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花药培养是自 60年代以来发展起来的一项生物技术, 旨在诱导出单倍体花粉植株,应用于育种实

践和基础研究〔1〕。以单倍体植株为基础的单倍体育种被认为在以下几个方面具有优越性:第一 ,缩短育

种年限;第二,排除杂种优势对后代选择的干扰〔2, 3〕。此外,花药培养在挽救一些常规育种无法得到的配

子重组体、诱导和选择新变异等方面也具有特殊的用途〔4〕。棉花花药培养研究始于 70 年代初,但长期以

来, 一直处于条件摸索和优化阶段。1978年, Bar row 等培养陆地棉和海岛棉花药时曾获得大量愈伤组

织, 但细胞学检查表明, 仅 2%～3%的细胞表现为单倍性, 且都包埋于双倍体愈伤组织中, 常随着愈伤

组织的增殖而退化和消失〔5〕;愈伤组织的分化则十分困难, 在愈伤组织的继代培养过程中,仅观察到原

胚状体、前胚状体、根状体和茎状体等生成,却未能再生出单倍体植株〔6〕。直至近来, 张宝红等( 1995)报

道由花药愈伤组织分化出胚状体和不定芽, 并进而再生出单倍体植株〔7, 8〕, 但未见其严格的细胞学和遗

传学证据;一般认为,棉花花药离体培养时, 小孢子难以去分化启动分裂, 愈伤组织中仅偶有单倍体细胞

被观察到, 但对其来源不清楚〔9〕。看来,由棉花花药培养获得单倍体依然十分困难。鉴于花药培养在植物

育种中的重要用途, 有必要继续对棉花花药培养进行深入研究。本试验较系统地研究了基因型、激素和

碳源等多种因素在花药愈伤组织诱导中的作用,以及愈伤组织在继代培养过程中所表现出的规律。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

选用 31份陆地棉品种(系) , 研究基因型在花药愈伤组织诱导中的作用, 其余试验均以“珂字 201”为
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材料。所有供试材料均由华中农业大学农学系棉花育种研究室和山西省农业科学院棉花研究所两单位

提供。

1. 2　试验方法

( 1) 小孢子发育时期的观察:采用“三酸法”( 15% CrO3、10% HNO3和 5% HCl按 2∶1∶1 混合)。

蘸 1～2 滴三酸液于载玻片上,置几枚花药于其中, 用镊子捣碎,去除残渣, 1～5 min 后显微镜镜检。

( 2) 花药消毒与培养方法:采用MS 基本培养基附加其它成分。花蕾取自田间植株, 去除花萼,保留

花冠, 用洗衣粉水液冲洗干净, 在 70%酒精液中浸泡 1 min 后转至 0. 1%升汞液中消毒 10 min, 无菌水

冲洗 4次, 用无菌滤纸吸干表面水分后, 剥出花药并接种于培养瓶中, 每瓶接种 1 颗花蕾的花药, 于( 28

±2)℃暗培养 1 个月后转至光照培养。

2　结果与分析

2. 1　几种因素在花药愈伤组织诱导中的作用

2. 1. 1　小孢子不同发育时期对花药愈伤组织诱导率的影响

取不同大小的花蕾镜检小孢子发育时期并进行愈伤组织诱导试验,结果如表 1所示。

由表 1可知: 6. 1～7. 0 mm 长花蕾中的花药最易诱导产生愈伤组织,且愈伤组织生长量最大, 此时

对应的小孢子处于单核靠边晚期;其次, 5. 1～6. 0 mm 长的花蕾中取出的花药也较易形成愈伤组织。因

此认为, 棉花花药培养外植体应以小孢子处单核中晚期的花药为宜。

2. 1. 2　基因型在花药愈伤组织诱导中的作用

共对 31 份材料进行了比较实验,诱导率的分布状况见表 2。

由表 2 可知:在实验条件下, 31份材料均诱导出愈伤组织,但诱导率变幅较大。实验发现,北方棉区

品种(如冀棉)愈伤组织诱导较为容易, 诱导率最高为 57. 1% ;南方品种略难,最低诱导率仅 0. 7% ,但经

继代培养后都增殖形成了相当数量的愈伤组织。可以认为,棉花花药愈伤组织的诱导相对容易, 2, 4-D

是较为理想的生长激素, 高浓度的 2, 4-D配合适量的细胞分裂素能达到预期效果。

表 1　不同发育时期的花药愈伤组织诱导情况(培养天数: 77天)

Table 1　Callus induction from anthers at differ ent

developmental stages(77 d)

花蕾长度
Bud length

( mm)

对应的小孢子发育时期
Developmental stage

of microspores

接种花药数
Number of
inoculated
anthers

诱导率
Induction

rate
( % )

愈伤组织
生长量
Amount
of callus

4. 0～4. 5 四分体 167 16. 8 +

4. 6～5. 0 四分体,少数为单核中央期 204 28. 4 6

5. 1～5. 5 单核靠边早期 184 33. 7 7

5. 6～6. 0 单核靠边中期 208 32. 2 6

6. 1～6. 5 单核靠边晚期 243 46. 5 7

6. 6～7. 0 单核靠边晚期 181 52. 5 8

注( Notes) : + 表示愈伤组织极少( + means lit t le) ; 6 表示愈伤组织少许

( 6 means a lit t le) ; 7 表示愈伤组织较多( 7 means more) ; 8 表示愈伤

组织量很大( 8 means quan tit ies)

表 2　分布在不同诱导率范围内

　　　　　的品种数(系)

Table 2　Distribution of induction

　r ate of differ ent var ieties( lines)

诱导率
Ind uct ion

rate
( % )

品种(系)数
Number of
variet ies
( l ines )

占总品种
(系)数比例

Per cen t
( % )

0. 0～10. 0 7 22. 6

10. 1～20. 0 5 16. 1

20. 1～30. 0 7 22. 6

30. 1～40. 0 3 9. 7

40. 1～50. 0 8 25. 8

50. 1～60. 0 1 3. 2

　　培养基成分 ( Media compos it ion) :

MS+ 2, 4-D 0. 5 mg /L + KT 0. 5 mg/ L

2. 1. 3　激素在花药愈伤组织诱导中的作用

将 KT + 2, 4-D、KT + IAA 和 2, 4-D+ ZT 3 组不同激素组合实验的统计数据转换为图 1。

由图 1 可知:激素在花药愈伤组织诱导中具有重要作用, 不同的激素组合和浓度水平导致迥然相异

的结果。在 KT 水平相同的条件下, 2, 4-D 诱导愈伤组织的效果要明显优于 IAA,且在一定范围内随

2, 4-D浓度的增加, 诱导率明显上升, IAA 只有在较高水平( 10 mg/ L)时, 才表现出一定的效果;反之,较

高水平的 KT 亦利于愈伤组织的生成。实验结果还表明: 2, 4-D+ ZT 激素组合对花药愈伤组织的诱导好
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于 2, 4-D+ KT ,较高水平的 2, 4-D+ ZT 组合能在短时期内诱导花药生成大量愈伤组织;实验同时证明

了不同激素之间的协同作用, 单一的激素处理难以诱导愈伤组织形成。

　　　 图 1a　KT+ 2, 4-D 组合　　　　　　图 1b　KT+ IAA 组合　　　　　　图 1c　ZT+ 2, 4-D 组合　
Fig. 1a　Comb inat ion of Fig . 1b　Combinat ion of Fig. 1c　Combination of
　　　　KT with 2, 4-D 　　　　KT with IAA 　　　　ZT with 2, 4-D

图 1　3组激素组合对花药愈伤组织诱导率的影响(培养天数: 70天)

Fig. 1　Effect of different hormon e combin at ions on callu s induction from anthers ( 70 d)

　2. 1. 4　不同碳源及碳源浓度对花药愈伤组织诱导的影响

不同碳源及碳源浓度对花药愈伤组织诱导的结果见图 2。

图 2　不同糖浓度对花药愈伤组织诱导的影响

(培养天数: 70天)

Fig. 2　Effect of different sugar concent ration
on callus induct ion from an th ers ( 70 d)

由图 2 可知:不同碳源对花药愈伤组织诱导率有

较大影响。当蔗糖浓度为 0 时,随葡萄糖浓度的增加,

诱导率呈明显上升趋势, 并达到实验最大值 85% ;但

在蔗糖存在的条件下, 则随葡萄糖的用量加大, 诱导

率反而下降, 葡萄糖浓度越高, 诱导率越低;反之, 在

同一葡萄糖水平下,随蔗糖浓度升高,诱导率亦呈下

降趋势(蔗糖浓度为 0 时除外)。这些结果显示, 同时

加入蔗糖和葡萄糖作为碳源, 将产生一定的拮抗作

用, 花药培养最好选用单一糖分作碳源, 最适条件为

蔗糖 10 g/ L 或葡萄糖 30 g/ L。

2. 2　愈伤组织的继代培养

棉花花药愈伤组织的分化一直是困扰该项研究

的难题, 本试验试图采用多种措施促进愈伤组织的分

化, 但仅发现有少量根器官的分化。

2. 2. 1　不同 KNO3 浓度对愈伤组织继代培养的效应

在继代培养中, 采用较MS基本培养基KNO3用量增加多倍的培养基发现 :在一定浓度范围内 ,

表 3　不同 KNO3 浓度对愈伤组织继代培养的效应

(培养天数: 70 天)
Table 3　Effect of KNO3 concent rat ion on

callus subculture( 70 d)

项目

Item

不同 KNO3浓度(×MS 基本培养基 KNO3 用量)
Concent rat ion of KNO3(×Content of KNO3 in basic MS media)

1× 2× 3× 4× 5× 6×

愈伤组织增殖量
Amount of callus 6 7 7 7 6 —

KNO3 用量的增加有利于

愈伤组织的增殖, 但效果并

不显著,且当附加基本培养

基 6 倍 KNO3用量时,对愈

伤组织增殖有明显的抑制

作用(表 3)。培养过程中,

愈伤组织颜色逐渐由最初
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的淡黄色转为淡绿色或绿色。此外, 过高的 KNO3用量往往导致愈伤组织褐化,质地松散。

2. 2. 2　ABA 和 AgNO3对愈伤组织继代培养的影响

ABA 和 AgNO3在适当浓度下被认为能促进愈伤组织的分化, 本实验结果表明:在适量范围内

(ABA 0. 1 mg/ L、AgNO3 不大于 2. 0 mg/ L) , 这两种物质均有利于愈伤组织的增殖, 但过高的浓度

(ABA> 0. 5 mg/ L, AgNO3> 2. 5 mg/ L)则明显地抑制愈伤组织的生长(表 4)。实验还发现,过高的浓度

导致愈伤组织颜色加深, 直至呈深褐色死亡。实验没有发现愈伤组织分化的迹象。

表 4　ABA 和 AgNO3 对愈伤组织继代培养的效应

Table 4　Effect of ABA and AgNO3 on callus subcultur e

项目

Item

ABA 浓度( mg/ L)
Con centr at ion of ABA

0. 1 0. 3 0. 5 0. 7 1. 0

AgNO3 浓度( mg/ L )
Concent rat ion of AgNO3

0. 5 1. 0 1. 5 2. 0 2. 5 3. 0

愈伤组织增殖量
Amount of callus 8 6 + — — 7 6 7 8 7 —

2. 2. 3　BA、NAA 和其它激素对愈伤组织继代培养的影响

实验设置 NAA 浓度为 0. 2、0. 4、0. 6、0. 8、1. 0 mg/ L, BA 浓度 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5、3. 0 mg/ L,

ZT 0. 1 mg/ L, TDZ 1. 0 mg/ L, 2- ip 0. 5 mg/ L 等多种处理。在继代培养中发现: NAA 和BA 在实验所用

浓度下均极大地促进了愈伤组织的增殖 ,在短时期内增殖形成了大量的愈伤组织,但愈伤组织质地大多

较松散, 呈乳白色;低于 0. 8 mg/ L 的 NAA 浓度促成了根的分化, 但数量极少,实验没有发现有芽的分

化;而 ZT、TDZ 和 2-ip 在愈伤组织继代培养中没有表现出明显的有利作用。

2. 2. 4　脯氨酸和水解酪蛋白对愈伤组织继代培养的影响

相比而言,脯氨酸并没有表现出明显的利于愈伤组织生长的作用,且愈伤组织表面出现水渍现象,

严重地影响了愈伤组织的进一步正常生长;水解酪蛋白对继代愈伤组织的增殖起到了较为积极的促进

作用, 且愈伤组织质地紧密,但没能进一步分化(表 5)。

表 5　脯氨酸和水解酪蛋白在愈伤组织继代培养中的作用

T able 5　Effect of proline and hydrolyzed casein on callus subcultur e

项目

Item

脯氨酸浓度( mg/ L)
Concen trat ion of proline

100 200 300 400 500

水解酪蛋白浓度( mg/ L)
Concent rat ion of hydr olyzed casein

200 400 600 800 1 000

愈伤组织增殖量
Amount of callus

7 6 7 7 7 8 大量 大量 大量 大量

2. 2. 5　不同碳源及碳源浓度对愈伤组织继代培养的影响

实验采用葡萄糖和蔗糖作为碳源,其浓度设置分别为 20、30、40、50 g/ L,结果发现:在继代培养中,

以葡萄糖为碳源, 愈伤组织生长状况较差,蔗糖的效果要明显优于葡萄糖,最佳浓度为 20 g/ L。

2. 2. 6　愈伤组织脱水、低温预处理及渗透压调节对愈伤组织继代培养的影响

愈伤组织在继代培养前经无菌滤纸吸湿处理、4℃预培养 1～7 d 和 90 g/ L 山梨醇渗透压调节处理,

结果发现:脱水处理极大地促进了愈伤组织的增殖, 高渗透压调节则使愈伤组织质地变得明显致密,呈

淡绿色, 但均未能促使愈伤组织进一步分化;低温预处理未能起到积极作用, 并抑制了愈伤组织进一步

的正常培养。

3　讨论

花药培养是指在无菌条件下利用人工培养基对植物花药进行离体培养, 最终再生出单倍体植株的

技术。成功的花药培养是供体材料和合适的人工培养基相互作用的结果,供体材料的基因型和内部生理

生化状况是内部因素, 培养基则是重要的外部促进条件。国内外多年的研究结果表明, 虽然影响花药培
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养的因素众多,但其中最为关键的两点是基因型和激素〔10, 11〕, 在很多植物的花药培养中,能否再生出单

倍体植株首先是由基因型决定, 激素的作用是第二位的。本试验结果也支持了这一观点, 棉花依然被认

为是一种难以从花药培养诱导分化的作物。

棉花花药培养主要存在两个难点:一是单倍体愈伤组织的获得, 二是愈伤组织分化,其中前者是基

础。在适当的激素作用下, 花药愈伤组织的诱导被认为相对容易,并已从包括陆地棉、海岛棉和野生棉等

多个棉种(品种)获得大量愈伤组织。解剖学和细胞学研究表明,愈伤组织主要来源于药壁细胞的分裂,

愈伤组织中单倍体细胞所占比率极低, 且难以分化出再生植株, 这方面的研究结果我们将另文发表。如

何启动小孢子去分化分裂是解决棉花花药培养的关键所在, 因此, 在开展花药培养的同时,注重对小孢

子的发育调控机理、特异基因诱导表达等因素的研究将有助于这一难题的解决。此外, 看护培养技术的

应用、棉花小孢子和四分体的原生质体培养等也可能成为新的研究途径。
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