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　　葫芦科(Cucurbitaceae)植物包括 118 个属共 825 个种 ,

广泛分布于热带和亚热带地区。在我国分布约有 130 个种 ,

且多为人们所喜爱的瓜类蔬菜 , 如西瓜(Cit rullus lanatus

(Thunb.) Matsum. & Nakai. )、甜瓜(Cucumis melo L.)、黄

瓜(Cucumis sativus. L)和南瓜(Cucurbita pepo L.)等 , 它们

的复合杂交育种需要有某些具有优良性状的材料 , 此类材料

的制备一般需要经历很长时间的筛选和纯合 , 利用杂交一代

进行花药培养 ,然后再进行加倍 ,不但可以获得较多的基因

型植株 ,找到筛选符合目标性状的材料 ,而且可以大大缩短

育种时间 ,节省人力和物力 , 花药培养技术为葫芦科育种材

料的制备开辟了一条简便快捷的途径。

　　葫芦科花药培养受多种条件的影响 ,既包括由植株本身

所决定的基因型差异 、小孢子的发育阶段 、花蕾的预处理及

供体植株的生理状态等内在条件;也包括基本培养基成分 、

糖类 、激素及培养条件等外界因素[ 1] 。培养基的组成是影响

诱导胚状体还是愈伤组织形成和植株再生的关键因素;糖类

是碳和能量的来源 ,并且在诱导培养基中起着调节渗透压的

作用 ,已发现在诱导培养基中糖的类型和浓度影响雄性单性

生殖;氨基酸在花药培养中对于提高胚胎形成和植株再生也

起着重要的作用[ 2] 。现就影响及可能影响葫芦科花药培养

的主要因素 、花药培养的目的以及花药培养在育种上的意义

做了综合性的论述。

1　影响葫芦科花药培养的主要因素

1. 1　材料因素的影响

1. 1. 1 基因型　不同基因型的材料 , 花药诱导率不同[3. 4] ,

即使在同一种内 、同一方法 , 不同的材料间也有很大差别 , 有
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的材料对某些培养基根本无反应。 F1代在花药培养中的愈

伤组织产量高于其亲本产量 , 有个别组合 F1代的愈伤组织

产量甚至成倍的高于其高产量亲本 , 表现杂种优势[ 5. 6] 。

1. 1. 2 供体植株的生长环境和发育时期 　许多植物植株

的生长状况与花药培养胚发生率呈正相关。取样时材料生

长的环境条件对花药培养亦有影响 , 不同生长季节 、栽培环

境 、不同部位的花蕾 , 其花粉的生理状态均可能不同 , 诱导率

有明显差异。在人工控温控光的条件下 ,同一花蕾中小孢子

发育时期相对一致 , 适于接种的花期也会大大延长。

Chuong 等[ 8] 报道生长在控温控光条件下试验供体植株的胚

状体诱导频率是非常高的 ,生长在较短光照和较低温度下的

植物 ,其花药具有较高的花粉胚胎发生能力 , 光周期会影响

花药的发育 ,进而影响花药培养的结果。供体植株的花期对

培养有一定的影响 ,取材于开花一个星期的胚状体诱导率显

著高于取材于将要开花和开花两个星期的胚状体的诱导率。

1. 1. 3 小孢子发育时期　不同作物花药培养要求的最适

小孢子发育时期不同。不同时期的花培不仅要求的条件不

同 ,而且其培养效果也明显不同[ 7 , 8] 。一般所处发育期越早

的花粉 , 对培养条件的要求越苛刻 , 且培养效果不一定

好[ 12] 。在实际取材时可以根据花药的长度 、花蕾的大小 、外

观形状和色泽等与花药内的花粉发育进程的相关性有目标

地直接采样。几乎绝大部分的试验材料以花粉发育到单核

靠边期最佳。但其机理还不是很清楚 ,第一种解释是可能由

于单核靠边期的小孢子发育是处于胚胎形成的临界期 , 即正

处于不同分裂方式和发育途径的共同起始点 , 不仅较为敏感

而且容易诱导成功 ,但在接种时花药已经超过了此阶段 , 胚

状体就不容易形成。 Nitsch 等也认为小孢子中淀粉开始形

成后 ,小植株便不能从花粉中发育出来 ,大的花蕾也有一些

小植株形成 ,可以认为这些花粉在发育过程中受到阻碍 , 发

育得比别的花粉慢 ,因此在接种时还没有越过胚胎形成的临

界点。第二种解释是小孢子发育过程中花药内源激素平衡

在不断改变 ,随着花药的激素平衡变得不适合它的生长和分

裂 ,或者为生长必需的其它一些成分已被耗尽了。

1. 1. 4 花药的预处理　多数成功的例子表明:只有经过预

处理的花药才能培养成花粉胚进而得到完整植株。预处理
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有低温预处理 、高温预处理[ 10] 、离心处理和预培养等方式 ,

其目的就是从形态上改变其极性分布 ,从生理生化上改变其

细胞生理状态 ,从而改变其分裂方式和发育途径 , 对于不同

的种类 、品种和生理状态 ,花培所要求的预处理及其作用也

不同。在葫芦科作物上目前比较普遍的预处理方式是低温

预处理。推测是低温处理使花药壁的细胞受到损伤失去分

裂增殖的活性 ,但花药内的部分花粉细胞仍具活性 , 在进一

步的诱导中 ,则有可能形成愈伤组织 , 继代培养中仍能保持

色泽淡绿 、质地相对致密的特征 ,这种愈伤组织从其形成状

况来看 ,可能是由花粉细胞形成的 , 但它究竟是花药壁细胞

形成的 ,还是由花粉细胞形成的 ,需进一步进行倍性的细胞

学鉴定[ 11] 。魏瑛把小孢子发育至单核期的西瓜花蕾进行低

温处理 ,温度分别为 4℃和 10℃, 时间都为 24h 和 72h ,结果

表明在 4℃下的低温处理能够提高愈伤组织的诱导率 ,而且

4℃的诱导效果比 10℃的处理效果好 , 并且认为在 4℃条件

下处理 72h 的效果较佳;甜瓜在 4℃下处理 36h 效果较好;

在南瓜上则置于 4℃低温处理 4d[ 12] ;H . G . Ashok Ku-

mar[ 13]等将黄瓜花蕾在 4℃和 32℃下分别处理 1 ～ 10d 和

1d ,结果表明在 4℃下处理 2d 的效果最佳。不同基因型的

材料其低温预处理的反应不同 ,不采用任何预处理的小孢子

直接培养在一些植物上也取得了胚状体。有关花药预处理

的机理还需要进一步地研究。

1. 2 培养基成分的影响

　　培养基的组成是影响花药培养成功与否的关键因素。

在植物花药培养中一般均采用琼脂固体培养基 , 琼脂对花培

的不利影响早在 1978 年 Kohlenback 和 w ernicke就有报道 ,

认为琼脂中含有的抑制物质会引起花药培养中胚状体的早

期败育。多种作物的花药培养中很早就发现液体培养可极

大地提高出愈率 ,但由于在花药漂浮培养时 , 一些花粉在培

养早期会自动脱离药壁组织散落到培养基中 , 多数愈伤组织

沉在液底 ,导致缺氧而影响其绿苗再生[14] ,使其分化能力受

到影响。在液体培养基中加入 Ficoll增加培养基比重 ,使形

成的愈伤组织浮在表面 , 改善了通气条件 , 可显著提高绿苗

的分化。

1. 2. 1 基础培养基　花培常用的培养基有 MS 、Nitsch 、

White和 N6 等 , 培养基的状态 、所用的凝胶种类和浓度的不

同 ,都会影响花培的效果 , 大致上以 MS 培养基用的最普遍。

在西瓜花药培养上 ,一般使用 MS 作为基础培养基[ 11 , 15] ;甜

瓜和南瓜[ 12]的花药培养上也使用 MS 作为基础培养基;黄

瓜的花药培养则使用 B5 为基础培养基。

1. 2. 2 糖类　早期试验证明 , 培养基中糖的浓度起着提供

碳源和调节渗透压的作用 , 糖的类型和浓度影响着胚胎形

成。蔗糖 、麦芽糖 、葡萄糖和果糖在雄性单性生殖的培养中

是主要的碳水化合物 , 而蔗糖是比较好的碳源 ,由于不同植

物细胞渗透压差异甚大 ,因此各种植物花培要求糖的浓度不

同 ,糖的浓度在许多植物中影响着胚状体的形成 , 较高浓度

的蔗糖有利于其的形成[2] 。在植物体细胞组织培养中 , 蔗糖

一直作为最佳碳源 ,然而其它糖类物质对植物体细胞培养也

产生一定的影响;因此 , 在体细胞培养中应注重碳源种类和

用量的选择。植物花药培养中 , 过去一般均以蔗糖作为碳

源 ,其适合的浓度因作物种类不同而异 ,近年来发现其它糖

类特别是麦芽糖代替蔗糖能够促进花药培养效率。薛光荣

等在西瓜花药培养时使用的蔗糖浓度除了生根培养基为

15 g /L外 , 其它的均为 30g /L;陶正南在甜瓜愈伤组织诱导

中用蔗糖浓度为 60 g /L ,分化培养基中的浓度为 30 g / L;在

南瓜的花药培养中当诱导培养基中的蔗糖浓度是150 g /L ,

产生的小植株最多[ 12] ;在黄瓜中诱导胚胎形成时蔗糖浓度

85 g /L , 在分化时则为 30 g / L[13] 。在花培前期 , 高浓度的蔗

糖不仅可诱导花粉胚的形成 ,而且由于花粉细胞的渗透压比

体细胞的渗透压高 ,在一定浓度范围内能降低花丝等体细胞

愈伤组织的发生 ,而提高花粉愈伤组织发生的比例;在中后

期 ,降低蔗糖浓度可提高培养基水势 , 促进单倍体细胞的生

长与繁殖 ,有利于愈伤组织和胚状体的发育和分化。

1. 2. 3 激素　在许多报道和试验中人们经常添加一些激

素和其它物质 ,对花培的一系列过程进行调节和控制 ,培养

基中的激素成分常常对花粉细胞的生长和分裂起重要作用。

激素是花药培养中显著影响花药胚状体发生的因素 , 主要包

括生长素和细胞分裂素 ,前者包括 2 , 4 - D , 吲哚乙酸和萘乙

酸等 ,后者包括激动素和 6 -苄基嘌呤等。一般低浓度的生

长素类物质可以提高胚状体的诱导率。在花药培养时 , 调节

激素成分不但可以影响花粉发育的类型是形成胚状体还是

形成愈伤组织 ,而且还可以影响到是二倍体体细胞组织生长

增殖还是单倍体花粉细胞生长增殖的问题 , 不同品种 、不同

基因型的植株对培养基中激素的有无 、种类和水平的反应是

不同的。早期花药培养中常加入天然成分椰乳。 从较多的

试验中知道 ,如果花药一直培养于无激素的培养基中 ,胚状

体的诱导率很低 ,这说明 , 适当的外源激素对多细胞团发育

有重要的促进作用。

1. 3　培养条件

　　由于营养和空间上的竞争和选择 ,接种花药的密度不可

过大。有报道表明三十烷醇在适宜浓度下有促进叶绿体形

成的作用 ,袁万良在西瓜花药培养时 , 加入了三十烷醇进行

处理 ,发现愈伤组织全部变为绿色 ,并形成深绿色点状组织 ,

提高了再生植株的诱导率 ,为西瓜单倍体育种工作解决了关

键技术。此发现对于大幅度提高花粉植株的诱导率以至形

成一套成功的瓜类单倍体育种方法 , 具有重要的应用价值。

　　温度和光照对诱导产生愈伤组织和促进其生长非常重

要 ,对花培的影响也最大 ,对于不同种类和基因型的植株, 其
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花培所需的培养条件会有很大差异。离体培养的花药对温度

比较敏感 ,早期多用 25～ 28℃的温度进行花药培养。现在知

道花药在较高的温度下培养效果更好 ,特别是最初几天经历

一段高温培养出愈率会明显提高 ,并且许多研究表明变温处

理即在高温下处理一定的时间之后再转至低温培养有利于提

高胚状体的诱导率;光照并非是愈伤组织发育和分化的必要

条件 , 虽然黑暗有利于愈伤组织的生长 ,但长时期的黑暗会明

显降低愈伤组织的品质和外观, 所以应适当的补充光照。

2　花药培养方法

　　薛光荣等以西瓜“琼酥”的花药作外植体进行培养 ,获得

了再生的花粉植株 ,其培养方法如下。

2. 1　取材

　　取小孢子发育处在单核期的花蕾 , 用自来水冲洗干净 ,

先用 70%酒精消毒 30s ,再用 0. 1%升汞水消毒 10 ～ 15min ,

无菌水冲洗数次 ,在无菌条件下剥取花药。接种于去分化的

培养基上。

2. 2　诱导愈伤组织

　　将花药接种于 MS 附加不同浓度的 2 , 4 - D 、BA 和 KT

的去分化培养基中 ,于 25～ 30℃下进行光照培养。

　　花药培养在 MS+2 , 4 - D 0. 5 mg / L+BA 0. 5 mg /L

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

0. 5 mg /L的去分化培养基上 , 产生黄绿色 、质地疏松的愈

伤组织 ,愈伤组织的诱导率达 50%～ 90%, 但将这类愈伤组

织转入分化培养基后 ,一般很快变黄褐色甚至死亡。而花药

培养在 MS+BA 2. 0 mg /L+KT 2. 0 mg /L 的去分化培养

基上 ,能产生黄绿色 、质地致密的愈伤组织 ,并可直接分化出

根和绿芽或幼叶组织 , 但这种愈伤组织的诱导率很低 , 大约

为0. 5%。

2. 3　愈伤组织的分化

　　待愈伤组织长到 2 ～ 3mm 时 , 转移到 M S+5. 0 ～ 10. 0

mg /LGA3 +4. 0 mg /LBA+30 ～ 40 mg / L 腺嘌呤的分化

培养基上 ,黄绿色 、质地致密的愈伤组织能很快地分化出植

株 ,但大多数植株畸形 , 个别植株还出现缺绿 、白化现象 , 成

苗率很低 ,如果将这种已进入分化阶段的材料再转入 MS +

2. 0 mg /L 三十烷醇或 MS +2. 0 mg /L 三十烷醇+0. 2 mg

/LBA 的培养基上 , 很快分化出发育正常 、叶色浓绿的无根

植株。

2. 4 诱导生根

在分化培养中 ,对一部分根系生长不好的植株 , 切取无

根植株转入 1 /2 MS + 0. 2 mg / LIBA+1. 0 mg /LIAA 或

1 /2MS 附加 IAA 1. 5 mg /L、蔗糖浓度为 15 g /L 的生根培

养基上 , 10d 左右即可生根 , 可采取铁钒苏木精染色法观察

根尖染色体 ,鉴定分化的植株是否为花粉植株 。

3　花药植株倍性鉴定及染色体加倍

3. 1　倍性鉴定

　　可取再生植株的幼嫩根尖 1 ～ 2cm—0. 002M8 -羟基喹

啉 20℃处理 2h—乙醇洗涤—乙醇:冰醋酸=3:1 固定液

20℃固定 12h—用纯酒精洗涤 2～ 3 次至材料不含冰醋酸的

味道蒸馏水洗涤—用 1mol /L 盐酸保持 45℃解离 30min—

蒸馏水洗涤—卡宝品红染色—置于显微镜下观察 , 确定植株

的倍性。也可以通过保卫细胞内叶绿体数目和气孔大小的

测定:将根尖染色体鉴定确定倍性的植株的叶片下表皮放置

于载玻片上 ,加盖玻片 , 在显微镜下观察保卫细胞的叶绿体

数目。

3. 2 染色体加倍

　　单倍体植株如何加倍成为纯合的二倍体植株 , 对于将花

培技术真正用于实际的育种工作至关重要。目前加倍的途

径有二条:自然加倍;人工加倍。

3. 2. 1　自然加倍 　花粉植株群体中自发加倍的频率在不

同植物上是不同的。自然加倍可能来源于未减数的配子 , 或

最初几次原胚的核内有丝分裂。 自然加倍的优点是不会出

现核畸变。

3. 2. 2　人工加倍 人工加倍的方法通常有两种:一是先移

栽后加倍。可以根据花药培养得到的植株的外部形态和正

常的二倍体植株比较鉴定或通过染色体数鉴定 , 然后将单倍

体植株根洗净 ,用 0. 1%～ 0. 34%的秋水仙素浸泡 , 砍去植

株上部 ,任其重新生长。 二是先加倍后移栽。将具有 3 ～ 4

叶 , 1 ～ 3条根的植株通过无菌操作转入 B5 培养基中 , 附加

10 ～ 100 mg /L 秋水仙碱 , 加倍后移栽入土 , 开花时 , 根据花

的形态和花粉发育情况判断倍性。

4　葫芦科花药培养的目的及意义

　　花药培养育种 ,是将花粉培育成单倍体植株 , 再经染色

体自然或人工加倍得到纯合二倍体的一种育种方法。这种

染色体加倍产生的纯合二倍体 , 在遗传上非常稳定 , 不发生

性状分离 ,因此 , 花培育种能极早稳定分离后代 、缩短育种年

限。利用花药培养可明显缩短育种年限(5 ～ 6 个生育世

代), 提高配子体的选择效率(尤其适于数量性状的选择), 缩

小育种群体。

凡具有配子染色体数的植物便称为单倍体植株。单倍

体培养是现代育种技术的一个重要手段 ,葫芦科花药培养的

目的主要表现在以下几个方面:a. 由于从单倍体的染色体加

倍可以获得纯合的二倍体和多倍体 ,可以短期内获得所需要

的优良品种 ,同时可增加重组型的选择几率 , 这样不仅省去

了多代自交 ,快速获得自交系 , 并且可以克服杂种性状的分

离;b. 单倍体植物与诱变育种相结合 , 可以加速诱变育种的

进程;c.单倍体不存在显隐性问题 , 产生的隐性突变在第一

代即可表现出来 ,其基因型完全可以由表现型反映出来 , 有

利于鉴定和选择。 d. 新抗元的不断发现 , 野生资源的利用。
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远缘杂交不亲和 ,杂种小孕等障碍 , 可采用试管受精;有性杂

交结合幼胚培养 , 体细胞融合或 DNA 直接导入及基因转

化;丰富外植体的遗传基础 , 一经花药培养 ,能快速有效地纯

合目标基因 ,比以回交 、复交 、系统选育可超前成功 5 年;e.

只要查明抗病性与其它农艺性状的连锁关系 , 利用花培可打

破不利连锁 ,就垂直抗性基因的转育而言 , 只有花培育种才

能做到快速有效 ,达到抗性基因的取代目的 , 不终断优势小

种的寄主 ,从而使品种处于旺盛的优势时期 , 达到高产 、稳

产[ 15] ;利用花培聚合累加微效多基因抗性于一体 , 育成水平

抗性品种 ,可持续稳产;f. 利用花药和花粉培养的胚状体或

愈伤组织不仅可以作为基因工程的受体进行基因转化 , 快速

获得符合育种目标的植株 ,提高育种效率;而且 ,由单倍体技

术产生的双单倍体(DH)株系可迅速发展成一个永久的分离

群体 ,无遗传变异 , 可以重复进行检验 ,是抗性等数量性状分

析的良好群体 ,且被认为是 AFLP , R FLP , R APD等分子标

记和基因图谱研究极好的材料 , 可在很大程度上提高基因

定位 ,图谱的准确性 , 并绘制高密度的遗传图谱。

　　由于花粉植株是由单倍体直接加倍形成的 , 故隐性性状

得以纯合表现 , 而且花粉植株不论来源于 F 1 或 F2 , 其当代

株系均表现丰富的多样性 ,如株高 、生育期 、育性及抗性等。

这些性状相互交叉 ,组成了具有多种形态特征的花培株系 ,

因此 ,花培育种既可充分利用植物的种质资源 ,又可获得性

状的多样性。

　　花药培养育种已与常规杂交育种 、远缘杂交育种 、诱变

育种以及转基因技术相结合 , 发展形成了一套育种技术体

系。花培育种是生物技术在农作物育种中应用最广泛 、最有

成效的方法之一 ,在传统农业向高技术农业的转化中发挥着

纽带作用 ,是一种快速有效的育种途径。

5　问题及展望

葫芦科单倍体育种才刚刚开始 ,存在很多需要解决的问

题。第一 ,对于葫芦科花药培养的研究比较单一 ,花药培养

中小孢子的发育途径 , 大都是经过愈伤组织 , 而没有形成胚

状体。第二 ,尽管愈伤组织诱导率得到了提高 , 但其分化和

再生能力却不明确。因为愈伤组织的诱导率过高时所形成

的半透明状 、结构松散的愈伤组织 , 虽然生长迅速 ,但是只能

增殖 ,不能分化。第三 , 愈伤组织中细胞的倍性变化复杂。

第四 ,小植株的诱导率很低。大多数文献的试验只是培养到

愈伤组织阶段 ,对于诱导产生植株的频率却只是说有待于提

高。由于前人对于葫芦科花药培养研究比较少 ,所做的试验

大都偏向于某一个或几个影响因素的作用 ,缺少比较系统的

花药再生体系研究。

　　花药培养中进一步提高诱导花粉单倍体植株的频率. 减

少体细胞干扰等是应该重视的问题。目前主要通过提高蔗

糖浓度 ,减少或不用 2 , 4—D来诱导花粉愈伤组织。葫芦科

花粉培养的难度较大 ,涉及的因素主要有花粉来源植株的基

因型及其所处的生理状态 、培养基的物理状态及其成分 、培

养方式等 ,这些必要的因素还有待进一步深入研究 , 以建立

各作物的离体花粉培养的最适体系 ,将对于基础研究和育种

实践及基因工程操作具有重要意义。

　　花药培养技术虽有许多优势 ,但目前仍未能广泛应用于

各种农作物育种中 ,所以 , 应加强基础研究 , 采用分子标记手

段 ,将控制花培能力的有关数量性状基因组合在一起 ,从根

本上解决花培效率低的问题。此外 ,综合应用已取得的各种

改良的花培技术(如低温预处理),并通过对培养过程中某些

生理生化指标(如内源激素 、氨基酸类物质的含量等)与培养

力之间的关系 ,寻找更加有效的培养技术措施 ,提高花培效

率。

　　花药和花粉培养不仅是获得单倍体的重要途径之一 , 是

遗传变异的来源并且有益于种间基因转移 , 因此花培无论是

在育种工作还是基础研究中 ,都特有广阔的应用前景。
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