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仙客来体细胞胚发生和发育过程中淀粉粒的动

态变化 
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摘  要：以仙客来（Cyclamen persicum Mill.）开花植株的新生叶片为外植体，诱导筛选胚性愈伤组

织，并使其进一步发育成体细胞胚。组织切片观察结果表明：胚性愈伤组织由胚性和非胚性细胞组成，

胚性细胞多以胚性细胞团的形式存在，胚性细胞团起源于诱导的胚性决定细胞。体细胞胚起源于单个胚

性细胞，经多细胞原胚、球形胚、心形胚和鱼雷胚等时期发育成完整植株。在体细胞胚的发生发育过程

中，淀粉粒出现 4 次积累高峰，分别为胚性细胞、球形胚、早期鱼雷胚和成熟胚发育成完整的小植株时

期，淀粉代谢与体细胞胚发生、发育及小植株的形态建成密切相关。 
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Dynamic Changes of Starch Granules During Somatic Embryogenesis and 
Development in Cyclamen persicum 
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Abstract：Embryogenic calluses were induced and filtrated from young leaf explants in flowering 

Cyclamen persicum plant，and somatic embryos were formed. Histological observation revealed that 

embryogenic calluses were comprised of embryogenic and non-embryogenic cells，and that embryogenic 

cells mostly existed in embryogenic aggregates. Embryogenic aggregates derived from induced 

embryogenic determined cells. Somatic embryogenesis originated from a single embryogenic cell. Somatic 

embryo grew into a complete plantlet after passing through proembryos，globular，heart- and torpedo- 

shaped stages. During somatic embryogenesis and development，four peaks of starch granules appeared，

respectively at the stage of embryogenic cells，globular embryos，early torpedo-shaped embryos and 

complete plantlets from mature embryos. Starch metabolism was closely related to somatic 

embryogenesis，development and plantlet regeneration. 

Key words：Cyclamen persicum；somatic embryo；induced embryogenic determined cell；starch 

granule 
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仙客来（Cyclamen persicum Mill.）属块茎类球根花卉，具有重要经济价值（Takamura et al.，1995；

Winkelmann et al.，1998；由翠荣，2009）。 

传统的种子繁殖无法保持优良性状的遗传稳定性（Schwenkel，2001），因此离体培养条件下的

快繁体系的研究有着重要的应用价值（孙华彩 等，2012；吴健 等，2012；张正海 等，2012）。淀

粉与形态建成有密切的关系，直接或间接地影响胚胎发生（范昌发 等，2000；张月 等，2007；邢

世岩 等，2010）。目前已经发现淀粉的积累与植物体胚发生潜能的实现是密切相关的，具胚胎潜在

发生能力的细胞中都有淀粉的积累（汪丽虹 等，1996；邢更生 等，1998）。另外，在体胚发生、发

育的重要转折时期都会有淀粉和多糖的积累高峰出现，起到为新的发育阶段提供物质与能量的作用

（何丽君和齐冰杰，2002）。 

关于仙客来体胚发生过程中的组织细胞学研究国内外有少量报道。Wicart 等（1984）首次诱导

获得了仙客来的胚样结构，并通过组织细胞学观察发现此结构与愈伤组织没有维管结构的联系；

Ruffoni 等（2000）简单观察报道了脂类物质、淀粉和酚类物质在仙客来体胚的某个发育时期出现积

累。 

本研究中以仙客来大花品种‘葡萄酒红火焰纹’为材料，在成功诱导、筛选胚性愈伤组织并使

其再生获得完整植株的基础上，通过石蜡包埋切片和细胞组织化学分析方法，系统研究了其体细胞

胚发生、发育及植株再生过程中的细胞组织结构和淀粉粒的动态变化，以揭示淀粉粒的代谢与仙客

来体细胞胚发生发育的相互关系，为研究仙客来体细胞胚的发生发育机制及其在未来产业化的应用

提供一定的理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  愈伤组织、体细胞胚诱导及植株再生 

2009 年 12 月采用从山东省莱州市仙客来研究所购买的仙客来（Cyclamen persicum Mill.）大花

品种‘葡萄酒红火焰纹’（‘Wine Red Flame’）已开花植株的新生叶片为外植体。 

按照由翠荣等（2008）的方法，在烟台大学植物细胞工程实验室成功诱导筛选胚性愈伤组织。

由于其松散程度高，体胚发育时将其在 1/2MS 无植物生长调节剂的基本培养基上尽量分散成单层细

胞培养，诱导体细胞胚的形成。 

30 d 后同配方继代培养，促使植株再生。 

1.2  愈伤组织的细胞形态学观察 

分别将筛选获得的微棕红色松脆胚性愈伤组织、非胚性愈伤组织以及胚性愈伤组织无激素培养

5 ~ 10 d 的培养物随机取样 3 ~ 5 块，用镊子分散后悬浮于液体培养基中。愈伤组织的取量要保证细

胞在悬浮培养基中能形成单层细胞，倒置显微镜下观察照相。 

1.3  体细胞胚发育及植株再生过程中细胞淀粉粒的动态变化 

选取胚性愈伤组织、1/2MS 无激素培养基上发育 14 d 左右的胚性愈伤组织、球形胚、心形胚、

鱼雷胚及再生小植株为试验材料（由于愈伤组织松散且发育各时期体细胞胚较小，不宜直接进行石

蜡包埋切片），先用 1%的琼脂包埋，包埋温度 50 ℃左右，待其凝固后切成琼脂小块（周燕 等，2004），

固定于 FAA 固定液中，按常规石蜡法切片，PAS 反应和铁矾—苏木精染色（胡适宜，1994），OLYMPUS

数码显微镜观察并拍照。 
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2  结果与分析 

2.1  胚性细胞团和体细胞胚的起源 

观察多次继代增殖培养的胚性愈伤组织的细胞学特征发现，胚性愈伤组织由胚性和非胚性细胞

组成，而胚性细胞多以胚性细胞团的形式存在。进一步观察发现微棕红色松脆愈伤组织（图 1，A）

中除含有胚性细胞团外，还有一定数量的诱导的胚性决定细胞，其体积约是胚性细胞的 2 倍，细胞

质异常丰富，富含大量淀粉颗粒，以单独或成团的方式存在（图 1，B）。跟踪观察发现这些细胞可

通过持续分裂的方式形成含有几个或十几个胚性细胞的胚性细胞团，而包含有几十个胚性细胞的胚

性细胞团则可能来源于成团存在的几个诱导的胚性决定细胞（图 1，C）。胚性细胞中胞质异常丰富，

且含有大量淀粉颗粒（图 1，D）。 

观察胚性愈伤组织 1/2MS 无激素培养 7 ~ 10 d 的培养物发现，胚性细胞团中的胚性细胞发育明

显不同步，不同发育时期的体细胞原胚（即二细胞、四细胞、八细胞和多细胞原胚）同时出现在同

一胚性细胞团中（图 1，E、F）；培养 14 d 后，单层平铺的愈伤组织上陆续发育形成体细胞胚；其

发生多以多发生、成簇出现，有时一簇可发生 10 个以上的胚状体（图 1，G）。因此推断仙客来体细

胞胚的发育主要是单细胞起源。 

2.2  仙客来体细胞胚发生、发育过程中淀粉粒的动态变化 

通过 PAS 染色结果发现，胚性愈伤组织中的胚性细胞和非胚性细胞间有明显不同。非胚性细胞

体积明显大于胚性细胞，细胞核小，未观察到淀粉粒；而胚性细胞内淀粉粒丰富，大多分散于胞质

中，有时也绕核排列，为淀粉积累的第一个高峰期（图 2，A）。胚性细胞团中的胚性细胞发育明显

表现为不同步化，每个胚性细胞经持续分裂可形成二细胞、四细胞原胚，进一步证明体细胞胚由单

细胞起源；二、四细胞原胚期淀粉粒明显开始减少，到多细胞原胚期基本被耗尽（图 2，B、C）。

发育至球形胚期，可以明显观察到中央为密集的分裂旺盛的分生组织细胞，核大、体积小、胞质浓

厚，几乎不含淀粉粒，即体细胞胚的生长中心，是体胚发育两极分化的生长点（图 2，D）。生长点

周围的细胞可观察到丰富的淀粉粒的积累，主要集中于中央生长点外至表皮细胞下层之间的多层薄

壁细胞内，淀粉颗粒大，分布不均匀，且淀粉粒体积和数量沿细胞由外向内明显呈递减的趋势（图

2，E），推测外层薄壁细胞中淀粉的积累可为生长点细胞的快速分裂提供物质和能量，球形胚期为

淀粉粒积累的第 2 个高峰期。 

球形胚进一步发育至心形胚（图 2，F）。心形胚期细胞内的淀粉粒被大量消耗，仅观察到生长

点周围的少数几层薄壁细胞内有少量小颗粒的淀粉粒出现（图 2，H）。心形胚期已经明显出现胚状

体两极性的分化，即可观察到根生长点和芽生长点的出现（图 2，G）。 

淀粉粒积累的第 3 次高峰期出现在早期鱼雷胚期，此时的胚状体明显出现拉长，细而尖的一端

为芽端，粗而钝圆的一端为根端（图 2，I）。除生长点外，大多数的细胞内有淀粉粒的出现，数量

多、颗粒大（图 2，J）。随着鱼雷胚的进一步发育成熟，形态学上的两极性更加清晰（图 2，K），

体胚中央已有输导组织的分化（图 2，L），此时的淀粉粒被进一步消耗，只在维管束、根、芽生长

点周围的少数薄壁细胞中有小颗粒的淀粉粒出现，数量也明显减少（图 2，M）。 

30 d 体细胞胚出现了明显的器官分化，块茎进一步膨大、顶端不定芽伸长以及块茎末端根的发

生，此时的体胚已经再生为完整的小植株。PAS 染色观察块茎下端有多处密集的生长中心，为根的

生长点；植株顶端已出现新梢的分化，新梢顶端出现旺盛分裂的细胞组成的生长中心，即芽的生长

点；植株中央观察到分化明显的“V”形输导组织，上部与新梢连通，下部连通至块茎（图 2，N）。
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此时的淀粉粒出现第 4 次的积累高峰，主要分布于块茎部位的维管束周围多层薄壁细胞及根、芽生

长点周围的薄壁细胞内，数量多、颗粒大（图 2，O），为小植株进一步萌发和生长提供物质和能量

的基础。 

 
图 1  体细胞胚发生的形态学观察 

A：微棕红色松脆愈伤组织；B：以细胞团形式存在的诱导的胚性决定细胞；C：胚性愈伤组织中的胚性细胞团和非胚性细胞；D：富含淀

粉颗粒的胚性细胞团；E：不同发育时期的体细胞原胚；F：胚性细胞不同步发育，示不同发育时期的体细胞原胚； 

G：成簇出现的体细胞胚。 

Fig. 1  Morphological observation during somatic embryogenesis 

A：Slightly red-brownish and friable callus；B：Induced embryogenic determined cells in groups；C：Embryogenic aggregates and non-embryogenic 

cells in embryogenic callus；D：Embryogenic aggregates containing abundant starch granules；E：Proembryos at various developmental stages； 

F：Asynchronous development of embryogenic cells，showing proembryos at various developmental stages； 

G：Clusters of somatic embryos. 
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图 2  体细胞胚发生发育过程中淀粉粒的动态变化 

A：富含淀粉粒（↑）的胚性细胞团；B：不同发育时期的原胚团；C：淀粉颗粒已经开始消减的二、四、八细胞原胚；D：球形胚； 

E：球形胚期生长中心周围的薄壁细胞，示淀粉粒（↑）的大量积累；F：心形胚；G：心形胚期根生长点（RM）和芽生长点（SM）的分化； 

H：心形胚期生长点周围的薄壁细胞，示淀粉粒的消耗；I：早期鱼雷胚；J：早期鱼雷胚生长点周围的薄壁细胞，示淀粉粒（↑）的积累； 

K：鱼雷胚期；L：鱼雷胚期维管束（↑）的分化；M：鱼雷胚维管束周围的薄壁细胞，示少量淀粉粒（↑）； 

N：再生小植株，示根（R）和芽（S）的分化；O：再生小植株块茎中的维管束周围的薄壁细胞， 

示大量淀粉粒（↑）的积累。 

Fig. 2  Dynamic changes of starch granules during the development of somatic embryos and plant regeneration 

A：Embryogenic cells，showing starch granule accumulation；B：Proembryogenic mass at various developmental stages；C：Two-，four- and eight-cell 

proembryos，showing starch granule consumption；D：Globular embryo；E：Parenchyma cells around the meristems of globular embryo， 

showing abundant starch granule accumulation；F：Heart-shaped embryo；G：Differentiation of root meristems（RM）and 

shoot meristems（SM）in heart-shaped embryos；H：Parenchyma cells around the meristems in heart-shaped embryo， 

showing starch granule consumption；I：Early torpedo-shaped embryo；J：Parenchyma cells around the meristems in 

the early torpedo embryo，showing starch granule accumulation；K：Torpedo-shaped embryo；L：Differentiation 

of vascular bundles in the torpedo-shaped embryo；M：Parenchyma cells around vascular bundles of the 

torpedo-shaped embryo，showing starch granule accumulation；N：Regenerated plantlet，showing root 

（R）and shoot（S）differentiation；O：Parenchyma cells around the vascular bundle in the tuber 

of regenerated plantlet，showing abundant starch granule accumulation. 

3  讨论 

3.1  胚性细胞的起源 

以叶片为外植体诱导产生体细胞胚的发生过程属于体细胞胚的间接发生方式，外植体需 3 ~ 4
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次的继代培养才能够完全脱分化形成胚性愈伤组织。愈伤组织松散程度高，尽管采用了 1%琼脂固

定的方法，传统石蜡包埋切片也很难观察到完整的组织切片，因此很难观察到胚性细胞在外植体的

起源部位。 

通过对胚性愈伤组织的活体细胞观察发现，胚性细胞均以胚性细胞团的形式存在。Winkelmann

等（1998）也曾报道了在悬浮培养体系中胚性细胞团的存在，但对胚性细胞团的起源没有给出说明。

本研究中根据对活体细胞的动态观察，在微棕红色松脆胚性愈伤组织中发现诱导的胚性决定细胞的

存在，其体积比胚性细胞团中的胚性细胞大约 2 倍，进一步观察结果显示，胚性细胞团主要由诱导

的胚性决定细胞快速分裂增殖而来。 

3.2  体细胞胚发生、发育和植株再生过程中的淀粉粒的变化 

本研究中系统地观察了仙客来体细胞胚的发生、发育和植株再生过程中的淀粉积累和降解与体

细胞胚形态发生的相关性。诱导的胚性决定细胞和胚性细胞团期均出现大量淀粉粒的积累，为淀粉

积累的第 1 个高峰期。非胚性细胞尽管也可以快速分裂增殖，但自始至终都未观察到有淀粉粒的出

现。无论单子叶还是双子叶植物，胚性细胞中都有淀粉的积累（Ribas et al.，2000；刘华英 等，2004；

周燕 等，2004），胚性细胞中淀粉的积累在植物的体细胞胚发生过程中是一种普遍存在的现象，因

此有研究者认为胚性细胞中淀粉粒的累积可能是胚性全能性获得的先决性条件，为启动胚性细胞的

分裂、促进体细胞胚的萌发而作的物质和能量的准备（张健 等，2005）。 

仙客来体细胞胚第 2 次累积高峰出现在球形胚期，淀粉粒以聚集的形式存在，颗粒大、数量多，

而心形胚期淀粉粒明显被消耗。但不同植物种类球形胚期淀粉代谢情况有一定的差异性，周燕等

（2004）、林荣双等（2000）和汪丽虹等（1996）分别在胡萝卜、花生、石刁柏和党参等物种的体细

胞胚发生中观察到淀粉粒在球形胚期的大量积累，而 Karim 等（2006）在黄檗的体细胞胚发生中观

察到 3、4 细胞原胚期大量的淀粉粒的积累，而球形胚和心形胚期没有观察到淀粉粒的积累。 

淀粉粒的第 3 个积累高峰期为早期鱼雷胚期，随着鱼雷胚的成熟而快速减少。成熟胚发育成完

整的小植株时，第 4 个淀粉积累期出现，为植株的进一步生长发育提供能量和物质基础。

Cangahuala-Inocente 等（2004）报道了费约果（Feijoa sellowiana）的球形胚和早期鱼雷胚中很少有

淀粉粒的积累，淀粉粒的大量合成发生在鱼雷胚和子叶胚期，淀粉与体细胞胚进一步再生植株密切

相关。 

尽管淀粉的代谢在不同的植物物种间的体细胞胚发生和发育过程中显示了一定的差异性，但是

淀粉在离体培养条件下对形态发生和植株转化的表达起到了至关重要的作用（Jordy，2004）。 
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