要对乔木树种的体细胞胚的抗性、区系性及贮存营养物质的释放等作进一

步的了解。以诱导植物形成体细胞胚的方式进行无性繁殖是组织培养技术中最具潜力和经济

效益的技术。这种技术可以生产出大量的无性后代 ,既保持优良母本的性状 ,又因产量高而使

生产成本降低。目前对挪威云杉、火炬松、辐射松 ( P. radiata D. Don)和青木千等树种的体细胞

胚已进行了人工种子的研制研究[47 ]
,有若干树种已能大量重复生产体细胞胚苗 ,并已进入实

际造林评估阶段[51 ] 。使用性状均一、遗传性优良的体细胞胚苗将成为可能。

313 　突变体的诱导和筛选

植物组织培养中常常产生遗传上变异的植株 ,特别是愈伤组织经多次继代培养后发生染

色体变异 ,从而产生多倍体、混倍体等植株。这种现象一方面对获得遗传性稳定的植株造成了

困难 ,但同时也提供了十分丰富的基因资源 ,若对突变体进行筛选 ,有希望获得具有优良性状

的变异植株。此外 ,通过愈伤组织克隆、原生质体克隆或在性别水平上进行诱变和选择 ,可以

得到遗传变异的个体 ,这些个体中有些具有分化为胚状体的能力 ,这就为缩短育种周期 ,避免

大量劳动力的使用开辟了新途径。利用这种诱变筛选途径 ,我国已培育出 42氧赖氨酸烟草

( Nicotiana spp . ) 突变体 ,耐盐的水稻和芦苇 ( Phragmites communis Trin. ) 突变体以及高糖甘蔗

( Saccharum officinarum L. )细胞突变体等。

314 　原生质体培养及融合在基因工程中的应用

原生质体培养的主要目的之一是获得完整的再生植株。通过体细胞胚胎发生途径形成完

整植株 ,具有速度快、数量大、结构完整且易于同步控制等优点。在乔木树种中首次将原生质

体培养成完整植株的便是通过体细胞胚胎发生途径获得的。

植物基因工程是近几年发展起来的生物技术 ,这一技术的发展和应用是建立在植物细胞

的全能性和较完善的植物组织培养技术 ,特别是体细胞胚胎发生和成功的植株再生技术的基

础上。通过遗传转化技术将有用的外源基因导入乔木树种 ,获得抗除草剂、抗病毒、抗虫或木

质改良的转基因植株 ,无疑对林业的发展具有重要意义[52 ] 。最近十几年 ,通过基因操作 ,已获

得很大成就 :抗病毒、抗虫以及高抗逆性的工程植株已进入了大田试验 ;抗除草剂工程植株以

及提高种子或植物营养成分的工程植株也已培育出来 ,并进入大田试验 ,但是 ,这些成功的例

子主要集中在草本植物 ,乔木树种目前仅获得杨树等少数植物的转基因植株。主要原因不在

于细胞转化技术 ,而在于无法将转化的细胞诱导形成完整植株[53 ] 。

总之 ,由于乔木树种在林业生产与环境绿化中的重要地位 ,它们的体细胞胚胎发生的研究

受到极大重视。有关乔木树种的体细胞胚胎发生的研究报道越来越多 ,特别是有关松柏类植

物的报道。在挪威云杉、白云杉、黑云杉、北美云杉 ( Picea sitchensis (Bong. ) Carr. ) 、火炬松 、欧

洲落叶松、北美黄杉 ( Pseudotsuga menzieii (Mirbel) Franco)及青木千、白木千等松柏类植物的研究上

取得了一些重大进展 ;另外在杨树 ( Populus sp . ) 、榆树 ( Ulmus sp . ) 、榛 ( Corylus sp . ) 、银杏

( Ginkgo biloba L. )等[54 ]阔叶树种的研究上也有较大的成功。目前 ,研究人员不仅掌握了这些

植物体细胞胚胎发生的诱导条件 ,而且在此基础上进行了细胞悬浮培养、原生质体培养及遗传

转化等研究工作 ,为通过基因工程进行乔木树种的品种改良和良种选育提供了可能。在不同
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的乔木树种上建立起可控制的同步化的高频率体细胞胚胎发生体系及通过细胞悬浮培养获得

分散性好的体细胞胚 ,将促进人工种子的机械化生产及其在商业生产上的应用。

但是 ,乔木树种体细胞胚胎发生的研究仍存在着一些问题 ,诸如 :体细胞胚的诱导频率普

遍较低 ,而且由于胚性细胞与二次胚的不断形成 ,在同一培养体系中不同发育阶段的体细胞胚

同时存在 ,提高体细胞胚的质量和诱导频率将直接影响到该植物的体细胞胚在实际生产上的

应用 ;不同的植物体细胞胚胎发生的影响因素有较大的差别 ,这对某一树种的研究成果的普遍

性受到了限制 ;有关乔木树种体细胞胚胎发生形成的植株的生长特性等研究资料很少。这些

问题极大地限制了体细胞胚胎发生在生产和研究中的应用。
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Study and Application on Somatic Embeyogenesis in Arbor Tree

JIN Xiao2ling1 ,2 , HE Ping2 ,3

(11Zhejiang Normal University , Jinhua 　321004 ,China ; 21Central South Forestry University , Zhuzhou 　412006 ,Hunan , China ;

31International Engineering Consulting Corporation , Beijing 　100044 , China)

Abstract : The research achievements in somatic embryogenesis in forest tree species were reviewed , in which

two subjects were discussed : (1) the inducement of somatic embryogenesis and (2) the factors influencing so2
matic embryogenesis and plant regeneration in forest tree species. We suggested a direction for future application

and research on somatic embryogenes in forest tree species , and figured out the main problems in the present re2
search and the application of the somatic embryogenesis as well .

Key words : arbor tree species ;somatic embryo ; embryogene
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