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落叶松体细胞胚胎发生研究进展

吕守芳 , 张守攻 , 齐力旺 , 孙晓梅 , 王建华
(中国林业科学研究院林业研究所 ,北京　100091)

摘要 :综述了欧洲落叶松、日本落叶松、欧日和日欧杂种落叶松、西部落叶松和华北落叶松体细胞胚胎

发生的研究进展 ,对胚性培养物的超低温保存、原生质体培养和基因转化等技术进行了介绍 ,并对落

叶松体细胞胚胎发生的研究趋势作了展望。
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落叶松 (Larix)原产于北半球的北温带地区和喜玛拉雅山脉 ,我国学者认为该属约有 18 个

种 ,仅中国就有 10 种及 1 个变种[1 ] 。落叶松比松树和云杉生长快 ,且材质良好 ,是重要的造林

树种 ,但大多数落叶松种子产量低。目前无性繁殖技术主要是扦插 ,其中组织培养技术进展缓

慢 ,但体细胞胚胎发生技术却取得了较好的进展。体细胞胚胎发生技术已经能大规模地繁殖

针叶树种中的几个基因型 ,比扦插繁殖效率高。细胞胚胎发生的胚性细胞系在低温保存下能

长时期处于幼态 ,可以进一步进行以下研究 : (1) 大规模生产体细胞胚胎发生的小苗 ; (2) 原生

质体的研究 ; (3)超低温保存的研究 ; (4)基因转化的研究 ; (5)人工种子的研究。由于体细胞胚

胎发生具有很大的研究潜力 ,因此有必要对落叶松在体细胞胚胎发生方面的研究进展和趋势

进行综述。

1 　落叶松体细胞胚胎发生的过程

落叶松体细胞胚胎发生属于间接体细胞胚胎发生途径 ,主要分为胚性培养物诱导、继代与

增殖、体胚成熟和萌发几个阶段。

111 　胚性愈伤组织诱导阶段

落叶松外植体在诱导培养基上产生大量愈伤组织 ,只有少数能形成胚性培养物 ,以西部落

叶松 ( Larix occidentalis Nuttall1)为例 ,只有 3 %的外植体能产生胚性细胞系 ,经过 6 个月的培养

形成成熟体细胞胚[2 ] 。观察到愈伤组织是从外植体 (成熟胚或幼胚) 的以下几个部分长出 :胚

柄的上端 ,胚的基部 ,前子叶期胚的中部 ,成熟胚的胚轴和子叶。

112 　继代与增殖阶段

在继代与增殖阶段 ,胚柄包着胚性团形成胚性细胞系 ,培养物中有一系列大小的胚性团 ,

只有保持适宜的培养条件 ,胚性团才能不断地无序分裂 ,细胞系得以正常继代。落叶松培养物



经常产生红色素 ,出现红色的胚性培养物能产生成熟体细胞胚。西部落叶松每次继代中都出

现具有光滑表皮并能发育为成熟体细胞胚的细胞系 ,通过一段液体悬浮培养可以产生较多的

正常极性体胚[2 ] 。一些细胞系在长期培养过程中会失去体胚发生能力 ,而有体胚发生能力的

培养物是光滑的 ,其它培养物表面会出现绳索状生长物。这些不同的生长类型可能出现于一

个细胞系中 ,也可能出现于一个培养皿中。

113 　体细胞胚成熟与萌发阶段

落叶松胚性培养物在不同的条件下形成成熟的体细胞胚 ,有一些欧日杂种的胚性培养物在

无生长调节剂的继代培养基上能不断地形成体细胞胚 ,这些体细胞胚能萌发并发育成植株。大

多数胚性培养物在继代时需生长素 (2 ,42D)和激动素 ( KT或BA) ,如果没有ABA ,这些胚性培养物

就不能进一步发育成体细胞胚[3 ] 。一般来说 ,ABA 的浓度从低的 01025μmol·L - 1到高的 60μmol·

L
- 1对体细胞胚成熟诱导是必要的。另外 ,培养基中渗透压的增加可以提高 ABA 的诱导效果 ,提

高渗透压可以添加己糖、糖醇或中性聚合体如 PEG。成熟体细胞胚相似于合子胚的地方在于都

有一条根、一个胚轴和几片子叶 ,合子胚有 5～6 片子叶 ,而体细胞胚的子叶数变化不定 ,体细胞

胚的胚轴一般比合子胚的长 ,这些差异主要取决于细胞系 ,特别取决于 ABA 的处理。

2 　影响落叶松体细胞胚胎发生的主要因素

211 　外植体

外植体的选择对落叶松体细胞胚胎的发生有着重要意义 ,决定着体细胞胚胎发生的可行

性 ,相关试验表明 ,落叶松以未成熟胚作为外植体较容易使体细胞胚胎发生成功。1990 年 von

Aderkas 等[4 ]用欧洲落叶松 (Larix deciduas Mill1) 、日本落叶松 ( Larix leptolepis S1et Z1) 和欧日杂

种落叶松 (Larix ×leptoeuropaea)未成熟合子胚诱导胚性愈伤组织。

Lelu 等[5 ]详细地研究了欧州落叶松外植体的不同发育阶段对体细胞胚发生的影响 ,前子

叶期合子胚及子叶早期合子胚比子叶期合子胚诱导胚性愈伤组织容易。从贮藏 5 a 的种子中

取出的成熟胚诱导出胚性培养物 ,其中的一个种批取出的成熟胚诱导胚性培养物的频率为

5 % ,这是首次从成熟胚中诱导胚性培养物。西部落叶松子叶早期胚比前子叶期胚诱导频率

高 ,而欧洲落叶松、杂种落叶松是前子叶期的诱导频率高[2 ] 。Lelu 等[5 ] 在试验中发现杂种落叶

松的亲本选择对未成熟合子胚胚性培养物的诱导频率有明显影响 ,当欧洲落叶松 267 作父本、

日本落叶松 3016、3026 作母本时 ,其子代的胚性培养物诱导频率比较高 ;当欧洲落叶松 139 作

父本时 ,母本不变 ,其子代的胚性培养物诱导频率比较低。日本落叶松 3026 (母) ×欧洲落叶

松 267 (父)杂种的胚性培养物诱导频率比反交欧洲落叶松 267 (母) ×日本落叶松 3026 (父) 的

杂种高。另外 ,成熟的体细胞胚再诱导胚性培养物的频率非常高 (83 %) ;将体细胞胚萌发小苗

的子叶和针叶在 415μmol·L - 1
BA 的培养基上预培养 1 周后诱导形成胚性培养物 ,但其诱导频

率较低 ,子叶为 8 % ,针叶为 3 %。从未成熟合子胚诱导出的胚性培养物形成成熟体细胞胚的

数量与子叶和针叶相似 ,然而 ,从成熟体细胞胚诱导出的胚性培养物再形成成熟体细胞胚的数

量是未成熟合子胚的 3 倍多。

未成熟胚的采集受时期限制 ,并且其体胚苗需要进行无性系选择。营养器管的外植体如

果体细胞胚胎发生成功 ,其体胚苗与母株的性状一致即可不进行无性系选择而直接用于造林。

Bonga
[6 ]从 30 年生的成年树芽中取出嫩梢进行诱导 ,形成的粘性培养物在外型上与胚性培养
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物相似 ,然而 ,这些粘性培养物不能进一步发育成胚。此后 Bonga
[7 ] 用冷藏方法继续从事此项

研究将嫩梢作为外植体诱导胚性愈伤组织 ,但未见体细胞胚胎发生成功的报道。

212 　接种方法

Thompson 等[2 ]在西部落叶松体细胞胚发生的试验中 ,幼胚的接种方法有以下几种 : (1) 直

接用幼胚 ,没有附带雌配子体的组织 ; (2)幼胚附带一半雌配子体 (纵向切割雌配子体) ; (3) 幼

胚附带一半雌配子体的珠孔 ; (4)幼胚连同雌配子体直接培养。连同雌配子体直接培养的幼胚

一直没有形成胚性培养物 ,而没有附带雌配子体组织的幼胚其胚性培养物诱导频率最高为

32 %。

213 　培养基和培养条件

Chalupa
[8 ]用欧州落叶松未成熟的合子胚进行诱导 ,接入改良的 MS 培养基中 ,2 ,42D 为 210

mg·L - 1
,BA 为 014～018 mg·L - 1

,诱导出的胚性培养物接入 BA 为 011 mg·L
- 1 、ABA 为 015 mg·

L
- 1的培养基中 ,培养一段时期后转入无激素的培养基中 ,最终体细胞胚在无激素的培养基中

形成。Kim Yong Wook 等[9 ]用日本落叶松未成熟胚在 LM、LP 和 MS 培养基上诱导出胚性愈伤

组织 ,其中 2 ,42D 为 910μmol·L - 1 ,BA 为 414μmol·L - 1 ,诱导频率与采集日期相关 ,7 月 30 日采

集的胚在LM、LP 和MS 培养基上的诱导频率分别为 60 %、67 %和 59 % ;411μmol·L - 1
ABA 处理

诱导成熟体细胞胚数最高 ,高浓度 ABA 与长时间处理没有增加成熟体细胞胚数 ,但影响了体

细胞胚的早期萌发 ,共形成 400 个体胚苗 ,72 株移植于土壤中 ,其中 69 株成活。

Klimaszewska[3 ]首次用 F2 代杂种未成熟胚诱导获得胚性培养物 ,并对不同发育时期的合子

胚形成胚性培养物的能力进行了研究 ,三种诱导培养基分别为 :DCR 附加 50 mg·L - 1谷胺酰胺

和 500 mg·L - 1水解酪蛋白 ;LM 附加 500 mg·L - 1谷胺酰胺和 1 000 mg·L - 1水解酪蛋白 ;MSG附

加 1 460 mg·L - 1谷胺酰胺 ,这些培养基再添加 2 %蔗糖、2 mg·L - 1
2 ,42D 和 015 mg·L - 1

BA。浓度

高 ( > 112 %)或浓度低 ( < 016 %) 的琼脂易使继代的培养物褐化 ,高浓度 ( > 015 %) 或低浓度

( < 011 %)凝胶也是如此 ,琼脂浓度 110 %和凝胶浓度 014 %比较适宜。使用凝胶比琼脂好 ,但

1Π2MSG培养基除外 ,凝胶有聚合 Mg2 + 离子的作用 ,降低了组织中 Mg2 + 离子的有效性 ,即使在

1Π2MSG培养基添加 MgSO4 也没有明显效果。胚性培养物在 011 mg·L - 1ABA、012 mg·L - 1 KT的

MSG培养基上培养 3 周 ,随后在没有生长调节剂的 MSG培养基上继续培养 6 周 ,获得了体细

胞胚 ,最多为 74 个 ,体胚在没有激素的培养基上萌发 ,获得了 35 株小苗 ,移植成活。

Lelu 等[25 ,26 ]研究了杂种落叶松合子胚不同的发育阶段对胚性培养物诱导频率的影响。使

用了两种诱导培养基 ,一种为 MSG培养基 ,另一种为 BM3 培养基 ,添加了高浓度肌醇 (1 g·

L - 1 ) 、谷胺酰胺 (015 g·L - 1 ) 、水解酪蛋白 (0145 g·L - 1 )和琼脂 (7 g·L - 1 ) 。两个培养基都添加了

9μmol·L - 1 2 ,42D 和 415μmol·L - 1 BA ,诱导效应没有明显差别 ,但采种时期对诱导频率有明显

的影响 ,其中 5 月 31 日采集的种子胚诱导频率最高。体细胞胚成熟诱导时 ,将胚性培养物置

于 16 hΠ24 h 的光照下 ,培养基中 IBA 保持 1μmol·L
- 1不变 ,调节 ABA 和蔗糖的浓度。没有

ABA 时 ,011 mol·L - 1蔗糖诱导出绿色子叶的体细胞胚 ,012 mol·L
- 1使体细胞胚早萌发 ,014 mol

·L - 1抑制体细胞胚的发育。培养基中附加 ABA (20、40μmol·L
- 1或 60μmol·L

- 1 ) 和蔗糖 (011、

012 mol·L - 1 )获得的成熟体细胞胚与成熟合子胚相似 ,当 ABA 为 20μmol·L - 1或 40μmol·L - 1和

蔗糖为 012 mol·L - 1时 ,获得的体细胞胚数量最大。ABA 的浓度对体细胞胚以后的萌发和体胚

苗的产生没有显著的影响 ,但 ABA 处理时间从 3 周扩展到 5 周显著地降低了体细胞胚萌发和
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体胚苗的形成量。

Thompson 等[2 ]在研究西部落叶松体细胞胚胎发生时 ,诱导培养基为 1Π2LM 培养基附加 1 g

·L - 1水解酪蛋白、314 mmol·L - 1谷胺酰胺、910 mmol·L - 1 2 ,42D、212 mmol·L - 1 BA 和 014 %凝胶 ,

继代培养基为去除 BA、含有 10 %原来浓度 2 ,42D 的培养基 ,培养物置于 20 ℃暗室中培养。研

究了不同浓度的 ABA 及其处理时间对 7 个胚性细胞系体细胞胚成熟诱导的影响 ,只有低浓度

的 ABA 或不加 ABA 时 ,有 4 个胚性细胞系形成成熟体细胞胚。ABA 最适浓度为 01025μmol·

L
- 1

,这远远低于其它针叶树种体细胞胚成熟诱导时的浓度。PEG1450和 ABA 组合也不能提高

成熟体细胞胚数量 ,但能促进体细胞胚萌发。胚性细胞系每克鲜质量培养物最多能形成 30 个

成熟体细胞胚 ,只有 1 个胚性细胞系形成的成熟体细胞胚能萌发形成体胚苗 ,盆栽后移入温

室。

齐力旺[12 ]首先在华北落叶松 (Larix principis2rupprechtii Mayr) 体细胞胚发生方面作了研究 ,

用未成熟胚作为外植体 ,愈伤组织诱导使用的培养基为 S 培养基 ,采用 3112A 最优回归设计 ,

获得了 3 因子的最佳配比组合为 2 ,42D(1129 mg·L - 1 ) 、KT(0158 mg·L - 1 )和 BA(0139 mg·L
- 1 ) 。

愈伤组织增殖培养基由 S 培养基更换为 S + B 培养基 (H3BO3 的浓度由 S 的 311 mg·L - 1增加到

7175 mg·L - 1 ) ,并添加了 NAA (0111 mg·L
- 1 ) 激素 ,比较了 2 ,42D 和 NAA 的效果。在诱导体细

胞胚成熟时 ,采用 3112A 最优回归设计优选了最佳组合为 ABA (181913 8 mg·L
- 1 ) 、PEG4000

(881800 7 g·L - 1 )和AgNO3 (101751 3 g·L - 1 ) [13 ] 。将成熟体细胞胚转入无激素的 WPM 培养基和

S培养基中 ,置光照 1 000～1 600 lx 下培养 15～20 d ,体细胞胚萌发 ,呈绿色 ,下胚轴伸长 ,25～

30 d 再转接 1 次 ,60 d 后 ,形成完整小植株 ,WPM 培养基比 S 培养基的体细胞胚生根率高 2 倍

以上。

214 　体胚苗移植

Lelu 等[10 ,11 ]将体胚苗移入玻璃广口瓶中 ,培养基质为沙子、蛭石和堆肥 ,按 1∶1∶1 配制 ,消

毒后 ,用 011 %营养液 (N∶P∶K为 20∶20∶20)湿润。培养 1 个月后 ,将温度降为 20 ℃,瓶口打开

1 cm 间隙以便通气 ,随后逐渐增大瓶口间隙 ,1 个星期后 ,完全将瓶口打开。将驯化的体胚苗

盆栽后移入温室 ,923 株体胚苗按以上程序培养后 ,893 株成活 (成活率 97 %) ;而体胚苗不经过

玻璃广口瓶的驯化 ,直接从萌发培养基中移到温室 , 491 株体胚苗有 423 株成活 (成活率

86 %) 。1992 年在法国 INRA 苗圃中栽植 1 000 株体胚苗进行田间试验 ,至今这些体胚苗生长

旺盛 ,没有出现异常情况。

3 　落叶松体细胞胚胎发生技术的应用

311 　超低温保存

体细胞胚胎发生技术为无性繁殖提供了很大的方便 ,在无性系选择期间可将其胚性培养

物进行超低温保存。胚性愈伤组织置于 - 196 ℃液氮中保存 ,可长期处于休眠状态而保持体

细胞胚胎发生潜力 ,解冻后仍能继续培养形成植株。在一些林木树种的研究中显示这种胚性

愈伤组织超低温保存系统是可行的[14 ,15 ] ,随着体细胞胚胎发生技术的大规模发展 ,超低温保存

将成为常规技术。

Klimaszewska 等[16]首次用欧日杂种落叶松胚性培养物进行超低温保存获得成功 ,挑取块状胚

性愈伤组织置于液体培养基中 ,剧烈摇晃将组织散开 ,用 74μm 网孔的尼龙网过滤悬浮液 ,从网
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孔中收集 015 g(鲜质量)组织放置烧瓶中 ,添加含有不同浓度的二甲基亚砜 (DMSO)及 D2山梨醇

的 10 mL 液体培养基 ,烧瓶振荡 20～24 h。从悬浮液中取出 1 mL 样本移入 112 mL 的低温小瓶

中 ,按 0133 ℃·min
- 1的降温速度冷却到 - 40 ℃后浸入液氮中保存。经过一段保存期后将低温小

瓶取出 ,在 37～42 ℃温水中旋转解冻 ,将小瓶中的物质倒入圆形过滤纸上 ,随后将过滤纸置于固

体培养基的表面进行再培养。山梨醇浓度为 012～110 mol·L - 1时不抑制体胚苗生长 ,210 mol·L - 1

时对生长抑制很严重 ;二甲基亚砜浓度高于 015 %时就抑制生长 ,014 mol·L - 1的山梨醇和 10 %二

甲基亚砜综合作用效果最佳 ,能使解冻后的胚性组织中细胞迅速恢复活性。胚性培养物解冻 2

周后 ,移入成熟培养基中 ,9 周后形成成熟体细胞胚。田间试验显示低温保存的胚性培养物解冻

后再生的体胚苗与没有经过冷冻的直接诱导的体胚苗表现一样。

312 　原生质体培养

Klimaszewska
[17 ]用欧日杂种落叶松体细胞胚胎发生试验中获得的两个细胞系来制备原生

质体。将细胞系在 014 mol·L - 1甘露醇 + 10 mmol·L - 1 CaCl2 + 5 mmol·L - 1MES( (22CN2吗啉代)乙

磺酸) + 011 %Macerase pH值 518 的溶液中预处理 1 h ,随后置于 014 mol·L
- 1甘露醇 + 015 %纤

维素酶 R210 + 015 %Macerozyme + 10 mmol·L - 1 CaCl2 + 5 mmol·L - 1MES pH值 518 的溶液中处理 ,

用尼龙筛过滤和离心将原生质与残渣分开 ,球形原生质体从离心管中取出后在含有 014 mol·

L - 1甘露醇、去蔗糖的培养基中冲洗 ,用不连续 Percoll 浓度梯度离心分离 ,在暗室 25 ℃下培养

12 d ,此后每隔 10 d 注入新鲜的液体培养基 ,第 1 次用 012 mol·L
- 1 甘露醇 ,第 2 次 011 mol·

L
- 1

,第 3 次不加甘露醇。保持培养物生存能力的关键因素有 : (1) 逐渐降低高渗物质的浓度 ,

降低渗透压 ; (2)每个培养皿中的原生质体的悬浮液要小于 215 mL ;8 周后培养物接入 2 mg·

L - 12 ,42D、015 mg·L - 1BA 和 014 %凝胶的 MSG培养基上 ,2～3 周后形成大量胚性培养物 ,再移

入成熟培养基中。获得 5 株体胚苗 ,移植于土壤中继续生长。

Thompson 等[2 ]在西部落叶松的原生质体制备中 ,将培养液倒入培养皿 5 mm 进行培养 ,西

部落叶松的原生质体这种浅层悬浮培养方法效果好 ,培养 3 周后原生质体再生体细胞胚。Zo2
glauer K等[18 ]将欧洲落叶松原生质体通过体细胞胚胎发生进行植株再生 ,比较了各种各样组

织的原生质体 ,仅有胚性原生质体进行细胞分裂 ,而非胚性愈伤组织的原生质体只是再生相同

的非胚性愈伤组织。雌、雄花序的营养组织中分离出很多原生质体 ,茎轴幼嫩针叶中没有分离

出原生质体。Korlach J 等[19 ]研究了欧洲落叶松原生质体直接通过体细胞胚胎发生的发育方

式 ,从悬浮的胚性培养物中分离出原生质体 ,将其培养在尼龙网眼中的澡酸盐上 ,215μmol·L - 1

的 2142D 和 IAA 能使单细胞伸长和液泡化 ,但未见正常的胚性化过程。

313 　基因转化

基因的遗传转化是落叶松体细胞胚胎发生的主要目的之一 ,就目前的研究而言 ,很难获得

针叶树转基因植株的原因是不能将转化的细胞再生成完整植株。Huang Y等[20 ] 用野生型农杆

菌 Ri11325 质粒感染欧洲落叶松下胚轴 ,3～4 周后明显看到被感染膨大的茎部产生大量的毛

根或不定芽等 ,对照则没有 ;显微扫描检测到农杆菌感染落叶松细胞 ,转化测定冠瘿碱反应阳

性 ,用再生株针叶组织提取 DNA 进行 Southern Blot 检验证明转化是成功的。Klimaszewska K

等[21 ]进行了落叶松体细胞胚胎发生和遗传转化研究 , 90 %以上的成熟胚在诱导培养基上是次

生胚胎发生 ,这种体细胞胚能被用于遗传转化。用金粉粒包裹 DNA 轰击 ,只有 pBI426产生两个

转基因体系 (2D1 和 2D2 ) ,2D1 细胞系产生了幼芽、根、下胚轴和子叶 ,独立表达了 gus 基因 ,但
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是没有更进一步的发育 ,2D2 系产生了转基因植株 ,PCR 扩增表明再生植株中有其基因片段的

存在。Shin 等[22 ]用发根农杆菌介导法 ,将抗虫基因 B1 t1 和抗除草剂基因 aroA 转入欧洲落叶

松 ,获得了转基因植株 ,外源基因得到稳定的表达。

4 　展望

落叶松体细胞胚胎发生研究已经取得了一定的进展 ,获得了较稳定的体细胞胚胎发生体

系 ,并在此基础上进行了超低温保存、细胞悬浮培养、原生质体培养及遗传转化等方面的研究

工作 ,为通过基因工程进行落叶松树种的遗传改良打下了基础。另外 ,在体细胞胚胎发生的形

态学、生理生化和分子生物学等方面也都进行了一些研究[23～27 ]
,探讨了体细胞胚胎发生的机

理。但是 ,落叶松体细胞胚胎发生的研究仍存在着一些问题 ,例如 ,体细胞胚的诱导频率较低 ,

在培养过程中一些细胞系会失去体细胞胚的发生能力 ;体细胞胚发生不同步化 ,在同一培养皿

中不同发育阶段的体细胞胚同时存在 ,这是由于胚性细胞与二次胚的不断分化形成的。所以

提高体细胞胚的诱导频率和实现体细胞胚发生的同步化是落叶松体细胞胚胎发生在生产上得

以应用的前提 ,而其机理的研究是实现这个前提的基础。因而落叶松体细胞胚胎发生的进一

步研究还是很有必要的 ,结合形态和超微结构的研究来探讨生长调节剂在体细胞胚胎发生过

程中的作用 ,探讨落叶松体细胞胚发生的生化机制 ,进一步进行人工种子和基因转化的研究 ,

分离与胚性发育相关的基因 ,进行体细胞胚胎发生分子机理的研究。这些研究将会促进对落

叶松体细胞胚胎发生的调控能力 ,并使其应用价值和理论水平都能得到很大的提高。
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The Current Status of Larix Somatic Embryogenesis Research

LU Shou2f ang , ZHANG Shou2gong , QI Li2wang , SUN Xiao2mei , WANG Jian2hua

(Research Institute of Forestry ,CAF ,Beijing 　100091 ,China)

Abstract :The current status of Larix somatic embryogenesis research was summarized , including Larix decid2
uas ,Larix leptolepis , Larix ×eurolepis and Larix ×leptoeuropaea ,Larix occidentalis and Larix principis2ruppre2
chtii . Cryopreservation , protoplasts and gene transformation were described too. In conclusion ,further develop2
ment studies of Larix somatic embryogenesis remain to be done.

Key words : Larix ;somatic embryogenesis ;cryopreservation ;protoplasts ;gene transformation
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