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摘要：【目的】阐明添加外源多胺 (PAs) 对红松 Pinus koraiensis 胚性愈伤组织生理生化的影响，以提高红松胚性愈伤组

织的增殖能力。【方法】在增殖培养基中分别添加不同质量浓度的腐胺、精胺和亚精胺，统计红松胚性愈伤组织的增殖

率，分析细胞内的过氧化氢 (H2O2)、超氧化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CAT)、过氧化物酶 (POD)、吲哚乙酸 (IAA)、

脱落酸 (ABA)、乙烯 (ETH) 以及腐胺、精胺和亚精胺水平的动态变化。【结果】外源多胺对红松胚性细胞增殖起到促进

作用，其中 5~30  mg·L−1 腐胺、 40~50  mg·L−1 精胺和 10~20  mg·L−1 亚精胺促进效果最优，增殖率分别提升了

2.22%~79.27%、80.56%~141.12%、61.25%~96.21%。此外，外源添加多胺显著降低了细胞内 H2O2 质量摩尔浓度和抗氧

化酶活性 (P＜0.05)，提高细胞内源多胺和激素水平。外源添加 50 mg·L−1 精胺能够显著提升细胞内源多胺水平和激素水

平 (P＜0.05)，外源添加 10 mg·L−1 腐胺可显著提升细胞内乙烯和精胺质量浓度 (P＜0.05)，而外源添加 20 mg·L−1 亚精胺

则有效促进吲哚乙酸、腐胺和精胺质量浓度的增加。【结论】添加适当质量浓度的外源多胺能提高内源多胺水平、激素

含量和抗氧化能力，促进红松胚性愈伤组织的增殖。图 4 参 35
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Effects of exogenous polyamines on proliferation of embryogenic
calli of Pinus koraiensis
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Abstract: [Objective] To  elucidate  the  physiological  and  biochemical  effects  of  adding  exogenous
polyamines (PAs) on the embryogenic calli of Pinus koraiensis, which can enhance the proliferation ability of
P. koraiensis embryogenic calli. [Method] By adding putrescine (Put), spermine (Spm) and spermidine (Spd)
with different concentrations to the proliferation medium, the proliferation rate of embryonic calli were checked.
The levels of hydrogen peroxide (H2O2), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD), and
indoleacetic  acid  (IAA),  abscisic  acid  (ABA),  ethylene  (ETH)  were  analyzed.  Furthermore,  the  dynamic
changes  of  Put,  Spm and Spd levels  response  to  exogenous  PAs were  also  determined. [Result] Exogenous 
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PAs had a positive effect on the proliferation of embryogenic calli, with 5−30 mg·L−1 Put, 40−50 mg·L−1 Spm,
and 10−20 mg·L−1 Spd exhibiting the most significant promoting effects. In the cultivation of three cell lines,
5−30  mg·L−1 Put  increased  proliferation  by  2.22%−79.27%;  40−50  mg·L−1 Spm  enhanced  proliferation  by
80.56%−141.12%;  and 10−20 mg·L−1 Spd boosted proliferation by 61.25%−96.21%.  Additionally, exogenous
addition  of  PAs  significantly  reduced  intracellular  H2O2 content  and  antioxidant  enzyme  activities  (P＜0.05)
while increasing endogenous PAs and hormone levels within the cells. Specifically, exogenous supplementation
of  50 mg·L−1 Spm could notably  elevate  the  levels  of  endogenous PAs and hormones (P＜0.05).  Exogenous
addition of 10 mg·L−1 Put significantly increased intracellular ethylene and Spm contents (P＜0.05),  whereas
exogenous supplementation of 20 mg·L−1 Spd effectively promoted the increase in IAA, Put, and Spm contents.
[Conclusion] The  addition  of  exogenous  PAs  at  appropriate  concentrations  can  elevate  endogenous  PAs
levels, hormone content, and antioxidant capacity, thereby facilitating the proliferation of embryogenic calli in
P. koraiensis. [Ch, 4 fig. 35 ref.]
Key  words: Pinus  koraiensis; embryogenic  calli; polyamine; reactive  oxygen  species  metabolism; plant
hormones

红松 Pinus koraiensis 是构成东北温带森林顶极群落红松阔叶林的建群种，也是东北林区人工栽培和

研究历史最长、经济和生态价值最大的珍贵树种[1]。在天然阔叶红松林中，红松不仅是乔木层的主要树

种，还对维持森林生态系统的稳定性和生物多样性发挥着重要作用[2]。然而，红松本身的生物学特性 (如
繁殖周期长、扦插繁殖系数低以及天敌危害) 等原因，导致红松优良品种的选育进程较为滞后[3]。体细胞

胚胎发生是解决优质种源稀缺问题的有效方法之一[4−5]。增殖阶段的胚性愈伤组织是体细胞胚胎生理生

化研究、遗传改良和优良种质育苗等一系列实验的基础材料[6]。培养基的条件和外界环境会影响胚性愈

伤组织的生长状况及其胚性特征的保持[7−9]。

多胺 (PAs) 中的腐胺 (Put)、精胺 (Spm)、亚精胺 (Spd) 和热精胺 (Tspm) 等是一类脂肪族小分子，在

植物中含量丰富，并且可以与核酸、酶、蛋白质和带负电荷的细胞功能基团结合，参与 DNA、RNA 和

蛋白质代谢的调控[10]。多胺不仅在体细胞胚胎发育中发挥着重要作用，还参与植物衰老、芽分化以及生

物和非生物胁迫反应的调控[11]。在植物体细胞胚胎发生过程中，内源多胺的含量会发生不同程度的变

化[12]。SATHISH 等[13] 研究发现：外源多胺可使甘蔗 Saccharum spp.的体细胞胚胎发生率提高 2 倍以上。

邢更妹等[14] 研究表明：维持一定水平的多胺对枸杞 Lycium barbarum 的体细胞胚发生至关重要。在对棉

花 Gossypium hirsutum 体细胞胚胎发生时期的培养物进行多胺测定时发现：胚性愈伤组织形成后多胺含

量显著上升[15]。尽管已有研究在棉花等植物中揭示了多胺对体细胞胚胎发生的调控作用，但多胺在红松

体细胞胚胎发生过程中的功能仍不明确。目前，关于外源多胺对红松胚性愈伤组织增殖效应及其生理机

制尚缺乏研究。鉴于此，本研究以红松胚性愈伤组织为材料，通过在增殖培养基中添加不同质量浓

度的多胺，探究外源多胺对红松胚性愈伤组织增殖的影响，旨在为优化红松体细胞胚胎发生体系提供科

学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    植物材料与培养条件

前期以红松未成熟合子胚为材料，诱导产生胚性愈伤组织并超低温保存。诱导培养基为改良的利特

维固体培养基 (mLV)，并添加 2.0 mg·L−1 1-萘乙酸 (NAA)、1.5 mg·L−1 6-苄氨基嘌呤 (6-BA)、0.5 g·L−1

酸水解酪蛋白、30.0 g·L−1 蔗糖和 4.0 g·L−1 结冷胶，灭菌前将培养基 pH 调至 5.8，灭菌后在超净工作台

中加入 0.5 g·L−1 谷氨酰胺。将超低温保存的胚性愈伤组织接种到增殖培养基上复苏，初始用滤纸隔离愈

伤组织与培养基，第 3 天更换 1 次滤纸和培养基，后续按正常继代周期更换培养皿 (无需滤纸)。经过

2 个增殖周期的观察 (1 个周期为 14 d)，筛选出增殖状态优良的 3 个胚性细胞系 (编号 L-1、L-2、L-3，
正常状态为松软且表面有蓬松丝状物)。增殖培养基选用 mLV 固体培养基[16]，添加 0.5 mg·L−1 6-BA、2.0
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mg·L−1 2,4-二氯苯氧乙酸 (2,4-D)、0.5 g·L−1 酸水解酪蛋白、30.0 g·L−1 蔗糖和 4 g·L−1 结冷胶，灭菌前将

pH 调至 5.8，灭菌后在超净工作台中加入 0.5 g·L−1 谷氨酰胺及不同质量浓度 (0、5、10、20、30、40、
50、60 mg·L−1) 的多胺，包括腐胺、精胺、亚精胺分别添加到培养基中，于温度为 (23±2) ℃ 条件下暗培

养，每组实验重复 3 次。 

1.2    红松胚性愈伤组织增殖率测定

在超净工作台中用镊子分别夹取并称量 3 个胚性细胞系各 3 簇愈伤组织，每簇鲜质量约 0.2 g，添加

到培养基上。每组培养皿处理进行 3 个重复，增殖培养 14 d 后再次称取愈伤组织鲜质量，并计算 14
d 时的增殖率 (V)。V=(G1−G0)/G0×100%。其中：G0 为初始愈伤组织鲜质量，G1 为增殖 14 d 后愈伤组织

鲜质量。 

1.3    红松胚性愈伤组织相关生理指标测定

第 14 天时，在外源添加不同多胺处理的细胞系中，选择增殖率较好的 3 个细胞系愈伤组织为材料

进行生理指标测定，以不添加多胺的愈伤组织作为对照 (ck)。其中，过氧化氢 (H2O2) 质量摩尔浓度和超

氧化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CAT)、过氧化物酶 (POD) 等抗氧化酶活性均使用试剂盒 (苏州科

铭) 测定；吲哚-3-乙酸 (IAA)、脱落酸 (ABA) 和乙烯 (ETH) 按照 LI 等[17] 的方法测定；腐胺、亚精胺和精

胺按照 DUTRA 等[18] 的方法测定，并使用酶联免疫吸附试剂盒 (上海酶联生物) 检测。红松愈伤组织生长

状态使用光学显微镜拍摄记录。每个实验均重复 3 次。 

1.4    数据处理

使用 SPSS 软件进行单因素方差分析 (one-way ANOVA) 和邓肯多重比较 (Duncan，α=0.05)，并用

Origin 2022 软件绘图。 

2    结果与分析
 

2.1    外源多胺对红松胚性愈伤组织增殖率的影响

随着多胺质量浓度的升高，3 个细胞系愈伤组织增殖率均呈先上升后下降的趋势。其中，外源添加

5~30 mg·L−1 腐胺显著促进了 L-2 和 L-3 细胞系的增殖 (P＜0.05)，随着腐胺质量浓度的增加，愈伤组织

增殖率逐渐下降，但在 60 mg·L−1 腐胺处理下略有回升。针对 L-1 细胞系，所有处理均未达到显著水

平，但外源添加 10 mg·L−1 腐胺对其增殖有一定的促进效果。说明 5~30 mg·L−1 腐胺是红松愈伤细胞系

适宜的质量浓度，在此质量浓度下， 3 个细胞系的增殖率为 158.33％~518.33%，较对照增加了

2.22%~79.27% (图 1A)。相对于对照，外源添加 10~60 mg·L−1 精胺显著促进 L-1 和 L-3 细胞系的增殖

(P＜0.05)，外源 20~60 mg·L−1 精胺显著促进 L-2 细胞系的增殖 (P＜0.05)，其中 40~50 mg·L−1 精胺是

3 个细胞系处理的最优质量浓度，在此质量浓度下，3 个细胞系的增殖率为 325.00%~586.67%，相比对

照增殖效果提升了 80.56%~141.12% (图 1B)。相对于对照，外源添加 5~50 mg·L−1 亚精胺显著促进 L-
1 和 L-2 细胞系的增殖 (P＜0.05)，外源添加 5~30 mg·L−1 亚精胺显著促进 L-3 细胞系的增殖 (P＜0.05)，
其中 10~20  mg·L−1 亚精胺是 3 个细胞系的最优处理，在此质量浓度下，3 个细胞系的增殖率为

451.67%~693.33%，相比对照增殖效果提升了 61.25%~96.21% (图 1C)。可见，不同类型的多胺对红松愈

伤组织的增殖效率具有不同程度的影响。其中，外源添加 10 mg·L−1 腐胺、50 mg·L−1 精胺以及 20
mg·L−1 亚精胺均能够显著促进不同红松细胞系中愈伤组织的增殖 (P＜0.05)。因此，在后续的研究中，

将重点围绕外源添加的 10 mg·L−1 腐胺、50 mg·L−1 精胺以及 20 mg·L−1 亚精胺进行分析。显微观察发

现：多胺处理后的红松胚性愈伤组织明亮清透、状态松软，且表面有蓬松丝状物 (图 2)，表明外源添加

10 mg·L−1 腐胺、50 mg·L−1 精胺以及 20 mg·L−1 亚精胺能够较好地促进愈伤组织的生长。 

2.2    外源多胺对红松胚性愈伤组织抗氧化特性的影响 

2.2.1    外源多胺对红松胚性愈伤组织过氧化氢质量摩尔浓度的影响    从图 3A 可见：与对照相比，外源

添加 10 mg·L−1 腐胺对 L-2 和 L-3 细胞系的过氧化氢质量摩尔浓度有显著影响 (P＜0.05)，相比 ck 分别降

低了 59.2% 和 54.8%。外源添加 50 mg·L−1 精胺对 L-2 和 L-3 细胞系的过氧化氢质量摩尔浓度影响显

著 (P＜0.05)，相比 ck 分别降低了 50.7% 和 61.3%。此外，外源添加 20 mg·L−1 亚精胺对 L-1、L-2 和 L-
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3 细胞系的过氧化氢质量摩尔浓度影响显著 (P＜0.05)，相比 ck 分别降低了 61.0%、59.2% 和 66.7%。
 

2.2.2    外源多胺对红松胚性愈伤组织抗氧化酶活性的影响    在超氧化物歧化酶活性变化方面，当添加 10

mg·L−1 腐胺时，L-1、L-2 和 L-3 细胞系超氧化物歧化酶活性分别为 60.90、86.70 和 53.90 μmol·g−1·

min−1，与 ck 相比分别下降了 62.54%、50.70% 和 66.20%；添加 50 mg·L−1 精胺时，L-1、L-2 和 L-3 细胞

系超氧化物歧化酶活性分别为 77.56、56.58 和 47.69 μmol·g−1·min−1，与 ck 相比分别下降了 52.30%、

67.80% 和 70.10%；添加 20 mg·L−1 亚精胺时，L-1、L-2 和 L-3 细胞系超氧化物歧化酶活性与 ck 相比下

降了 50.76%~68.30% (图 3B)。在过氧化氢酶活性变化方面，外源添加 10 mg·L−1 腐胺使 3 个胚性愈伤组

织的过氧化氢酶活性相较于 ck 显著下降了 40.69%~59.51% (P＜0.05)；添加 50 mg·L−1 外源精胺使愈伤组

织的过氧化氢酶活性显著降低了 51.70%~57.50% (P＜0.05)；添加 20 mg·L−1 外源亚精胺对 L-1 和 L-3 细

胞系的过氧化氢酶活性影响显著 (P＜0.05)，过氧化氢酶活性分别降至 36.72 和 25.20 nmol·g−1·min−1，与

ck 相比分别下降了 57.60% 和 63.83% (图 3C)。在过氧化物酶活性变化方面，当添加 10 mg·L−1 腐胺时，

3 个细胞系过氧化物酶活性相较于对照下降了 31.14%~38.90%；添加 50 mg·L−1 精胺时，3 个胚性愈伤组

织的过氧化物酶活性降低了 43.93%~58.94%；添加 20 mg·L−1 亚精胺时同样降低了愈伤组织的过氧化物

酶活性，下降了 32.47%~57.17% (图 3D)。
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图 1    外源多胺对 3 个红松胚性愈伤组织增殖率的影响
Figure 1    Effect of exogenous polyamines on the proliferation rate of the three kind embryonic calli of P. koraiensis
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图 2    外源多胺处理 14 d 的红松胚性愈伤组织生长状态
Figure 2    Growth of embryonic calli of P. koraiensis under different exogenous polyamines
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2.3    外源多胺对红松胚性愈伤组织激素质量浓度的影响

在不同多胺处理下，不同细胞系激素质量浓度的变化趋势表现出较高的一致性。当外源添加 50
mg·L−1 精胺和 20 mg·L−1 亚精胺时，均显著提高了 3 个细胞系内源吲哚乙酸质量浓度 (P＜0.05)(图 4A)；
而添加 10 mg·L−1 腐胺对 3 个细胞系吲哚乙酸质量浓度的变化无显著影响。

外源添加 50 mg·L−1 精胺显著提高了 L-1、L-2 和 L-3 细胞系中的脱落酸质量浓度 (P＜0.05)，与

ck 相比，分别提高了 39.99%，39.65% 和 26.92% (图 4B)；而外源添加 10 mg·L−1 腐胺和 20 mg·L−1 亚精

胺对 3 个细胞系脱落酸质量浓度无显著影响。

外源添加 10 mg·L−1 腐胺和 50 mg·L−1 精胺显著提高了 L-1、L-2 和 L-3 细胞系的乙烯质量浓度

(P＜0.05)(图 4C)。而添加 20 mg·L−1 亚精胺对 3 个细胞系的乙烯质量浓度无显著影响。 

2.4    外源多胺对红松胚性愈伤组织内源多胺质量浓度的影响

外源添加 10 mg·L−1 腐胺和 20 mg·L−1 亚精胺能显著提升 L-1、L-2 细胞系的内源腐胺质量浓度

(P＜0.05)，而对 L-3 细胞系的内源腐胺质量浓度无显著影响。当外源添加 50 mg·L−1 精胺时，L-1、L-
2 和 L-3 个细胞系的内源腐胺质量浓度达到最高，分别为 3 544.68、3 095.13 和 2 864.58 ng·L−1，与 ck 相

比分别增加了 33.08%、29.40% 和 16.12% (图 4D)。
外源添加 10  mg·L−1 腐胺和 20  mg·L−1 亚精胺能显著提高了 L-2 细胞系的内源精胺质量浓度

(P＜0.05)，分别为 3 988.23 和 3 961.29 ng·L−1，与 ck 相比分别增加了 12.35% 和 11.59%。然而，L-1 细

胞系中的内源精胺质量浓度虽有所提升，但与对照相比并无显著差异。当添加 50 mg·L−1 精胺时，L-1、
L-2 和 L-3 细胞系的内源精胺质量浓度分别达 4 441.76、4 336.37 和 4 411.99 ng·L−1，与 ck 相比分别提高

了 16.11%，22.15% 和 19.02% (图 4E)。
外源添加 10 mg·L−1 腐胺和 20 mg·L−1 亚精胺对 3 个细胞系的内源亚精胺质量浓度均无显著影响。

外源添加 50 mg·L−1 精胺则显著提高了 L-1、L-2 和 L-3 细胞系的内源亚精胺质量浓度 (P＜0.05)，与
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图 3    外源多胺处理 14 d 对红松胚性愈伤组织抗氧化特性的影响
Figure 3    Effect of exogenous polyamines on antioxidation of embryonic calli of P. koraiensis after 14 days treatment
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ck 相比分别提高了 31.69%、34.24% 和 31.01% (图 4F)。 

3    讨论

多胺通常被认为是一种植物体胚发生中的新型生长调节剂[19]。研究发现：外源多胺能提高橡胶树

Hevea brasiliensis 体细胞胚胎发生及成株的概率[20]。对荔枝 Litchi chinensis 的研究发现：在愈伤组织增殖

培养基上添加腐胺、精胺和亚精胺可促进愈伤组织增殖并保持胚性[21]。本研究通过添加一定质量浓度的

外源多胺能促进红松胚性细胞系的增殖率，并且不同基因型的细胞系对多胺种类和质量浓度的响应不

同，其中 10 mg·L−1 腐胺、50 mg·L−1 精胺和 20 mg·L−1 亚精胺对 3 个细胞系的增殖效果较好。

过氧化氢被认为是调节多种胁迫诱导反应的共同信号分子，可以通过丝裂原活化蛋白激酶

(MAPK) 级联调节等胁迫特异性反应[22]。氧化还原胁迫会提高胚性愈伤组织中的活性氧 (ROS) 水平，目

前许多植物中的过氧化氢酶、超氧化物歧化酶抗氧化基因和酶系统已经得到了很好的表征[23−24]。有研究

认为：胚性愈伤组织的再生能力与过氧化物酶活性的增加有密切联系[25]，在白云杉 Picea glauca 研究中

发现：胚性愈伤组织的过氧化物酶活性比非胚性愈伤组织低数倍，因此这些酶被认为是生化特性改变的
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图 4    外源多胺对红松胚性愈伤组织激素和内源多胺质量浓度的影响
Figure 4    Effect of exogenous polyamines on the hormone and polyamine content of embryonic calli of P. koraiensis
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重要指标[26]。胡忠等[27] 研究认为：不同的多胺及其抑制剂可影响宁夏枸杞 Lycium barbarum 体胚中蛋白

质和过氧化物同工酶的表达。本研究发现：与 ck 相比，外源添加 10 mg·L−1 腐胺、50 mg·L−1 精胺和 20
mg·L−1 亚精胺，能很好地降低过氧化氢质量摩尔浓度以及过氧化物酶活性。因此，推测多胺能够参与到

植 物 的 活 性 氧 代 谢 相 关 进 程 中 ， 以 促 进 红 松 胚 性 愈 伤 组 织 的 增 殖 ， 这 与 水 曲 柳 Fraxinus
mandshurica[28] 的研究结果相类似。

维持激素的动态平衡在诱导体胚胎发生中有重要作用，内源吲哚乙酸、脱落酸和乙烯水平的动态变

化是调节体胚发生能力的关键信号[29−30]。在红松增殖阶段，胚性愈伤组织的优良生长为后期红松体胚的

发育提供了更多机会。相关研究表明：柑橘 Citrus reticulata 愈伤中多胺的变化能够影响愈伤的体细胞胚

胎发生能力[31]。本研究表明：外源添加 50 mg·L−1 精胺和 20 mg·L−1 亚精胺能显著提高内源吲哚乙酸质

量浓度，有利于胚性愈伤组织的生长，外源添加 50 mg·L−1 精胺能显著提高内源脱落酸质量浓度。在南

洋杉 Araucaria cunninghamii 的研究中，外源多胺的添加也促进了内源吲哚乙酸和脱落酸的积累[32]。这些

结果表明：在红松胚性愈伤组织内多胺与植物激素有着密切联系，在多胺和乙烯合成途径中对相同底物

S-腺苷甲硫氨酸 (SAM) 存在竞争[33]。本研究发现：外源施用 10 mg·L−1 腐胺和 50 mg·L−1 精胺能够促进

红松 L-1 和 L-2 细胞系的内源乙烯积累。同时，外源多胺的添加对 3 个细胞系内源多胺质量浓度具有普

遍的促进作用。因此，推测通过添加外源多胺促进了细胞内源多胺和乙烯的竞争底物 SAM 从前体中的

释放，从而导致内源多胺和乙烯质量浓度都有所提高。此外，外源多胺对胚性愈伤组织的增殖和体细胞

胚胎发生具有显著的促进作用。如 PAUL 等[34] 研究表明：外源腐胺可使苦瓜 Momordica charantia 胚性

愈伤组织鲜质量和体细胞胚胎发生率分别增加 5.0 和 2.5 倍。SATISH 等[35] 研究认为：外源亚精胺可有

效促进小米 Setaria italica 胚性愈伤组织的增殖和体细胞胚胎的发生。本研究进一步证实：添加适当质量

浓度的外源多胺可以提高红松胚性愈伤组织的内源多胺质量浓度，并在增殖过程中起着一定的促进作用。 

4    结论

外源多胺对红松胚性细胞增殖起到一定积极作用，5~30 mg·L−1 腐胺、40~50 mg·L−1 精胺和 10~20
mg·L−1 亚精胺对红松胚性愈伤组织的增殖促进效果较好。外源添加多胺，能够提高细胞内源多胺的水

平、抗氧化能力和内源吲哚乙酸的水平，从而促进红松胚性愈伤组织的增殖。本研究结果有助于促进红

松体细胞胚胎发生技术的改善，也为其他针叶树体胚发生技术的完善提供参考。
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