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摘  要 本研究以火鹤“阿拉巴玛”幼嫩叶片为材料，采用石蜡切片技术对其胚状体诱导和发生过程中愈伤组织进行了

细胞学观察。结果表明：叶片在 1/2MS+0.6 mg/L 2,4-D+0.5~1.0 mg/L 6-BA 以及 1/2MS+0.4 mg/L 2,4-D+1.0 mg/L 6-BA 培

养基中获得了较高的愈伤诱导率；该愈伤组织表面光滑、紧实，显微观察可见有许多愈伤组织结节和芽原基的分布，未

观察到胚状体发生；上述愈伤组织转至 1/2MS+1.0 mg/L 6-BA+0.1 mg/L KT+0.5 mg/L NAA 的培养基中进行继代培养，愈

伤组织表面形成不定芽，并在原愈伤组织切块边缘形成新愈伤组织。新愈伤组织黄绿色、表面不光滑、质地疏松。显微

观察显示：在新愈伤组织表面及内部均有胚状体的发生，一些多细胞原胚与周围愈伤组织产生明显的界限，在一些多细

胞原胚表面又形成新的原胚分化中心，愈伤组织中的体细胞胚发生呈现不同步性和多样性。 

关键词 火鹤; 胚状体诱导; 胚状体发生 

Histocytology Observation on Anthurium andraeanum Callus during Embryoid 
Induction Stage and Development Stage 
Wang Aixiang , Zhang Kezhong , Jia Yuehui , Peng Jiao  
College of Landscape, Beijing Agricultural college, Beijing, 102206, P.R. China 

 Corresponding author, zkzzxd@vip.sina.com;    Authors 

Abstract Histocytology study was done by paraffin section technique on the callus which was generated during the embryoid 

induction stage and the development stage via young leaf explants of Anthurium andraeanum ‘alabama’. The higher callus induction 

rate was obtained in the mediums of 1/2MS+0.6 mg/L 2,4-D+0.5~1.0 mg/L 6-BA and 1/2MS+0.4 mg/L 2,4-D+1.0 mg/L 6-BA. The 

induced callus surface appeared to be smooth and compact. Some callus nodules, adventitious bud primordiums were observed in it, 

but none embryoid was observed. The induced callus was transferred into the subculture medium of 1/2MS+1.0 mg/L 6-BA+0.1 mg/L 

KT+0.5 mg/L NAA. After 20~30 subculture days, lots of adventitious buds were initiated from the callus, ‘new callus’ was regenerated 

from the former callus section edge. The new callus surface was showed to be yellow-green, rough and loose. By means of microscope 

technique, embryoids were observed to be generated from both the surface and the internal cell of the ‘new callus’, obvious boundary 

was exhibited between the multi-cells pro-embryo and its surrounding tissues, new pro-embryo differentiation centers were formed in 

the surface of some multi-cells pro-embryos. There were desynchronization and diversity phenomenon during somatic embryogenesis in 

the new callus. 
Keywords Anthurium andraeanum; Embryoid induction; Embryoid development 

研究背景 

火鹤(Anthurium andraeanum)组培苗生产可通

过不定芽发生途径及胚状体发生途径两种方式

(Beyramizade et al., 2008)。相对于前者，胚状体发

生途径有如下优点：体细胞胚再生的植株多数情况

起源于单个胚性细胞，不会出现遗传嵌合、遗传突
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变等缺点；若结合液体悬浮培养或生物反应器，繁

殖数量多，速度快，结构完整；重现胚胎发生途径，

生理年龄较小，再生苗质量更高；再生系统遗传上

稳定、再生频率高，是理想的遗传转化系统(沈海龙, 

编著, 2003, 植物组织培养, 中国林业出版社, pp.109)。

因此，研究火鹤胚状体诱导与发生对于火鹤商品化

种苗生产及构建遗传转化系统具有重要价值。目前，

国内外有一些关于火鹤胚状体诱导与成苗的研究报

道。最早Kuenule以火鹤叶片为外植体，采用较低浓

度的2,4-D与BA，观察到了疑似胚性愈伤组织的形

成，并从该愈伤组织再生出小苗，但该小苗是否通

过胚状体成苗还不能确定(Kuennle and Sugii, 1991)；

第2年Kuenule采用较高浓度2,4-D (2~4 mg/L)与KIN

配合诱导出胚状体并成苗(Adelheid et al., 1992)。后

来的学者主要研究火鹤体细胞胚状体诱导和发生

过程中的培养条件的优化。例如，Prakash研究发现

Nitsch培养基中添加椰子汁、香蕉汁等天然复合物

能促进火鹤胚状体发生(Prakash et al., 2002)，辛伟

杰研究发现在改良MS培养中添加高浓度2,4-D和较

低度BA有利于火鹤体细胞胚状体的诱导(辛伟杰等, 

2006)，而Beyramizade研究认为改良MS培养中添加

高浓度2,4-D和较低度KIN有利于火鹤体细胞胚状

体的诱导(Beyramizade et al., 2008)。目前对火鹤胚

状体发生的细胞学观察少有人研究。由于不定芽和

胚状体发生都要经过一个愈伤组织发生阶段，何种

愈伤组织再生不定芽或胚状体，完全凭研究者或生

产者经验，缺乏科学性；甚至有人在火鹤组培诱导

的愈伤组织中既观察到了不定芽的再生又观察到

了胚状体的再生(赵云鹏等, 2005)。因此，开发火鹤

体细胞胚状体发生的形态标记(肉眼观察愈伤组织

形态结构)、细胞学标记(显微观察胚状体发生)和分

子标记(胚性细胞激发和胚状体发育的标记基因等)

的关联体系，对于科学指导火鹤胚状体诱导与发

生、指导火鹤胚状体种苗生产具有重要意义。本论

文主要研究细胞学标记与形态学标记的关联，并以

此区别胚状体诱导阶段和发生阶段，有助于了解火

鹤胚状体诱导与发育的细胞学机理，并能为后续研

究中寻找相关阶段分子标记物提供依据。 

1结果与分析 

1.1愈伤组织诱导及继代培养结果 

接种后2~3 d外植体由平铺变为向上鼓起，切口

处变为黑色。接种后20 d少数外植体切口处黑色部

位变得不连续。接种后1个月伤口处变为乳白色，

叶脉切伤处可见连成片的乳白色愈伤，主脉切口处

最为明显。1个半月后愈伤逐渐长大成块，外植体

诱导2个月的愈伤组织团为浅黄褐色略带红色，蓇

葖状(图1-1)。加有不同浓度激素的培养基中的愈伤

诱导率不同，其中A4、A5、A6等3种培养基中获得

较高的愈伤诱导率(表1)。 

将上述愈伤组织切割成小块后接种于1/2MS 

+1.0 mg/L 6-BA+0.1 mg/L KT+0.5 mg/L NAA上继

代培养。培养10 d后，愈伤组织增殖，并出现绿色

芽点；20 d后，愈伤组织上出现大量红色叶鞘包被

的绿色不定芽，较大的愈伤组织块周围长出浅黄色

或者黄绿色胚性愈伤(图1-2)；1个月后，芽持续生

长，胚性愈伤组织也进一步膨大(图1-3)。 

 

 

 

 

 

 

 

图1 火鹤胚状体诱导过程中愈伤组织诱导及继代培养 

注: 1: 叶片在加有2,4-D的培养基上诱导出的愈伤组织; 2: 愈伤组织继代培养20 d后长出不定芽和新的愈伤组织; 3: 愈伤组

织继代培养30 d后长出不定芽和新的愈伤组织; 4: 启动培养获得的愈伤组织; 5: 继代培养新长出的胚性愈伤组织 

Figure 1 Callus induction and subculture during the Anthurium andraeanum's embryoid induction 

Note: 1: The induced callus from leaves on the media supplemented with 2,4-D; 2: Adventitious shoot and new callus after twenty 

days' subculture 3: Adventitious shoot and new callus after thirty days' subculture; 4: The acquired callus after primary culture; 5: 

The Acquired embryonic callus after subculture 
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表 1 不同激素浓度配比对火鹤愈伤组织诱导的结果 

Table 1 Effect of different doses of regulators on Anthurium 

andraeanum callus induction 

培养基编号 BA (mg/L) 2,4-D (mg/L) 愈伤诱导率(%) 

Medium   Percentage (%) 

A1 0.5 0.2 37.5 

A2 1.0 0.2 21.1 

A3 0.5 0.4 33.3 

A4 1.0 0.4 61.1 

A5 0.5 0.6 68.8 

A6 1.0 0.6 66.7 

1.2启动培养诱导的愈伤组织的细胞学观察 

外植体诱导2个月的愈伤组织团为浅黄褐色略

带红色，表面比较光滑，紧实(图1-4)。石蜡切片观

察显示：其表皮层跟近表皮层有明显的界限(图2-1)，

表皮细胞大而不规则，近表皮层存在着较多的以薄

壁细胞为主体的愈伤组织结节(图2-2)，它们是由一

团排列紧密、体积比较小、细胞核比较明显的分生

性细胞组成，是将来不定芽芽原基分化的基础。在

愈伤组织中心，有一团细胞，体积比较小，核占细

胞的比例大，核和核仁颜色深，细胞质浓，生长方

向背离愈伤组织的中央，排列比较紧密，出现了芽

原基的分化(图2-3)。芽原基逐渐长大分化出叶原基

并突破表皮愈伤组织(图2-4, 图2-5)，最终长成为不

定芽(图2-6, 图2-7)。在切片观察时看到愈伤组织内

部有大量的错综复杂的管胞集团(图2-8)，以及零星

散布的草酸钙结晶(图2-9)。启动培养诱导的愈伤组

织中未观察到体细胞胚的发生。 

1.3继代培养获得的胚性愈伤组织的细胞学观察 

将启动培养获得的愈伤组织切成小块，转入不

加2,4-D的培养基上进行继代培养。20~30 d后，愈

伤组织上长出不定芽，同时愈伤组织块周围长出浅

黄色或者黄绿色胚性愈伤组织。这些愈伤组织表面

不光滑、质地疏松(图1-5)，继续生长膨大。石蜡切

片观察显示，该愈伤组织许多细胞中含有较多的淀

粉粒。在一些含淀粉粒的细胞群中，有些细胞成长

为胚性细胞：细胞核大、细胞质浓厚、染色较深、

发生质壁分离(图3-A)。有的胚性细胞经过分裂形成

两个子细胞(图3-B)。有的胚性细胞不断进行分裂，

形成由数十个细胞组成的多细胞胚(图3-C)。多细胞

胚持续分裂与周围愈伤组织形成明显界限(图3-D)。

原胚细胞持续分裂向愈伤组织表层方向生长，其周 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图2 火鹤启动培养获得的愈伤组织细胞学观察 

注: 1: 愈伤组织表皮层与近表皮层的明显界线×100; 2: 分

生组织结节×100; 3: 芽原基×100; 4: 连在一起的两个芽原

基×100; 5: 芽原基分化出叶原基并逐渐突破愈伤组织表层

×100; 6: 芽原基突破表皮愈伤组织分化出叶片×100; 7: 不

定芽×100; 8: 管胞×200; 9: 草酸钙结晶(箭头示)×200 

Figure 2 Cytological observation of the induced callus during 

the Anthurium andraeanum initiation stage 

Note: 1: Obvious borderline between surface and subsurface 

layers of the callus×100; 2: Meristematic nodules×100; 3: 

Shoot primordium×100; 4: One shoot primordium together 

with another one×100; 5: Leaf primordia differentiated from 

shoot primordium was gradually growing to the surface from 

the inside of callus×100; 6: Leaves differentiated from leaf 

primordia and broke through the surface of the callus×100; 7: 

Adventitious shoot×100; 8: Racheid×200; 9: Calcium oxalate 

crystal (marked by arrow)×200 

围的薄壁细胞逐渐解体消失，最后突破愈伤组织表

层细胞(图3-E)，成为突出于愈伤组织表层的原胚

(图3-F)。由内起源产生的原胚表面会附着有部分残

留的细胞碎片。有些内起源产生的原胚未能突破愈

伤组织表皮细胞就已经长成为心形胚，但这些多细

胞原胚都与周围组织细胞有明显界限，原胚周围的

薄壁细胞退化或解体(图3-H, 图3-I)。火鹤体细胞

胚发生具有多样性，在某些视野中有时可同时观察

到几个发育程度不同的多细胞原胚(图3-E, 图3-F,  
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图3 火鹤体细胞胚发生的细胞学观察 

注: A: 发生质壁分离的单个胚性细胞×1000; B: 单个胚性

细胞分裂成为两个细胞×1 000; C: 数个细胞组成的原胚×

400; D: 愈伤组织内部形成的多细胞原胚(箭头示分化中心, 

下同)×100; E: 原胚逐渐突破愈伤组织外层×100; F: 刚突

破愈伤组织的原胚×200; G: 由外起源途径产生的两个原胚

×200; H, I: 愈伤组织内部生成的心形胚×100 

Figure 3 Cytological observation of somatic embryogenesis 

from the new callus 

Note: A: Single embryonic cell which had plasmolyzed in the 

internal of callus×1 000; B: Two daughter-cell formed by single 

embryonic cell×1 000; C: Proembryo composed of several cells 

×400; D: Multi-cell proembryo which formed in the internal of 

callus (marked by arrow, the same below)×100; E: The proembryo 

which was gradually growing to the surface from the inside of 

callus×100; F: Proembyo which broke through the surface of 

the callus×200; G: Two proembryos forming from the surface 

of the callus×200; H and I: Heart-shaped somatic embryos 

occurring in the internal of the callus×100 

图3-G)；在一些发育成熟的体细胞胚的表面或边缘

还可观察到新的多细胞原胚发生中心——次生胚

的发源地(图3-D, 图3-I)。 

2讨论 

关于火鹤离体快繁的途径国内外已有不少报道，

但大多停留在器官发生途径的层次上，且主要研究

离体快繁条件的优化。Adelheid等首次研究了火鹤

离体再生途径，认为器官发生的可能性要大于体细

胞胚发生，但品种间有差异(Adelheid et al., 1992)。

赵云鹏以较低浓度的2,4-D (0.1 mg/L)诱导叶片获得

愈伤组织，愈伤组织转到不加2,4-D的分化培养基

中，发现火鹤离体形态发生途径以不定芽发生途径

为主、以体细胞胚发生途径为次(赵云鹏等, 2005)。

本试验首先在含有较高浓度2,4-D 0.4~0.6 mg/L的

培养基中诱导出愈伤组织，然后将上述愈伤组织转

到不加2,4-D的培养基中诱导出不定芽和胚性愈伤

组织，对上述两种愈伤组织的细胞学结构进行了解

剖观察。结果在前一种愈伤组织中，发现了愈伤组

织结节和芽原基的分化，这成为继代培养中不定芽

的起源；但是在该愈伤组织未发现体细胞胚的发生。

在后一种愈伤组织发现了大量的发育不同步的体

细胞原胚。2,4-D是诱导植物体细胞转变为胚性细

胞的重要激素，其作用是微妙的，一方面诱导胚性

愈伤组织必不可少，另一方面其存在会抑制体细胞

胚的进一步发育。所以，体细胞间接发生途径分为

两个阶段，一是诱导阶段，必须加2,4-D；二是体

细胞胚发生阶段，必须降低或去除2,4-D (Zimmerma, 

1993)。本研究试验中，启动培养中诱导出的愈伤组

织并未观察到任何胚状体的发生，可能与2,4-D抑

制胚状体发生有关。但是尽管如此，2,4-D已经赋

予上述愈伤组织部分细胞具有成胚能力，将愈伤组

织转到不加2,4-D的培养基进行继代培养，新长出的

愈伤组织中观察到了大量发育不同步的体细胞胚。 

Steward提出了体细胞发生的细胞隔离学说：体

细胞只有从临近的细胞中隔离出来才能表现出胚

胎发生倾向(Steward et al., 1958)。在许多植物中可

以观察到其体细胞胚在多细胞胚阶段与周围细胞

形成明显分界线(Zee and Wu, 1980)。本研究观察到

花烛胚性愈伤组织中，单个胚性细胞常发生质壁分

离(图3-A)，可能胞间连丝丧失造成的隔离促进了体

细胞分化。在原胚阶段的中后期，其与周围细胞出

现界限，一些原胚周围的细胞甚至退化或解体(图

3-H, 图3-I)。 

经过2,4-D诱导形成的愈伤组织，会继续分化

形成一类液泡小、细胞质浓的小细胞，它们聚集成

丛状，被称为胚胎发生丛(embryogenic clump, EC)。

EC表面是高度分生化的细胞团，其表面可产生大量

的胚状体。EC可以增殖、崩溃而不衰。EC中心细
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胞的增殖、膨胀使EC崩溃，崩溃后分生性的表面细

胞结合成群，又形成新的EC。EC在转入降低或去

除生长素、降低还原氮的培养基后，完成胚状体的

发育(Steward et al., 1964)。何业华观察到菠萝愈伤

组织的内部和表面都有体细胞胚的发生，在同一个

视野可以观察到多个体细胞胚发生中心，体细胞胚

发生表现出不均匀、不同步，有些胚状体还形成了

次生胚(何业华等, 2010)。本研究也观察到花烛胚性

愈伤组织有多个发育不同步的体细胞分化中心(图

3-E)，甚至在一些胚状体表面又形成新的体细胞分

化中心(胚胎发生丛) (图3-D, 图3-I)，成为次生胚发

生的来源。 

由上述研究可见，较高浓度2,4-D诱导获得的

火鹤初代愈伤组织并没有体细胞原胚的发生；但是

继代获得的新的愈伤组织观察到了大量的发育不

同步的体细胞原胚发生。这与赵云鹏以较低浓度的

2,4-D 0.1 mg/L诱导最后获得大量不定芽及少量体

细胞原胚有明显不同(赵云鹏等, 2005)。但是，生

产上要想获得整齐的胚状体种苗，还需要在我们研

究的基础上，进行液体悬浮培养、低温处理等措施

进行体细胞胚发生同步化控制的研究(张宇和沈海

龙, 2007)。 

3材料与方法 

3.1实验材料 

火鹤盆栽品种“阿拉巴玛”(Anthurium andr- 

aeanum‘Alabama’)购自于北京五洲翔远农业发展

有限公司，以盆栽方式种植于温室中。 

3.2实验方法 

3.2.1愈伤组织的诱导与继代培养 

取刚展开的幼嫩叶片为外植体材料，经过

0.1%升汞3 min表面灭菌后，用无菌水冲洗4~5遍，

将叶片沿中脉切成1×1 cm叶片切块平铺接种于

(表1)所示的不同培养基中，培养基PH值为5.8，每

种培养基接种10瓶，每瓶3块叶片，于(25±2)℃黑

暗条件下诱导愈伤组织。两个月后待粒状愈伤组织

连成片后，将愈伤组织切割置于1/2MS+1.0 mg/L 

6-BA+0.1 mg/L KT+0.5 mg/L NAA上继代培养。 

3.2.2愈伤组织的细胞学观察 

分别取“阿拉巴玛”叶片在加有2,4-D的培养

基上诱导产生的愈伤组织、以及上述愈伤组织分割

成小块后在未加2,4-D的继代培养基上新产生的愈

伤组织为材料，切成小块，用FAA固定液固定24 h，

采用常规石蜡切片法切片，切片厚度8 μm，用番红

固绿染色法染色，中性树胶封片，在光学显微镜下

观察并拍照。 
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