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摘要: 为了更有针对性地优化原生抗性赤松体胚发生培养体系, 本研究通过体式镜定性观察种室中的合子胚分

布、胚性胚柄细胞结构变化, 通过Image-Pro Plus软件定量分析胚性细胞团在不同生长调节物质配方下胚头胚

柄的比例变化, 了解体胚发生的营养需求。结果发现, 抗性赤松裂生多胚更易形成胚性细胞团; 改变原有培养

条件细胞团会出现胚头胚柄分离、胚头细胞颜色加深的反应; 使用低浓度的混合生长调节物质配比(0.1 mg·L-1 
2,4-D+1 mg·L-1 NAA+0.5 mg·L-1 6-BA)能够提高体胚增殖速度; 表明抗性赤松胚性细胞团增殖速度加快的内在

机理为增加胚性细胞团中胚头与胚柄的比例。
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技术与方法  Techniques and Methods

赤松(Pinus densiflora)是中国东北部和东部沿

海地区重要的荒山造林先锋树种, 但是受到松材

线虫病(pine wilt disease)的严重威胁。本研究团队  
2004年从日本引进了一批珍贵的抗松材线虫病赤

松种质资源, 并建立了基因库(张艺等2007)。由于

基因库中的母树种子产量有限, 并且受到季节、

环境等条件的限制, 所以从2013年开始了抗性赤

松体细胞胚胎发生的研究(吴静等2015), 并于2014
年初步建立了抗性赤松体胚发生体系 (许建秀

2015)。目前该体系仍存在胚性细胞团诱导率低、

出胚率低的问题, 需要进一步优化。

在过去的30多年, 对松树体胚发生形态建成优

化方面的研究很多, 但是Bonga等(2007)、甄艳等

(2013)提出, 使体细胞恢复胚性潜能和胚性细胞团

成熟前的调整具有更重要的意义。诱导与增殖分别

是体细胞恢复细胞胚性潜能和复制胚性细胞团的

过程, 这一早期阶段相比出胚后期, 难以通过直接

观察判断适宜的培养条件。Image-Pro Plus (以下简

称IPP)是Image-Pro Software®系列中的一款商业软

件(http://www.Mediacy.com), IPP具有出色的图像识

别能力, 并且能够通过图像提取选定区域的目标的

个数、面积、光照强度等各种参数, 允许用户自行

编写针对特定应用的宏程序(Nesic等2016)。IPP最
早用于医学领域, 用来计数血细胞个数(朱永进和

朱奇2012)、胸腔体积(吴涛等2013)及分析免疫组化

学反应(李小波等2016)。由于IPP具有普适性, 所描

述图像特点可转化为比较的数据, 在其他领域也受

到越来越多的运用(黄业恩等2015)。如在农林业, 

余徐润等(2013)使用IPP观察不同处理小麦淀粉粒

的形状差异; 周杰等(2015)使用IPP调查防护林的疏

密度, 罗艳华等(2014)利用IPP计算林业小班面积。

对于抗性赤松体胚发生体系盲目优化会浪费

时间、精力, 本文运用直接观察、染色观察和体

式镜观察等方法, 描述培养材料的现实状况。除

定性观察外, 本研究利用Image-Pro Plus 6.0软件对

胚性细胞团(embryogenesis somatic mass, ESM)胚
头和胚柄比例变化进行定量观察, 并进行针对性

的体胚发生植物生长调节物质的优化, 分析2,4-
D、NAA、6-BA与抗性赤松增殖速度变化的关系, 
并进一步探讨细胞增殖速度与其内在胚性细胞团

胚头与胚柄的比例变化的关系, 以期了解生长调

节物质的变化是如何影响胚性细胞团的形态变化, 
优化抗性赤松体胚增殖早期的培养条件。

1  材料与方法

1.1  材料来源

抗性赤松(Pinus densiflora Sieb. et Zucc.)于
2004年引种自日本九州种子园, 种植于江苏省句

容市摇零口工区抗性松树种质资源库, 至今已培

育成可供种子采集的母树。本试验使用的增殖材

料为2013年吴静等(2015)诱导抗性赤松种子得到

的具有胚性的细胞团, 编号22-1。
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1.2  抗性赤松胚性细胞团增殖初始配方

增殖培养基初始配方(P0, 表1)为: LP基本培

养基+4 mg·L-1 NAA+2 mg·L-1 6-BA。所有培养基

添加1 g·L-1肌醇、0.5 g·L-1水解酪蛋白、0.45 g·L-1

谷氨酰胺、15 g·L-1麦芽糖和8 g·L-1琼脂粉, 培养基

pH调节为5.7~5.8。
1.3  抗性赤松胚性细胞团增殖培养基初步优化设计

改变增殖初始培养基中的生长调节物质配比, 
具体见表1。其中P1、P2和P3相比初始配方P0降
低生长调节物质整体浓度; P3-1、P3-2和P3-3改变

生长素与分裂素的配比。

1.4  抗性赤松种室、胚性细胞团形态学观察

在Zeiss vero 20.0体式显微镜下切开种子染

色, 观察不同发育阶段种室内合子胚布局及合子

胚的形态, 染色采用醋酸洋红、伊文斯蓝双染色

法(刘楠和林植芳2011)。
将编号22-1的胚性细胞团转入增殖培养基上

增殖培养, 每2周继代1次。挑取新增殖的细胞团

进行形态学和细胞学结构鉴别是否为胚性细胞

团。形态学观测即用肉眼观测正常条件下生长的

细胞外部形态特征。

细胞学观察采用醋酸洋红和伊文思蓝双染色

法。取约0.2 g细胞团在50 mL锥形瓶中加10 mL左
右水打散备用, 使用时取1滴与载玻片上, 用1%醋

酸洋红染色, 最后滴加0.05%伊文思蓝, 加盖玻片

并吸去多余的染液, 并在Zeiss vero 20.0体式显微

镜下观察并拍照。

1.5  抗性赤松胚性细胞团增殖倍数的测定

以抗性赤松22-1家系生长良好的胚性细胞团

为材料, 在设计的不同培养基下培养一个周期15 
d。使用精度0.001的分析天平(天平进行灭菌, 紫

外照射30 min、75%酒精擦拭3遍)称量培养前后每

皿细胞团的重量, 并计数G1、G2, 每个处理至少检

验4皿, 最后计算每皿的增殖倍数(K) [K=(G2–G1)/
G1)]。
1.6  抗性赤松胚性细胞团胚头胚柄比例测定

胚性细胞团的胚头胚柄比例测定通过使用

IPP软件提取染成红色的胚头部分和染成蓝色的胚

柄部分的面积数据, 求出两部分面积的比值即为

红蓝比。为了减小误差, 测定过程中要注意定量

和控制变量。

具体操作如下: (1)取不同处理下的细胞团各

0.4 g、加水20 mL、用镊子打散、制成2%浓度的

细胞分散液; (2)每个处理的细胞液使用胶头滴管

吸取6滴于载玻片上, 使用1%醋酸洋红染色1 min, 
再滴加0.05%伊文思蓝染色15 s; (3)调节Zeiss vero 
20.0体式显微镜两侧可调LEDx白光灯(光照强度

12.23 μmol·m-2·s-1, 白光以波长λ=555 nm光光能换

算)、1×物镜、总放大倍率2×并拍摄保存染色细胞

液的TIF无损照片; (4)然后使用Image-Pro Plus 6.0
分析照片中染成红色和蓝色区域的面积比(简称红

蓝比), 最后使用SPSS 17.0进行数据分析。

1.7  培养条件及数据处理

培养室温度为(23±2)°C, 进行暗培养, 每2个周

观察一次, 及时清理污染。数据采用Excel 2007和
SPSS 19.0软件进行方差分析和差异显著性检验。

2  实验结果

2.1  抗性赤松种子多胚现象的观察

通过种子切片染色后体式镜下观察, 发现抗

性赤松存在简单多胚和裂生多胚共存的现象。简

单多胚现象产生的原因是由于松树多个颈卵器中

表1  抗性赤松胚性细胞团增殖培养基的优化

Table 1  Medium optimization of disease-resistant P. densiflora embryogenic mass proliferation

         编号                        基本培养基                 2,4-D浓度/mg·L-1                  NAA浓度/mg·L-1                    6-BA浓度/mg·L-1                   细胞数量/团

P0 (初始配方)	 LP	 0	 4	 2	 180
P+	 LP	 2	 1	 1	 -
P1	 LP	 0	 3	 1.5	 40
P2	 LP	 0	 2	 1	 40
P3	 LP	 0	 1	 0.5	 40
P3-1	 LP	 0	 2	 0.5	 40
P3-2	 LP	 1	 0	 0.5	 40
P3-3	 LP	 0.1	 1	 0.5	 40
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的卵子都受精发育形成合子胚(图1-A), 发现优势

胚(图1-A, 箭头a)由珠孔上侧颈卵器中伸出, 而劣

势胚(图1-A, 箭头b)则由珠孔下侧颈卵器中伸出; 
裂生多胚是松树种子中常见的现象, 受精卵在开

始分裂形成合子胚的初级阶段会形成4个或以上

的胚头胚柄结构(图1-B), 优势胚(图1-B, 箭头d)沿
腐蚀腔向种子内部深入, 而劣势胚(图1-B, 箭头c)
与优势胚从同一孔洞伸出, 且由于竞争作用只能

堆积在珠孔附近。

无论是简单多胚还是裂生多胚, 最终种子通

过养分竞争只能有一个优势胚存活发育, 通过观

察种室切面染色图(图1), 发现优势胚发育过程中

由珠孔向种室深处伸入。所以可以断定, 在合适

诱导的2~4阶段, 雌配子体中部及远离珠孔处多分

布优势胚的胚体部分, 而雌配子体靠近珠孔处则

多分布弱势胚和胚柄。

2.2  定性观察不同生长调节物质对抗性赤松胚性

细胞团的影响

初始配方生长调节物质配比为4 mg·L-1 NAA+ 
2 mg·L-1 6-BA。使用2,4-D部分替代NAA, 生长调

节物质配比(P+, 表1)为2 mg·L-1 NAA+1 mg·L-1 2,4-
D+1 mg·L-1 6-BA。经过一个继代周期18 d, 观察细

胞团, 进行形态学分析。如图2-A和C所示, 发现添

加2,4-D后细胞团表面较原配方水渍化透明、褐化

程度减轻, 增殖速度加快。

取适量细胞团进行细胞学染色观察(图2-B、

D), 发现添加2,4-D后, 胚柄细胞液泡化畸形变粗变

短, 而合子胚胚柄细胞修长。所以添加2,4-D具有

整体促进细胞分裂增殖的作用, 但是可能会引起

胚柄畸形, 造成营养分配不均匀, 胚性下降。改变

增殖初始培养基中的生长调节物质配比(表1), 继
代培养15 d后, 使用Zeiss vero 20.0体式显微镜染色

图1  抗性赤松雌配子体中的简单多胚与裂生多胚

Fig.1  Simple polyembryony and cleavage polyembryony in disease-resistant P. densiflora female gametophyte
A: 赤松种子简单多胚, 箭头a指向从一颈卵器中伸出的优势胚, 箭头b指向从另一颈卵器中伸出的弱胚; B: 赤松种子裂生多胚, 箭头d

指向优势胚, 箭头c指向优势胚分裂形成的其他裂生多胚, 堆积在优势胚胚柄处。

图2  添加2,4-D对抗性赤松胚性细胞团的影响

Fig.2  Influence of 2,4-D additon on resistant P. densiflora embryogenic mass
A: 初始培养基P0细胞团表面形态, 较致密胶连; B: 图A的ESM, 胚柄细胞纤长、结构正常; C: 添加 2,4-D后的培养基P+细胞团表面形

态, 较疏松; D : 图C的ESM, 胚柄粗短、畸形。
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图3  不同生长调节物质浓度对抗性赤松胚性细胞团结构的影响

Fig.3  Influence of different concerntrations of plant growth regulators on disease-resistant P. densiflora embryogenic mass
A: 种子体内合子胚的胚头胚柄结构, B~E: 分别为培养基P0~P3的胚性细胞团分散图和局部结构图。

观察并拍照, 结果见图3。相比初始培养基P0, 其
他3个优化培养基P1~3逐步降低了生长调节物质

整体浓度, 从细胞表面形态上看, 各处理间差异不

大, 培养基P3的细胞团生长调节物质浓度降到原

来的1/4时仍能继续正常增殖。

对比赤松合子胚形态(图3-A), 发现培养基P0上
细胞团胚头细胞液泡化松散、胚柄细长(图3-B); 培
养基P1处理下细胞团胚头明显、胚柄细长(图3-C); 
培养基P2处理下细胞团胚头明显、胚柄细长(图
3-D); 培养基P3处理下细胞团胚头明显、胚柄较短

(图3-E)。
综上可以看出随着生长调节物质浓度的降低, 

胚头变得明显和立体化, 但是胚柄细胞却出现畸

形化, 说明营养向胚头细胞集中。然而自然界中

合子胚的胚柄细长, ESM胚柄细胞的畸形膨大将

影响后期体胚的出胚率和体胚的健康状况。

2.3  定量分析不同培养基对抗性赤松胚性细胞团

的影响

通过Image Pro Plus定量分析不同配方比例对

抗性赤松胚性细胞团的影响。结果如表2所示, 培
养基P3-3的细胞团增殖倍数显著高于P3-1、P3-2, 
其他的3组配方之间的增殖倍数没有差异。培养

基P3-3胚头胚柄细胞的比例都显著高于P3, 而
P3、P3-1、P3-2之间没有差异。

继续深入分析胚头胚柄比例对增殖速度的影

响, 根据图5可知, 增殖倍数与红蓝比的相关性系数

r=0.964大于0.8, 他们之间存在显著正相关, 表明当胚

头和胚柄的比例上升时, 细胞团的增殖速度加快。

3  讨论

3.1  抗性赤松多胚现象及其对体胚发生诱导阶段

的影响

多胚现象广泛存在于松科树种中, 是松树体

表2  不同生长调节物质处理下抗性赤松胚性 
细胞团的增殖倍数与红蓝比

Table 2  Proliferation multiple and embryo/suspensor ratio of 
resisitant P. densiflora EM in medium with  

different plant growth regulators

培养基	      增殖倍数	 胚头与胚柄比例(红蓝比)/%

P3 3.84ab    8.01b

P3-1	 3.66b	    9.33ab

P3-2	 3.71b	    8.52ab

P3-3	 4.61a	 15.12a

　　不同小写字母表示不同培养基之间差异显著(P<0.05)。
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图4  抗性赤松胚性细胞团在不同增殖速度下胚头与胚柄比例的变化

Fig.4  Change of embryo/suspensor ratio in different proliferation speed of P. densiflora EM
A: 增殖倍数; B: 红蓝比; C: 红蓝比散点图。

细胞脱分化分裂增殖实现体胚发生的现实象征。

在体细胞胚胎发生的直接前体方面一直存在争论, 
Cairney和Pullman (2007)认为珠孔处弱化的裂生多

胚是诱导胚性胚柄细胞团的前体, Pullman和Bucalo 
(2014)又讨论了珠孔处的莲座细胞作为胚性胚柄

细胞团诱导的前体的可能。本研究通过种室切片

染色观察, 拍摄到了抗性赤松简单多胚与裂生多

胚的染色剖面图, 发现: (1)简单多胚的多个合子胚

早期共同生长, 由于营养和空间限制, 优势胚及弱

胚活力都比较差, 相比裂生多胚更难以诱导成功; 
(2)在裂生多胚状况下, 优势胚深入雌配子体内且

受到周围细胞的抑制, 难以形成可自由分裂的细

胞团, 而弱胚堆积在珠孔处, 容易受到诱导形成脱

分化的细胞团。所以体胚发生的直接前体更有可

能是珠孔处弱化的弱势胚, 这支持了Pullman和Bu-
calo (2014)的观点。这对抗性赤松的诱导过程具

有指导意义, 诱导过程中应注意保护珠孔处细胞

不受伤害。

3.2  抗性赤松增殖过程中细胞团变化的定性分析

与NAA相比, 2,4-D更高效, 其效力是NAA的

数倍。江波等(2004)提出2,4-D对松柏类植物的长

期增殖有害, 2.4-D与NAA虽然都属于生长素类物

质, 但本试验使用等量的2,4-D替换NAA, 发现在

添加2,4-D的培养基中细胞团增殖速度更快, 但是

胚柄细胞出现了粗短、畸形的现象, 2,4-D对增殖

细胞的伤害可能是使胚柄细胞畸形化。

生长调节物质的过多积累会影响后期细胞极

性与出胚能力的丧失, 增殖阶段大部分都会降低

培养基中的生长调节物质浓度, 如张彩云等(2016)
湿地松增殖的生长调节物质浓度为诱导过程中的

1/4。在逐渐降低生长调节物质整体浓度的试验过

程中发现, 随着浓度下降到原来的1/4, 细胞团在外

在形态上的差异仍然很小 ,  细胞团仍能正常增

殖。从细胞形态上看, 随着生长调节物质浓度的

下降, 胚头逐渐变的明显立体, 胚柄逐渐变粗短, 
说明降低生长调节物质的浓度后, 细胞的反应是

营养率先集中在胚头生长。

综上, 发现无论是改变生长调节物质的整体

浓度, 还是增加某一生长调节物质的配比, 都会使

胚头细胞更加明显、胚柄变得粗短, 说明改变环

境后细胞的适应性反应会优先在胚头细胞集中营

养物质。但是无法说明生长素类与分裂素类物质
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各起到何种作用。如果需要了解某一生长调节物

质的单一作用, 应在多次培养继代后再进行观察, 
排除细胞团的适应性变化影响。

3.3  抗性赤松增殖过程中细胞团变化的定量分析

前期生长调节物质优化试验发现胚柄与胚头

细胞比例的变化, 可能影响胚性细胞团细胞营养

的吸收分配, 而合适的胚头胚柄比例可以最大限

度的利用培养基养分、并做好成熟前的营养形态

管理, 提高增殖速度和细胞团质量。若要及时掌

握胚性细胞团胚头胚柄比例变化, 仅进行细胞学

定性观察无法分辨细小的区别, 同时也容易受到

人为等因素的影响, 而使用Image-Pro Plus 6.0对拍

摄的图片分析胚头细胞和胚柄比例, 可以得到定

量的描述, 发现其中细微的差异。使用IPP进行体

胚细胞结构的研究尚未报道, 类似的吴涛(2010)使
用Image J软件对肝脏的CT扫描照片测量出肝脏体

积; 余徐润等(2013)使用IPP观察小麦切片的电镜

照片, 对淀粉粒的形状差异进行分析、粒径进行

分类。

而本文使用蔡司体式镜拍摄定量、规范的细

胞染色照片, 利用IPP软件(黄业恩等2015)提取照

片中的红色胚头部分和蓝色胚柄部分的面积, 可
计算得到细胞团中胚头与胚柄细胞的比例(红蓝

比)。通过红蓝比探究细胞增殖速度与胚头与胚柄

细胞比例的关系, 发现相关性系数r达到0.94, 存在

显著正相关关系, 即存在胚头细胞占比越高细胞

团的增殖速度越快的规律。这表明在抗性赤松增

殖的现阶段, 应该通过增加胚头的比例来提高抗

性赤松的增殖速度, 其中0.1 mg·L-1 2,4-D+1 mg·L-1 

NAA+0.5mg·L-1 6-BA的生长调节物质配方可使抗

性赤松胚性细胞团的增殖速度最快, 其胚头胚柄

比例也最高。
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Early stage observation and conditional optimization for proliferation 
of resistant Pinus densiflora somatic embryogenesis 
PAN Jun, WU Xiao-Qin*, XU Jian-Xiu, YE Jian-Ren
Collaborative Innovation Center of Southern Modern Forestry, Forestry Department, Nanjing Forestry University, Nanjing 
210037, China

Abstract: In order to optimize the conditions of somatic embryogenesis of resistant Pinus densiflora, this study 
investigated the zygotic embryo distribution in the seed chamber and the changes of embryonic suspensor structure 
by qualitative observation with stereoscopic mirror; and investigated the change of embryo and suspensor ratio 
in different hormone condition for quantitative observation by Image-Pro Plus software, aiming at the nutritional 
needs at this stage. The results showed cleaved polyembryony were more easily differentiate into embryogenic 
cells. The change of the original culture environment would separate embryo from suspensor and the embryo 
would accumulate more material. The medium (0.1 mg·L-1 2,4-D+1 mg·L-1 NAA+0.5 mg·L-1 6-BA) would im-
prove the proliferatin speed. It improved the mechanism of improve proliferation in resistant P. dnsiflora was 
the increase of the embryo and suspensor ratio. 
Key words: Pinus densiflora; initiation; proliferation; poly embryos; embryonic suspensor cell mass; Image- 
Pro Plus
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