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摘要：以白皮松（Pinus bungeana）为研究对象，采用光学显微镜、偏光显微镜和扫描电子显微

镜结合细胞壁组织化学染色等木材解剖学方法，探究木质部分化中轴向管胞与射线细胞的微观

构造特征变化及其木质化进程。组织离析与形态学分析结果表明：木质部分化中轴向管胞在细

胞扩大后其细胞长度基本稳定，随着木质部的分化，射线管胞的细胞壁厚度不断增加，而在当年生木质部中未

发现射线薄壁细胞的细胞壁加厚。木质素的自发荧光及其特异性染色分析结果表明：轴向管胞的木质化进程开

始于次生壁S1层加厚阶段的胞间层与细胞角隅，射线管胞的木质化进程与轴向管胞类似，在当年生木质部内射

线薄壁细胞未发生木质化。木质部分化过程中管胞（轴向、射线）与射线薄壁细胞的细胞壁加厚及木质化进程

具有明显差异。
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Microstructure and Lignification of Axial Tracheids and Ray Cells during 
Xylem Differentiation of Pinus bungeana
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Abstract: In this study, the microstructure and lignification of axial tracheid and ray cells during xylem 

differentiation of Pinus bungeana were investigated using optical microscopy, polarizing microscope, 

and scanning electron microscope combined with histochemical staining of cell walls. The results of 

tissue maceration and morphological analysis showed that the length of axial tracheids was stable after 

the cell expanded during xylem differentiation. The cell wall thickness of ray tracheids increased with 

xylem differentiation, while the cell wall thickness of ray parenchyma cells remained the same in the 

current-year xylem. The results of lignin autofluorescence and lignin-specific staining showed that the 

lignification process of axial tracheids began in the middle lamella and cell corner during the thickening 

of the S1 layer. The lignification process of ray tracheids was similar to that of axial tracheids, but the ray 

parenchyma cells did not lignify in the current-year xylem. During xylem differentiation, the processes of 
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树木维管形成层的活动向内产生次生木质部

（木材），木质部分化过程不仅关系木材的产量，

还决定木质部的结构特征，从而影响木材质量[1-2]。

针叶树材形成层中的纺锤型原始细胞在活跃期经

分裂分化形成木质部轴向管胞，射线原始细胞经

分裂分化形成木质部射线薄壁细胞，部分针叶树

材形成射线管胞[3]。次生木质部整个发育过程可分

为：细胞分裂、细胞扩大或伸长、细胞壁增厚、

木质化和细胞死亡等阶段[3-5]。一旦形成层细胞失

去分裂能力，就开始分化并逐步成为次生木质部

细胞。木质部各类型细胞的细胞壁加厚过程涉及

纤维素、木质素和半纤维素等组分的合成和沉积，

细胞壁不同组分在木质部分化中的合成规律及其

调控机制的研究已经比较丰富[4, 6]，但木质部不同

分化阶段的解剖学证据还有待进一步补充。同时

木质部分化的已有研究多集中在轴向管胞，在木

质部中承担物质存储与运输功能[7]以及对轴向细胞

木质化发挥重要作用[8]的径向射线细胞则很少被关

注，射线细胞的程序化死亡通常发生在边心材过

渡区[9]，对其微观构造变化及细胞壁木质化的研究

主要围绕木质部边材区域开展[10]，有关木质部分化

中射线细胞的解剖学信息仍较匮乏。因此，关于

木质部分化过程中射线细胞的解剖学特征变化及

其与轴向管胞发育轨迹的差异值得进一步研究。

白皮松（Pinus bungeana）是中国特有的针叶

树种，在我国分布广泛，是重要的建筑家具用材

树种和优良的庭园观赏树种[11]。本研究选取白皮松

为对象，通过集合普通光学显微镜、偏光显微镜

和扫描电镜观察以及细胞壁组分特异性染色的解

剖学研究方法，探究白皮松木质部的分化过程中

轴向管胞与射线细胞的微观构造变化及其细胞壁

木质化轨迹。研究结果将为木材形成的分子调控

研究提供解剖学证据，为林木定向培育提供科学

依据。

1 材料与方法 

1.1　试验材料　

选取中国林业科学研究院（40°N, 116° E，北

京）内树龄 71 年、生长正常的白皮松共 3 株。

2021年 5月 20日使用微型树芯生长锥，从树木主

干胸高处采集包含韧皮部、形成层和部分边材在

内的长约 12 mm、直径约 2 mm微树芯样本，每棵

树采集 12个微树芯试样，取下后快速固定在由质

量分数2.5%戊二醛和2%多聚甲醛配置的混合固定

液（0.1 M 磷酸盐缓冲溶液配置，pH 值 7.2）中，

随后将试样转移并保存在4 ℃冰箱。

1.2　试验设备　

Trephor微型树芯生长锥、Leica RM 2245轮转

式切片机、3DHISTECH 数字病理切片扫描仪、

Olympus BX50 光学显微镜、Leica CM3050S 冷冻

切片机、Leica EM CPD300临界点干燥仪、ZEISS 

Gemini SEM 300扫描电子显微镜、Leica DM IRB2

共聚焦显微镜、Leica 1300 滑走切片机、Leica 

DMLB光学显微镜。

1.3　试验方法　

1.3.1　石蜡切片的制备与观察　试样在系列乙醇

和D-柠檬烯溶液中（体积分数 70%乙醇，90%乙

醇，100%乙醇，100%D-柠檬烯）进行脱水，随后

进行石蜡包埋。通过轮转式切片机切取厚度为 8 

μm的横切面和径切面切片，采用番红溶液（95%

乙醇配制，质量分数 0.5%）和星蓝溶液（95%乙

醇配制，质量分数 0.5%）混合染色，制备永久切

片。经混合染色未木质化的细胞壁呈蓝色，木质

化的细胞壁呈红色[10]。利用数字病理切片扫描仪在

全自动模式下扫描切片，并通过光学显微镜的偏

光模式观察细胞壁结晶纤维素的双折射现象。

1.3.2　轴向管胞与射线细胞组织离析　试样经PBS

缓冲液洗涤后置于体式显微镜下观察，标记当年

生木质部中处于分化的轴向管胞与成熟的轴向管

胞之间的界限，然后将其分割为两部分。置于冰
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cell wall thickening and lignification in tracheids (axial tracheids and ray tracheids) and ray parenchyma 

cells were significantly different.
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醋酸、过氧化氢（质量分数 30%）和蒸馏水（体

积比5∶4∶21）配置的混合溶液中，在80 ℃下解

离48 h，随后用蒸馏水冲洗和番红溶液染色。在光

学显微镜下分别进行观察，并使用 ImageJ软件统

计轴向管胞的长度和宽度，差异性分析经独立性

样本 t检验完成。

1.3.3　扫描电子显微镜观察　试样在 PBS缓冲液

中洗涤，观察前将其横截面用冷冻切片机进行表

面抛光后，在系列乙醇中（体积分数 30%、50%、

70%、90%、95% 和 100%）依次脱水，再使用临

界点干燥仪干燥，最后采用场发射扫描电子显微

镜在3 kV电压下对表面喷金试样进行观察。

1.3.4　间苯三酚染色（Wiesner反应）　试样在PBS缓

冲液中洗涤后，使用滑走切片机切取厚度为 20 μm

横切面和径切面，切片放置于载玻片上使用质量分

数 5%间苯三酚乙醇溶液（phloroglucinol-HCl）进

行染色，盖上盖玻片后使用光学显微镜观察并拍照。

1.3.5　Mäule染色　同1.3.4中制备厚度为20 μm的

横切面和径切面切片，先用质量分数1%高锰酸钾

溶液处理5分钟，再用4 mol/L盐酸处理5分钟，然

后用氨水显色，在光学显微镜下观察并拍照。

1.3.6　激光共聚焦显微镜观察　选取 1.3.1中制备

的横切面与径切面，通过激光共聚焦显微镜进行

扫描，激发波长为 405 nm，观察处于不同分化阶

段的轴向管胞和射线细胞的细胞壁木质素自发

荧光。

2 结果与讨论 

2.1　木质部分化中轴向管胞与射线细胞的微观构

造变化

如图 1a所示，在活跃期白皮松形成层细胞经

分裂分化形成了由超过 20个细胞组成的当年生木

质部早材细胞带，按照细胞形态可划分为形成层、

细胞扩大、次生壁加厚及成熟管胞四个区域。经

a 形成层及分化中木质部横切面光学显微图；b 形成层及分化中木质部横切面偏光显微图；

c 成熟早材管胞与上一年晚材区域径切面光学显微图；d 上一年早晚材交界处横切面轴向树脂道光学显微图。

图1　白皮松木质部分化的光学与偏光显微图

Fig.1　Optical and polarizing microscope images of the xylem differentiation of P. bungeana
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番红溶液与星蓝溶液混合染色，形成层与细胞扩

大区域的细胞壁明显呈蓝色，说明此时未发生木

质化，扩大区域细胞虽与形成层细胞一样具有较

薄的初生壁，但其细胞腔径明显增大。随着次生

壁的不断加厚，细胞壁逐渐呈现红色，说明木质

化逐渐发生。结合扫描电镜观察发现，次生壁 S3

层加厚完成后的几个细胞内壁出现明显的瘤状层，

标志了成熟轴向管胞的形成[12]。

通过组织离析方法对分别处于次生壁加厚初

期和成熟木质部的轴向管胞及射线细胞进行了对

比，如图2所示。次生壁加厚初期轴向管胞上初生

具缘纹孔的纹孔口较大，轴向管胞壁位于松木型

交叉场纹孔区域的纹孔口较小（图2a）；成熟早材

轴向管胞壁位于松木型交叉场纹孔区域的纹孔特

征明显，其纹孔口较分化中的轴向管胞增大，径

壁具缘纹孔明显，纹孔口明显减小（图2b）。

分化中的射线薄壁细胞的细胞壁较薄，细胞

壁上纹孔口明显（图2c）。在当年生木质部离析的

组织中未找到细胞壁加厚的射线薄壁细胞，而通

过对上一年晚材的离析，观察到细胞壁加厚的射

线薄壁细胞（图2d），此时其水平壁上纹孔特征明

显。轴向管胞次生壁加厚初期区域的射线管胞的

细胞壁开始出现加厚（图2e），水平壁较光滑，壁

上具缘纹孔特征明显；成熟管胞区域内，射线管

胞水平壁及端壁上具缘纹孔明显，略呈锯齿状

（图2f）。

a 次生壁加厚初期轴向管胞；b 成熟早材轴向管胞；

c 细胞壁未加厚射线薄壁细胞；d 细胞壁加厚射线薄壁细胞；

e 次生壁加厚初期射线管胞；f 成熟早材区域射线管胞。

图2　白皮松木质部分化中不同类型细胞的离析图片

Fig.2　The maceration of different type of cells in the xylem differentiation of P. bungeana
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通过组织离析，对次生壁加厚初期轴向管胞

和成熟早材轴向管胞的基本解剖参数进行了测量，

结果如图3所示。

次生壁加厚初期轴向管胞细胞长度为 2 494.2 

μm，成熟早材管胞的细胞长度为 2 532.3 μm，两个

阶段的细胞长度差异性不显著（P >0.05），说明细

胞扩大阶段之后次生壁加厚初期的轴向管胞长度

保持稳定，轴向管胞的纵向伸长在细胞扩大阶段

已完成。次生壁加厚初期的轴向管胞宽度为 27.3 

μm，成熟早材轴向管胞的宽度为 31.0 μm。轴向

管胞在扩大生长阶段结束后，次生壁加厚开始，

细胞尺寸一般不再发生变化[13]。本研究轴向管胞宽

度增加的结果，受到采用离析样品测量细胞宽度

的影响，离析后轴向管胞宽度测量值可能来自径

向或弦向宽度，从而导致现有结果难以反映木质

部分化中轴向管胞宽度变化的真实情况。

临界点干燥处理方法较好地保存了分化中木

质部细胞的天然结构，利用扫描电镜可清晰观察

到不同分化阶段轴向管胞的细胞壁层特征。横切

面上可见轴向管胞在木质部分化过程中壁层结构

的连续变化：形成层细胞弦壁切口不均匀，出现

变形（图 4a），这可能是由于其薄且软的特性导

致；扩大细胞的细胞壁与形成层类似，在细胞扩

大阶段后期，其弦壁较形成层细胞略致密，壁上

空隙减少，相邻两个细胞共用初生壁，径壁有明显

胞间层结构，相邻两个细胞各有初生壁（图4b）；次

生壁 S1层沉积时，胞间层两侧的壁层明显增厚，

且侧面内壁上有明显的微纤丝取向（图4c）；次生

壁S2层沉积时，出现明显增厚的次生壁（图 4d）；

次生壁 S2层为最厚的壁层，其外侧沉积的一层较

薄的次生壁为S3层（图4e）；最终形成的成熟早材

轴向管胞的细胞壁上，除以上各壁层结构清晰可

见以外，管胞内壁上的瘤状凸起明显（图4f）。

图3　白皮松木质部次生壁加厚初期轴向管胞（A）与

成熟早材轴向管胞（B）的长度和宽度比较

Fig.3　Comparison of axial tracheid length and width 

between the early stage of secondary thickening (A) and 

the mature tracheids stage (B) of P. bungeana

a 形成层细胞弦壁；b 扩大细胞角隅；c 次生壁S1层加厚细胞角隅；

d 次生壁S2层加厚细胞壁及角隅；e 次生壁S3层加厚细胞角隅；f 成熟早材管胞细胞壁及角隅。

图4　白皮松木质部不同分化阶段轴向管胞的细胞壁壁层结构SEM图

Fig.4　SEM images of axial tracheid wall structure at different stages during the xylem differentiation of P. bungeana
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2.2　木质部分化中轴向管胞的纤维素微纤丝排列

变化

细胞壁中纤维素晶体取向可以使光线折射指

数随偏振光方向改变，从而在偏光显微镜中产生

双折射现象[14]。木质部成熟轴向管胞壁中可观察到

结晶纤维素产生的双折射现象[14-15]，次生壁S1层与

S3层的纤维素微纤丝排列与细胞轴向近乎垂直，在

偏振光下具有较高的双折射率从而呈明层，而 S2

层上微纤丝的排列与细胞轴向平行则呈暗层。

白皮松木质部分化过程中，通过偏光显微镜

可观察到横切面上轴向管胞细胞壁双折射现象的

变化过程（图1b）。细胞扩大末期或次生壁S1层加

厚阶段的轴向管胞壁上仅单个明层，表明此阶段

细胞壁中纤维素晶体取向与横切面（切片平面）

近乎平行[12]。单个明层一直持续至轴向管胞次生壁

加厚阶段后期，此时次生壁上出现两个明层，明

层区域分别为次生壁 S1和 S3层。明层之间的暗层

区域为次生壁S2层，表明该区域的纤维素晶体取向

与横切面（切片平面）基本垂直。因此通过偏光

显微镜分析纤维素微纤丝排列变化，可对轴向管

胞不同次生壁层的加厚阶段进行区分。

2.3　木质部分化中轴向管胞与射线细胞的木质化

细胞壁木质化是木质部分化的重要阶段，针

对木质素的特异性组织化学方法比较成熟，结合

利用多种染色方法，可以了解木质部分化中木质

素的沉积轨迹。星蓝-番红溶液混合染色的切片，

其木质部分化中形成层与扩大细胞呈未木质化的

蓝色，而次生壁加厚过程中轴向管胞的细胞壁逐

渐被染为红色（图 1），说明细胞壁逐渐发生木质

化。上一年晚材区域内轴向树脂道周围薄壁的泌

脂细胞及辅助细胞呈现与轴向管胞截然不同的蓝

色（图1d），说明其细胞壁并未出现木质化。在上

一年晚材区域射线薄壁细胞的颜色由蓝色转变为

红色，表明射线薄壁细胞开始出现木质化。

Weisner 反应对木质素中紫丁香基（syringyl, 

S）单元和愈创木基（guaiacyl, G）单元都具有适

用性，有木质素分布的细胞壁会被染成红色[16]。白

皮松木质部的分化中，次生壁 S1层加厚阶段轴向

管胞被染成了淡红色（图5a），随着次生壁不断加

厚红色变深，且胞间层与角隅颜色最深（图 5b）。

Mäule反应可以显示不同类型的木质素分布，木质

素S单元分布的细胞壁经染色后呈红色或紫红色，

而G单元经染色后不产生正反应而是呈黄褐色[17]。

针叶树材的木质素主要为G型，所以Mäule染色后

细胞壁呈黄褐色（图 6），轴向管胞在S1层加厚时被

染色呈浅黄褐色（图6a），随分化进程颜色加深，胞

间层与细胞角隅颜色较深（图6b）。

在径切面上，通过细胞壁组分特异性染色可

见不同类型的射线细胞呈现不同的木质化进程。

在轴向管胞次生壁加厚初期，位于射线组织上下

两端的射线管胞经Weisner反应后明显呈红色，端

壁与水平壁上具缘纹孔明显，呈浅或中等锯齿状

加厚（图 5c），同时Mäule反应显示，在S1层加厚

阶段位于射线组织上下两端及中间的射线管胞被

染成了浅褐色（图6c），说明分化过程中射线管胞

的木质化与轴向管胞基本一致；在 S1加厚至当年

生成熟管胞区域，射线薄壁细胞都未出现木质素

显色反应（图6c）。而上一年晚材区域内则呈明显

变化，射线薄壁细胞被染上颜色，此时其细胞壁

明显加厚，端壁纹孔明显呈节状，水平壁纹孔明

显，射线薄壁细胞的木质化明显晚于射线管胞

（图5d和6d），这与星蓝-番红溶液混合染色的结果

一致（图1c）。

细胞壁中木质素具有自发荧光的特性，通过

观察自发荧光可进一步了解木质部分化中的细胞

壁木质化进程[18-19]。如图 7所示，形成层与扩大细

胞阶段未出现木质素荧光，自次生壁 S1层加厚开

始，细胞角隅与胞间层最先出现较弱荧光，之后

在整个细胞壁出现且强度不断增大。次生壁加厚

阶段，在横切面射线管胞壁上出现荧光，而射线

薄壁细胞中未见（图7c），径切面进一步确认该结

果（图7f）。上一年晚材区域射线薄壁细胞壁加厚

后出现荧光，与组织化学研究结果一致。轴向管

胞径壁具缘纹孔纹孔缘的木质化与径壁一致，而

纹孔膜并未出现木质化（图7d）。

射线细胞中的射线管胞与射线薄壁细胞的细

胞壁加厚与木质化进程存在差异。射线薄壁细胞

在木质部中通常会存活数年，其细胞死亡与距形

成层的距离有关[20]，而在死亡之前射线薄壁细胞先

发生形态变化和细胞器消失[21]，其细胞壁加厚与木
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a S1层加厚至S2层加厚区域横切面；b S3层加厚至成熟早材管胞区域横切面；

c S1层加厚至S2层加厚区域径切面；d 成熟早材管胞与上一年晚材区域径切面。

图5　白皮松木质部分化Wiesner反应的光学显微图

Fig.5　Optical microscope images of Wiesner reaction during the xylem differentiation of P. bungeana

a S1层加厚至S2层加厚区域横切面；b S3层加厚至成熟早材管胞区域横切面；

c S1层加厚至S2层加厚区域径切面；d 成熟早材管胞与上一年晚材区域径切面。

图6　白皮松木质部分化Mäule反应的光学显微图

Fig.6　Optical microscope images of Mäule reaction during the xylem differentiation of P. bungeana
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质化通常发生在边材或边材外侧[10]，在白皮松木质

部中射线薄壁细胞的细胞壁加厚与木质化出现于

上一年晚材区域。

3 结论 

1）白皮松木质部分化过程中轴向管胞在细胞

扩大后其长度基本稳定；射线细胞中射线管胞的

细胞壁随木质化进程加厚，而在当年生木质部中

射线薄壁细胞未出现细胞壁加厚。

2）通过偏光显微镜观察可确定木质部分化中

轴向管胞次生壁各壁层结晶纤维素的沉积阶段，

次生壁 S1层与 S3层加厚阶段因其纤维素微纤丝排

列取向与细胞轴向垂直，而次生壁 S2层纤维素微

纤丝取向与细胞轴向平行，因此在横切面上可观

察到次生壁加厚过程中细胞壁双折射现象的变化

过程。

3）轴向管胞木质化进程最先开始于次生壁S1

层加厚时期，胞间层与细胞角隅最先出现木质化，

射线管胞的木质化进程与轴向管胞类似，射线薄

壁细胞的木质化晚于轴向管胞和射线管胞。木质

部分化过程中管胞（轴向、射线）与射线薄壁细

胞的木质化进程具有明显差异。

4）本文解析了白皮松木质部分化中轴向管胞

和射线细胞的微观构造变化与木质化进程，为树

木木质部分化的分子调控研究提供了解剖学数据

信息。
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