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摘  要：胡椒是世界知名香料作物，素有“香料之王”的美誉。建立胡椒组培再生技术，对于提升种苗繁育效率，支

撑产业快速发展具有重要的应用价值。本研究以我国胡椒主栽品种热引 1 号（Piper nigrum c.v. Reyin-1）为材料，系统

研究外植体灭菌、愈伤诱导、体细胞胚分化等关键环节对体细胞再生的影响，并建立胡椒体细胞再生和组培苗繁育技

术。结果表明：以成熟的种子为材料，首先用 75%酒精表面灭菌 45 s，去除果皮后再用 75%酒精对种子灭菌 45 s 后，

0.1%氯化汞浸泡灭菌 6~10 min，获得无菌种子。无菌的胡椒种子在黑暗条件下萌发 2 周后获得脱落的外种皮作为胡椒

组培体系的外植体。在黑暗条件下，以胡椒外种皮为外植体诱导愈伤及分化培养，培养 2 个月后发现珠孔部位可诱导

出愈伤组织，培养基 MS+1.5%蔗糖+0.80 mg/L 2,4-D+1.200 mg/L KT 为最佳的愈伤组织诱导和胚性愈伤分化培养基，愈

伤组织诱导率为 88.14%，胚性愈伤分化率约为 58.18%；将愈伤组织接种在体胚诱导培养基上，培养 3 个月后发现培养

基 MS+1.5%蔗糖+0.40 mg/L 2,4-D+0.600 mg/L KT 为最佳的体胚诱导培养基，体胚诱导率为 13.33%；将幼苗接种在生

根培养基上，培养基 1/2MS+1.5%蔗糖+0.25%活性炭为最佳生根壮苗培养基，培养 2 个月后获得胡椒组培苗。综上所述，

本研究提出了利用酒精和氯化汞组合的外植体灭菌方法，明确了胡椒的外种皮珠孔组织是高效适宜的组织培养外植体；

进一步分析了愈伤诱导、体胚分化、生根培养等体细胞胚胎发生关键过程中的培养基组合及培养条件。研究结果为胡

椒高通量组培苗繁育和转基因育种技术研发奠定基础。 

关键词：胡椒；外植体灭菌；愈伤诱导；体细胞胚胎发生 
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Abstract: Black pepper (Piper nigrum L.) is a world-famous spice crop, known as ‘the king of spice’. The establishment 
of tissue culture and regeneration technology of black pepper has important application value in improving the effi-

ciency of seedling breeding and industrial development. Here, we investigated the effects of explant sterilization, callus 
induction, and embryo differentiation in somatic cell regeneration systematically in black pepper, and established the 

tissue culture technology using the elite cultivar ‘Reyin-1’ as the material. The results showed that episperm micropylar 
tissues could be employed as the explants. The ripe fruits were first sterilized with 75% alcohol for 45 s, and then peeled 
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seeds were sterilized for 45 s in 75% alcohol, followed by 6–10 min of soaking in 0.1% mercuric chloride. The episperm 

was removed from the plantlet after two weeks culture in darkness, which was used as the explant for somatic embryo-
genesis. The callus was induced from episperm micropylar tissues within two-month subculture. The optimal culture 

medium for callus induction and embryogenic callus differentiation was MS+1.5% sucrose+0.80 mg/L 2,4-D+ 
1.200 mg/L KT, and the callus induction rate was 88.14 %, and differentiation rate of embryogenic callus was about 

58.18%. The embryo callus were transplanted on somatic embryo induction medium. Somatic embryos were induced on 
the medium MS+1.5% sucrose+0.40 mg/L 2,4-D+0.600 mg/L KT, with a induction rate of 13.33%. After two months of 

rooted culture, tissue culture plantlets were obtained, and the optimal medium for rooting culture was 1/2MS+1.5% su-
crose+0.25% activated carbon. In conclusion, the study provided a combine method of alcohol and mercuric chloride for 

explants sterilization, identified that micropylar tissues of the episperm was the best explants for somatic embryogenesis 
in black pepper. The medium and culture conditions of callus induction, embryo differentiation, rooting culture during 

somatic embryogenesis were further explored in black pepper. The results would lay a foundation for high-efficiency 
tissue culture seedling and transgenic breeding in black pepper. 
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胡椒（Piper nigrum L.）是胡椒科（Piperaceae）

胡椒属（Piper）多年生常绿藤本植物[1]，原产于

印度西高止山脉（印度南部西海岸的马拉巴尔地

区，现属喀拉拉邦），是世界重要的热带香辛料作

物之一，有“香料之王”的美誉。在医学工业中

胡椒被用作健胃剂、解热剂和支气管粘膜刺激剂

等。在食品工业被用作抗氧化剂、防腐剂和保鲜

剂等[2-3]。据统计，2019 年世界胡椒收获面积达

55.3 万 hm2，总产量达 43.3 万 t。我国胡椒主要

分布在海南、云南、广东等省，种植面积超过 3

万 hm2，年产量达 3.6 万 t，面积和产量均位居世

界第五。其中，海南是我国的胡椒主产区，种植

面积和产量约占全国 80%[4-5]。近年来，随着我国

人民生活水平的不断提高和饮食结构的变化，胡

椒消费量还将大幅增加。市场需求的不断扩大给

胡椒产业提供了广阔的发展前景。种苗繁育是产

业推广的重要环节，目前胡椒良种繁殖以传统的

扦插为主，该方法具有种苗优良性状稳定的优点，

但它对苗圃规划、母株选择、苗期培育等环节有

着严格的要求，成本较高，且无法满足产业快速

推进需求[6-7]。因此，基于体细胞再生的高通量育

苗技术是产业快速推进的迫切需求。 

植物组织培养，又称为植物离体再生，一般

的过程主要是离体的植物组织，在适宜的培养条

件下，体细胞通过脱分化形成愈伤组织，愈伤组

织进一步分化成体细胞胚，然后体细胞胚经历类

似合子胚的发育过程，最终再生成完整植株，基

于体细胞再生的种苗发育技术能够极大地保留种

苗的优良性状。同时，在室内人工环境下进行种

苗繁育，可避免遭受天气因素的干扰，生长状态

相对一致，利于集中管理，降低成本。体细胞组

培再生是种苗高通量、规模化、商业化生产应用

最广泛的技术。例如，MATHEWS 等[8]报道，以

胡椒实生苗的各部位组织为外植体，仅苗端可以

丛生芽方式增殖，但其他部位组织只能产生愈伤

组织，而不能再生植株；BHAT 等[9]以同为胡椒

属的蒌叶（P. betle L.）和荜拔（P. longum L.）的

各种外植体成功地培养出新植株，但对胡椒则只

能在节环组织上产生不定芽，其他外植体只能诱

导形成愈伤组织而无器官发生；刘进平等[10]以印

尼大叶种胡椒的茎尖、合子胚、胚轴片段和子叶

片段等为外植体进行了系统的组培再生研究。结

果发现尽管采取了 75%酒精、1%升汞和 20 g/L 次

氯酸钠组合的灭菌手段，仅成熟的种子可以建立

无菌培养。在此基础上，以无菌种子苗芽尖为外

植体建立了胡椒丛生芽诱导技术，由于后代变异、

童期长、再生效率等问题该技术没有在产业上推

广应用[11-13]。印度香料研究所用成熟的胡椒种子

为外植体，在改良型无生长素的 Schenk and Hilde-

brandt（SH）培养基上暗培养，诱导出愈伤组织，

进而分化出新的植株。尽管该研究提供了胡椒体

细胞再生成功的技术方案，但从研究结果来看，

并没有明确外植体是种子萌发出的胚状体，还是

外种皮珠孔组织[14]。前人的研究从外植体选择、

灭菌方法及培养条件等方面为胡椒体细胞再生研

究提供了重要的参考。本研究以热引 1 号胡椒为

研究对象，利用酒精梯度表面灭菌结合 0.1%氯化

汞对胡椒果实进行处理，通过无菌种子萌发获得



第 11 期 丁雅雯等：以外种皮珠孔组织为外植体的胡椒体细胞胚再生研究 2307 

 

外种皮外植体；利用对不同的植物生长调节剂种

类和浓度配比，筛选出适宜的愈伤诱导培养基、

体胚发生和生根壮苗培养条件，为胡椒组培苗的

离体快繁技术提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验材料为我国主栽品种热引 1 号（P. nigrum 

c.v. Reyin-1）胡椒，材料种植于中国热带农业科

学院香料饮料研究所内的农业农村部万宁胡椒种

质资源圃。 

1.2  方法     

1.2.1  外植体消毒灭菌与接种   利用酒精和

0.1%氯化汞设置不同条件组合对胡椒果实进行灭

菌处理。处理 1：0.1%氯化汞对外果皮直接灭菌

8~10 min，无菌水冲洗 3~5 次后去除果皮获得无

菌种子；处理 2：75%酒精对外果皮灭菌 45 s，无

菌水清洗 3~5 次，去除果皮后用 75%酒精对种子

灭菌 45 s，无菌水清洗 3~5 次获得无菌种子；处

理 3：75%酒精表面消毒 45 s，无菌水清洗 3~5

次，去除果皮后用 75%酒精对种子消毒灭菌 45 s，

无菌水清洗 3~5 次，0.1%氯化汞浸泡消毒 6~ 

10 min，无菌水清洗 3~5 次后获得无菌种子。灭

菌后的种子，接种到萌发培养基上进行无菌培养，

2 周后统计污染率。种子萌发培养基选用 MS 培

养基为基本培养基，添加 1.5%蔗糖、0.25%活性

炭和 0.25%植物凝胶（表 1）。种子材料接种时，

每瓶培养基中接种 3~4 粒，29 ℃、黑暗条件下培

养 20~30 d，可获得外种皮。 

1.2.2  愈伤组织及体细胞诱导  将无菌外种皮接

种在愈伤组织诱导培养基上，每瓶培养基接种 3~5

粒，每个组合接种 6~8 瓶，重复 3 次。每月继代转

接 1 次，继代培养 2 次之后，统计愈伤组织诱导率， 

愈伤诱导率=(愈伤组织总数-死亡愈伤组织种壳

数)/接种外种皮总数×100%。挑选状态一致的愈伤

组织转接在原培养基上，继续继代转接，2 代之

后，统计胚性愈伤组织分化率。胚性愈伤组织分

化率=分化出胚性愈伤组织的外植体总数/(愈伤组

织总数-死亡愈伤组织总数)×100%。愈伤组织诱导

和分化培养基均选用 MS 培养基为基本培养基，除

添加 1.5%蔗糖和 0.25%植物凝胶外，还附加了 2,4-

二氯苯氧乙酸（2,4-D，0.05、0.10、0.20、0.40、0.80、

1.60、3.20 mg/L）、3-吲哚丁酸（IBA，0.25、0.50、

1.00、2.00、4.00 mg/L）和 6-糠基氨基嘌呤（KT，

0.075、0.150、0.300、0.600、1.200、2.400、4.800 mg/L）

3 种植物生长调节剂，具体培养基配方如表 1 所示，

3 种植物生长调节剂组合出 12 种实验组，未添加任

何植物生长调节剂的 MS 培养基为对照组。胡椒愈

伤组织诱导、增殖和分化培养所使用的培养基均未

添加活性炭，诱导培养过程均在 27 ℃，黑暗条件

下进行。 

愈伤每月继代培养 1 次，继代 3 次后。统计出

间接体细胞胚胎诱导率，间接体胚发生诱导率=(诱

导出体细胞胚的愈伤组织团数 )/胚性愈伤总数

×100%。发现有体胚长出时，及时转移至光下培

养。体细胞胚胎诱导培养基具体成分如表 1 所示。

待胚性愈伤分化出球形胚后，转接至 MS 培养基

上，每月继代转接 1 次，记录体胚状态变化，直

至分化出子叶胚，将诱导出的子叶胚转接在体胚

继代培养基上，进而使其分化成完整植株。胡椒

体胚继代培养基的组成成分和种子萌发培养基相

同（表 1），每瓶培养基中接种 4 粒子叶胚，接种

50 瓶。体细胞胚转接后排放于培养温度 27 ℃，

光照周期 12 h/d，光照强度 2000 lx 的条件下进行

培养。记录体胚状态变化，胚胎被认为在长出明

显的主根和子叶后才叫发芽。 
 

表 1  培养基配方 
Tab. 1  Medium formula 

培养基用途 
Use of culture medium 

基本培养基 
Basic medium 

活性炭 
Activated carbon/(g·L–1) 

2,4-D 

/(mg·L–1) 

IBA 

/(mg·L–1) 

KT 

/(mg·L–1) 

种子萌发 MS 2.50    

愈伤诱导 MS  0.05~3.20 0.25~4.00 0.075~4.800 

胚性愈伤 MS  0.05~3.20  0.075~4.800 

体胚诱导 MS  0.05~0.80  0.075~1.200 

体胚继代 MS 2.50    

壮苗 1/2 MS 2.50    
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1.2.3  壮苗培养  将子叶胚继代在体胚继代培养

基上，待幼苗长出 2 片以上新叶，苗高达 3 cm 以

上，继代在壮苗培养基上进行生根壮苗。胡椒壮

苗培养基选用 1/2MS 培养基为基本培养基，添加

1.5%蔗糖、0.25%活性炭和 0.25%植物凝胶。每瓶

培养基接种 1~2 株幼苗，接种 100 瓶。排放于培

养温度 29 ℃，光周期 12 h/d，光照强度 2000 lx

的条件下进行培养。 

2  结果与分析 

2.1  外植体灭菌 

以充分成熟、红润、饱满、无病虫害的果实

为试验材料（图 1），设置 3 种方式进行外植体灭

菌处理，具体设置见材料方法。接种在不含植物

生长调节剂的 MS 培养基中，放置于黑暗条件下

培养 2 周统计污染率。污染率控制在 10%以内。 

在黑暗条件下培养约 3 周，种胚开始萌发，

再经过 1 个月左右的培养，获得一棵含两片子叶

和一粒种壳的胡椒实生幼苗。无菌实生幼苗再经

过 10~30 d 的培养，外种皮从子叶上脱落，获得无

菌外种皮作为植物组织培养的外植体材料（图 1C）。 
 

 
 

A：胡椒果穗，胡椒成熟果实；B：去除果肉和外果皮的种子；

C：从子叶上脱落的外种皮。标尺为 1 mm。 
A: Ear of black pepper, ripened fruit; B: Seed without exocarp;  

C: The episperm fall from cotyledons. Bar=1 mm. 

图 1  胡椒组织培养外植体 
Fig. 1  Explants of black pepper for tissue culture 

 

2.2  愈伤组织诱导 

以外种皮为外植体开展愈伤组织诱导研究，

以 MS 培养基为对照和基础培养基，设置 3 种植

物生长调节剂浓度组合并记录愈伤诱导效果（表

2）。外种皮经诱导培养后在珠孔组织处可见愈伤，

生长正常的愈伤形态如图 2A、图 2B 所示。统计

结果发现，与 IBA 相比，2,4-D 更益于诱导胡椒

愈伤组织，不同浓度的 2,4-D 与 KT 植物生长调节

剂组合均能促进胚性愈伤组织的分化，随着浓度

的升高，愈伤组织诱导率呈上升趋势，愈伤最高

诱导率达 97.62%（表 2）。继代 1 个月后，试验

发现不同浓度的 IBA 和 KT 植物生长调节剂组合培

养的愈伤组织逐渐死亡，IBA 诱导活性不足，因此

IBA 不适宜作为胚性愈伤分化的植物生长调节剂。 
 

表 2  植物生长调节剂组合对愈伤诱导 

和胚性分化的影响 
Tab. 2  Effects of different plant growth regulator  

combinations on callus induction and embryo differentiation 

植物生长调节剂 
Plant growth 

regulators/(mg·L–1) 

2,4-D IBA KT 

愈伤诱导 
Rate of  
callus  

induction/% 

胚性愈伤分化率
Differentiation rate 

of embryogenic 
callus/% 

0.05  0.075 15.24 25.00 

0.10  0.150 38.47 24.52 

0.20  0.300 77.71 34.60 

0.40  0.600 78.71 44.82 

0.80  1.200 88.14 58.18 

1.60  2.400 97.62 15.20 

3.20  4.800 96.30 10.60 

0.25 0.075  5.41  

0.50 0.150 22.22  

1.00 0.300 45.46  

2.00 0.600 28.12  

4.0 1.2 15.38  

0 0 0 1.85  

 
不同浓度 2,4-D和 KT植物生长调节剂组合培

养的愈伤组织经过 2 个月的继代培养，2,4-D 浓度

为 1.6 mg/L，KT 浓度为 2.4 mg/L 时，部分愈伤

组织转化为增殖型愈伤（图 2），增殖生长量大，

继代转接 2 周后，增大到 3 倍以上，1 个月后，

便布满整个培养瓶，多呈乳白色，质地疏松，半

透明状，表面附着白色粉状物或结晶体，却无法

分化为胚性愈伤组织。 

当 2,4-D 浓度为 0.8 mg/L，KT 浓度为 1.200 mg/L

时，出现灰白色或灰褐色，团粒结构，半透明状

与浅黄色，颗粒状，松散的胚性愈伤组织（图 2C、

图 2D）。胚性愈伤分化率可达 58.18%（表 2）。 
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A：新诱导的愈伤组织；B：灰白色正常愈伤；C：褐色 

的胚性愈伤；D：黄色的胚性愈伤。 
A: New inducted callus from episperm; B: Off-white callus;  

C: Brownness embryogenic callus; D: Yellow embryogenic callus. 

图 2  不同状态的愈伤组织 
Fig. 2  Callus in different states 

 

2.3  体细胞胚胎诱导及体细胞分化 

胚性愈伤经过约 3 周的培养，转化为白色，

结构松散，颗粒状的体细胞胚，出现大量球形胚，

少数为心形胚和鱼雷形胚（图 3A）。试验结果表

明，在相对较低浓度的 2,4-D（0.05、0.10 mg/L）

和 KT（0.075、0.150 mg/L）组合下，胡椒愈伤无

法诱导出胚状体，当 2,4-D 浓度为 0.40 mg/L，KT

浓度为 0.600 mg/L时，体胚诱导率最高，为 13.33%

（表 3）。将诱导出的球形体细胞胚（图 3A）继

代转接在含 0.40 mg/L 2,4-D 和 0.600 mg/L 的 KT 

MS 培养基上，经过 1 周左右的时间，转化为心

形胚（图 3B），3 周后出现鱼雷形体胚和子叶胚

（图 3C、图 3D）。将子叶胚单独转接于体细胞胚

继代培养基上，继带培养约 1 个月，待子叶胚生

长至约 2 cm，顶部分化出两片绿色小叶后（图 3E、

图 3F）可进行后续生根诱导培养。 

2.4  生根诱导与炼苗培养  

待子叶完全长成后，将幼苗转接在 1/2MS 培

养基，添加 1.5%蔗糖，0.25%活性炭和 0.25%植

物凝胶进行生根诱导培养。培养 1 个月后，叶片

宽大，绿色加深，有新叶长出，2 片对生新叶间

长有芽点，并可见新诱导的白色根系，组培苗生

长迅速，可生长至 5~7 cm（图 4A、图 4B）。待

组培苗叶片转为深绿色，有光泽，叶脉清晰，主

蔓出现茎节，茎粗达 0.9 cm，根系布满培养瓶底 

 
 

A~B：胚性愈伤分化培养后的球形胚；C~D：球形胚分化 

培养后的胚状体；E~F：子叶胚。 
A–B: The Globular embryo differentiated from embryogenic callus; 

C–D: Somatic embryoids differentiated from globular embryo;  
E–F: The cotyledon embryo. 

图 3  体细胞胚分化的典型状态 
Fig. 3  Typical state of somatic embryogenesis 

 

表 3  体胚诱导率 
Tab. 3  Somatic embryo induction rate 

植物生长调节剂组合 
Plant growth regulator  

combination 

体胚诱导率 
Somatic embryo 
induction rate/% 

培养材料状态
Materials  

cultured state

0.05 mg/L 2,4-D+0.075 mg/L KT 0.00 愈伤 

0.1 mg/L 2,4-D+0.150 mg/L KT 0.00 愈伤 

0.2 mg/L 2,4-D+0.300 mg/L KT 4.76 胚状体 

0.4 mg/L 2,4-D+0.600 mg/L KT 13.33 胚状体 

0.8 mg/L 2,4-D+1.200 mg/L KT 5.56 愈伤 

 

部（图 4C、图 4D）后，将组培苗移至室外培养

基质中进行炼苗培养。培养基质采用草炭土、珍

珠岩、蛭石混合物，比例为 1∶1∶1，温室中遮

荫培养 2 周后获得组培苗（图 4E、图 4F）。 

3  讨论 

现有的文献中有关胡椒体胚发生的研究较

少，基于体细胞再生组培苗繁育技术仍有很多细

节需完善。前人研究表明，胡椒体胚发生，与基

因型、外植体生理状态、培养基种类、植物生长

调节剂种类、培养条件等诸多因素决定[15]。其中，

外植体灭菌是开展组培繁育的第一步。刘进平等[10] 
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A、B：生根培养 1 个月的组培苗；C、D：生根培养 

1 个月的根（培养瓶底部）；E、F：壮苗移栽 1 个月。 
A, B: Strong seedlings were cultured for 1 months, and bottle  

seedlings were cultured in tissue culture; C, D: After the  
strong seedlings are cultured for 1 months, the roots are  
covered with the culture medium (photo at the bottom  

of the culture bottle); E, F: Transplanting strong  
seedlings for 3 months. 

图 4  生根培养与炼苗 
Fig. 4  Rooting and hardening culture 

 

用大田胡椒的芽、单节茎段、叶片、幼嫩花絮等

材料进行外植体消毒灭菌，污染率均为 100%，发

现仅有成熟的胡椒种子可以建立无菌培养，但污

染率仍然高达 30%~60%。陈雄庭等[16]以胡椒主蔓

节间切断为外植体，其污染率在 45%以上。印度

香料研究所的研究人员报道了以胡椒种子胚为外

植体，通过体细胞再生途径获得胡椒组培苗的方

法[17]。但文章中并未明确外植体是种子萌发的胚

状体还是外种皮珠孔组织。本研究以成熟胡椒种

子的外种皮作为外植体，通过酒精和升汞复合式

灭菌处理，有效地降低了胡椒外植体污染问题，

污染率控制在 10%以内，建立了胡椒外植体高效

的灭菌方式。同时将种子萌发的胚状体和外种皮

分离后培养，明确了外种皮的珠孔组织是适宜胡

椒组培再生外植体。 

愈伤组织的诱导分化效率和减少褐变是影响

胡椒组培成功的关键。刘进平[18]研究发现，绝大

多数胡椒愈伤组织在后续继代培养中会逐渐褐化

直至变黑死亡，即使加入质量分数 10% PVP 或

0.3%活性炭也未能阻止愈伤褐变发生。本研究探

究了添加植物生长调节剂组合对体胚诱导的影

响，结果表明，2,4-D 和 KT 组合是最佳的诱导植

物生长调节剂组合，在 2,4-D 浓度为 0.80 mg/L 和

KT 浓度为 1.200 mg/L 时能促进胚性愈伤的诱导。

在 2,4-D 浓度为 0.40 mg/L，KT 浓度为 0.600 mg/L

时，体胚分化率最高，为 13.33%。同时发现体胚分

化的过程中有次生胚发生，从胚轴下部根茎交接部

位发生一丛新的次级胚胎，可实现体胚循环再生
[18-20]。该次生体细胞胚胎起源于初生体细胞胚的

根茎处，或是原始体细胞胚附着的胚性愈伤组织，

组织发生增殖，从而产生大量次生体细胞胚胚团。

为实现胚胎发生，也可以通过适当调节植物生长

调节剂种类和浓度配比，或培养基中其他的有效

成分等方式来实现。本研究以建立胡椒组培苗繁

育技术为目标，系统研究了从外植体灭菌、愈伤

诱导、体胚分化到室外炼苗的过程中的关键技术，

并最终获得组培苗，研究结果为胡椒高通量种苗繁

育提供了全面的技术参考，具有重要的应用价值。 
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