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　　摘　要:利用单倍体植株快速培育纯系在作物育种中可以缩短育种年限 ,加速育种进程 ,降

低误选。因此利用植物游离小孢子培养获得单倍体植株已成为现代育种技术中的一个重要手

段。现着重探讨影响蔬菜类作物游离小孢子胚胎发生及其再生植株诱导的因素 ,并且提出了蔬

菜类作物游离小孢子培养过程中存在和急需解决的问题。
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　　早在 20世纪 70年代 ,从花药培养基础上发展起来

的游离小孢子培养在烟草上就有成功的报道;20世纪80

年代 ,Kyo 和 Harada 在烟草上成功的建立了有效的游

离小孢子培养系统;20世纪 80年代后期 ,游离小孢子培

养技术在十字花科的油菜上得到了迅速发展 ,不仅使培

养技术日臻完善 ,而且有效的利用游离小孢子培养系统

进行了作为外源基因受体和离体后发育途径转变的生

化标记等其它方面的研究[ 1] 。

与花药培养相比而言 ,游离小孢子培养具有很大的

优势 ,由于小孢子体积小而数量大 ,因此可以采用类似

微生物培养的方法进行培养而省工 、省时;由于去除了

小孢子和花粉壁绒毛层细胞之间可能存在的营养竞争

现象 ,使得能在更大的基因型范围内 ,以更高的频率诱

导小孢子的胚胎发生 、以更低的成本获得遗传上完全纯

合的双单倍体植株;由于小孢子的单倍体和单细胞特

性 ,外源基因经过转移后再通过自发加倍或人工加倍 ,

可以较大限度地降低嵌合体和杂合体转基因植株的产

生;同时 ,利用游离小孢子培养还便于进行离体诱变 、突

变体筛选等其它的遗传操作。但是 ,在植物的游离小孢

子培养过程中 ,存在许多影响游离小孢子胚胎发生及其

再生植株诱导的因素 ,下面将逐一对其进行探讨。

1　供体植株
1.1　供体植株的基因型

胚状体的诱导与材料的基因型密切相关 ,同一作物

的不同基因型材料 ,在同样的试验条件下 ,小孢子培养
诱导的频率差异很大。张丽[ 2] 等以 20个不同类型的萝

卜品种为材料 ,发现只有“山东极叶心里美”一个品种能

够形成胚 ,其他品种均未能诱导形成胚。可见小孢子胚

胎发生能力同其他遗传性状一样 ,是一种受基因调控的

遗传特性。

1.2　供体植株的生长环境

不同的生长季节 、栽培环境 ,其花粉的生理状态可

能不同 ,诱导频率将有明显差异。董艳荣等
[ 3]
研究认

为 ,生长在大田的植株比在温室中的诱导频率高;生长

在较短光照和较低温度下的植株 ,其花药也具有较高的

花粉胚胎发生能力。袁亦楠等[ 4] 对番茄直接进行游离

小孢子培养后发现薯叶番茄10月份与 5月下旬花蕾的

类胚发生率分别为0.25%和 0.01%,可能是 10月的夜

温较低 ,影响了供体植株体内小孢子的发育方向 ,从而

使在以后的培养中 ,偏离了向配子体方向发育 ,进行脱

分化而形成胚状体或愈伤组织。
1.3　供体植株的花期

依据供体植株开花的时间分为初花期 ,盛花期和末

花期 ,在不同的花期取材培养的结果差异显著 ,同时由

于材料的差异 ,最佳的取材花期也不同。方淑桂等[ 5] 对

80份早中熟花椰菜栽培种为试验材料进行小孢子培养 ,

发现 3个参试品种均以盛花前期培养的小孢子产胚量

最高 ,比其他时期培养的均高 20%以上 ,差异达极显著
水平;末花期培养的产胚量极少。而 ShterevaL A 等[ 6]

在番茄小孢子诱导胚状体的影响因素的研究中发现取

开花初期的小孢子的成胚率比 50 d之后取材的出胚率

高 40%～ 50%,出胚时间也能提前 30 d。

1.4　供体植株的花粉发育时期
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选择合适的花粉发育时期的花蕾是提高植株花粉

诱导频率的重要因素。严准等[ 7] 对甘蓝游离小孢子研

究表明 ,在初花期所取得花蕾营养水平高 ,小孢子分化

水平低 ,代谢很旺盛 ,有利于提高胚的诱导效率。刘冬

等[ 8] 以“成都大白菜”为材料 ,比较不同长度花蕾的小孢

子胚胎发生能力 ,结果表明长度为3 mm的花蕾花药中

绝大多数小孢子正处于单核晚期 ,胚胎发生率最高。其

它的一些研究也表明 ,十字花科小孢子的胚胎发生最佳

时期是在单核中期到单核靠边期 ,茄果类小孢子的胚胎

发生最佳时期是单核期到双核期 ,特别是单核靠边期。

1.5　供体植株的取样时间

刘志文等
[ 9]
研究发现 ,甘蓝型油菜小孢子培养过程

中取样时间也是高效诱导胚状体的一个重要影响因素 ,

而这一因素大多被以前的研究者所忽略;他们认为一天

中上午 7:00时的田间的温度相对较低 ,湿度相对较大 ,

可能有利于小孢子培养过程中的胚诱导。

2　对外植体的胁迫处理
对适时取材的离体外植体进行胁迫处理 ,可以有效

的打断小孢子预定的配子体发育途径 ,启动小孢子形成

个体的发育途径 ,从而大大提高小孢子胚胎发生的频

率。通常的胁迫处理包括低温处理 、饥饿处理和高温处

理等;同时 ,胁迫处理的程序和时间的长短也将影响到

小孢子的胚胎发生频率。

2.1　对花序或花蕾的预处理

朱彦涛等[ 10] 研究发现 ,对甘蓝型油菜的花蕾进行

0～ 4℃低温处理时 ,一般适宜于 1 d内取蕾培养 ,超过

1 d则花蕾发黄 、小孢子的生活力迅速下降;并且对于同

一材料来说 ,随着花序的增加 ,花序低温处理的有效时

间也需相应延长。

2.2　对小孢子的预处理

十字花科芸苔属植物小孢子胚胎发生的前提条件

是热激处理 ,即高温处理 ,使对称型的细胞分裂增加 ,进

而形成胚状体。茄果类小孢子的诱导率比较低 , Kazu-

mitsu Miyoshi
[ 11]
发现对茄子的小孢子同时进行蔗糖的

饥饿处理和高温处理是游离小孢子胚胎形成不可或缺

的条件。WongR S C 等
[ 12]
指出新鲜游离出来的大白菜

小孢子在经过了48 h的32℃高温处理能有效的提高成胚

率。综合前人报道 ,芸苔属植物的初始培养温度在30 ～

35℃之间以及处理时间一般应在24 ～ 48 h较为适宜。

3　小孢子提取分离方法
分离小孢子的方法可归纳为:散落收集法 ,此法获

得游离小孢子的操作简单 ,不需要专门仪器 ,而且可以

连续收集;挤压法 ,简便易行 ,适用于对单个花蕾或花药

进行小量的分离。但是 ,此法重复性受不同操作人员用

力大小 、时间长短等因素影响 ,而且不适于大规模游离

小孢子的操作 ,不过由于其简洁性 ,目前实验室普遍运

用此法分离小孢子;机械法 ,由于机械上装有调速器和

时间控制器 ,因而操作方便 、重复性好 ,一次可以处理大

量材料 ,提取小孢子所需的时间短 、效率高 ,并且提取的

小孢子成活率也较高 ,这无疑增加了可供培养或离体操

作的小孢子群体的数目。但是无论采取哪种分离方法 ,

都要求达到以下标准:小孢子成活率较高 ,发育期整齐;

小孢子达到一定的数量;无菌 、无杂质
[ 13]
。

4　小孢子的培养方式
近年来的小孢子培养基本是利用固体培养和悬浮

培养两种方式 ,但是悬浮培养的诱导频率高于固体培

养 ,可以增加胚的数量 ,胚状体的发育也较好。比较摇

床培养与静置培养对胚状体生长发育的影响 ,何抗军

等[ 14]对芥蓝游离小孢子培养时发现 ,在振荡条件下幼胚

发育迅速 、胚体健壮 、且大部分幼胚最终都能发育成子

叶胚 ,而静置培养的幼胚发育迟缓 、较幼小 ,只有少部分

能发育成子叶胚。分析其原因 ,可能由于振荡培养能够

改善液体培养基的通气性 ,使子叶胚产生率大大提高 ,

胚也生长更健壮 ,提高了胚发育的同步性和胚的质量 ,

促进了胚在成苗培养基上的直接成苗。

5　小孢子的培养密度
目前 ,小孢子培养多采用悬浮培养 ,但是不同品种

间小孢子的最适培养密度也有一定的差异。方淑桂

等[ 15]研究了大白菜游离小孢子培养密度对胚胎发育的

影响后发现 ,每蕾产胚 30个以下的胚胎发育正常 ,15 d

就可发育成子叶胚;每蕾产胚60 ～ 90个的发育到鱼蕾胚

时生长缓慢 ,胚状体变弱 ,生命力渐弱;每蕾产胚90个以

上的胚发育到心型胚时即停止生长。

6　培养基
6.1　培养基中的AgNO3

AgNO3常作为一种极性诱导剂和抑制物被使用。

一些试验表明AgNO3对于细胞离体培养后易出现的褐

化现象有缓解作用 ,另外有些试验观察到 AgNO3有改变

极性分化现象和促进芽分化的作用 ,但是浓度过高

(10 mg/L)时会导致形成畸形芽 ,并且浓度越高形成的
畸形芽越多 ,将阻碍进一步发育成苗[ 16] 。分析其原因 ,

可能是 Ag+为重金属离子 ,对植物细胞的生理 、代谢有

一定的毒害作用。

6.2　培养基中的激素

有关激素对胚胎发生和植株再生的影响 ,目前还未

能得出一致的结果。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。对大

白菜而言 ,纯粹的 NLN 培养基中胚状体的诱导率可以

达到很高的水平。而对于小白菜 ,适量的生长素与细胞

分裂素对小孢子胚胎发生有促进作用[ 17] 。石淑稳等[ 18]

对甘蓝型油菜及其种间和属间杂种小孢子胚状体的诱

导研究后发现 ,2 ,4-D和NAA有的表现出促进作用 ,有
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的则表现出负作用;IAA 基本不起作用;6-BA 则可显著

提高胚的产量。Ludmila Rl hova和 Jaroslav Tupy[ 19]在

研究土豆小孢子的培养基的成分中发现 ,诱导小孢子对

称分裂的主要原因是培养基中的谷氨酰胺和水解酪蛋

白提供的组织氮源。Ugur Bal和 Kazim Abak[ 20] 的番茄

单配体培育综述中评价 ,在 MS培养基中添加2 mg/ L

异戊烯腺嘌呤(2IP)和 2 mg/L IAA比加 0.25 mg/L玉

米素和 0.5 mg/ L IAA出胚率高。

6.3　培养基中的碳源及蔗糖浓度

有关研究表明 ,花药及其游离小孢子培养几乎都以

蔗糖作为碳源。在培养基中 ,蔗糖的作用可分为两个方

面:提供碳源和调节渗透压。不同的种类 、品种和小孢

子发育时期所要求的蔗糖浓度也不相同。Kazumitsu

Miyoshi
[ 11]
在茄子的小孢子培养中指出预培养基中的蔗

糖浓度对胚胎的形成是一个重要的影响因素 ,含 2%的

蔗糖可以获得高产量的胚胎 ,而超过 2%的蔗糖浓度有

抑制胚胎发生的副作用 ,培养基中缺少蔗糖不会有胚胎

的发生。在小孢子培养前期 ,高浓度的蔗糖可以诱导小

孢子胚胎的形成;在中后期 ,降低蔗糖浓度可以提高培

养基的水势 ,促进单倍体细胞的生长 ,有利于愈伤组织

和胚胎的发育和分化。

6.4　培养基中的活性炭

培养基中添加适量的活性炭 ,对提高小孢子胚胎发

生率有明显促进作用 ,尤其是对胚胎发生困难的基因型

效果尤为显著。活性炭的适宜添加量为 0.05 ～

0.1 mg/mL ,添加适量的活性炭对提高胚状体发育整齐

性有明显作用 ,有助于形成子叶胚。添加活性炭可以克

服毒性物质的危害。由于不同的基因型早期释放的有

毒物质不同 ,活性炭的作用效果也有很大差异 ,胚胎发

生率低的基因型往往释放有毒物质的能力比胚胎发生

率高的基因型要强得多 ,所以加活性炭的效果明显[ 21] 。

6.5　添加和更换培养液

研究初报 ,方淑桂等[ 7] 在以花椰菜为试验材料中为

了维持小孢子的活力 ,起始培养用 16%蔗糖的培养液培

养3 d后 ,重新离心更换13%蔗糖的培养液 ,产胚量虽有

一定提高 ,但明显低于加入等量的 10%蔗糖的培养液培

养的。这也是培养中容易忽略的一点。Hansen M 和

Svinnset K
[ 22]
对 4种甘蓝(Brass&a napus ssp.rapifera)

进行研究发现小孢子在培养 3 d后更换成新鲜培养基可

以使高出胚率的 Gry 产胚量上升 200%,使低出胚率的

Stenhaug提高到 800%。此外 ,Gu H H 等
[ 23]
在芸苔属

小孢子研究中发现培养 48 h后更换培养基和降低蔗糖

浓度可以有效提高胚胎的数量和质量。因为在培养中

不可避免的有老化的小孢子 ,它们没有分化能力但可以

释放一些抑制小孢子胚胎发生的有害物质。通过在培

养前期更换培养基可以解除老化小孢子的有害物质对

正常小孢子胚胎发生的抑制作用 ,此外还发现蔗糖浓度

的变化因不同基因型的不同培养阶段而异。

7　蔬菜类作物游离小孢子培养技术存在的问题

和展望

虽然小孢子培养技术在作物育种工作和基础研究

中有了很多应用 ,但是诱导频率不高 、物种及基因型间

存在的差异是其目前实际应用中的一大障碍 ,而且小孢

子培养的启动机制也仅是在猜测 、探讨之中[ 24] 。基因型

的差异已被所有研究者在不同作物中所证实 , 但是差

异的原因以及怎样克服诱导率低等问题 ,有可能通过分

子水平的基因分析 ,更确切的说是利用蛋白组学分析解

决这一棘手的问题。尽管有试验研究表明内源激素水

平差异均不显著 ,可能内源激素与诱导率之间并无直接

关系 ,然而不能否认那些易于胚状体发生的基因型植株

可能都具有某种特定的蛋白表达 ,但具体的内部原理还

有待进一步的试验研究。

蔬菜类作物小孢子的培养影响因素很多 ,对某种作

物而言就单一的因素分析都没有定论 ,更何况胚的发生

过程是由内部信号通路控制的 ,涉及的因子和因子互作

原理不明确。同时 ,当前的研究大多集中在单因子的水

平上 ,对影响胚状体诱导率的多因子之间的互相效应研

究的极少。目前比较清楚的是激动素和生长素之间的

互作效应 ,但对诸如供体植株生长环境(如温度 、光照、

湿度和营养)之间的互作 、培养条件(如光照强度 、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 ,尤其对培养基成分之间的互作效应尚不十

分清楚[ 25] 。为了解决这些问题应建立一个完善的高频

率蔬菜类作物小孢子再生体系 ,同时加强技术和理论两

方面的研究 ,不仅要摸索和改善小孢子培养过程中的各

种方法和技术 ,还应该系统的深入了解和探讨各种蔬菜

小孢子的发育途径 、启动机理 、诱导机制及其与生理生

化 、遗传因素的关系。
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烯 效 唑 在 园 艺 植 物 上 的 应 用
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　　摘　要:综述了烯效唑(S3307)在园艺植物上的应用效果。S3307应用于园艺植物后 ,可控制株

形 ,促进插条生根 ,调控花期 ,提高抗逆性 ,改善品质 ,提高产量等。
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　　烯效唑(S3307)是一种高效 、低毒 、残留量小 、不污染

环境的植物生长延缓剂 ,有着广阔的应用前景。它的研

究和应用日益成为热点。目前在园艺植物上主要用于

控制株形 ,培育壮苗 ,促进插条生根 ,调控花期 ,提高抗

逆性 ,提高品质和产量等方面。

1　矮化植株 、促进壮苗
　　S3307对园艺作物有明显的矮化作用及促进壮苗的作

用。曾焕泰用S3307处理盆栽榕树实生苗 ,显著地抑制了
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茎的伸长生长 ,使其株型矮化 ,叶片小型化 ,根冠比值增

大 ,从而使盆栽榕树更符合盆景栽培的要求
[ 1]
。陈敏资

等采用不同浓度的 S3307处理盆栽万寿菊幼苗 ,结果表

明 ,经处理的万寿菊节间显著缩短 ,增加叶厚及花朵数 ,

提高了观赏价值[ 2] 。尹敬芳等研究了 1.0 mg/ L的 S3307

浸种处理对番茄幼苗生长的影响。结果表明 ,S3307浸种

处理能显著控制番茄幼苗的徒长 ,使 2 ～ 5叶期幼苗的

株高显著降低 ,使幼苗茎粗 、叶面积 、地上部干质量和根

干质量增加。生理指标的测定结果显示 ,S3307浸种处理

的幼苗根系活力 、叶绿素含量都明显提高 ,光合速率也

高于对照 ,在生理上表现出壮苗效应[ 3] 。黄少华等采用

S3307对油菜种子进行浸种处理的试验结果表明 ,

50 mg/L S3307浸种4 h处理对幼苗缩茎和叶柄的伸长生

长具有明显的抑制作用 ,同时明显增加叶片叶绿素和可

溶性糖含量 ,对油菜形成壮苗具有明显的效果[ 4] 。张远
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