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　　落叶松体细胞胚再生体系是研究裸子植物早期
发育调控和形态发生的理想模式系统［１－２］。落叶松

体细胞胚胎发生主要分为四个阶段，分别是胚性愈

伤组织的诱导阶段、原胚团继代与增殖阶段、体胚诱

导与成熟阶段以及体胚萌发阶段［３－５］。早在 １９９０
年，研究人员就利用欧洲落叶松（ＬａｒｉｘｄｅｃｉｄｕａｓＭｉｌｌ．
）和日本落叶松（ＬａｒｉｘｌｅｐｔｏｌｅｐｉｓＳ．ｅｔＺ．）的未成熟
合子胚诱导出了胚性愈伤组织，而且接种时只选择

没有附带雌配子体组织的幼胚，这样诱导出胚性愈

伤组织的频率是最高的［６］。随后大量研究着眼于体

细胞胚成熟产量和质量［７－８］。基于落叶松体胚发生

同步化的不断完善，研究人员已经利用该体系进行

了大量基因调控方面研究［３，９－１３］。尽管在之前的研

究中已经通过落叶松体细胞胚获得了再生植

株［６，１４－１６］，但是对其再生能力尚没有相关的探讨。

研究发现，外源施加生长素和赤霉酸可以促进进种

子萌发［１７－１８］。在体细胞胚再生方面，外源施加 ＧＡ３
可加快百慕达草（Ｂｅｒｍｕｄａｇｒａｓｓ）体细胞胚萌发［１９］。

同时施用ＩＡＡ与 ＧＡ３可以提高葡萄体细胞胚萌发
率［２０］。但是相关研究主要集中在被子植物中，裸子

植物落叶松中是否可以通过外源添加激素的方法改

善其萌发状况，需要进一步研究。

随着植物组织培养技术不断完善，对裸子植物

体胚发生的研究已取得长足的进步。但研究人员研

究的重点大多集中在前期体细胞胚诱导与成熟过

程，对其后期萌发能力的探索亟待加强。本研究利

用落叶松体细胞胚再生体系，观察并分析了不同子

叶形态的成熟落叶松体胚显微结构，并对其生根能

力进行了探索；利用外源施用激素处理方法研究了

影响落叶松体胚再生成苗的重要因子。研究结果将

为落叶松在应用方面规模化繁殖提供重要科学

依据。

１　材料和方法
１．１　材料

本实验采用日本落叶松胚性细胞系 Ｓ２８７为实
验材料。在增殖培养基上进行原胚团继代与增殖培

养，在体细胞胚成熟培养基上进行体胚诱导与成

熟［４］。外源施用ＧＡ３及ＩＡＡ均购于Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　不同子叶形态单胚观察　将落叶松原胚团
转接到成熟培养基培养４５天后，分三批挑取共３００
个单胚（每批次随机统计１００个）进行统计，取平均

值。在体式显微镜下进行形态观察与拍照。

１．２．２　树脂切片与观察　将四种子叶形态的单胚
置入ＦＡＡ固定液（Ｖ（７０％乙醇）∶Ｖ（甲醛）∶Ｖ（乙酸）
＝９∶１∶１）中固定保存。对固定材料进行脱水、树脂
包埋与常规切片，经甲苯胺蓝 （ＴＢＯ）染色后进行显
微观察。

１．２．３　激素处理方法　选取发育良好的落叶松成
熟体细胞胚，接种到分别添加了不同浓度的赤霉素

ＧＡ３和生长素 ＩＡＡ的无菌萌发培养基上，１６ｈ／８ｈ
光照条件下培养。２０ｄ后统计生根率，６０ｄ后统计
存活率。

２　结果与分析
２．１　落叶松体细胞胚存在不同子叶形态

对落叶松 ３００个成熟单胚进行统计。结果发
现，落叶松体细胞胚主要存在四种子叶形态。在

３００个成熟落叶松体细胞胚中，正常胚（子叶数目 ＞
４）出现的概率约为７７．０％（表１）。发生异常的体细
胞胚有三种形态，分别是有２ ３片子叶的裂生子
叶胚，子叶融合成一片的杯状胚以及无明显形态的

畸形胚，三者出现的概率依次是 １３．７％，７．０％和
２．３％数目明显增多，尤其是子叶融合成杯状结构的
单胚（表１）。
表１　不同子叶形态落叶松体细胞胚所占比率及萌发率
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｎｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｓｏｍａｔｉｃ

ｅｍｂｒｙｏｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｔｙｌｅｄｏｎｎｕｍｂｅｒｓ

描述

Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
形态结构

Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

子叶数目

Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ（ＮＣ）

比率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
／％

萌发率

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ
／％

正常子叶胚

Ｎｏｒｍａｌ
ＮＣ≥４ ７７０ １７２

裂生子叶胚

Ｐｏｏｒｌｙ
ｓｅｐａｒａｔｅｄ

２≤ＮＣ≥４ １３７ １２４

杯状胚

Ｃｕｐｌｉｋｅ
ＮＣ＝１ ７０ ５７

畸形胚

Ｄｅｆｏｒｍｅｄ
ＮＣ＝０ ２３ ０

２．２　各形态体细胞胚的显微观察
对上述不同子叶形态的落叶松体细胞胚进行树

脂切片与显微观察。发现，正常体细胞胚纵切结构
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细胞走势明显，茎端分生组织（ＳＡＭ）向上隆起，子叶
呈辐射对称（图１Ａ）。裂生子叶胚的ＳＡＭ则呈现非
常微小的突起，从细胞走向仍可以确认其位置，但子

叶不对称且大小不一（图１Ｂ）。与正常子叶胚相比，

杯状胚 ＳＡＭ完全呈现扁平状，中间区域也没有隆
起，原中柱周围细胞生长不对称（图１Ｃ）。三者的根
端分生组织（ＲＡＭ）没有明显差异。畸形胚则不能
发育出完整的ＳＡＭ和ＲＡＭ（图１Ｄ）。

ＳＡＭ为茎端分生组织；ＲＡＭ为根端分生组织；标尺长度为１００μｍ。

ＳＡＭｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｈｏｏｔａｐｉｃａｌｍｅｒｉｓｔｅｍ，ＲＡＭｒｅｐｒｅｓｅｎｔｒｏｏｔａｐｉｃａｌｍｅｒｉｓｔｅｍ，ｓｃａｌｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔ１００μｍ．

图１　落叶松不同形态体胚的显微结构

Ｆｉｇ．１　ＭｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＤｉｆｆｅｒｅｎｔＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏｓｉｎＬａｒｉｘｌｅｐｔｏｌｅｐｉｓ

２．３　各形态体细胞胚的生根情况
将成熟体细胞胚接种到萌发培养基上５ｄ左右

体细胞胚颜色变绿，１０ｄ左右子叶伸展，２０ｄ逐渐形
成白色短根。分三批次随机选取共３００个成熟体胚
（每次１００个）进行萌发培养，对各形态落叶松体胚
的生根率进行统计。结果发现，落叶松正常子叶胚

的萌发为１７．２％，裂生子叶胚生根率为１２．４％，杯
状胚生根率约为５．７％，畸形胚在萌发培养基上不
能生根，并很快死亡（表１）。
２．４　生长素 ＩＡＡ对落叶松体细胞胚生根的促进
作用

　　本研究选取的落叶松胚性细胞系不易萌发，为
进一步提高其萌发能力，选择外源施用不同浓度的

赤霉素ＧＡ３和生长素 ＩＡＡ处理发育良好的落叶松
成熟体胚（表２）。培养２０ｄ后对１００个样品统计生
根率，６０ｄ后统计存活率。结果发现，与未加任何激
素处理相比，０．５ｍｇ·Ｌ－１ＧＡ３处理的体胚生根能力
较其它浓度而言提高了近三倍，但是培养两个月后

存活率仅为 １３％，与对照差异不大。采用不同浓度
ＩＡＡ处理的体胚，以２ｍｇ·Ｌ－１ＩＡＡ处理结果最佳，
其萌发率达到了５６％，该浓度下体胚后期存活率仍
能保持较高水平。在此基础上，采用 ＧＡ３和 ＩＡＡ最
佳浓度组合处理，发现生根率和存活率并未增加，尤

其是６０ｄ后存活的幼苗由最初１００个体胚减少到

１１株（表２）。
表２　不同激素处理落叶松体胚萌发率和存活率

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｒｍｏｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

激素类别

Ｈｏｒｍｏｎｅｓ

激素浓度

Ｈｏｒｍｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／（ｍｇ·Ｌ－１）

萌发率

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／％

存活率

Ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ／％

－ － １１ ７

ＧＡ３

０．２ １９ １１
０．５ ３２ １３
１ ２４ １３
２ １３ ５
５ １５ ７

ＩＡＡ

０．２ ２６ ２２
０．５ ２３ １８
１ ４５ ３８
２ ５６ ４７
３ ４１ ２９
４ ２８ １２
５ ２０ １４
１０ ２２ １４

ＧＡ３＋ＩＡＡ ０．５＋２ ２７ １１

３　讨论
落叶松极难生根的特性限制了普通组织培养和

扦插在落叶松快速扩繁中的应用。因此，体细胞胚

胎发生成为优良落叶松株系快速扩繁、人工种子研

究及应用的主要途径。本研究选择的 Ｓ２８７细胞系

１００１



林　业　科　学　研　究 第３０卷

为不易萌发细胞系。其诱导的成熟体胚以四种子叶

形态存在，其中正常体胚、裂生子叶胚和杯状胚都具

有萌发能力，但正常体胚显然比后两者生根能力略

强这与之前的研究相一致［２０］。显微结构观察结果

显示这种结构都发育出了较为完整的ＳＡＭ，然而，裂
生子叶胚和杯状胚的 ＳＡＭ只有轻微隆起或完全呈
现扁平状，这可能是后期再生过程中影响体胚萌发

的重要因素。在ＳＡＭ中心区域，干细胞分裂产生两
部分细胞，一部分会始终保持在原来的位置，被称为

干细胞后羿（Ｐｒｏｇｅｎｙｏｆｓｔｅｍｃｅｌｌｓ），另一部分则脱离
中心区域到周围分生组织区域，被称为子细胞

（ｄａｕｇｈｔｅｒｃｅｌｌｓ）［２１］。与正常胚相比较，后两者的
ＳＡＭ中心区域细胞走向和结构的改变（图１），进一
步说明干细胞群的维持与周围组织细胞提供的各类

外源或内源性信号分子密不可分。

三者的ＲＡＭ未见明显差异，萌发能力上虽有较
小波动，但是整体生根能力较弱。利用外源施用激

素的方法处理体胚，发现２ｍｇ·Ｌ－１ＩＡＡ处理后体
胚生根能力由１１％增加到了５６％（表２）。生长素
对根部的形成具有重要促进作用。研究显示，生长

素向顶端分生组织运输，在高生长素浓度区域形成

器官原基［２２］，ＫＮＯＸ基因的表达调节生长素极性运
输，因此，二者在根端干细胞的维持中存在一定的互

作关系。生长素是维持根部分生组织的重要信号分

子［２３－２５］。拟南芥中，生长素正向调控 ＰＬＥＴＨＯＲＡ
（ＰＬＴ）基因，后者对根端静止中心（ＱＣ）和干细胞活
性的维持具有重要作用［２６］。ＳＨＯＲＴＲＯＯＴ（ＳＨＲ）
和ＳＣＡＲＥＣＲＯＷ（ＳＣＲ）基因对干细胞分化具有重要
调控 作 用。Ｈｏｍｅｏｂｏｘ（ＨＢ）家 族 的 ＷＵＳＣＨＥＬ
（ＷＵＳ）与ＣＬＡＶＡＴＡ（ＣＬＶ）基因形成反馈调节环保
持干细胞数量的恒定［２２，２５］。因此，有必要利用分子

生物学手段对影响四种形态胚生根能力的因子做进

一步剖析。

事实上，影响体细胞胚萌发的因素很多，包括一

系列内源和外源因素。需要研究人员进一步挖掘。

本研究对不同子叶形态的落叶松体细胞胚的萌发能

力进行了统计，并利用外源施用激素的方法发现生

长素ＩＡＡ是落叶松体胚再生成苗且能保持存活的重
要影响因子。在理论上，为研究裸子植物体细胞胚

再生与基因功能研究奠定了良好的基础，同时在实

践中，为落叶松在应用方面规模化繁殖提供重要科

学依据。

４　结论
本研究发现，落叶松子叶数目不同的成熟体细

胞胚其萌发能力各不相同，这可能是由于分生组织

发育的差异造成的。通过不同浓度激素处理发育良

好的落叶松子叶胚，发现２ｍｇ·Ｌ－１ＩＡＡ对落叶松
体胚生根具有明显的促进作用，说明 ＩＡＡ在落叶松
体细胞胚萌发中发挥重要的调控作用。
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