
植物生理学报  Plant Physiology Journal  2014, 50 (12): 1759~1763　　doi: 10.13592/j.cnki.ppj.2014.1036 1759

收稿 2014-10-15　　修定      2014-12-03
资助 上海市种业发展项目[沪农科种字(2011)第1号]和上海市

农业科学院学科建设专项(LY11)。
      * 共同第一作者。

    ** 通讯作者(E-mail: sw1@saas.sh.cn; Tel: 021-62201032)。

预处理和培养温度对陆稻游离小孢子愈伤组织诱导及分化的影响
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摘要: 以陆稻品种‘云2号’和‘云3号’为材料, 分别研究了花药预处理、游离小孢子预处理和小孢子初期培养温度对小孢子

愈伤组织产量及绿苗形成数的影响。结果表明, 将游离前的小孢子花药在32 ℃下预处理2 d, 或将游离小孢子在32 
℃下预

处理2 d, 均可以提高小孢子的愈伤组织产量; 将游离小孢子置于32 ℃培养2 d后转入25 ℃培养优于只置于25 ℃培养, 可以

明显提高小孢子愈伤组织产量及绿苗形成数量。
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Abstract: Two cultivars of upland rice were used to investigate the effects of pretreatments of anther or isolated 
microspores and the initial culture temperature on callus yield and number of green plantlets. The results 
showed that 2 d of 32 ℃ pretreatment on anthers or isolated microspores could improve the callus yield. Com-
paring to continuous culture under 25 ℃, 2 d initial culture under 32 ℃ prior to subculture under 25 ℃ could 
remarkably improve the yields of the callus and green plantlet.
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陆稻是水稻的变异型, 是栽培稻中的旱作生

态类型, 泛指能在无垠旱地、坡地及干旱生态环

境下生长的栽培稻类。在全球人口膨胀、气候变

暖、水资源短缺的情况下, 陆稻的开发和利用对

保障全球粮食安全具有特殊的意义。陆稻具有耐

旱、耐瘠、适应性广等特点, 一是可直接利用, 二
是可作为种质资源改良水稻抗旱性(翟伟等2010; 
胡颂平和周清明2001)。

花药和小孢子培养是高效获得纯合二倍体植

株的主要手段, 目前水稻花药培养技术已经是一

种较为成熟、实用、有效的育种手段, 在育种工

作和理论研究中得到了广泛的应用 (柳美南等

2008; 姜健等2001)。花药培养育种具有育种年限

短、遗传类型多、选择效率高等特点(于凤池等

2009), 游离小孢子培养技术是在花药培养技术的

基础上发展起来的一种单倍体诱导技术, 除具备

花药培养的特点外, 还具有更多的优越性, 是真正

意义上的单细胞培养体系, 避免了花药壁等结构

的干扰(曹丽娟等2005; 秦余香和夏光敏2004)。小

孢子培养技术可以为陆稻遗传改良和种质利用提

供一条变异、选择、纯合的新途径。相比花药培

养, 该技术的诱变、耐逆选择灵敏度更高, 再生植

株加倍后的群体中全部为加倍单倍体, 并且为陆
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稻的单倍体转基因技术和细胞杂交技术提供技术

支撑。小孢子培养技术的优化有着重要的育种应

用价值和理论研究价值(黄剑华2007; 陆瑞菊等

2002), 但由于愈伤诱导率低、分化率低、白化苗

严重、基因型限制等问题, 限制了花药小孢子培

养技术的发展与应用(王玲仙等2009)。
影响小孢子培养效果的因素有很多, 如供体

植株的基因型、供体植株的生长状况、小孢子发

育的时期、培养前后预处理和培养基的配方等

(Prem等2005; Santra等2012)。预处理可以以幼

穗、离体花药为对象, 也可以直接对小孢子进行

预处理(赵爱菊等2008)。为了提高供试基因型材

料的愈伤组织诱导及绿苗分化, 许多研究者在花

药小孢子培养过程中尝试改变环境因子(Yuan等
2011; Redha和Talaat 2008), 其中, 冷、热温度刺激, 
饥饿、渗透压胁迫以及秋水仙碱、磷酸胺除草剂

等化学处理都是花药和小孢子培养中广泛使用的

预处理方式(Germana 2011; Islam 2010)。
有关陆稻的小孢子培养报道极少, 国内未见

报道。Datta等(1990)研究了陆稻小孢子的胚胎发

生和植株再生, 但均采用自然脱落的方法来获得

游离小孢子, 且未涉及预处理温度和培养温度。

鉴此, 本文研究了预处理温度和培养温度对陆稻

小孢子培养效果产生的影响, 报道如下。

材料与方法

1  植物材料

以大田种植的陆稻(Oryza sativa L.)品种‘云2
号’和‘云3号’为供试材料。

2  预处理方法

从大田选取中部小花小孢子发育处于单核

中-晚期的幼穗, 用75%的酒精棉球擦拭进行表面

消毒, 再用干净的湿纱布包好, 外面包塑料膜保湿, 
标记后放入4 ℃冰箱中进行低温处理。所有材料

(幼穗)首先均采用4 ℃低温预处理10 d左右, 然后

进行不同预处理。花药先分别在25 ℃ (对照)与32 ℃ 
(热击)处理2 d, 然后游离小孢子, 一部分直接纯化, 
分别于不同的温度下进行初期培养2 d, 再转入25 

℃下统一暗培养; 另一部分分别置于不同的温度

下进行小孢子预处理2 d, 再进行纯化及25 ℃暗培

养。花药和游离小孢子的预处理液含60 g·L-1甘露

醇、1.1 g·L-1 CaCl2、0.976 g·L-1 MES, pH 5.8。

3  花药游离小孢子方法

参照陆瑞菊等(2001)和Lu等(2008)的方法游

离花药中的小孢子。接种前, 幼穗用10%的消毒灵

消毒10 min, 无菌水冲洗4~5次。每个试管大约接 
1 200枚花药, 加入15 mL提取液(含60 g·L-1甘露醇、

1.1 g·L-1 CaCl2、0.976 g·L-1 MES, pH 5.8, 过滤灭

菌), 使用匀浆机高速旋切, 悬浮液用150目筛网过

滤, 滤液以100×g低速离心5 min, 重复3次, 收集小

孢子。培养前小孢子用诱导培养基洗涤1次, 密度

调节至1.0× 105个·mL-1, 取1.5 mL小孢子悬浮液, 接
种于培养皿(30 mm×15 mm)中, Parafilm封口, 进行

暗培养。

4  培养基 
诱导培养基以改良的N6为基本培养基, 添加

麦芽糖75 g·L-1、谷氨酰胺750 mg·L-1、KT 0.5 
mg·L-1和2,4-D 2.0 mg·L-1, pH 5.8。分化培养基以

2/3MS为基本培养基, 添加麦芽糖30 g·L-1、KT 2 
mg·L-1、NAA 0.5 mg·L-1、6-BA 1.0 mg·L-1, 用5.5 
g·L-1琼脂粉固化培养基, pH 5.8。壮苗培养基以

1/2MS为基本培养基, 添加蔗糖30 g·L-1、IAA 0.4 
mg·L-1、多效唑4.0 mg·L-1, 用5.5 g·L-1琼脂粉固化

培养基, pH 5.8。诱导培养基为过滤灭菌, 分化培

养基和壮苗培养基采用0.11 MPa、121 ℃高温、高

压灭菌15 min。
5  统计指标与数据处理

小孢子在25 ℃下暗培养30 d时, 吸尽液体培

养基, 用电子天平称量每个培养皿中愈伤组织的

重量, 即为愈伤组织产量(mg); 绿苗产量为平均每

100 mg愈伤组织分化的绿苗株数; 白苗产量为平

均每100 mg愈伤组织分化的白苗株数。所有数据

采用DPS 7.0与Microsoft Excel 2010进行分析。

实验结果

1  花药高温热击处理对游离小孢子愈伤组织诱导

及分化的影响

由图1可见, 离体花药经32 ℃高温热击处理

后, 诱导的愈伤组织产量显著增加, 且再生植株数

也增加 ,  但白苗产量增加的幅度较绿苗产量更

大。另外, 不同基因型之间存在差异。

2  小孢子预处理温度对愈伤组织诱导及分化的影响

由图2-A可知, ‘云2号’和‘云3号’小孢子经32 ℃

预处理2 d均能提高愈伤组织产量, 但不明显。图
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2-B和C显示, 小孢子经32 ℃预处理2 d, ‘云2号’和
‘云3号’的绿苗产量均降低, 而白苗产量有一定程

度的提高; 总体来说, ‘云3号’的分化能力高于‘云
2号’。
3  游离小孢子初期培养温度对愈伤组织诱导及分

化的影响

‘云2号’游离小孢子在培养初期采用高温热击

(32 ℃)培养2 d, 能提高愈伤组织产量(图3和图

4-A); 大幅度提高再生植株的产量, 绿苗产量由对

照的5.42株提高到了16.78株, 白苗产量由3.37株提

高到了13.16株(图4-B)。

讨　　论

小孢子培养过程经历的时间较长, 程序复杂

且难度大, 环节较多, 提高某一环节的效率就可以

影响小孢子培养愈伤组织产量和再生植株形成数

量。目前, 陆稻小孢子培养的愈伤组织产量还较

低, 如何提高愈伤组织产量是关键, 在保证愈伤组

织产量稳定提高后, 绿苗形成数也会随之增加。

愈伤组织的形成受到多个因子的影响, 而温度在

整个陆稻小孢子培养过程中起重要作用, 包括供

试材料生长的温度、田间取材时的温度、预处理

温度、培养温度等等。

图2  小孢子预处理温度对愈伤组织、绿苗及 
白苗产量的影响

Fig.2  Effect of pretreatment temperature of microspore on 
yields of callus, green plantlet and albino plantlet

图1  花药的高温热击处理对愈伤组织、 
绿苗及白苗产量的影响

Fig.1  Effect of high temperature heat shock treatment of 
anther on yields of callus, green plantlet and albino plantlet

不同小写字母表示差异显著(P<0.05); 图2和图4同此。
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向发育过程, 从原来的配子体发育途径变为孢子

体发育途径(顾祥昆等2013; 边立娜等2013; Shariat- 
panahi等2006; 金航等2006; 庄军平等2001; Zhao等
1996; Pechan等1991)。董静等(2005)认为, 32~34 ℃

高温处理可提高小麦花药的愈伤组织产量; 李光

威等(2001)认为, 33 ℃高温预处理对小麦游离小孢

子培养有促进胚状体和愈伤组织形成的作用; Touraev
等(1996)报道, 在小麦小孢子培养中, 33 ℃高温预

处理可提高花粉胚获得率; 在大麦小孢子培养中,  
32 ℃高温结合甘露醇的处理增加了绿苗植株的产

量(Oleszczuk等2006); 张跃非等(2010)认为, 水稻

花药在诱导培养前须经35 ℃热击处理24 h。本研

究发现, 花药经过高温热击处理后, 其小孢子分裂

启动较早, 愈伤组织诱导的高峰期也提前; 张跃非

和李碧如(2010)也认为高温热击处理能加快小孢

子分裂, 使愈伤组织的诱导高峰期提前6~9 d。
另外, 本研究结果表明, 游离小孢子先置于32 ℃

高温下初期培养2 d后, 再转入25 ℃下培养, 可大幅

度提高再生植株的产量。贺梅等(2010)认为, 水稻

花药接种后先在30 ℃高温下初期培养3 d后, 再转

入26 ℃下培养, 比一直培养在26 ℃下有更高的花

粉植株产量。梁辉等(1997)认为先进行24 h的高温

培养再转入28 ℃培养, 可以大幅度提高小麦绿苗

分化率, 但愈伤组织诱导率明显下降。其他一些

研究也表明, 在高温下预培养一定时间后再转至

常温培养, 有利于愈伤组织和胚状体的诱导(边立

娜等2013; 牛永超等2010; 周伟军等2002)。
由此可见, 对陆稻游离小孢子培养进行高温

热击是有益的, 无论是对小孢子游离前的花药进

行32 ℃热击处理2 d, 还是对游离小孢子进行2 d的
32 ℃热击, 或对游离的小孢子进行高温初期培养 
2 d, 均能提高愈伤组织产量, 并有利于愈伤组织的

分化。对于‘云2号’来说, 若综合考虑每皿愈伤组

织获得的绿苗形成数, 对离体花药进行高温热击

处理优于初期高温培养, 更优于游离小孢子热击

预处理。本文以主栽陆稻品种为材料, 研究了决定

小孢子培养效果的愈伤组织诱导率的重要技术步

骤, 证实优化预处理温度和培养温度可以明显提高

培养效果, 而且这种方法较为简单, 容易控制。
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