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摘　 要： 该研究从基因型、６⁃ＢＡ 浓度、外植体接种方式和合子胚发育阶段等方面，分析杉木未成熟胚胚性愈伤

组织诱导的影响因素。 结果表明：基因型、６⁃ＢＡ 浓度、外植体接种方式和合子胚发育阶段均对胚性愈伤组织

诱导频率有不同程度影响。 ６ 种基因型中，有 ３ 种基因型诱导出胚性愈伤组织，其中基因型 Ｓ１８ 胚性愈伤组织

诱导频率最高，为 １１．７％。 ６⁃ＢＡ 浓度在 １．０～１．５ ｍｇ·Ｌ⁃１范围内时，基因型 Ｓ１８ 的胚性组织诱导频率较高。 以

在去皮种子的一端切开一个小口的接种方式为最优，将合子胚剥出的方式易造成合子胚褐化死亡，将未剥皮

的种子切开一个小口后直接接入培养基的方式不利于愈伤组织生成。 适合胚性愈伤组织诱导的合子胚发育

阶段为受精至胚器官分化阶段，合子胚进入成熟阶段后不利于胚性愈伤组织诱导，合子胚易生长成完整植株。
关键词： 杉木， 未成熟胚， 胚性愈伤组织， 诱导
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属（Ｂｅｃｗａｒ ｅｔ ａｌ，１９９０；黄健秋等，１９９５；Ｓａｌａｊｏｖａ ＆
Ｓａｌａｊ，２００５；Ｆｅｌｉｐｅ ｅｔ ａｌ，２００８；Ｙｉｌｄｉｒｉｍ ｅｔ ａｌ，２００６；
Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ，２００６；Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ，２００７；Ｌｉ ｅｔ ａｌ，２００８）。

杉木（Ｃｕｎｎｉｎｇｈｉｎａ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ） 隶属于杉科杉木

属，其生长好、产量高、木材纹理直、结构细、耐腐力

强、用途广泛，是我国重要速生商品用材树种（黄安

民等，２００６）。 关于杉木体细胞胚胎发生已开展部

分研究工作，席梦利等（２００５，２００６）分别以成熟合

子胚、子叶和下胚轴为外植体诱导出胚性愈伤组织，
成功实现植株再生，但其胚性愈伤组织最高诱导率

仅有 １３．３％，且易褐化，大多不能长出形态健全的子

叶胚或长出畸形子叶胚；郑仁华（２００８）以不同发育

阶段的未成熟合子胚为外植体进行胚性愈伤组织诱

导，接种的３ ３４９个合子胚中，仅 １０８ 个产生胚性愈

伤组织，且诱导频率极低；温亚峰（２０１１）以杉木未

成熟合子胚为外植体进行诱导试验，胚性愈伤组织

诱导率最高为 １５．２％。 从以上研究结果来看，胚性

愈伤组织诱导十分困难，其诱导频率受基因型、激素

浓度等多方面影响，而胚性愈伤组织诱导是体细胞

胚胎发生的最初环节，这一环节完成的好坏决定了

下一阶段是否顺利进行。 因此，本研究以广西杉木

不同基因型的未成熟胚为材料，从基因型、激素浓

度、合子胚发育阶段和接种方式 ４ 个方面展开研究，

探析影响胚性愈伤组织形成的原因，为后期的研究

提供参考。

１　 材料与方法

１．１ 材料

采自广西柳州市融安县西山林场杉木第二代种

子园。 采种母树分别为杉木优良家系 Ｓ１８、杉木优

良家系 Ｓ２６、杉木优良家系 Ｓ１７、杉木优良家系 Ｇ２１、
杉木优良家系 Ｌ３９ 和杉木优良家系 Ｌ９。 球果采集

时间分别为 ２０１４ 年 ６ 月 １８ 日（受精或原胚阶段）、７
月 ２４ 日（胚器官分化阶段）、８ 月 ２０ 日（进入成熟

期）。 采下的球果用自封塑料袋密封并放入冰盒带

回实验室，保存于 ４ ℃冰箱中备用。
１．２ 外植体消毒

将球果洗净，用滤纸吸干表面水分，剥出未成熟

种子，在超净工作台上，先用 ７５％酒精消毒 ４５ ｓ，用
无菌水冲洗 ２ 次，然后转入 ０．１％ ＨｇＣｌ２溶液中，震
荡，消毒 ８ ｍｉｎ，无菌水冲洗 ６ 次，每次 ２ ｍｉｎ，接种

备用。
１．３ 接种

采用 ３ 种方式进行接种。 方式一：用解剖刀将

种子一端切开一个小口后直接接种于培养基上。 方

式二：剥去种皮，将去皮种子一端切开一个小口，将
胚乳一起接种于培养基上。 方式三：剥去胚乳挑出

合子胚接种于培养基上。
１．４ 胚性愈伤组织的诱导

胚性愈伤组织诱导基本培养基为 ＭＳ，分别添加

０． ０、０． ５、１． ０、１． ５、２． ０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ，４． ０ ｍｇ·Ｌ⁃１

２， ４⁃Ｄ，２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＫＴ，５００ ｍｇ·ｋｇ⁃１谷氨酰胺，５００

８８５ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



ｍｇ·ｋｇ⁃１水解酪蛋白，７．０ ｇ·Ｌ⁃１琼脂，３０ ｇ·Ｌ⁃１蔗

糖，ｐＨ 值 ５．８。 每个培养瓶接种 １ 个外植体，每个处

理重复 ３ 次，每个重复接种 １０ 瓶。 培养室温度为

（２４ ± １）℃，光照培养，光照强度为１ ０００～１ ３００ ｌｘ。
培养 ４０ ｄ 后，统计胚性愈伤组织诱导率。

胚性愈伤组织诱导率（％）＝ 长出胚性愈伤组织

的外植体数 ／接种的外植体数 × １００％

２　 结果与分析

２．１ 基因型的影响

以 ２０１４ 年 ６ 月 １８ 日采集的 ６ 种基因型为材

料，将剥皮种子切开一个小口后接种于附加 １． ０
ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ、４．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ、２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＫＴ 的

胚性愈伤组织诱导培养基上，结果见表 １。 接种 ７ ｄ
后，合子胚开始膨胀，１５ ｄ 后，从切口处开始有白色

或浅黄色愈伤组织膨胀出来。 培养 ４０ ｄ 后，愈伤组

织诱导率和胚性愈伤组织诱导率在不同基因型之间

存在一定差异，参试的 ６ 种基因型中，有 ３ 种基因型

诱导出胚性愈伤组织。 其中，基因型 Ｓ１８ 表现较突

出，愈伤组织和胚性愈伤组织的诱导率均达最高值，
分别为 ４７．９％和 １１．７％；其次为基因型 Ｇ２１，分别为

４４．６％和 １０．６％；基因型 Ｓ１７、Ｌ３９ 和 Ｌ９ 三种基因型

生成了愈伤组织，但未诱导出胚性愈伤组织。
２．２ 分裂素 ６⁃ＢＡ 的影响

以基因型 Ｓ１８（７ 月 ２４ 日摘）为材料，将剥皮种

子切开一个小口后接种于附加 ０．０、０．５、１．０、１．５、２．０
ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ、４．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ、２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＫＴ 的

胚性愈伤组织诱导培养基上，结果见表 ２。 添加 １．５
和 ２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ 的两种处理，培养 ６ ｄ 后外植体

开始膨胀，其他处理培养 ８ ｄ 后陆续开始膨胀，１６ ｄ
后，部分外植体开始有白色或浅黄色愈伤组织从切

口处膨胀出来。 ６⁃ＢＡ 浓度在 ０．０ ～ １．５ ｍｇ·Ｌ⁃１范围

变动时，愈伤组织诱导率随 ６⁃ＢＡ 浓度的升高而提

高。 ６⁃ＢＡ 浓度在 ０．０～１．０ ｍｇ·Ｌ⁃１范围变动时，胚性

愈伤组织诱导率随 ６⁃ＢＡ 浓度的升高而提高，６⁃ＢＡ
浓度为 １．０ ｍｇ·Ｌ⁃１时，胚性愈伤组织诱导率最高为

１３．３％，其次是 ６⁃ＢＡ 浓度为 ２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１时；当 ６⁃ＢＡ
浓度在 １．０～２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１范围变动时，胚性愈伤组织

诱导率与 ６⁃ＢＡ 浓度的变化均无明显相关性。
２．３ 接种方式的影响

以基因型 Ｓ１８（７ 月 ２４ 日摘）为材料，采用三

种不同方式将外植体接种于附加１．０ｍｇ·Ｌ⁃１６⁃ＢＡ、

表 １　 杉木不同基因型未成熟胚的胚性愈伤组织诱导率
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｉｍｍａｔｕｒｅ

ｚｙｇｏｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｆｉｒ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

基因型
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

愈伤组织诱导率
Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ （％）

胚性愈伤组织组织诱导率
Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ （％）

Ｓ１８ ４７．９ １１．７

Ｓ２６ ４３．２ ５．３

Ｓ１７ ３４．０ ０．０

Ｇ２１ ４４．６ １０．６

Ｌ３９ ４１．６ ０．０

Ｌ９ ２８．６ ０．０

表 ２　 不同 ６⁃ＢＡ 浓度对杉木未成熟胚

胚性愈伤组织诱导的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ６⁃ＢＡ

ｏｎ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｆｉｒ

基因型 ６⁃ＢＡ 浓度
６⁃ＢＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｍｇ·Ｌ⁃１）

愈伤组织诱导率
Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ （％）

胚性愈伤组织组织诱导率
Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ （％）

０．０ ３６．７ ３．３

０．５ ４０．０ ６．７

１．０ ５３．３ １３．３

１．５ ５６．７ １３．３

２．０ ５３．３ １０．０

４．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ、２．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ＫＴ 的胚性愈伤组织

诱导培养基上，结果见表 ３。 三种接种方式对愈伤

组织和胚性愈伤组织的诱导均有影响。 方式一：接
种 １５ ｄ 后外植体仍无明显变化，仅种皮逐渐变褐

色。 培养 ４０ ｄ 后，部分外植体膨胀，少部分外植体

从切口处伸出一小段白色物体，为种胚外伸，所有外

植体均无愈伤组织生成。 方式二：接种 １５ ｄ 后，可
见大部分外植体膨胀，少数外植体从切口处产生白

色或浅黄色愈伤组织。 培养 ４０ ｄ 后，有 １１．７％的外

植体生成胚性愈伤组织。 方式三：接种 １５ ｄ 后，有
３６．７％外植体褐化死亡，少部分外植体膨胀。 培养

４０ ｄ 后，极少数外植体生成白色愈伤组织，仅有 １ 个

外植体生成的愈伤组织为胚性愈伤组织。
２．４ 发育阶段的影响

以基因型 Ｓ１８（６ 月 １８ 日、７ 月 ２４ 日、８ 月 ２０ 日

采摘）为材料，将剥皮种子切开一个小口后接种于

附加 １．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ６⁃ＢＡ、４．０ ｍｇ·Ｌ⁃１ ２，４⁃Ｄ、２．０ ｍｇ·
Ｌ⁃１ ＫＴ 的胚性愈伤组织诱导培养基上，结果见表 ４。

９８５５ 期 陈琴等： 杉木未成熟胚胚性愈伤组织诱导影响因素探析



图版 Ⅰ　 胚性愈伤组织诱导　 Ａ， Ｂ． 愈伤组织从种胚一端膨胀出来； Ｃ． 浅黄色，结构紧密颗粒状非胚性愈伤组织；
Ｄ． 半透明，粘性胚性愈伤组织； Ｅ． 球形胚状体； Ｆ． 柱形胚状体。

ＰｌａｔｅⅠ　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ　 Ａ， Ｂ． Ｃａｌｌｕｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｏｎ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｅｍｂｒｙｏ； Ｃ． Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ， ｃｌｏｓｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｇｒａｉｎｙ ｃａｌｌｕｓ， ｎｏｔ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ； Ｄ． Ｔｒａｎｓｌｕｃｅｎｔ ａｎｄ ａｇｇｌｕｔｉｎａｎｔ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ； Ｅ． Ｇｌｏｂｕｌａｒ ｅｍｂｒｙｏｉｄ； Ｆ． Ｐｉｌｌａｒ ｅｍｂｒｙｏｉｄ．

表 ３　 不同接种方式下的胚性愈伤组织诱导
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｙｓ

ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｅｘｐｌａｎｔｓ

接种方式
Ｗａｙｓ ｏｆ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

愈伤组织
诱导率

Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ （％）

胚性愈伤组织
组织诱导率

Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ （％）

种子切开小口
Ｃｕｔｔｉｎｇ ａ ｓｍａｌｌ ｈｏｌｅ ｏｎ ｅｎｄ ｏｆ ｓｅｅｄ

０．０ ０．０

剥去种皮，切开小口
Ｐｅｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｃｕｔｔｉｎｇ ａ ｓｍａｌｌ
ｈｏｌｅ ｏｎ ｅｎｄ ｏｆ ｓｅｅｄ

４７．９ １１．７

剥出合子胚
Ｔａｋｉｎｇ ｏｕｔ ｚｙｇｏｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ
ｆｒｏｍ ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ

１６．７ ３．３

以处于受精或原胚阶段（６ 月 １８ 日采摘）的合子胚

为外植体，接种 ７ ｄ 后外植体开始膨胀，１６ ｄ 后可见

愈伤组织从切口处膨胀出，４０ ｄ 后愈伤组织发生频

率为 ５３．３％，胚性愈伤组织发生频率为 １３．３％。 以

处于胚器官分化阶段（７ 月 ２４ 日采摘）的合子胚为

外植体，接种 ７ ｄ 后外植体开始膨胀，１６ ｄ 后可见愈

伤组织从切口处膨胀出，４０ ｄ 后愈伤组织发生频率

为 ４７．９％，胚性愈伤组织发生频率为 １１．７％。 以处

于进入成熟期阶段（８ 月 ２０ 日采摘）的合子胚为外

表 ４　 不同发育阶段的合子胚胚性愈伤组织诱导
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｚｙｇｏｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

采样时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

愈伤组织诱导率
Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ （％）

胚性愈伤组织组织诱导率
Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ （％）

２０１４⁃０６⁃０８ ５３．３ １３．３

２０１４⁃０７⁃２４ ４７．９ １１．７

２０１４⁃０８⁃２０ ２６．７ ０．０

植体，接种 ９ ｄ 后外植体开始膨胀，２３ ｄ 后可见愈伤

组织从切口处膨胀出，４０ ｄ 后愈伤组织发生频率为

２６．７％，无胚性愈伤组织生成，有 ３６．７％外植体发芽

生长成植株。

３　 讨论与结论

本研究基因型、６⁃ＢＡ 浓度、外植体接种方式和

未成熟合子胚的发育阶段均对胚性愈伤组织诱导频

率有不同程度的影响。 同一培养基上，不同基因型

诱导胚性愈伤组织发生的难易程度不同，这与郑仁

华（２００８）和温亚峰（２０１１）的研究结果一致。 每一
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种基因型对激素种类及浓度的反应程度不同，为实

现试验的重复性及为今后规模化育苗，必须对某一

基因型的培养体系进行筛选，做到基因型与培养体

系精确配对。 建议通过对大量优良基因型展开试

验，筛选胚性愈伤组织诱导相对容易的基因型作为

后续研究材料，在此基础上优化某一基因型的培养

体系，最终获取适应该基因型的稳定培养体系。
本研究对基因型 Ｓ１８，分裂素 ６⁃ＢＡ 浓度在１．０ ～

１．５ ｍｇ·Ｌ⁃１范围时，胚性愈伤组织诱导频率较高，激
素浓度继续增加时，胚性愈伤组织诱导频率变幅较

小，但外植体玻璃化频率增加。 外植体接种以剥去

种皮，在去皮种子的一端切开一个小口的方式最优，
这可能是合子胚在胚乳保护下，接种过程中受到伤

害程度较小，合子胚褐化死亡的几率较小，同时胚乳

可持续为合子胚提供营养，使合子胚维持活力，分化

能力更强。 从剥出合子胚的方式来看，合子胚褐化

死亡率较高，说明在接种过程中易受到机械伤害，有
效外植体数量减少，降低了胚性愈伤组织诱导效率。
不剥除种皮，直接将种子切开一个小口接入培养基

的方式，可能由于种皮的阻碍作用，合子胚难以接触

培养基中的养分和激素，难以生成愈伤组织。
合子胚的发育阶段以进入成熟期之前为宜，在

受精阶段和原胚阶段愈伤组织诱导频率较高，合子

胚进入成熟期后，外植体直接生长成植株的频率较

高，胚性愈伤组织的诱导难度较大。 这与温亚峰

（２０１１）的研究结果相一致，研究表明参试的 ６ 个基

因型中，有 ５ 个在受精阶段胚性愈伤组织诱导率最

高，原胚阶段次之。 而席梦利和施季森（２００６）从成

熟合子胚上成功诱导出胚性愈伤组织，这与本研究

结果相反。 本研究将趋于成熟的合子胚接种后，多
数直接生长成一颗完整的植株，少部分生成愈伤组

织，但未从愈伤组织上看到胚状体形成。 这可能是

由于接种方法不同或培养基中激素使用不同而造成

的。 对于趋于成熟或者已成熟的合子胚，是否可以

通过横切或截断合子胚来破坏其完整结构，或在激

素使用上进行针对性调整等方式，使合子胚难以发

展成完整植株，而是分化成愈伤组织，进而形成体

胚，这些猜想可通过进一步研究来证明。
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