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摘要  百山祖冷杉(Abies beshanzuensis)种子萌发率低, 发育特性尚不明确, 极大地限制了种群在原生境的自然更新。该

研究以百山祖冷杉不同发育时期的雌球果为材料, 通过研究球果中种子的胚与胚乳数量、重量和显微结构特性, 及测定种

子发育关键时期胚乳的初生代谢物, 探究种子发育特征及影响种子发育的主要因素。结果表明, 7月是百山祖冷杉种子发育

的关键时期, 此期间胚乳重量快速增加, 胚乳中碳水化合物代谢活动旺盛。解剖学和形态学分析显示, 7月下旬球果中大量

种子发育异常。进一步对发育关键时期胚乳中初生代谢物进行分析表明, 海藻糖-6-磷酸含量显著降低。推测在种子发育的

关键时期胚乳中海藻糖-6-磷酸降低可能是种子发育异常的重要原因之一。基于种子发育特征, 该研究建立了百山祖冷杉未

成熟胚培养技术体系, 并成功获得试管苗。 
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百山祖冷杉(Abies beshanzuensis)隶属松科(Pi-

naceae)冷杉属(Abies), 是我国特有的珍稀濒危野生

植物。1963年首次在浙江省庆元县海拔约1 740 m的

地区发现百山祖冷杉的自然分布, 1976年正式定名发

表 , 1987年被国际自然保护联盟物种生存委员会

(International Union for Conservation of Natu-

re-Species Survival Commission, IUCN-SSC)列为

全球最濒危的12种植物之一, 1999年, 经国务院批

准, 百山祖冷杉被列为国家一级重点保护野生植物。

百山祖冷杉分布范围狭窄、开花结实周期长且天然更

新能力极弱, 自然状态下繁育概率极低。目前, 全世

界百山祖冷杉成年野生植株仅存3株, 处于极度濒危

状态(李晓笑等, 2012)。 

植物发生濒危的原因包括内部和外部两类因素。

外部因素包括栖息地被破坏、外来物种引入、过度开

发和环境污染等(蒋志刚和马克平, 2014; 徐刚标等, 

2015)。内部因素主要表现为植物繁育系统障碍, 包

括花粉限制、配子体败育、受精受阻、胚败育和种子

不易萌发等(盛茂银等, 2011)。濒危植物繁育能力弱

是其濒危的重要原因, 当生境发生剧变时, 濒危植物

由于繁育系统存在障碍, 无法快速地恢复种群数量, 

进而极大地增加其灭绝的可能性。 

种子是植物有性繁殖的重要器官, 其发育直接决

定了濒危植物的自然更新能力。裸子植物的种子主要

由胚和胚乳组成, 受精后, 胚珠中的受精卵与雌配子

体分别发育成胚与胚乳。前期研究发现, 百山祖冷杉

成熟种子存在空粒和涩粒, 且萌发率极低等现象(吴

友贵等, 2010)。因此, 研究百山祖冷杉种子生长发育

特性, 明确种子发育异常的原因是解析百山祖冷杉内

部致濒因素的关键。然而, 迄今为止关于百山祖冷杉

种子生长发育的研究报道较少。 

本研究以百山祖冷杉成年树为研究对象, 分别在

2019年和2020年对传粉关键时间和传粉效率, 及不

同发育时期球果中种子、胚与胚乳的数量和重量进行
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观察与统计, 明确种子发育的关键时期和发育特性。

利用显微镜对发育关键时期的种子进行解剖和形态

结构观察, 进一步明确种子发育关键时期异常种子的

显微结构变化特征。利用超高效液相色谱串联质谱

(ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry, UPLC-MS/MS)系统对胚乳快速

生长时期的初生代谢物进行测定与分析, 明确影响胚

乳发育的关键物质以及与种子发育异常的相关性。最

后, 通过对未成熟胚培养的研究, 建立百山祖冷杉胚

培养技术, 获得试管无菌苗。研究结果为揭示百山祖

冷杉濒危机制提供了基础资料, 对百山祖冷杉的保护

和繁育工作具有一定的理论与实际意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验材料取自生长于浙江省丽水市庆元县凤阳山-百

山祖国家级自然保护区 (2742N, 11911E, 海拔

1 775 m)的百山祖冷杉(Abies beshanzuensis M.H. 

Wu)成年树(1978年繁育)。 

1.2  方法 

1.2.1  传粉及授粉情况调查 

分别于2020年5月15日和5月25日对百山祖冷杉雌球

果的传粉情况进行调查。在成年树球果集中分布区间

(区间高度1–2 m)进行取样, 每次取样在上午同一时

间进行, 选取大小一致的3个雌球果(图1)。随机选取

每个球果中部(图1)的种鳞10片, 观察种鳞上的种子, 

每个球果20粒种子, 3次生物学重复。将种子从种翅中

分离出来, 从珠孔处起始, 将种子纵剖, 在体视显微

镜(SZ61, Olympus)下观察并记录每个种子的珠孔开

闭情况、花粉位置以及花粉数量。 

 

1.2.2  种子及其胚和胚乳数量、重量统计 

分别于2019年和2020年的6–11月的25日采摘百山祖

冷杉成年树的雌球果, 统计种子及其胚与胚乳的数量

和重量。取样方法见1.2.1节。选取球果中部的种子进

行统计, 每个球果60粒种子, 3次生物学重复。将种子

与种翅分离后, 立即称重; 去除种皮后, 分离胚和胚

乳, 分别称重; 同时利用倒置显微镜(Primovert, Cari 

Zeisss)和体视显微镜对种子进行解剖观察, 统计种 

 
 

图1  百山祖冷杉球果及种子取材示意图 
 

Figure 1  Diagram of the sampling of the cones and seeds 
of Abies beshanzuensis 
 

子的含胚率((胚发育正常种子数/种子总数) ×100%)和

含胚乳率((胚乳发育正常种子数/种子总数) ×100%)。 
 

1.2.3  胚和胚乳的形态学观察 

采集2019年和2020年6–9月的25日球果, 随机选取

每个球果中部(1–2层种鳞)的种鳞10片, 取种鳞上的

种子, 去除种翅, 利用体视显微镜进行解剖观察, 记

录种子及其胚与胚乳的形态结构特征。将种子去除种

翅, 置于FAA溶液中固定24小时, 石蜡切片(刘向东

和李亚娟, 2012), 番红固绿染色, 中性树胶封片后进

行显微结构观察。 

 

1.2.4  胚乳初生代谢物测定与差异代谢物筛选 

选取百山祖冷杉6月25日发育正常的胚乳(6_NE)和7

月25日发育正常的胚乳(7_NE)与发育异常的胚乳

(7_AE)进行初生代谢物测定, 每组样品3次生物学重

复。参考Chen等(2013)的方法进行样品制备和提取。

获得原始数据后, 进行中心化处理。利用R软件中的

Metabo Analyst R包OPLSR.Anal函数进行正交偏最

小二乘法判别分析(orthogonal partial least squares 

discrimination analysis, OPLS-DA)。选择贡献较大的

变量, 即VIP (variable importance in projection) ≥1, 

差异倍数值FC (fold change) ≥2, 筛选不同类型胚乳

的差异代谢物。 

 

1.2.5  胚培养 

采集6–11月百山祖冷杉成年树雌球果(每月25日采集

1次), 随机选取球果中部21粒发育正常的种子, 3次
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生物学重复。将种子从球果上分离, 用流水冲洗3小

时, 在超净工作台上用70%乙醇处理30秒, 无菌水冲

洗3–5次。再用0.1 wt%氯化汞处理10分钟, 无菌水冲

洗3–5次, 吸干种子表面水分。剥取胚及其胚乳并接

种至培养基(以DCR (Gupta and Durzan medium)为

基本培养基), 另外添加蔗糖(20 g·L–1)、水解酪蛋白

(500 mg·L–1)和琼脂(8 g·L–1), pH值为5.8。接种后先

于(20±2)°C黑暗下培养3天, 再于弱光下培养10天, 

统计萌发率(萌发率=(萌发个数/接种个数) ×100%)。 

 

1.2.6  数据统计与分析 

利用IBM SPSS 20.0软件对实验数据进行统计, 采用

LSD检验的方差分析方法(P<0.05)进行多重比较。 

2  结果与讨论 

2.1  传粉后不同发育时期球果中含胚率与含胚乳

率变化 

为明确百山祖冷杉传粉过程, 我们利用体视显微镜对

雌球果进行解剖及观察, 结果显示5月15日珠孔张开

且其边缘发育形成沟槽(呈漏斗状结构) (图2A), 最长

直径为779.59 μm, 此时珠孔周围可见淡黄色花粉

(图2B), 表明百山祖冷杉正处于传粉阶段。统计结果

表明, 63.33%的胚珠珠孔外可见花粉粒附着。5月25

日观察发现珠孔边缘内折(图2C), 花粉进入储粉室且

颜色变浅, 体积增大(图2D), 表明传粉阶段结束, 此

时百山祖冷杉处于受精前阶段。统计显示, 46.67%的

胚珠珠孔内进入了花粉粒, 平均每个珠孔内有4.2个

花粉, 表明5月下旬百山祖冷杉完成了传粉过程, 大

部分胚珠具备发育成种子的潜力。与大多数被子植物

相比, 裸子植物的花粉萌发与花粉管生长速度极其缓

慢。冷杉属植物从传粉开始至受精需要2个月(王伏雄, 

1990; 林金星等, 2013)。大多数冷杉树种传粉持续时

间为18–30天(Politi et al., 2011)。由此确定6月25日

为百山祖冷杉种子发育特性观察的初始时间。 

种子发育过程中, 胚乳的发育动态直接影响胚的

发育(Linkies et al., 2010; 刘美善和刘宝, 2012; 李

卫星等, 2016; Yuan et al., 2018)。数量变化是胚和胚

乳发育动态的直接表现。我们分别对2019年和2020

年6–11月的雌球果中胚和胚乳的数量变化进行了统

计, 发现百山祖冷杉球果的含胚乳率(图3A)和含胚率

(图3B)在发育过程中整体呈递减趋势。2019年的6–7

月, 含胚乳率从76.11%迅速下降至15.00%, 而7–11

月下降速率明显减缓。2020年胚乳数量变化规律与

2019年相似 , 但2020年各月的含胚乳率明显高于

2019年。观察百山祖冷杉球果中胚的数量变化, 发现

2019年6–8月的百山祖冷杉含胚种子数显著减少, 含

胚率从33.33%降至3.89%, 8–11月则无显著变化。

2020年6–11月各月百山祖冷杉球果中含胚率均高于

2019年。以上结果表明, 6–7月, 百山祖冷杉球果的含

胚率与含胚乳率短时间迅速降低, 推测在此期间其种

子可能存在大量发育异常现象。 

 

 
 

图2  百山祖冷杉传粉阶段的珠孔形态变化和花粉转移 

(A) 珠被发育形成漏斗状珠孔(箭头); (B) 花粉(箭头)附着于珠孔边缘; (C) 珠被向内折叠, 珠孔闭合(箭头); (D) 花粉(箭头)进入储粉

室。MF: 漏斗状珠孔; Po: 花粉; Poc: 储粉室。(A)–(C) Bars=100 μm; (D) Bar=500 μm 

 
Figure 2  Morphological changes of the micropylar funnel and pollen transfer during the pollination stage of Abies beshan-
zuensis 
(A) The integument develops a stigmatic micropylar funnel (arrow); (B) The pollen (arrow) attaches to the edge of micropylar 
funnel; (C) The integument folds inward and the micropylar funnel is closed (arrow); (D) The pollen (arrow) enters the pollen 
chamber. MF: Micropylar funnel; Po: Pollen; Poc: Pollen chamber. (A)–(C) Bars=100 μm; (D) Bar=500 μm 
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图3  2019年和2020年百山祖冷杉不同发育时期球果含胚乳率

和含胚率变化 

(A) 百山祖冷杉球果含胚乳率随时间的变化; (B) 百山祖冷杉

球果含胚率随时间的变化。不同小写字母表示在0.05水平差异

显著。 
 

Figure 3 The endosperm rate and embryo rate of Abies 
beshanzuensis cones at different developmental stages in 
2019 and 2020 
(A) Changes of endosperm rate of A. beshanzuensis seeds 
with time; (B) Changes of embryo rate of A. beshanzuensis 
seeds with time. Different lowercase letters indicate signifi-
cant differences at 0.05 level. 
 

2.2  传粉后不同发育时期种子及其胚与胚乳重量

变化 

种子发育过程中, 胚和胚乳的细胞数目、体积和物质

组成不断变化, 随之重量也发生改变。通过对2019年

和2020年百山祖冷杉6–11月的种子、胚和胚乳重量

进行测定, 发现6–8月种子的平均重量增加了14.34– 

20.14 mg, 8–9月变化不显著, 之后逐月降低(图4A)。

2019年6–7月百山祖冷杉的胚乳重量无显著变化, 7– 

8月则由8.70 mg迅速上升至24.83 mg, 9月达到最大

值(32.07 mg), 之后逐渐下降(图4B); 胚的重量增长

主要集中在7–8月(图4B)。2020年百山祖冷杉胚乳和

胚重量的总体变化趋势与2019年相似。2020年胚乳

重量从6月开始增长(图4C); 7–8月迅速增长, 8–9月

增长速率缓慢(图4C)。上述结果表明, 6–7月为胚乳的

快速生长阶段; 7–9月, 种子、胚和胚乳重量则同步增

长。结合球果的含胚率与含胚乳率变化, 发现胚乳在

快速生长阶段, 球果中胚和胚乳的数量骤减, 进一步

说明7月是百山祖冷杉种子发育的关键时期。 

2.3  种子重量增长时期胚与胚乳的形态结构变化 

为明确百山祖冷杉种子在重量增长时期的内部结构

变化, 探究种子发育关键时期是否存在发育异常现

象, 我们对6–9月百山祖冷杉胚和胚乳进行了显微观

察, 发现5月下旬, 花粉进入储粉室, 珠孔完全闭合, 

珠被呈淡黄色(图5A); 雌配子体偏合点区域形成囊状

结构, 游离核向中心分裂, 珠被上已形成树脂囊(图

5D)。 

6月下旬, 受精作用完成, 在发育正常的种子中, 

雌配子体(胚乳)呈白色半透明胶质状(图5B); 珠孔端

可见457.60 μm × 160.01 μm (长×宽)的幼胚(图5E); 

内、外珠被分别发育成内、外种皮(图5E), 不可分离, 

外种皮呈褐色。未受精的胚珠中雌配子体继续发育, 

与已受精的种子中的胚乳状态相似(图5C, F)。发育异

常的种子中, 雌配子体(胚乳)皱缩成白色片状, 种子

外形干瘪, 外观与发育正常的种子有明显差异。 

7月下旬, 胚分化形成子叶, 雌球果中存在3种类

型的种子。类型I, 发育正常, 主要特征: 胚乳呈乳白

色; 胚发育形成子叶, 子叶长度约为胚长度的1/4, 呈

淡黄色, 易与胚乳分离; 胚柄系统与优势胚分离, 程

序性死亡; 内、外种皮继续发育, 内种皮呈无色透明

膜状结构, 易与胚乳分离, 外种皮木质化程度增高, 

外种皮上树脂囊区域的厚度较外种皮其它位置更薄, 

呈膜状, 其中含有大量的芳香液体(图5G, J)。类型II, 

胚乳继续发育、未形成胚或胚消失, 主要特征: 胚乳

总体呈乳白色, 珠孔端与合点端呈半透明状, 胚乳中 
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图4  2019年与2020年百山祖冷杉不同发育时期种子及其胚和胚乳重量变化 

(A) 2019年与2020年种子重量随时间的变化; (B) 2019年胚与胚乳重量随时间的变化; (C) 2020年胚与胚乳重量随时间的变化。不同

小写字母表示在0.05水平差异显著。 

 
Figure 4  Changes in seed, embryo and endosperm weight of Abies beshanzuensis seeds at different developmental stages in 
2019 and 2020 
(A) Changes in the weight of seed with time in 2019 and 2020; (B) Changes in the weight of embryo and endosperm with time in 
2019; (C) Changes in the weight of embryo and endosperm with time in 2020. Different lowercase letters indicate significant 
differences at 0.05 level. 

 

心具有与发育正常种子相似的空腔, 但未发现胚(图

5H, K)。类型III, 发育异常, 主要特征: 胚乳和胚皱缩

成白色或淡黄色片状, 与发育正常的种子相比, 木质

化程度更高(图5I, L)。 

8月下旬, 类型I种子进一步发育, 解剖观察发现, 

胚乳呈半透明, 胚结构分化明显, 形成子叶、胚轴和

胚根等结构, 子叶长度约为胚长度的1/3, 呈黄色; 内

种皮颜色变褐, 质地变薄变硬, 可与胚乳分离, 外种

皮无明显变化(图5M)。大量的类型II种子转变为类型

III种子状态(图5N)。 

9月下旬, 类型I种子的解剖结构与8月相似, 主

要区别在于胚乳厚度减小 , 胚乳中脂类物质增加 ; 

内种皮与胚乳不易分离(图5O)。类型II种子几乎全部

消失。 

2.4  胚乳快速生长阶段的初生代谢变化 

为探究百山祖冷杉种子在胚乳快速生长阶段发育异

常种子数迅速增长的原因, 我们利用UPLC-MS/MS

检测技术对6月和7月种子中胚乳的初生代谢物类型

和含量进行测定。2个时期共检测出256种代谢物, 与

6月发育正常的胚乳相比, 7月发育正常的胚乳中有84

种代谢物含量显著增加, 42种显著降低(图6A)。 

将6月和7月发育正常的胚乳(6_NE和7_NE)及7

月发育异常的胚乳(7_AE) 3种类型样本中的代谢物

进行K均值(K means)聚类分析, 发现代谢物在不同

样本中存在6类不同的变化模式。其中, 第1类代谢物

在发育正常的胚乳中的相对含量降低, 而在发育异常

的胚乳中其相对含量维持在6月的水平(图6B), 推测

此类代谢物含量与正常胚乳在关键时期的发育呈负

相关。第4类代谢物在发育正常的胚乳中相对含量升

高, 而在7月发育异常的胚乳中相对含量显著低于7

月正常的胚乳(图6B)。第5类代谢物在发育正常的胚

乳中的变化模式与第4类代谢物相似, 而在7月发育

异常的胚乳中的相对含量显著低于6月正常的胚乳

(图6B), 推测第4类与第5类代谢物含量与胚乳在关

键时期的发育呈正相关。 

为明确7月胚乳发育异常的原因, 我们进一步对

上述3类模式中的代谢物进行分析, 发现第1类模式

中的关键代谢物(7_NE中的含量分别显著低于6_NE

和7_AE的代谢物)为甘油酯类、游离脂肪酸类和有机

酸类物质, 其中游离脂肪酸类代谢物数量占所有被测

样品中同类代谢物总数的40.00% (图6B), 说明7月

异常发育胚乳中游离脂肪酸类物质的分解代谢被抑

制。第4类模式中的关键代谢物(7_NE中的含量分别

显著高于6_NE以及7_AE的代谢物)为糖及醇类、核苷

酸及其衍生物类和溶血磷脂酰胆碱(lysophosphati- 
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图5  百山祖冷杉种子及其胚与胚乳发育过程的形态结构 

(A) 5月25日的胚珠; (B) 6月25日类型I种子的胚与胚乳; (C) 6月25日类型II种子的胚乳; (D) 5月25日胚珠的石蜡切片, 红色方框内为

花粉(上)与颈卵器(下); (E) 6月25日类型I种子的石蜡切片, 红色方框内为胚; (F) 6月25日类型II种子的石蜡切片; (G) 7月25日类型I种

子的胚与胚乳; (H) 7月25日类型II种子的胚乳; (I) 7月25日类型III种子内皱缩的胚乳或/和胚; (J) 7月25日类型I种子的石蜡切片, 红色

方框内为胚; (K) 7月25日类型II种子的石蜡切片; (L) 7月25日类型III种子的石蜡切片; (M) 8月25日类型I种子的胚与胚乳; (N) 8月25

日类型III种子; (O) 9月25日类型I种子的胚与胚乳。Bars=1 000 μm。MF: 珠孔; In: 珠被; Em: 胚; Es: 胚乳; Po: 花粉; FG: 雌配子

体; Re: 树脂囊; Ext: 外种皮; Ent: 内种皮; Cy: 子叶; Hy: 下胚轴; Su: 胚柄系统; ST: 皱缩组织; ER: 胚根; CC: 腐蚀腔 

 
Figure 5  Morphology of Abies beshanzuensis seed and its embryo and endosperm during development 
(A) The ovule on May 25th; (B) The embryo and endosperm of type I seeds on June 25th; (C) The endosperm of type II seeds on 
June 25th; (D) The paraffin section of the ovule on May 25th, the pollen (top) and archegonium (bottom) are in the red box; (E) 
The paraffin section of type I seeds on June 25th, the embryo in the red box; (F) The paraffin section of type II seeds on June 
25th; (G) The embryo and endosperm of type I seeds on July 25th; (H) The endosperm of type II seeds on July 25th; (I) The 
shriveled tissue of endosperm or/and embryo within type III seeds on July 25th; (J) The paraffin section of type I seeds on July 
25th, the embryo in the red box; (K) The paraffin section of type II seeds on July 25th; (L) The paraffin section of type III seeds on 
July 25th; (M) The embryo and endosperm of type I seeds on August 25th; (N) Type III seeds on August 25th; (O) The embryo 
and endosperm of type I seeds on September 25th. Bars=1 000 μm. MF: Micropylar funnel; In: Integument; Em: Embryo; Es: 
Endosperm; Po: Pollen; FG: Female gametophyte; Re: Resinocyst; Ext: Exotesta; Ent: Endotesta; Cy: Cotyledon; Hy: Hypocotyl; 
Su: Suspensor system; ST: Shriveled tissue; ER: Embryo root; CC: Corrosion cavity 
 

dylcholine, LPC)类物质, 其中糖及醇类代谢物数量

占所有被测样品中同类代谢物总数的52.94% (图

6B); 第5类模式中的关键代谢物(7_NE中的含量显著

高于6_NE, 且7_AE中的含量显著低于6_NE)为核苷

酸及其衍生物、氨基酸及其衍生物和溶血磷脂酰乙醇

胺 (lysopnosphatidylethanolamine, LPE)类物质 (图

6B)。上述结果表明, 胚乳在发育关键时期可能需要

第4类模式中的糖及醇类物质提供能量, 且第1类模

式中游离脂肪酸类物质的积累可能不利于胚乳发育。 

利用KEGG数据库对3类模式中的关键代谢物进

行注释和代谢途径分析(Kanehisa and Goto, 2000), 

发现大量关键差异代谢物参与碳水化合物代谢途径, 

包括半乳糖代谢、蔗糖与淀粉代谢及C5-二元酸代谢。

对参与碳水化合物代谢途径中关键差异代谢物含量

进行分析, 发现7_NE中的蜜二糖和海藻糖-6-磷酸

(trehalose 6-phosphate, T6P)含量比6_NE显著增加 
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图6  6月和7月百山祖冷杉胚乳的初生代谢物变化 

(A) 6月和7月发育正常胚乳的差异代谢物; (B) 第1、4、5类模式中关键差异代谢物数量占每类模式全部代谢物总数的比例与占所有

被测样品中同类代谢物总数的比例; (C) 6月和7月百山祖冷杉种子胚乳中的蜜二糖、海藻糖-6-磷酸和甲基马来酸相对含量。6_NE: 6

月发育正常的胚乳; 7_NE: 7月发育正常的胚乳; 7_AE: 7月发育异常的胚乳。不同小写字母表示在0.05水平差异显著。FC: 差异倍

数值; LPC: 溶血磷脂酰胆碱; LPE: 溶血磷脂酰乙醇胺; PC: 磷脂酰胆碱 

 
Figure 6  Changes of primary metabolites in endosperm of Abies beshanzuensis in June and July 
(A) Differential metabolites of normal endosperm in June and July; (B) The proportion of key difference metabolites in the first, 
fourth, and fifth models in the same change pattern in all metabolites and the proportion of the same metabolites tested in all 
samples; (C) Relative content of melibiose, trehalose-6-phosphate and methylmaleic acid in endosperm of A. beshanzuensis 
seeds in June and July. 6_NE: Normal endosperm in June; 7_NE: Normal endosperm in July; 7_AE: Abnormal endosperm in 
July. Different lowercase letters indicate significant differences at 0.05 level. FC: Fold change; LPC: Lysophosphatidylcholine; 
LPE: Lysopnosphatidylethanolamine; PC: Phosphatidylcholine 

 

(图6C), 甲基马来酸含量显著降低(图6C); 与7_NE

相比, 7_AE中的海藻糖-6-磷酸含量显著降低(图6C)。

已有研究表明, 海藻糖-6-磷酸可通过维持糖代谢平

衡进而调控种子发育(Fichtner and Lunn, 2021)。本

研究发现, 百山祖冷杉种子发育关键时期, 胚乳中碳

水化合物代谢旺盛, 为其快速生长提供了能量来源; 

而胚乳中海藻糖-6-磷酸含量降低, 可能会破坏碳水

化合物代谢(糖代谢)平衡, 进而导致种子发育异常。 

2.5  未成熟胚培养及其试管苗的获得 

百山祖冷杉种子重量在6–8月迅速增长(图4A), 胚乳

中碳水化合物代谢旺盛(图6B)。 然而, 7月开始, 大量

种子胚乳中的海藻糖-6-磷酸等物质代谢异常, 发育

正常的种子数量骤减(图3)。为解决百山祖冷杉种子自
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然状态下因代谢异常导致的种子发育问题, 本研究尝

试利用胚培养技术对百山祖冷杉的胚进行离体培养

(图7A, B)。通过比较百山祖冷杉不同发育时期种子中

胚培养的萌发率, 发现胚的萌发率从6–11月呈先上

升后下降的趋势。其中, 8月和9月的萌发率最高, 分

别为86.67%和93.65% (图7C), 高于7月胚的萌发率

(54.17%)。6月的胚处于发育早期, 尚未形成完整植

株。此外, 10月开始, 胚的萌发率逐渐降低, 根据对种

子的显微观察, 此时胚已分化形成子叶, 接近成熟, 

胚萌发率低的原因可能是种子将进入休眠状态, 大量

抑制胚萌发物质的逐渐积累。 

2.6  讨论 

百山祖冷杉是松科冷杉属植物, 与大多数松柏纲植物

(针叶树)相似, 孢子叶球单性, 雌雄同株(姜在民和贺

学礼, 2009), 花粉从雄配子体产生后进入珠孔期间

受到开花时间、地理位置和气候条件等诸多因素的影

响, 有效传粉是保障种子正常发育的重要前提条件。

本研究发现, 百山祖冷杉与大部分冷杉属植物的传粉

时间(5月中旬)相似(Singh and Owens, 1982; Owens 

and Morris, 1998; 樊金拴, 2007; Politi et al., 2011)。

传粉结束后(5月下旬), 46.67%的胚珠内进入花粉, 

具备了受精条件。6月下旬, 73.00%的雌配子体(胚乳)

继续发育, 包括未受精的雌配子体。8月下旬, 仅有

46.11%的胚珠中有正常发育的胚乳, 未授粉的胚珠

几乎全部发育中止, 导致发育异常种子的数量剧增。

冷杉属植物无传粉滴或传粉滴不从珠孔处溢出, 花粉

进入珠孔内依赖雨水的作用(Owens et al., 1998), 传

粉过程极大地受到气候的制约, 因此, 普遍存在传粉

效率低的现象(Politi et al., 2011)。温哥华冷杉(A. 

amabilis)雌配子体败育发生在2个时期: (1) 游离核

中期到后期阶段; (2) 传粉结束1周后, 未授粉的雌配

子体发生败育。其中, 第2个时期(6月末至7月)是温哥

华冷杉雌配子体败育的主要时期。温哥华冷杉第2个

时期雌配子体败育种子的解剖结构与百山祖冷杉类

型III部分种子非常相似, 即种子内残留皱缩的组织, 

珠被细胞增殖, 种皮变厚(Owens and Morris, 1998)。

在松科植物繁育过程中, 利用人工辅助授粉可有效克

服因环境条件限制导致的异花传粉困难, 提高植株的

传粉和受精机会, 进而增加种子的数量。Iwaizumi和

Takahashi (2012)通过对银叶五针松(Pinus monti-

cola)进行不同方式的人工授粉, 发现花粉的数量和

质量分别对种子的形成与发育有显著影响。因此, 为

确保百山祖冷杉种子的正常发育, 提高球果中胚珠的

受精率, 可在5月中旬降雨前进行人工辅助授粉。 

百山祖冷杉传粉后, 种子重量快速增长, 正常发

育的种子数量却急剧下降。代谢组分析表明, 在此期

间胚乳的碳水化合物代谢旺盛, 尤其是多个糖类代谢

途径。由于每个球果中含有大量的种子(302–384粒), 

因此, 种子之间对糖类等能源物质的竞争可能导致部

分胚乳发育异常, 最终形成类型II/III种子。与被子植

物相比, 目前有关裸子植物种子败育与营养物质供应 
 

 
 

图7  百山祖冷杉不同种子发育时期的胚培养萌发率变化 

(A) 百山祖冷杉胚萌发(bar=200 μm); (B) 胚培养获得的试管苗(bar=2 cm); (C) 不同百山祖冷杉种子发育时期的胚培养萌发率变

化。不同小写字母表示在0.05水平差异显著。 
 

Figure 7  Changes in germination rate of embryo of Abies beshanzuensis seeds at different developmental stages  
(A) Embryo germination (bar=200 μm); (B) Seedlings obtained by embryo culture (bar=2 cm); (C) Changes in germination rate of 
embryo of A. beshanzuensis seeds at different developmental stages. Different lowercase letters indicate significant differences 
at 0.05 level. 
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关系的研究较少。拟南芥(Arabidopsis thaliana)在生

殖生长过程中, 同化物匮乏会导致正在发育的种子甚

至整个角果发生败育(Lauxmann et al., 2016)。Shen

等(2018)研究发现, 玉米(Zea mays)果穗顶部种子由

于授粉时间延迟引起的库活性降低, 导致同化物供应

不足, 最终发生败育。在裸子和被子植物种子发育过

程中, 胚乳是胚发育过程中的主要营养来源, 对大豆

(Glycine max)的研究发现, 胚乳的营养物质(糖)供应

不足会导致严重的种子败育(Wang et al., 2019)。此

外, 2020年是百山祖冷杉成年树结果的大年, 相比

2019年(小年), 6–8月胚和胚乳的数量出现波动性下

降或下降幅度明显减小。Haim等(2021)研究表明, 营

养竞争所导致的营养分配不均衡是多年生木本植物

产生大小年现象的重要原因之一, 进一步说明, 营养

竞争可能是导致百山祖冷杉种子发育异常的直接原

因。在希腊冷杉(A. cephalonic)繁殖生物学研究中也

发现相似现象, 大年饱满种子的比例为26.6%, 小年

仅有1%的种子饱满。Politi等(2011)推测这可能是希

腊冷杉根据植物体内营养的波动改变其繁殖力。在其

它木本植物栽培管理中, 通过合理的树体营养管理可

有效降低大小年出现的频率(张松文, 2016)。因此, 通

过进一步探究百山祖冷杉营养利用与濒危的关系, 有

望解析百山祖冷杉濒危的原因。 

本研究发现异常胚乳中的海藻糖-6-磷酸(T6P)含

量显著低于正常的胚乳, 而T6P是海藻糖的代谢前

体, 可通过调控流向糖酵解的糖量, 维持代谢平衡进

而调控胚胎发育(Fichtner and Lunn, 2021)。模式植

物中, T6P合成酶基因TPS1突变直接导致胚胎在鱼

雷期向子叶期早期转变时发生败育(Eastmond et al., 

2002)。Meitzel等(2021)研究发现豌豆(Pisum sati- 

vum)胚发育过程中, T6P通过调控生长素的合成促进

种子中的物质积累和发育。因此, 推测T6P可能通过

调控百山祖冷杉胚乳中糖代谢平衡进而影响种子的

正常发育。利用胚培养技术, 在百山祖冷杉胚乳未出

现代谢异常时, 对未成熟胚进行早期离体培养, 为其

提供充分营养和适宜的生长环境, 可最大限度地保留

百山祖冷杉有性繁殖后代。胚龄和培养基成分是胚培

养成功的关键(贺佳玉等, 2008), 本研究比较了不同

发育时期种子的胚培养效果, 发现8–9月发育正常种

子的胚萌发率最高, 此时, 百山祖冷杉种子及其胚与

胚乳的重量达到峰值, 胚发育至早期成熟阶段; 6–7

月发育正常种子中的胚处于发育早期, 从生理至形态

上远未成熟, 对培养条件要求很高, 尤其是培养基的

营养成分需要更加全面, 以满足胚胎发育的要求, 因

此胚的萌发率相对较低。然而, 7月球果中发育正常种

子的数量处于转折时期, 此时是拯救发育异常种子

的最佳时期。未来研究中, 可通过进一步优化培养基

成分, 提高百山祖冷杉早期胚培养效果, 克服百山

祖冷杉发育不良或中途败育的缺陷, 增加群体遗传

多样性。 

2.7  结论 

7月是百山祖冷杉种子发育的关键时期, 在此期间, 

胚乳重量快速增长, 胚乳中碳水化合物代谢活动旺

盛。7月下旬球果中出现大量发育异常的种子, 发育

异常种子中胚乳的海藻糖-6-磷酸含量显著降低。利用

胚培养技术在其发育异常前, 对7月种子中的胚进行

培养, 可有效提高有性后代的数量, 对百山祖冷杉保

护和人工繁育均具有重要意义。 
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Abstract  The seed germination rate of Abies beshanzuensis is low, and the characteristics of seed development are 

elusive, which severely limit the natural regeneration of the population in situ. To illustrate the developmental characteris- 

tics of seeds and identify the main factors affecting seed development, this article aimed to study the number, weight, and 

microstructural characteristics of the embryo and endosperm of the seed in the female cones at different development 

stages, as well as the primary metabolites of the endosperm in the critical period of seed development. The results 

showed that July was a critical period for seed development of A. beshanzuensis. During this period, the endosperm 

weight increased rapidly and the carbohydrate metabolism in the endosperm was active. Anatomical and morphological 

analysis of the female cones showed that a large number of abnormally developed seeds appeared in cones in late July. 

Analysis of the primary metabolites of endosperm during the critical period showed that the content of trehalose-6-phosp- 

hate in the endosperm of abnormally developed seeds was significantly decreased. It was speculated that during the 

critical period of seed development, the decrease of trehalose-6-phosphate in the endosperm may be an important cause 

of abnormal seed development. Based on the characteristics of A. beshanzuensis seed development, we established the 

embryo culture technology for A. beshanzuensis, and generated test-tube plantlet. 
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