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　　摘　要:综述了番茄花药培养的研究进展。详细讨论了影响番茄花药培养的主要因素 ,如小

孢子发育途径 、取材时期 、植株的基因型 、供体植株的年龄和生理状况 、花药预处理 、培养基及其

成分等。指出了目前花药培养研究中存在的主要问题并提出了展望。
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　　番茄花药培养可加速育种进程 ,提高选择效率 ,同

时 ,花药培养为分子育种奠定基础。从 20世纪 70年代

开始 ,番茄花药离体培养研究取得了一定进展[ 1] ,Sharp

等[ 2] 从番茄不成熟的花粉时期获得单倍体愈伤组织 ,但

到目前为止 ,只有Gresshoff
[ 3]
、高秀云

[ 4]
、Ma

[ 5]
和 Zagor-

ska
[ 6]
等人得到单倍体植株。番茄花药离体培养获得单

倍体的主要困难在于诱导频率偏低且不可避免地产生

体细胞混杂。现综述了番茄花药培养的影响因素及存

在问题 ,并提出了展望。

1　番茄花药培养的影响因素
1.1　小孢子发育途径

番茄花药离体培养中小孢子发育途径 ,Gresshoff和
Doy[ 3] 认为小孢子第一次分裂是均等分裂 ,即 B途径。

周广栋等[ 7]除观察到 B途径外 ,还观察到 A-V ,A-G途

径 ,与前者的观点不一致 ,数据统计的结果支持高秀云

等
[ 4]
的观点 ,即番茄小孢子雄核发育以 B途径为主。

1.2　取材时期

Gresshoff和Doy[ 3] 以栽培番茄的43个品系为材料

进行研究 ,认为花粉母细胞处于减数分裂时期 ,愈伤组

织的诱导最易成功 ,单核期以后的花粉粒不能产生单倍
体愈伤组织和小植株。高秀云等[ 4] 也认为番茄花药培

养的最适时期为单核期。卫志明等[ 8] 以北京早红×402

的F1为材料 ,认为花粉粒处于单核中期的花蕾进行培

养最为适宜。而朱丽萍等[ 9] 认为 ,选择单核靠边期的花

药来进行愈伤组织的诱导最适宜。
起初人们以花蕾长度来确定花粉的发育时期 ,朱丽

萍等[ 9] 经过系统的研究发现 ,不同果型番茄品种 ,花药

长度不同 ,在花粉发育时期存在的差别极其明显 ,并成

正相关关系。小果型番茄品种花药长 2 ～ 3 mm 时为小

孢子母细胞时期 ,3 ～ 4mm长为单核早期 ,4 ～ 5mm长为

单核中期 ,5～ 6.5mm长为单核靠边期;中果型番茄品种

花药 2～ 4 mm长为小孢子母细胞时期 ,4 ～ 5.5mm为单

核早中期 ,5.5 ～ 7.5mm为单核靠边期;大果型番茄品种

花药 2～ 4 mm长为小孢子母细胞时期 ,4 ～ 5.5mm为单

核中期 ,5.5 ～ 8mm单核靠边期。但这种标准不是很可
靠 ,因为花蕾长度很容易受到植株的年龄 、生长状况 、外

部环境条件 、季节和人为管理的影响。Sibi等
[ 10]
指出 ,

萼片和花瓣的大小相关性是小孢子处于单核期的形态

学标志 , 但这种相关性并非适用于所有的基因型。

Chambonnet[ 11] 则建议将颜色作为其形态学的标志更为

精确 ,呈现一定色泽的花药包含着最多的单核晚期的小

孢子 ,同时含有约 10%的双核期的小孢子。采用这种标

志的花药在培养时的胚胎诱导率得到了提高。

1.3　植株的基因型

植物基因型是影响离体诱导单倍体成功的最重要

的因素之一 ,不同基因型的植株对培养的反应不同。其

表现为是否可诱导愈伤组织、胚状体的生成及其分化的

频率 ,以及再生单倍体植株的能力。

Gresshoff和Doy[ 3] 用 43个番茄栽培品种和 48个

拟南芥品系进行培养 ,都只有 3个栽培品种或品系能够

诱导单倍体组织。高秀云等[ 4] 进行了不同品种的花药

培养 ,在相同培养条件下 ,不同品种的花药均可产生愈

伤组织 ,但其频率随品种不同而有所差异 ,杂种的诱导

频率一般高于双亲。Zagorska等
[ 6]
人的报道与之有不

一致的地方 ,他们用 80个番茄品种 ,有53个诱导出愈伤

组织 ,研究结果同时表明 ,杂交种具有微弱的形成愈伤

组织的能力 ,愈伤诱导率很低。

1.4　供体植株的年龄和生理状况

生理状态对番茄花药培养力有直接影响 ,同一遗传

背景材料在不同的地理纬度、不同的季节 、不同的生态

条件 、不同的栽培水平 、不同的年龄和旺势等 ,其培养力
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均有较大的差异。

在适合的温度条件下幼龄植株花药培养的反应最

好。老龄植株 ,尤其是接近开花末期的植株通常花蕾较
小 ,这样的花蕾含有各种各样的小孢子 ,畸形花粉数量

增加 ,导致花药培养的反应降低和推迟。供体植株的生

理状况对雄核诱导频率有直接的影响。一般而言 ,在适
宜条件下生长而成的健康植株的雄核诱导率和植株再生

率高。从季节上看 ,冬、春季较夏、秋季更适合于进行花药

培养。这可能是由于温度与光周期共同作用的结果。

Shtereva等人
[ 12]
的研究表明 ,栽种在温室中的供体

植株的愈伤诱导率比大田中的高 10%～ 25%,这可能是

因为冬天温室中有比较高的湿度和短的光周期。因此 ,

首要条件是让植株在最适宜的环境下生长 ,定期施肥灌
水 ,并应选择年幼的健康的植株作供体。

1.5　预处理

在培养前 ,对花药进行物理或化学处理能够有效地

提高小孢子发育成单倍体植株的诱导率
[ 13-20]

。其中最
有效的是低温效应。许多研究认为低温预处理可以促

进雄核发育 ,增加花药愈伤组织或胚状体诱导率[ 21-23] 。

周广栋等
[ 7]
的试验结果也表明 ,4℃低温预处理可提高

愈伤组织诱导率 ,并提早开始雄核发育 ,但是对于不同

的基因型反应不同。经低温预处理 ,番茄品种 Jerry 愈

伤组织诱导率增加 73.17%,毛粉-802愈伤组织诱导率

增加 45.09%。
低温预处理的温度不同 、处理时间不同对于愈伤组

织诱导率的作用也不同。Shtereva 等[ 12] 用栽培品种

Roma ms/ms作为试材 ,设置对照 、4℃2 d 、4℃6 d、7℃
7 d 、10℃9 d、35℃4 d等6个处理 ,结果表明 ,4℃2 d和

35℃4 d都有利于器官的形成。

关于低温预处理的作用机理 ,Pechan[ 24] 认为低温预

处理实际上是采用某种形式的胁迫处理 ,其通过外界逆
境因素的刺激 ,促使花药内离体小孢子完成从活体内配

子体发育转向孢子体发育。这与 Huang 和 Sunder-

land
[ 25]
的观点有相同之处 ,认为低温预处理的主要作用

是能够提供一个更合适的环境 ,以利于小孢子诱导和在

诱导期存活。Nitsch等[ 26] 也认为低温预处理提高花粉

胚状体的主要原因是均等二核花粉数量的增加 ,低温处
理改变了花粉粒第一次有丝分裂的轴向 ,从而使花粉朝

着胚胎的方向发育。而 Sunderland[ 14] 认为低温作用的

机理不在于改变纺锤轴取向 ,而是保持花粉的活力 ,使

营养细胞得以完成细胞质的改组转向胚胎。黄斌
[ 27]
综

合前人的工作 ,提出低温预处理的可能作用机制是:第

一 ,引起花药内源激素发生变化 ,进而影响愈伤组织的

形成。第二 ,引起小孢子的孤立化 ,花药壁细胞和绒毡
层在低温预处理过程中逐渐退化解体。第三 ,使绝大多

数小孢子保持其生活力。

其他处理也能明显提高花药培养的频率。例如 ,在

30 ～ 35℃的高温下对花蕾进行预处理;将花药直接离心;

将花蕾在水中浸泡几天 、再在低温下对花药进行离心;

在取出花药前将花蕾离心或用乙烯利处理花药;将花蕾
用 4Gy 射线和10℃处理 9 d[ 12] ,都能够增加愈伤组织诱

导数量。
1.6　培养基及其成分

培养基成分不仅决定着花药培养的成功 ,还决定着

雄核发育的方式。在番茄花药培养中 ,基本培养基以

MS应用最为普遍。在此基础上 ,激素的种类及配比是
影响诱导频率的又一个关健[ 2 ,3 , 28-32] 。6-BA 、KT 、NAA 、

IAA 、IBA 、2 ,4-D、2ip 、GA3和 zeatin不同浓度的配比都曾

被试用在番茄的花药培养中。视供试品种特点 ,选用激

素的种类和浓度不同。朱丽萍等[ 9] 用 1.0 mg/ L KT +

0.5mg/L NAA +4%蔗糖诱导不同品种的番茄 ,均可产
生愈伤组织。周广栋等[ 7] 经筛选 ,采用 0.5mg/L KT+

1.0mg/ L 2 ,4-D +0.1%酵母粉+3%蔗糖的培养基诱导

愈伤组织 ,也收到了一定的效果。Ma 等
[ 5]
则先在附加

5 mg/ L IAA+2.5 mg/L zeatin的 MS培养基中诱导愈

伤 ,然后再转入0.2 mg/L KT 的培养基中继续培养 ,最

终获得小植株。Zagorska等
[ 6]
通过1mg/L 2ip+2mg/ L

IAA或者0.25 mg/ L zeatin +0.5mg/L IAA分化出芽 ,

再在 1/2MS+2 mg/L IBA+0.5 mg/ L GA 培养基中生

根 ,从而得到小植株。

2　目前花药培养存在的问题
通过花药培养获得的单倍体植株 ,至今尚不能广泛

应用于育种 ,存在如下问题:

　　诱导频率和分化成苗率低。番茄花药培养的诱导

率一般只有百分之几 ,甚至仅为千分之几以至更低。有
些种虽有获得单倍体植株的报道 ,但其诱导率极低 ,可

重复性差 ,很难利用。

　　培养的愈伤组织诱导单倍体或者双单倍体的基因
型潜力差异很大 ,不同基因型的番茄材料花药培养诱导

频率差异十分显著。

　　对从胚状体到诱导成单倍植株的研究仍然很少 ,许

多培养条件尚不十分清楚。
　　小孢子自身产生核内复制 、核融合等倍性变异。

　　药壁绒毡层细胞对花粉发育的作用机制 ,还很模

糊。如何用人工合成培养基代替绒毡层的作用 ,目前培
养基及其附加成分带有一定的盲目性。

　　白化苗的问题。在禾本科 、百合科 、茄科均有发现 ,

只不过严重程度不同而已。
　　目前的研究多为在单因子水平上的研究 ,对影响胚

状体诱导率的各因子之间互作效应的研究极少。除了

分裂素和生长素之间的互作效应 ,其他如供体植株生长

环境条件(如温度 、光照和营养)之间的互作 、培养条件
(如光照 、时间 、黑暗 、温度等)之间的互作以及基因型与

各培养条件之间的关系等 ,尤其是对培养基成分之间的
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互作效应尚不十分清楚。

3　展望
花药培养力的大小 ,是受多基因控制的数量性状 ,

因而随着基因型的差异而有很大的变化。所以 ,应当加

强基础研究 ,采用分子标记辅助育种手段 ,将控制花药
培养力的有关数量性状的基因组合在一起 ,既可以显著

提高培养效率 ,快速纯合植物基因型 ,尽快获得纯合转

基因植物 ,又扩大了花药培养技术的应用范畴。同时 ,

将目的基因转入单倍体材料 ,更容易鉴定和筛选具有外
源基因的材料。小孢子作为外源基因的受体 ,可以通过

离体培养直接获得纯合的转基因材料 ,使目的基因易于

表达。另外 ,可以开发利用新的技术体系 ,比如基因敲

除技术 ,增加单倍体和纯合体的比例。
今后除了要加强以上几方面的研究以外 ,还应设法

进一步改进培养条件和培养基以拓宽基因型的实用范

围;加强小孢子发育机理的研究以实现对小孢子发育的

主动调控;加强游离小孢子培养技术的研究以便利用小
孢子来进行遗传转化和离体选择等。同时要加强花药

培养育种的遗传学研究 ,特别要重视影响其产业化的理

论和技术的问题 ,并加速该技术在育种实践上的应用。
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