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摘要： 选取云南不同海拔的思茅松、云南松和高山松主要荒山造林树种为研究对象，以红光、蓝光

和白光为光源，测定种子萌发、幼苗生长和生物量积累的相关参数，并分析了幼苗下胚轴伸长与

HY5 表达的关系。结果表明：与白光相比，红光对 3 种松树种子萌发和幼苗生长均有促进作用，其

中思茅松分别提高了 23.70% 和 14.02%，云南松提高了 11% 和 11.61%，高山松提高了 9.37% 和

11.35%，但降低了幼苗针叶叶绿素含量，且对生物量积累无显著影响；蓝光提高了 3 种松树幼苗的

叶绿素含量与生物量蓄积，其中生物量蓄积在思茅松、云南松和高山松中分别提高了 3.27%、

11.72% 和 2.28%，但在种子萌发及幼苗生长方面对云南松和高山松有抑制作用，且对思茅松有促进

作用；红光和蓝光光照下，3 种松树幼苗下胚轴伸长与 HY5 相对表达量呈负相关。思茅松种子萌发

及幼苗生长在不同光质下表现出红光 > 蓝光 > 白光，而云南松和高山松则表现出红光 > 白光 > 蓝光。
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Abstract:  In  order  to  explore  the  regulatory  mechanism of  different  light  quality  on  seed  germination  and
seedling growth of  pine  trees,  the  main afforestation trees  of  barren mountains  at  different  altitudes  in  Yunnan,
namely Pinus kesiya var. Langbianensis, Pinus yunnanensis and Pinus densata Mast.，were selected as  the re-
search objects. The relevant parameters of three pine trees, seed germination, seedling growth and biomass accu-
mulation  were  determined  by  using  RL,  BL  and  WL  (CK)  as  the  light  sources.  Furthermore,  the  relationship
between  hypocotyl  elongation  and HY5  expression  was  analyzed.  The  results  showed  that  RL  can  promote  the
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seed germination (germination rate, germination potential, average germination time and germination index) and
seedling growth (seedling height) of three pine trees, which increased by 23.70% and 14.02% for P. kesiya, 11%
and 11.61% for P. yunnanensis,  9.37% and 11.35% for P. densata, respectively.  However,  the chlorophyll  con-
tent of needles in three pine seedlings (P. kesiya, P. yunnanensis and P. densata decreased by 15.30% and 8.78%,
respectively) was reduced under the RL, and RL had no significant effects on biomass accumulation. The chloro-
phyll  content  and  biomass  accumulation  of  three  pine  seedlings  were  increased  under  BL,  which  increased  by
3.27%, 11.72% and 2.28% in P. kesiya, P. yunnanensis and P. densata, respectively. On the other hand, it inhib-
ited the seed germination and seedling growth of P. yunnanensis and P. densata,  but promoted the growth of P.
kesiya. The hypocotyl elongation was negatively correlated with HY5 expression in three pine seedlings under RL
and BL light. The seed germination and seedling growth of P. kesiya showed RL > BL > WL under different light
quality, while that of P. yunnanensis and P. densata showed RL > WL > BL.

Key words: P. kesiya；kP. yunnanensis；P. densata；Red and blue light；Seed germination；Seedling growth；
HY5

 

种子萌发和幼苗生长是森林更新的重要环节

之一，而光作为一个重要的环境因子，从种子萌

发到生命周期结束都起着重要作用 [1]。研究表

明：光影响至少 930种植物的种子萌发和幼苗生

长，且对其中 600多种有促进作用 [2]；不同光质

对不同种子萌发和幼苗生长的调控作用主要分为

促进、抑制和无影响 3类 [3−5]。Li等 [6] 研究表明，

红光对油松（Pinus tabuliformis）幼苗生长有促进

作用；Alakärppä等 [7] 发现红光促进苏格兰松

（Pinus sylvestris）幼苗芽伸长，表现出促进作

用；樊小雪等[8] 研究表明经过蓝光处理的小白菜

（Brassica  campestris）能显著促进叶片细胞伸

长，表现出促进作用，而红光表现出抑制作用；

蓝光能抑制矮牵牛（Petunia  hybrida）、洋凤仙

（ Impatiens  walleriana） 和 一 品 红 （ Euphorbia
pulcherrima）的株高 [9]；低红光对拟南芥（Ara-
bidopsis thaliana）和万寿菊（Tagetes erecta）幼苗

株高没有显著影响[10]。这 3种不同作用产生的影

响机理主要是不同光质通过光感受器调节种子及

幼苗生长，如拟南芥（Arabidopsis thaliana）光感

受器有吸收红光及远红光的光敏色素（PHYA-
PHYE）、吸收蓝光的隐花色素（CRY1, CRY2）、
向光素（PHOT1，PHOT2）和感受紫外光的 UV-
B[4,11]。 PHYA和 PHYB通 过 与 某 些 转 录 因 子

（TFs）（如 HY5、PIF3、PIF4、PIF5）结合能够

改变种子及幼苗的激素代谢途径[11]，从而影响种

子萌发和幼苗生长。其中，HY5 作为光信号传导

过程中的核心调控因子，能介导光感受器反应以

促进光形态建成 [4]，进而影响种子萌发及幼苗生

长，如 HY5通过参与光合色素[12]（叶绿素、类胡

萝卜素）和花青素 [13] 的积累能影响光形态建成
[14]，调控下胚轴伸长[15−16]。因此，本研究通过分

析 HY5 表达以揭示不同光质影响种子萌发及幼苗

生长机制。

松树是松科（Pinaceae）松属（Pinus）植物

具有耐寒、耐旱、耐贫瘠等特点，但存在不易扦

插、生长缓慢的问题[17]。云南地处云贵高原，较

大的海拔落差（76.4～6 740 m）使它具有复杂多

样的地理及气候环境，光照条件差异明显，影响

着松树造林成活率及质量 [18]。思茅松（P. kesiya
var. Langbianensis）、云南松（P. yunnanensis）及

高山松（P. densata）是云南省主要造林树种，当

前对它们的种子萌发及幼苗生长研究主要聚焦

于不同光照强度、落叶浸提物、温度、激素等方

面[19−20]，但在不同光质对它们的种子萌发、幼苗

生长及 HY5 基因表达的影响研究尚未开展。因

此，本研究选取云南不同海拔的思茅松、云南松

和高山松为研究对象，以红光（RL）、蓝光

（BL）和白光（WL）光源对其处理，分析不同

光质对它们种子萌发和幼苗生长的影响，结合幼

苗下胚轴伸长指标及幼苗生长过程中下胚轴伸长

调控基因 HY5 表达量分析，揭示不同光质对 3种

松树种子萌发及幼苗生长的影响，从而为云南荒

山造林“快速育种”的发展提供参考。

 1    材料和方法

 1.1    试验材料

供试的思茅松、云南松和高山松种子，分别

采自于普洱市思茅松母树林、白马河林场云南松

母树林及香格里拉高山松优良母树林。试验在
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RXZ气候箱（宁波江南仪器厂，中国）中进行，

温度设定为（25 ± 1） ℃，湿度（70 ± 3）%，光

质：RL、BL和 WL，以 WL为对照（CK），光强

90 μmol/（m2 · s1），光周期 12 h/12 h（光/暗）。

 1.2    试验方法

 1.2.1    种子预处理

3种松树种子预处理主要包括以下 3个步

骤：1）挑选颗粒饱满、无病虫害、结构完整的松

树种子各 100粒；2）用蒸馏水冲洗种子 3～4
次，再用 30～40 ℃ 的温水浸泡 24 h；3）0.5%的

高锰酸钾消毒，云南松和思茅松消毒 20 min，高

山松消毒 30 min，再用无菌水分别冲洗 5～6次。

将预处理后的种子放入培养皿（含 2层滤纸，并

滴加 5 mL蒸馏水润湿）中，将其放入不同光质

的培养箱中进行萌发观察。同时将萌发记录后的

种子及时转移到仅添加琼脂的无菌培养基上，培

养基占培养盘 1/3高度，再将培养盘放回相应光

质的培养箱中继续培养观察，每个处理 3次重复。

 1.2.2    种子萌发及指标计算

以种子胚根顶破种壳为标准，每天观察记录

种子的发芽数，直到种子萌发数连续 3天低于供

试种子总数的 1%时 [21]，萌发实验观察结束。通

过发芽率（GP）、发芽势（GF）、平均发芽速度

（Tavg）和发芽指数（GI）5个发芽指标考察红蓝

光对 3种松树种子萌发的影响。各指标采用公式

（1）～（4）计算。
GP = n/N ×100% （1）

GF = amax/N ×100% （2）
Tavg =

∑
(d×a)/

∑
a （3）

GI =
∑(a

d

)
（4）

式中：n 为萌发总数，N 为播种总数，nmax 为从

萌发开始到高峰期的种子数，d 为播种后第几

天，a 为第 d 天发芽数。

 1.2.3    生长指标测量计算

种子萌发后继续生长 2周，对幼苗的生长指

标进行测定，精确到 1 mm。取同一时期的幼苗针

叶 0.2g研磨后，用 95%的乙醇浸提，用分光光度

计在波长为 665 nm和 649 nm下测量吸光值，根

据公式（5）～（8）算出叶绿素 a和叶绿素 b的

浓度（ Ca、 Cb），二者之和为叶绿素的浓度

（ CT），叶绿素 a和叶绿素 b的浓度之比为

（CB）。同时根据苏仁峰等[22] 人对针叶的研究方

法，进行幼苗鲜重（WF）、干重（WD）、干物率

（WB）的测定。

Ca = 13.95A665 −6.88A649 （5）
Cb = 24.96A649 −7.32A665 （6）

CT=Ca +Cb （7）
CB =Ca/Cb （8）

 1.2.4    光响应基因 HY5 表达分析

使 用 E.Z.N.A.@ Plant  RNA  kit  (Omega,   美
国)试剂盒分别提取在 RL、BL和 WL照射下生

长 8 d的 3种松树幼苗下胚轴组织总 RNA，参照

FastKing RT Kit (KR116)反转录试剂盒 (北京天根

生化科技有限公司，中国 )说明书的规范合成

cDNA。应用 Primer Premier 5.0 软件设计光响应基

因 HY5 引物序列，以 ACT1、TUA 和 ACT2 分别

作为思茅松、云南松和高山松的内参基因（表 1）。
以 cDNA为模板，Hieff  UNICON  Universal  Blue
qPCR SYBR Green Master Mix (YEASEN, 中国)为
荧光染料进行 RT-qPCR试验，采用 2−∆∆Ct 法计算

基因 HY5 的差异倍数。
 

表 1    RT-qPCR 分析所用的引物

Table 1    Primers used for RT-qPCR

基因

gene
引物序列（5'-3'）

Primer sequence（5'-3'）

引物来源

Primer
sources

HY5
Forward TTGGGCAGACACTCTGTTCC

—
Reverse AGGAATGCAAGCAGGTCCAT

ACT1
Forward AGAAATCCAGCCCCTTGTA

[23]
Reverse CCCCATACCAACCATCACA

TUA
Forward CAAACTTGGTCCCGTATCCTC

[24]
Reverse CACAGAAAGCTGCTCATGGTAA

ACT2
Forward ATTGCTGACCGTATGAGCA

[25]
Reverse TGAATACTAGCTAGCCTCA

 
 

 1.3    统计分析

采用 Microsoft Excel 2010进行数据整理、统

计和分析，用 Rotor-Gene  Q  Seris  Software分析

3种松树 HY5 基因荧光定量数据，SPSS 25.0进行

单因素分析，Graphpad Pris 8.0.1作图。

 2    结果与分析

 2.1    RL 和 BL 对 3 种松树种子萌发的影响

由图 1 a 可知，思茅松在 RL下种子GI（8.76）
显著高于 WL（ 6.98）（P  <  0.05），而 GP、GF
及 Tavg 在 RL和 BL下与WL相比均无显著性差异；

图 1 b 可知，云南松在 RL下 GP及 GI（86.67%、

11.54）显著高于WL（75%、9.74）（P < 0.05），在

BL下 GP、GF、Tavg 及 GI均有显著性差异（P <
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0.05）， 分 别 降 低 了 31.11%、 38.71%、 40.37%
和 30.44%；图 1 c 可知，高山松在 RL和 BL处理

下，其 GP、GF、Tavg 和 GI均无显著性差异。以

上结果表明，3种松树在不同光照条件下的萌发

指标略有差异，但均表现为 RL更有利于种子萌发。
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不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）。

图 1    不同光质对 3 种松树种子萌发状况

Fig. 1    Different light quality on seed germination of three pine species
 

 2.2    RL 和 BL 对 3 种松树幼苗生长的影响

不同光质下 3种松树幼苗生长状况显示

（图 2），幼苗在 RL下表现出高生长，在 BL下

低生长。为了解释这一现象，研究测定了 RL和

BL下 3种 松 树 的 生 长 指 标 并 与 WL下 对 比

（图 3），结果表明：在 RL下，思茅松其胚根长

和胚根直径显著提高（P < 0.05），下胚轴长和下

胚轴粗无显著性差异；云南松胚轴长和下胚轴粗

显著性增长（P < 0.05），胚根长和胚根直径无显

著性差异；高山松在 RL下胚轴长和胚根有显著

增长（P < 0.05），胚根长和下胚轴粗无显著性差

异。在 BL下，3种松树下胚轴粗均有促进作用，

对思茅松的胚根长有促进作用，但对高山松幼苗

下胚轴长和胚根长有显著抑制作用（P < 0.05）。
综上所述，经不同光质处理的 3种松树幼苗形态

指标具有差异，RL对幼苗生长有促进作用，

BL抑制幼苗生长。

 
 

a. 思茅松 b. 云南松 c. 高山松

图中每 5株幼苗为一种处理，处理的光质从左到右依次为 RL、BL、WL

图 2    不同光质下 3 种松树幼苗的生长状况

Fig. 2    Growth of three pine seedlings under different light quality
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图 3    不同光质影响 3 种松树幼苗生长指标

Fig. 3    Different light qualities affected the growth indexes of three pine seedlings
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 2.3    RL 和 BL 对 3 种松树叶绿素含量的影响

由图 4可知，在 RL下，除云南松和高山松

Cb 含量外，3种松树的 Ca 含量、CT，CB 值均为

最低，且在高山松中各指标的值与 WL下具有显

著差异（P < 0.05）；在 BL下，3种松树的 Ca 含

量、Cb 含量、CT、CB 等测定值与 WL下相比无

显著性影响。以上结果表明：在 RL下，3种松树

幼苗 Ca 的含量均低于 WL下；在 BL下，思茅松

略有提高，云南松和高山松降低，但无显著性

差异。
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不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）。

图 4    不同光质下 3 种松树针叶叶绿素含量

Fig. 4    Chlorophyll content of three pine conifers under different light qualities
 

 2.4    RL 和 BL 对 3 种松树质量的影响

由图 5可知，在 RL下，3种松树幼苗 WF 均

高于 WL下，而 WB 均有降低，且高山松有显著

性差异（P <  0.05）；在 RL或 BL下，3种松树

WD 与 WL下相比均无显著差异。综上所述，3种

松树 WF 表现为 RL > WL > BL，WB 表现为 BL >
WL > RL，说明 BL能增加松树幼苗生物量蓄积。
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图 5    不同光质下 3 种松树质量状况

Fig. 5    Quality status of three pine trees under different light quality
 

 2.5    RL 和 BL 下 3 种松树幼苗下胚轴 HY5 的表达

差异性分析

由图 6可知，与 WL照射对比， 3种松树

HY5 表达在 RL和 BL下响应一致，在 RL下表达

量呈下降趋势，分别降低了 0.21、0.46和 0.64
倍；在 BL下，3种松树 HY5 表达量高于 WL的

2.81倍、 2.32倍和 1.26倍，且差异显著（ P  <
0.05）。综上所述，HY5 在 RL下的相对表达量

低，在 BL下的相对表达量高，且在不同的树种

间存在差异。 
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不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）。

图 6    RL 和 BL 下 HY5 基因在 3 种松树幼苗下

胚轴中的相对表达量
Fig. 6    Relative expression of HY5 genes under RL and

BL in the hypocotyls of 3 pine seedlings
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 3    结论与讨论

 3.1    RL 和 BL 对 3 种松树种子萌发调控作用具有

差异性

RL对 3种松树种子萌发都表现出促进作用，

在不同的松树间略有差异。光质对思茅松种子

GI从大到小为 RL > BL > WL，但 RL和 BL对思

茅松种子 GP无显著性，而对云南松和高山松的

影响从大到小的光质为 RL > WL > BL，这与苏格

兰松（P. sylvestris） [26]、香果树（Emmenopterys
henryi） [27]、黄瓜（Cucumis sativus） [28]、萝卜芽

（radish sprouts）苗菜[29] 在 RL处理下的种子萌发

规律一致。Alakärppä 等 [30] 人在苏格兰松研究中

证明 ZTL 和转录因子 HY5 在 RL和 BL的照射下

的表达存在差异，其中在 RL中 ZTL的表达量显

著高于在 BL下的，还进一步证明了 PHYN 参与

了光反应，而 CRY2 参与了庇荫反应。BL能抑制

云南松和高山松的种子萌发，与 WL处理相比，

GP、GF、Tavg 和 GI数也相应降低。BL能抑制云

南松和高山松种子萌发，这与 BL下香果树[27] 种

子萌发的结果一致。RL和 BL对 3种松树的生长

调控具有差异性且 3种松树的光受体基因 HY5 表

达具有差异。这与 RL对绿豆（Vigna radiata）种

子[31] 发芽无影响，但 RL对小白菜[8] 的生长有抑

制作用类似。以上结果表明，RL促进种子萌发，

这可能是因为经过 RL照射后，光受体激活赤霉

素和细胞分裂素等一些相关基因的合成，从而导

致种子萌发[32]。

 3.2    RL 和 BL 对 3 种松树幼苗生长形态的影响存

在差异

RL能促进 3种松树幼苗生长，BL较为显著

的抑制云南松和高山松幼苗生长。对于思茅松，

RL能促进其下胚轴伸长和下胚轴粗，但差异性不

显著；对于胚根长，RL具有显著促进作用，此

外，RL和 BL处理下均能促进云南松和高山松幼

苗生长，且 RL处理下的幼苗株高最高，两种光

质的促进效果具体可表现为，RL处理下促进幼苗

高生长，BL促进幼苗粗生长，这一特征在蝴蝶兰

（Phalaenopsis）[33] 和红叶石楠（Photinia fraseri）[34]

中也存在。本试验中的 3种松树在 RL下都表现

出高生长的状况。RL和 BL处理下，3种松树幼

苗生长形态存在差异的原因可能有：（1）RL和

BL对营养物质合成积累存在差异[35]，导致 3种松

树幼苗高生长的差异性；（ 2）RL或 BL处理

后，植株幼苗对光的适应反应不同引起它们对光

照需求差异，导致它们调节自身生长速度以应对

光的刺激[28]，从而引起生长差异；（3）不同树种

生长相关的基因表达具有差异性，如 PtKAO2 基

因在油松（Pinus tabuliformis）和拟南芥中对于植

物的生长发育就表现出显著差异[36]，进一步引起

表型差异。

 3.3    RL 和 BL 对 3 种松树幼苗光合色素和生物量

蓄积的影响

光是植物进行光合作用的重要因素之一，经

过不同光质照射会影响植物光合色素的蓄积 [26]。

在本试验中 BL对 3种松树叶绿素的积累影响趋

势一致，均表现为促进作用。这一作用在思茅松

和云南松的表现比高山松尤为显著；而 RL对

3种松树叶绿素的积累均表现出相反的作用。已

有研究表明，虽然裸子植物具有在黑暗中合成叶

绿素的能力[37]，有无光照并不影响其叶绿素的合

成，但不同光质照射会影响相关基因的表达活

性，进而影响叶绿素的含量 [7]，这可能是 BL与

RL对 3种松树叶绿素积累影响不同的原因之一。

本研究与苏格兰松 [26] 在光质研究中结果存在差

异，这可能是不同种源地区的海拔高度高度下不

同植物对光质的敏感性差异导致的；也有可能是

由于光照强度引起的，但这还需要进一步进行

研究。

此外，生物量的积累受环境中光照和水分的

影响，Yu[38] 研究表明，光质对生物量的积累有着

重要的调节作用。RL和 BL处理下，思茅松和云

南松的 WD、WF 及 WB 均无显著性差异，表明

RL和 BL对思茅松和云南松幼苗生长生物量的积

累不敏感，RL照射的思茅松和高山松有显著差

异，这可能与光合作用能力有关，与 WL相比，

BL照射提高 3种松树 WB 的积累，这与桉树

（Eucalyptus robusta）[39] 的结果一致。

 3.4    RL 和 BL 调节 3 种松树幼苗下胚轴 HY5 的表

达差异

HY5 是光形态建成中的核心因子，起负调控

作用[40]。在本研究中与对照（WL）相比，在 RL
下生长的思茅松、云南松和高山松 HY5 的相对表

达量都有所降低，在 BL下其相对表达量显著提

高，这与 Frede等 [41 人的研究结果一致，其表现

在 BL下 HY5和生物钟相关基因（CCA1）相互作

用，表现出 BL下的转录水平相对提高，从而致

使小白菜在蓝光下表现出矮化状态。植物的生长

主要表现在下胚轴的伸长，前人研究证明 HY5 能
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与 YUC9、DELLA、DWF4 等相关基因相互作用，

从而影响生长素、赤霉素及油菜素内酯的合成，

进而调控植物下胚轴伸长[40]。HY5 在色素的合成

方面依然有重要作用，能够参与叶绿素的合成代

谢，前人在白菜 [39] 的研究中发现 HY5与 CCD4
结合，进而影响光合色素的合成。在本试验中，

在 BL下生长的幼苗，表现出叶绿素含量提高，

这与 Cheminant等[42] 人在杨树中的研究结果保持

一致，这表明：在松树中也可能存在 HY5 与

WRKY 和 ERF 转录因子的结合，影响叶绿素在

BL下的合成。而 HY5 在 3种松树中的相对表达

量存在差异，这可能是 3种松树间的海拔不同，

而导致相关基因适应和退化 [43−44] 存在差异，而

HY5 是一个核心因子，它能够介导光信号调控和

激素信号传递，也可能是 HY5 在不同的树种中的

光受体活性略有差异 [7, 45]，因此在 3种松树中对

RL和 BL的敏感性不一。综上所述，在云南省的

3种松树育苗及培育的生产活动中，可以施加红

光照射，能增加种子的发芽率及提高幼苗下胚轴

的生长，为后期的荒山造林提供大量幼苗。
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