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长白落叶松体胚发生再生体系优化 

刘建飞1, 刘炎1, 刘克俭2, 池阳3, 霍志发3, 霍永洪3, 由香玲1* 
1
东北林业大学生命科学学院, 哈尔滨 150040; 2

永吉县国有林总厂, 吉林 132000  
3
四平市国有林总场石岭子落叶松国家良种基地, 四平 136000 

摘要  以长白落叶松(Larix olgensis)未成熟合子胚为外植体诱导胚性愈伤组织, 通过调节影响体胚发生的营养物质和植物

生长调节剂配比, 进行愈伤组织的胚性恢复与保持以及体胚发生再生体系的优化。结果表明: 不同无性系之间胚性愈伤组

织诱导率差异显著, 胚性愈伤组织在S+0.2 mg·L–1 NAA+0.5 mg·L–1 BA+0.5 mg·L–1 KT+0.5 g·L–1谷氨酰胺+0.5 g·L–1水解

酪蛋白+30 g·L–1蔗糖及3.0 g·L–1植物凝胶培养条件下 , 可以恢复胚性并长久保持。在S+20 mg·L–1 ABA+60 g·L–1 

PEG4000+60 g·L–1蔗糖及3.0 g·L–1植物凝胶条件下分化培养6周, 体胚发生率可达100%。将正常发育的体胚先在WPM+ 

6 mg·L–1间苯三酚+1.0 g·L–1活性炭+3.0 mg·L–1 VB1+20 g·L–1蔗糖及3.0 g·L–1植物凝胶条件下培养2周, 再转接至B5+ 

0.4 mg·L–1 NAA+1.0 mg·L–1 IBA+0.5 mg·L–1 GA3+2.0 mg·L–1 VB1+1.0 g·L–1活性炭+20 g·L–1蔗糖及3.0 g·L–1植物凝胶条件

下培养2周, 可见子叶舒展、下胚轴伸长且根系正常的体胚苗。该研究建立了长白落叶松胚性愈伤组织胚性恢复与保持方法, 

并进一步优化了体胚发生的植株再生体系, 为林木资源快速繁育和遗传改良奠定了基础。 

关键词  长白落叶松, 胚性愈伤组织, 胚性恢复, 体胚发生优化 

刘建飞, 刘炎 , 刘克俭 , 池阳 , 霍志发 , 霍永洪, 由香玲  (2020). 长白落叶松体胚发生再生体系优化. 植物学报 55, 

605–612. 

体细胞胚胎发生(简称体胚发生)是一项重要的植

物生物技术, 是指在离体培养条件下, 体细胞经过类

似胚胎发育的过程, 完成体细胞向胚胎发生途径转变

的重编程 , 最终形成完整植株 (Yang and Zhang, 

2010)。该过程是植物发育中的独特现象, 是植物细

胞表达全能性的经典方式。由于裸子植物为无性繁殖, 

相对于有性繁殖较困难, 因此该技术广泛应用于针叶

树的无性繁殖。Chalupa等 (1976)最早在班克松

(Pinus banksiana)离体培养中发现类胚结构, 开启了

针叶树体胚发生途径的研究。之后, Hakman等(1985)

利用挪威云杉(Picea abies)的未成熟合子胚诱导出

胚性愈伤组织, 经分化培养获得体胚苗, 取得了云杉

属体胚发生的突破。Durzan和Gupta (1987)以花旗松

(Pseudotsuga menziesii)的未成熟合子胚为外植体

诱导出体胚并再生出完整植株, 取得了松属体胚发生

的突破。据不完全统计, 目前已有6科14属针叶树在

无性系体胚发生繁育技术上取得重大进展(Klimasze-

wska et al., 2016)。 

落叶松(Larix gmelinii)是中国东北地区荒山造林

和森林更新的重要速生树种。20世纪80年代, 欧洲率

先建立落叶松属体胚发生再生体系。von Aderkas等

(1987)以欧洲落叶松(L. decidua)的雌配子体为外植

体, 首次诱导出胚性愈伤组织并在分化培养基中发生

体胚, 但未见再生植株。Klimaszewska (1989)以日本

×欧洲落叶松(L. leptolepis × L. decidua)的未成熟合

子胚为材料, 诱导出胚性愈伤组织, 经分化培养后体

胚发生, 并获得再生植株。美西落叶松(L. occiden-

talis) (Thompson and von Aderkas, 1992)、日本×高

代落叶松(L. leptolepis × L. eurolepis) (Lelu et al., 

1994)、北美落叶松(L. laricina) (Klimaszewska et al., 

1997)、日本落叶松(L. kaempferi) (Kim et al., 1998)、

华北落叶松(L. principis-rupprechtii) (齐力旺, 2000)、

日本×长白; 日本×兴安杂种落叶松(L. kaempferi × L. 

olgensis; L. kaempferi × L. gemlinii) (王伟达等 , 

·技术方法· 
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2009)、西伯利亚落叶松(L. sibirica) (Tret’yakova and 

Barsukova, 2012)以及长白落叶松(L. olgensis) (宋

跃等, 2016)等落叶松属树种, 相继利用其未成熟合

子胚诱导出胚性愈伤组织, 并建立了体胚发生途径。

但随着增殖继代次数的增加遇到了胚性愈伤组织的

胚性下降、消失及体胚苗生根难等问题, 严重制约了

落叶松的植株再生和遗传改良。 

在长白落叶松体胚发生过程中, 我们也发现了愈

伤组织胚性下降问题。通过调节植物生长调节剂配比

来恢复和维持愈伤组织的胚性; 同时阐明影响体胚发

生的营养和植物生长调节剂等因素, 旨在进一步优化

体胚发生再生体系, 为长白落叶松组培快繁和遗传改

良奠定基础。 

1  植物材料 

2017年7月9日从吉林省四平市林木种子园中选取4

棵长白落叶松(Larix olgensis Henry) (L061、L091、

L058和L024)优树, 从优树上获得未成熟合子胚。首

先用75%乙醇消毒3分钟, 灭菌水清洗3次; 然后用

5% NaClO消毒10分钟, 灭菌水清洗3次。 

2  培养基成分与培养条件 

2.1  胚性愈伤组织诱导 

诱导培养条件为S (齐力旺, 2000)+1.0 mg·L–1 2,4-D+ 

0.5 mg·L–1 BA+0.5 mg·L–1 KT+0.5 g·L–1谷氨酰胺+ 

0.5 g·L–1水解酪蛋白+30 g·L–1蔗糖及3.0 g·L–1植物凝

胶(pH6.0±0.2, 下同)。用灭菌滤纸吸干种子表面的水

分, 将未成熟合子胚接种在诱导培养基上, 每50 mL

的锥形瓶中(含20 mL培养基)接种7个外植体, 切口向

下贴近培养基并做好标记, 于温室暗培养, 温度为

(25±2)°C。期间观察外植体的结构、颜色及形态等特

征变化, 培养10天时统计各无性系愈伤组织的诱导率。 

2.2  胚性愈伤组织的胚性恢复与保持   

将上述诱导出的胚性愈伤组织增殖培养(S+0.1 mg·L–1 

2,4-D+0.04 mg·L–1 BA+0.02 mg·L–1 KT+0.5 g·L–1

谷氨酰胺+0.5 g·L–1水解酪蛋白+30 g·L–1蔗糖及

3.0 g·L–1植物凝胶) 6个月, 体胚分化率急剧下降。我

们采取去除2,4-D、逐渐降低NAA浓度以及提高细胞

分裂素浓度的措施来恢复与保持愈伤组织的胚性。在

BA和KT浓度升高到0.5 mg·L–1, NAA浓度从0.5、0.4、

0.3、0.2、0.1 mg·L–1依次降低的增殖培养基中进行

胚性恢复培养。待每个浓度梯度的胚性愈伤组织可以

继代时, 一部分转入下一个浓度梯度, 另一部分转入

体胚发生培养基, 根据体胚发生率来确定恢复愈伤组

织胚性的最佳NAA浓度。 

2.3  体胚诱导 

将上述恢复胚性的愈伤组织接入分化培养基 (S+ 

15 mg·L–1 ABA+80 g·L–1 PEG4000+80 g·L–1蔗糖+ 

5 g·L–1 AgNO3+0.4 g·L–1谷氨酰胺+0.2 g·L–1水解酪

蛋白+3.0 g·L–1植物凝胶)中进行暗培养。本研究主要

从影响体胚发生的关键因素包括ABA浓度 (10– 

30 mg·L–1)、PEG4000浓度(20–80 g·L–1)以及蔗糖和麦

芽糖浓度(20–80 g·L–1)进行体胚发生的优化。 

2.4  体胚萌发及壮苗 

体胚萌发的基本培养基: WPM+6 mg·L–1间苯三酚+ 

1.0 g·L–1活性炭+3.0 mg·L–1 VB1+20 g·L–1蔗糖及3.0 

g·L–1植物凝胶。促进体胚苗生根和下胚轴生长的培养

基: B5+2.0 mg·L–1 VB1+1.0 g·L–1活性炭+20 g·L–1蔗

糖及3.0 g·L–1植物凝胶。本研究主要利用植物生长调

节剂IBA、NAA和GA3对体胚萌发进行优化。将萌发

状态良好的体胚苗先后接入含有0.4–0.8 mg·L–1 

NAA、0.5–1.5 mg·L–1 IBA、0–1.5 mg·L–1 GA3的上

述B5培养基中, 4周后统计成苗率、茎高及主根长度。

体胚萌发时所用培养瓶为100 mL三角瓶, 内装50 mL

培养基, 每次24瓶, 每瓶接种5个子叶胚; 生根优化

所用培养瓶为广口瓶, 内装100 mL培养基, 每个处

理10瓶, 每瓶接种6个早期体胚苗。培养环境均为组

培室光照培养, 光周期为16小时光照/8小时黑暗, 光

照强度为50 μmol·m–2·s–1, 温度为(25±2)°C。 

2.5  数据处理 

愈伤组织诱导率=(诱导出愈伤组织的接种数/接种总

数)×100%; 体胚发生率=(发生体胚的接种数/接种总

数)×100%; 体胚萌发率=(萌发的体胚数/接种总数)× 

100%; 生根率=(生根的体胚数/接种总数)×100%; 成
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苗率=(生根长茎的体胚数/接种总数)×100%。采用软

件IBM SPSS Statistics19.0对数据进行方差分析, 用

Duncan法进行多重比较 (0.05检测水平 )。利用

GraphPad Prism6.0软件作图。 

3  结果与讨论 

3.1  胚性愈伤组织诱导 

将未成熟合子胚接种到诱导培养基上, 1周后可见浅

黄色愈伤组织(图1A)。该愈伤组织在继代过程中逐渐

分化为2类愈伤组织, 一类是白色透明、质感较软、稍

带黏性、表面呈细丝状的愈伤组织(图1B), 经光学显

微镜观测, 愈伤组织内有呈穗条状排列紧密的细胞

团(图1D), 经成熟培养后体胚发生, 为胚性愈伤组

织; 另一类是质硬、黏稠、表面有棉花絮状的雪白色

愈伤组织(图1C), 愈伤组织内有呈短棒状排列疏松

的细胞(图1E), 经分化培养后体胚未发生, 为非胚性

愈伤组织。 

同一时间采集的未成熟合子胚, 不同无性系之间

愈伤组织诱导率无显著差异(均在80%以上) (表1)。胚

性愈伤组织诱导率差异显著, 4个无性系中只有058- 

842号优树诱导出胚性愈伤组织(诱导率为4.5%), 其

余3个无性系均未诱导出胚性愈伤组织。 

 

 
 

图1  长白落叶松愈伤组织及镜检结构 

(A) 愈伤组织; (B) 胚性愈伤组织; (C) 非胚性愈伤组织; (D) 

胚性愈伤组织显微图像; (E) 非胚性愈伤组织显微图像。(A)– 

(C) Bars=3 mm; (D) Bar=200 μm; (E) Bar=500 μm 
 

Figure 1  Callus and its microscopic images of Larix olgensis 

(A) Callus; (B) Embryogenic callus; (C) Non-embryogenic 

callus; (D) The image of embryogenic callus; (E) The image 

of non-embryogenic callus. (A)–(C) Bars=3 mm; (D) Bar= 

200 μm; (E) Bar=500 μm 

表1  不同长白落叶松株系愈伤组织与胚性愈伤组织诱导(平

均值±标准差) 

Table 1  Callus and embryogenic callus induction in diffe-

rent Larix olgensis lines (means±SD) 

Excellent 
trees 

Callus induction 
rate (%) 

Embryogenic callus 
formation rate (%) 

061-1009 89.43±48.59 a 0  

091-1008 81.56±47.91 c 0  

058-842 91.25±53.17 a 4.53±2.73 a 

024-922 85.91±37.29 b 0  

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Different lowercase letters indicate significant differences 

(P<0.05). 
 

3.2  胚性愈伤组织继代过程中胚性恢复和保持  

将上述诱导的胚性愈伤组织进行增殖培养 (S+0.1 

mg·L–1 2,4-D+0.04 mg·L–1 BA+0.02 mg·L–1 KT+ 

0.5 g·L–1谷氨酰胺+0.5 g·L–1水解酪蛋白+30 g·L–1

蔗糖及3.0 g·L–1植物凝胶)。继代6个月后, 发现胚性

愈伤组织的体胚分化率从75.4%急剧下降至45.3%。

提高BA (0.5 mg·L–1)和KT (0.5 mg·L–1)的浓度, 用

NAA替代2,4-D, 并逐渐降低NAA浓度, 然后统计体

胚发生率(表2)。结果表明, 与对照组相比, 用NAA代

替2,4-D, 同时提高BA和KT的浓度, 可以明显提高

胚性愈伤组织的体胚发生率和体胚数量。NAA浓度在

0.5–0.1 mg·L‒1范围内, 随着NAA浓度的逐渐递减, 

体胚发生率呈现先缓慢提高再降低的趋势, 体胚数量

也先增多后减少。当NAA浓度为0.2 mg·L–1时胚性愈

伤组织胚性恢复效果最好, 体胚发生率高达72.4%, 

体胚数量最多达48.6个·g–1。目前, 胚性愈伤组织在

S+0.2 mg·L–1 NAA+0.5 mg·L–1 BA+0.5 mg·L–1 KT+ 

0.5 g·L–1谷氨酰胺+0.5 g·L–1水解酪蛋白+30 g·L–1

蔗糖及3.0 g·L–1植物凝胶培养条件下继代胚性依然

很好。 

3.3  体胚诱导 

将胚性愈伤组织接种到分化培养基培养2周后, 可见

胚性愈伤组织略有生长, 表面布满白色细丝棒状凸

起(图2A), 胚性细胞团逐渐黏稠; 培养4周, 愈伤组

织表面大部分的白色细丝棒状逐渐消失, 出现浅黄色

圆柱棒状凸起的早期子叶胚(图2B); 培养6周, 以上

浅黄色棒状凸起逐渐伸长(图2C), 此时已经发育至子

叶胚期。 
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表2  不同浓度配比的植物生长调节剂对长白落叶松体胚发生

率和体胚数量的影响(平均值±标准差) 

Table 2  Effects of plant growth regulators at different 
concentration ratios on somatic embryogenesis and somatic 
embryo amount in Larix olgensis (means±SD) 

The combination of plant  
growth regulators 

in the medium 

Somatic  
embryogenesis 

(%) 

Somatic emb-
ryo amount 

(numbers·g–1)

0.1 mg·L–1 2,4-D+0.04 
mg·L–1 BA+0.02 mg·L–1 KT 

45.27±23.31 16.47±1.67 

0.5 mg·L–1 NAA+0.5 mg·L–1 
BA+0.5 mg·L–1 KT 

52.65±31.83 b 25.31±9.85 c

0.4 mg·L–1 NAA+0.5 mg·L–1 
BA+0.5 mg·L–1 KT 

57.38±15.41 ab 31.53±5.37 b

0.3 mg·L–1 NAA+0.5 mg·L–1 
BA+0.5 mg·L–1 KT 

64.41±11.79 a 39.74±4.29 ab

0.2 mg·L–1 NAA+0.5 mg·L–1 
BA+0.5 mg·L–1 KT 

72.36±10.57 a 48.56±3.77 a

0.1 mg·L–1 NAA+0.5 mg·L–1 
BA+0.5 mg·L–1 KT 

63.70±43.86 a 41.92±7.22 a

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Different lowercase letters indicate significant differences 
(P<0.05). 

3.3.1  ABA处理对愈伤组织体胚发生的影响 

将胚性愈伤组织分别接种到添加10、15、20、25和

30 mg·L–1 ABA的分化培养基中, 诱导体胚发生。结

果(图3A)表明, 不同ABA浓度梯度下体胚发生率差异

显著。ABA浓度在10–20 mg·L–1范围内, 体胚发生率

均高于60%; 当ABA浓度为20 mg·L–1时, 体胚发生 

 

 
 

图2  长白落叶松体胚成熟过程 

(A) 培养2周; (B) 培养4周; (C) 培养6周。Bars=2.5 mm 

 

Figure 2  Maturation of somatic embryos of Larix olgensis 

(A) Cultured for 2 weeks; (B) Cultured for 4 weeks; (C) Cul-

tured for 6 weeks. Bars=2.5 mm 
 

 
 

图3  不同因素对长白落叶松体胚发生率的影响(平均值±标准误) 

(A) ABA; (B) PEG4000; (C) 蔗糖和麦芽糖; (D) 添加蔗糖后培养6周; (E) 添加麦芽糖后培养6周。(D), (E) Bars=2.5 mm。不同小写

字母表示差异显著(P<0.05)。* P<0.05; ** P<0.01  

 

Figure 3  Effects of different factors on the rate of somatic embryogenesis in Larix olgensis (means±SE) 

(A) ABA; (B) PEG4000; (C) Sucrose and maltose; (D) Cultured with sucrose for 6 weeks; (E) Cultured with maltose for 6 weeks. 

(D), (E) Bars=2.5 mm. Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). * P<0.05; ** P<0.01 
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率最高达84.9%; ABA浓度在25–30 mg·L–1范围内, 

体胚发生率均低于50%。因此, 20 mg·L–1 ABA为胚性

愈伤组织体胚发生的最适浓度。 

 

3.3.2  PEG4000处理对愈伤组织体胚发生的影响   

在20 mg·L–1 ABA条件下, 将胚性愈伤组织分别接种

到添加20、40、60和80 g·L–1 PEG4000的分化培养基

中, 诱导体胚发生。结果(图3B)表明, 在分化培养基

中添加不同浓度的PEG4000, 愈伤组织体胚发生率差

异显著。当PEG4000浓度为40–80 g·L–1时, 体胚发生

率均高于60%; 当PEG4000浓度为60 g·L–1时, 体胚发

生率最高, 达83.4%。因此, 60 g·L–1 PEG4000为胚性

愈伤组织体胚发生的最适浓度。 

 

3.3.3  碳源处理对愈伤组织体胚发生的影响   

在含有20 mg·L–1 ABA和60 g·L–1 PEG4000的分化培养

基中分别添加20、40、60、80 g·L–1蔗糖和麦芽糖后

培养6周, 诱导体胚发生。结果(图3C)表明, 碳源浓度

在20–80 g·L–1范围内, 体胚发生率均随着蔗糖和麦芽

糖浓度的升高先增加后降低, 但转折点不同。当蔗糖

含量为60 g·L–1时, 体胚发生率最高(85.4%); 而麦芽

糖浓度为40 g·L–1时, 体胚发生率最高为65.6%, 比添

加蔗糖体胚发生率低近20%, 表明60 g·L–1蔗糖为体

胚发生最适浓度。通过对比发现, 尽管添加蔗糖的分化

培养基中体胚发生率高于添加麦芽糖, 且体胚发生数

量多(图3D), 但不如添加麦芽糖的体胚发生质量高(图

3E), 而高质量的体胚有利于后期健壮体胚苗的产生。 

3.4  体胚萌发及壮苗 

从分化培养基上选取发育状态良好、长度(约1 cm)一

致的子叶胚(图4A)转接到萌发培养基, 2周后可见子

叶膨大伸展, 下胚轴略有伸长, 胚柄类似物完全消

失, 原始主根系透明发亮, 为早期体胚苗(图4B)。将

早期体胚苗转接入B5培养基2周后, 对照组的早期体

胚苗表现为根部褐化、下胚轴伸长及子叶生长稍舒展

(图4C); 优化后的早期体胚苗表现为根部正常、下胚

轴伸长及子叶生长舒展(图4D)。从B5培养基中选取粗

壮的体胚苗(图4E), 剔除表面的培养基, 移栽至含有

黑土:蛭石:草木灰=3:1:1 (v/v/v)等营养物质混匀的组

培土里(图4F), 用少量B5液体培养基浇灌, 使土壤营

养更充分。 

 
 

图4  长白落叶松不同发育状态的体胚苗及其移栽 

(A) 子叶胚; (B) 子叶胚萌发; (C) 对照体胚苗; (D) 优化体胚

苗; (E) 生根体胚苗; (F) 移栽体胚苗。(A) Bar=1.5 mm; (B) 

Bar=6.5 mm; (C), (D) Bars=1.0 cm; (E), (F) Bars=1.5 cm 
 

Figure 4  Somatic embryo seedlings at different develop-
mental states of Larix olgensis and their transplanting 
(A) Cotyledonary embryo; (B) Cotyledons germinate; (C) 
Control of somatic embryo seedling; (D) Optimization so-
matic embryo seedling; (E) Rooting somatic embryo seedl-
ings; (F) Transplanting somatic embryo seedling. (A) 
Bar=1.5 mm; (B) Bar=6.5 mm; (C), (D) Bars=1.0 cm; (E), (F) 
Bars=1.5 cm 
 

3.4.1  IBA和NAA联合处理对体胚苗生长的影响 

当NAA浓度为0.4 mg·L–1时, 一定范围内随着IBA浓

度的增加, 成苗率、茎高和主根长呈现先增加后减少

趋势 ; 当 IBA浓度为 1.0 mg·L–1 时 , 成苗率最高

(46.2%), 茎高最高(1.8 mm), 主根最长(19.2 mm) (表

3)。当NAA浓度为0.8 mg·L–1时, 一定范围内随着IBA

浓度的增加, 主根长呈现先增加后降低趋势, 成苗率

和茎高基本保持不变; 当IBA浓度为1.0 mg·L–1时, 主

根最长(15.2 mm), 表明NAA浓度为0.8 mg·L–1时 , 

IBA浓度变化对成苗率和茎高2个指标影响不明显。综

上, 0.4 mg·L–1 NAA搭配1.0 mg·L–1 IBA在茎高这一指

标上与0.8 mg·L–1 NAA搭配1.0 mg·L–1 IBA相差甚微, 

但成苗率和主根长这2个指标明显优于0.8 mg·L–1 

NAA组合1.0 mg·L–1 IBA。由此确定0.4 mg·L–1 NAA

和1.0 mg·L–1 IBA联合作用时体胚苗生长效果最好。 
 

3.4.2  GA3处理对体胚苗生长的影响 

我们选择体胚苗生长最优培养基(添加0.4 mg·L–1 

NAA和1.0 mg·L–1 IBA), 发现在一定范围内随着GA3

浓度的上调, 成苗率和茎高均呈现先上升后下降趋势

(表4)。当GA3浓度为0.5 mg·L–1时 , 成苗率最高 
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表3  生长调节剂组合对长白落叶松体胚苗生长的影响(平均值±标准差) 

Table 3  Effects of growth regulator combination on the growth of somatic embryo seedling in Larix olgensis (means±SD) 

Growth regulator combination Somatic embryo seedlings 

NAA (mg·L–1) IBA (mg·L–1) Seedling rate (%) Stem length (mm) Main root length (mm) 

0.4 0.5 38.83±29.38 ab 1.59±1.44 c 16.38±12.74 b 

0.4 1.0 46.21±41.29 a 1.75±0.77 ab 19.17±14.52 a 

0.4 1.5 35.37±33.34 b 1.67±1.75 b 12.60±10.34 c 

0.8 0.5 22.57±25.43 c 1.76±0.91 ab 12.31±9.54 c 

0.8 1.0 22.65±15.83 c 1.81±0.88 a 15.18±13.37 bc 

0.8 1.5 21.43±19.68 c 1.78±0.67 ab 11.40±8.53 c 

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 

 
表4  不同浓度GA3对长白落叶松体胚苗生长的影响(平均值±

标准差) 

Table 4  Effects of different concentration of GA3 on the 

growth of somatic embryo seedling in Larix olgensis (means± 

SD) 

Plant  
regeneration 

GA3 concentration (mg·L–1) 

0 0.5 1.0 

Seedling  
rate (%) 

45.61±52.27 b 55.44±37.91 a 45.91±35.81 b

Stem  
length (mm) 

1.63±1.33 b 2.65±2.61 a 0.91±1.11 c 

Main root 
length (mm) 

17.98±14.22 a 12.41±16.55 b 8.65±5.49 c 

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Different lowercase letters indicate significant differences 

(P<0.05). 

 

(55.4%), 茎高最高(2.7 mm), 但随着GA3浓度进一

步提高, 主根长度受到严重影响, 主根平均长度从

18.0 mm降至8.7 mm。综合表明, 植株再生时选择

0.5 mg·L–1 GA3、0.4 mg·L–1 NAA以及1.0 mg·L–1 IBA

联合作用对体胚苗生长更有效。 

3.5  讨论 

针叶树胚性愈伤组织的诱导培养基中多含有高浓度

的生长素和细胞分裂素, 而增殖继代多采用低浓度的

生长素和细胞分裂素(Stasolla and Yeung, 2003)。但

胚性愈伤组织长期在含有2,4-D的增殖培养基中继代

会导致胚性下降, 体胚发生率降低(Tautorus et al., 

1991)。 

本研究将用2,4-D诱导后胚性下降的长白落叶松

的胚性愈伤组织 , 在用NAA代替2,4-D并持续降低

NAA浓度至0.2 mg·L–1, 同时提高细胞分裂素(BA和

KT)浓度至0.5 mg·L–1条件下继代, 可长久维持胚性

愈伤组织的分化能力, 极大地提高了胚性愈伤组织的

增殖效率及体胚发生率。齐力旺(2000)用0.5 mg·L–1 

NAA代替2,4-D提高了华北落叶松体胚发生数量, 但

未能抑制体胚发生率的下降。这可能与增殖继代过程

中胚性愈伤组织内激素积累有关(Plačková et al., 

2015)。有的落叶松树种利用较低浓度2,4-D进行诱导, 

也可保持愈伤组织的胚性, 如杂种落叶松(2,4-D浓度

为0.5 mg·L–1, BA和KT浓度为0.5 mg·L–1)和长白落叶

松 (2,4-D 浓度为 0.3 mg·L–1, BA 和 KT 浓度为 0.1 

mg·L–1) (王伟达等, 2009; 宋跃等, 2016), 而黑云杉

(P. mariana)仅用3.6 μmol·L–1 BA便可维持其胚性(Li 

et al., 2019)。 

针叶树体胚成熟过程中ABA和渗透调节剂是必

备条件。研究表明, 目前影响针叶树体胚发生的主要

因素是ABA、蔗糖和PEG4000浓度。ABA能够有效调

控处于增殖状态的胚性愈伤组织向成熟状态发育, 抑

制裂生多胚现象发生, 阻止胚胎过早发育, 促进后期

原胚的成熟(Nunes et al., 2018)。同时, 外源ABA能

协调内源ABA共同参与体胚发生蛋白合成通路, 为体

胚发生作铺垫(Klimaszewska and Smith, 1997)。目

前, 针叶树中松属体胚成熟需要的ABA浓度范围为

10–150 μmol·L–1 (Montalbán et al., 2010), 落叶松

属多集中在15–135 μmol·L–1。本研究设定的ABA浓

度范围为35–115 μmol·L–1, 在这一范围内确定的

ABA最佳浓度与华北落叶松相近(齐力旺, 2000)。在

体胚成熟过程中添加一定量的渗透调节剂也十分必

要。渗透调节剂可以辅助ABA, 阻止体胚提前萌发变

绿, 使体胚缓慢充分发育, 有利于提高体胚的品质

(Lulsdorf et al., 1993)。PEG4000和蔗糖的作用是利用
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高渗胁迫使材料脱水, 从而使胚性愈伤组织处于一种

向分化方向过渡的生理状态(Attree et al., 1992)。此

外, 蔗糖还为胚性愈伤组织增殖提供碳源。本研究表

明, 在一定范围内, 体胚发生率会随着ABA、蔗糖和

PEG4000浓度的增加呈现先升高后降低趋势。最佳分化

培养条件为: S+20 mg·L–1 ABA+60 g·L–1 PEG4000+60 

mg·L–1蔗糖。用相同浓度的麦芽糖代替蔗糖, 体细胞

胚胎发生质量明显提高, 但体胚数量有所下降。这一

结果与对华北落叶松的研究结果一致 (齐力旺 , 

2000)。此外, 也有研究表明, 在分化培养基中添加适

量的IBA和活性炭, 以及在培养环境中添加适量CO2, 

均有利于增加成熟胚的数量, 促进产生高质量的子叶

胚(Roberts et al., 1990; Kvaalen and von Arnold, 

1991; 黄健秋等, 1995)。 

本研究建立了一种胚性愈伤组织胚性恢复与长

久保持的方法, 进一步优化了长白落叶松体胚发生途

径, 可为林木资源快速繁育和遗传改良奠定基础。 
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Optimization of the Regeneration System from Somatic  
Embryogenesis in Larix olgensis 
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Improved Seed Base, Siping 136000, China 

Abstract  In this study, immature zygotic embryos of Larix olgensis were used as explants to induce embryogenic callus 

and optimize the regeneration system from somatic embryogenesis. The rejuvenation and preservation of the embryo-

genic potential of embryogenic callus, the somatic embryogenesis and plant regeneration were investigated through ad-

justing the nutrition and plant growth regulator. The results showed that the generation rates of embryogenic callus were 

significantly different among different lines. Under the conditions of S+0.2 mg·L–1 NAA+0.5 mg·L–1 BA+0.5 mg·L–1 KT+0.5 

g·L–1 glutamine+0.5 g·L–1 hydrolyzed casein+30 g·L–1 sucrose and 3.0 g·L–1 vegetable gel, the embryogenic potential of 

embryonic callus could be recovered and maintained for a long time. Somatic embryogenesis were induced from em-

bryonic callus cultured in S+20 mg·L–1 ABA+60 g·L–1 PEG4000+60 g·L–1 sucrose and 3.0 g·L–1 vegetable gel for 6 weeks, 

and the generation rate of somatic embryo reached 100%. The normal somatic embryos were first cultured for 2 weeks 

under the conditions of WPM+6 mg·L–1 phloglucinol+1.0 g·L–1 active carbon+3.0 mg·L–1 VB1+20 g·L–1 sucrose and 3.0 

g·L–1 vegetable gel, and then transferred to B5+0.4 mg·L–1 NAA+1.0 mg·L–1 IBA+0.5 mg·L–1 GA3+2.0 mg·L–1 VB1+1.0 g·L–1 

active carbon+20 g·L–1 sucrose and 3.0 g·L–1 vegetable gel. After 2 weeks, somatic embryo plantlets with cotyledon 

stretch, hypocotyl elongation and normal root system were observed. This study established a method for the recovery 

and maintenance of embryogenic callus from larch, and further optimized the somatic embryogenic pathway, which will 

lay a foundation for the rapid breeding and genetic improvement of L. olgensis. 

Key words  Larix olgensis, embryogenic callus, embryogenic recovery, optimization of somatic embryogenesis 
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