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摘要: 为了提高水稻小孢子培养效率, 加速小孢子培养技术在水稻育种中的应用, 本研究以上海本地早熟杂交粳稻品种‘申
优17’为材料, 对F1小孢子培养中前期幼穗低温预处理时间(12和16 d)、诱导胚性愈伤转分化培养时间(4周、7周和13周)以
及自发加倍频率等技术环节进行了研究。结果表明: 低温(4°C)处理水稻幼穗12 d在诱导愈伤组织产量和分化绿苗产量上

都要优于16 d处理, 且在3个转分化培养时间上都显现出这一优势效果; 比较3个转分化培养时间, 其中7周的转分化培养时

间可以获得较高的分化绿苗数; 小孢子再生植株中自发加倍成二倍体频率约为50%, 而单倍体约占40%。上述结果表明, 选
择合适的幼穗低温预处理时间(1~2周)和转分化培养时间(7周)有利于提高水稻小孢子培养中的绿苗分化频率。
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水稻(Oryza sativa L.)是我国最重要的粮食作

物之一, 播种面积占粮食作物的1/3, 总产占粮食总

产的40%, 对于保障我国粮食安全具有重要意义

(肖娟等2016)。面对巨大人口增长对稻米的需求, 
需要加速育种技术创新, 不断培育出产量高、品

质优的水稻新品种。我国的水稻育种技术在育种

上不断突破, 取得了三次大的飞跃, 包括矮杆化育

种、杂交稻育种和超级稻育种(王月华等2012)。
在水稻育种技术中, 花药培养技术近几十年来发

展迅速, 该技术具有加速性状稳定、缩短育种年

限、提高选择效率等优点, 在种质资源创新、杂

交优势利用以及水稻分子育种上被广泛应用(迟铭

等2011; 吴丹等2015)。近几年来, 水稻小孢子培养

技术也取得了一定进展, 为进一步将小孢子培养

技术应用于水稻育种实践提供了可能。小孢子培

养技术是在花药培养技术基础上发展而来的, 与
花药培养技术相比具有更多优越性, 如单细胞起

源、易于基因突变和转化、避免花药壁影响、培

养效率更高等(王玲仙等2009; 郭桂梅等2014)。这

些优势使得水稻小孢子培养技术更具有吸引力, 
但有关水稻小孢子培养的报道还不多见, 水稻小

孢子培养技术仍然需要进一步突破基因型障碍, 
提高诱导频率和分化频率, 特别是针对生产上主

栽水稻品种要大力开展小孢子培养技术优化, 加
强小孢子培养技术在水稻育种技术上的应用。

F1小孢子是基因重组类型最丰富的群体, 建
立高效小孢子培养技术体系可以在F1小孢子培养

阶段实现胁迫筛选和稳定纯合, 快速获得耐逆性

提高的种质材料, 这一育种方法已在大麦上获得

成功。陆瑞菊等(2012)对大麦采用理化诱变后开

展小孢子培养, 在培养阶段采用NaCl胁迫培养, 获
得了4份耐盐性比亲本明显提高的DH株系材料。

徐红卫等(2015)以2个耐低氮大麦亲本杂交, 在F1

小孢子培养阶段采用低氮胁迫, 获得了10份耐低

氮性优于双亲的杂交后代DH株系材料。此外, 利
用诱变小孢子结合氮胁迫培养方法也获得了与原

始品种氮素利用率差异显著的2份突变体材料(徐
红卫等2016)。在水稻中开展这一育种方法研究, 
提高水稻F1小孢子培养效率是该项新技术研发的

工作基础。

‘申优17’是上海市农业科学院选育的粳型三

系杂交水稻品种, 亲本来源为‘申武1A’ (♀)和‘申繁

17’ (♂), 2014年通过上海市品种审定, 具有产量

高、熟期早等特点(程灿等2017), 为上海地区的水

稻主栽品种之一。本研究以该品种杂交稻为材料, 
开展游离小孢子培养, 对小孢子培养中低温预处理

时间、转分化培养时间以及再生植株倍性鉴定等

技术环节进行了研究, 以期提高水稻F1小孢子的培

养效率, 为水稻的小孢子育种技术研发奠定基础。

材料与方法

1  材料

以上海本地杂交粳稻(Oryza sativa L.)品种‘申
优17’为供试材料。
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2  方法

2.1  水稻幼穗低温处理

2016年8月下旬, 从大田选取小花中小孢子发

育处于单核中、晚期的幼穗, 修剪去除多余叶片

以保鲜袋保湿包裹后, 放入4°C冰箱中, 分别处理

12和16 d。
2.2  小孢子游离及常温预处理

接花药前, 穗子用10%消毒灵灭菌10 min, 无
菌水冲洗3~5次。每个50 mL塑料离心管接1 200枚
花药, 加9 mL提取液(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)使用高

速匀浆机旋切, 使花药内小孢子充分游离, 用300
目筛网过滤游离后的小孢子溶液, 收集滤液于13 
mL玻璃离心管中, 以400 r·min-1转速离心5 min, 去
除上清液加3 mL提取液得到小孢子悬浮液, 置于

30 mm×15 mm培养皿中, Parafilm封口, 在25°C暗
培箱中处理3 d。
2.3  小孢子纯化及诱导培养

25°C黑暗处理后, 以21%蔗糖溶液纯化小孢

子悬浮液, 加无糖溶液调节渗透压以600 r·min-1转

速离心5 min, 去除上清液加1.5 mL诱导培养基接

种于培养皿中, 封口, 置于28°C暗培箱中诱导愈伤

组织。

2.4  愈伤分化及壮苗

将诱导培养基中生长18 d的愈伤组织转接到分

化培养基上, 25°C培养, 以单个培养皿中愈伤组织

分化出的绿苗数作为绿苗产量, 同时记录白苗数。

分化形成的绿苗长至3~4 cm左右高时, 转接

至壮苗培养基中, 培养条件同分化阶段, 水稻小孢

子再生植株生根迅速旺盛, 4周后进行水培。

2.5  水培及倍性鉴定

水培2周后开始小孢子再生植株的倍性鉴定, 
剪取约1.5 cm长水稻叶片置于1.5 mL EP管中, 经
液氮迅速冷冻后用研磨棒轻轻捣碎, 加入0.5 mL 
LB-01 buffer (15 mmol·L-1 Tris、2 mmol·L-1 Na2ED-
TA·2H2O、80 mmol·L-1 KCl、20 mmol·L-1 NaCl、
0.1% Trixon X-100), 上下混匀组织液, 用400目尼

龙筛网过滤, 收集滤液于新的EP管中, 加入0.2 mL 
PI/RNase staining buffer混匀, 避光静置20 min后采

用BD Accui C6流式细胞仪进行倍性检测, 使用BD 
Accuri C6 Software软件进行分析。

3  培养基

诱导培养基为改良N6基本培养基, 添加麦芽

糖75 g·L-1、谷氨酰胺750 mg·L-1、2,4-D 2.0 mg·L-1

和KT 0.5 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、6-BA 0.5 mg·L-1、

KT 0.5 mg·L-1、NAA 0.05 mg·L-1, 用6 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、矮壮

素2.5 mg·L-1, 用6 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121°C、0.11 MPa高温、高压灭菌15和20 
min。
4  统计指标

小孢子在28°C下暗培养18 d时, 吸尽诱导培养

基, 差重法称量单个培养皿中愈伤质量, 即为愈伤

组织产量, 绿苗产量为每皿愈伤组织分化的绿苗株

数, 白苗产量为每皿愈伤组织分化的白苗株数。

实验结果

1  低温预处理不同时间对小孢子愈伤诱导产量的

影响

对幼穗进行低温预处理, 是诱导小孢子启动

离体胚胎发育程序的重要步骤。针对水稻幼穗低

温(4°C)预处理, 本研究采用了2个不同时间(12和
16 d), 结果表明不同低温预处理时间对小孢子培

养中诱导胚性愈伤组织的产量有较大影响, 相比12 
d的低温预处理幼穗, 更长时间的低温预处理时间

(16 d)显著降低了小孢子培养中诱导胚性愈伤组织

的产量, 平均每皿愈伤产量下降近一半(图1)。
2  低温预处理不同时间对小孢子再生苗分化的影响

小孢子离体培养技术的最终目标是要利用前

期脱分化诱导获得胚性愈伤组织诱导分化形成大

量再生苗(绿苗)。针对水稻幼穗的不同低温预处

理时间对小孢子培养后的再生苗分化也产生了较

大影响, 相比12 d的低温预处理幼穗, 更长时间的

低温预处理时间(16 d)显著降低了小孢子培养后再

生苗分化数量(图2-A)。通过比较两种时间长度的

低温预处理后每100 mg愈伤产生绿苗或白苗数量, 
结果表明单位质量的愈伤组织再分化苗的数目因

低温预处理时间的延长而降低, 可以看出这一变

化并不是较短的低温预处理时间获得了更多的愈
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图3  粳稻‘申优17’ F1小孢子培养再生苗

Fig.3  Green plants regenerated from F1 microspore culture for japonica rice variety ‘Shenyou 17’

伤产量(数量)而分化出更多再生苗, 进一步推测是

两者前期诱导愈伤组织的分化能力存在差异。

3  不同分化培养时间对小孢子再生苗分化的影响

不同转分化培养时间对小孢子诱导获得的胚

性愈伤组织的生长状态和分化成苗能力也有重要

影响。通过比较不同转分化培养时间(即愈伤分化

时间分别为4、7和13周)每100 mg愈伤产生的绿苗

和白苗数量, 结果表明经7周诱导的愈伤组织转分

化获得绿苗较多(图2-A), 尽管白化苗数量也相对较

高, 但绿苗/白苗比例较4周转分化时间的绿苗/白苗

比例低; 更长时间(13周)诱导获得的愈伤组织分化

绿苗显著下降, 并且全部为绿苗, 未检测到白苗(图
2-B)。同时可以看出幼穗的低温预处理时间对分化

成苗的影响在不同转分化时间都表现较为一致。

4  小孢子再生植株倍性分布

利用流式细胞仪检测方法, 对小孢子再生绿

苗(图3)中101株植株倍性进行了检测, 根据流式细

胞仪对其叶片中DNA含量检测, 鉴定再生植株主

要分为单倍体、二倍体和四倍体三种类型(图4)。
鉴定出42株为单倍体 (41.6%),  51株为二倍体

(50.5%), 8株为四倍体(7.9%)。结果表明水稻品种

‘申优17’的小孢子再生群体中, 近一半为二倍体, 
而单倍体仍占有很高比例。

图1  幼穗低温预处理时间对游离小孢子培养诱导愈伤产量

的影响

Fig.1  Effects of different time of low-temperature pretreat-
ment on young spikes on the induced callus 

yields in isolated microspore culture

图2  幼穗低温预处理时间和小孢子诱导愈伤转分化时间对绿苗(A)与白苗(B)产量的影响

Fig.2  Effects of different time of low-temperature pretreatment on young spikes and microspore-derived calli transferring for 
differentiation on the yields of green plants (A) and albino plants (B)
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讨　　论

1  低温预处理幼穗对水稻小孢子培养的影响

胁迫(stress)是诱导小孢子转变花粉发育途径, 
启动雄核发育(androgenesis)的“扳机” (Touraev等
1997)。取供体植株幼穗直接进行低温预处理, 操
作简便, 是小孢子培养前期常用的胁迫措施。低温

预处理时期一般都选择小孢子单核靠边中、晚期, 
目前已在油菜、玉米、小麦、大麦等多种作物中

成功诱导离体小孢子启动雄核发育(Ferrie和Caswell 
2011; Islam和Tuteja 2012)。不同水稻品种由于基

因型不同, 小孢子培养中对低温预处理措施的诱

导反应也存在差异。早期报道水稻小孢子培养前

期幼穗低温预处理对于诱导小孢子启动分裂极为

有效, 粳稻品种一般8°C处理18 d左右或4°C处理10 
d左右, 籼稻品种10°C处理10 d左右(邢小黑1995)。
Xie等(1997)在粳稻品种‘Taipei 309’小孢子培养中

研究发现17~27 d的低温(6±1)°C预处理幼穗可以获

得较多的愈伤和再生分化苗, 而超过27 d则会影响

愈伤诱导和植株再生。陆瑞菊等(2007)对粳稻3个
品系小孢子培养中采用低温(5°C)预处理8 d比4 d的
培养效果好, 成倍提高了愈伤组织产量和绿苗产

量。郭桂梅等(2014)针对4份水稻材料采用了12~14 
d的低温(4°C)预处理, 结合游离小孢子后再用2 d热
击处理能提高愈伤组织产量和绿苗产量。本研究

中针对上海本地杂交粳稻品种‘申优17’, 认为12 d
的低温(4°C)预处理诱导效果明显优于16 d。综合

来看, 1~2周的低温(4°C)预处理幼穗对于后期小孢

子培养诱导雄核发育发生可能是比较有利的。

此外, 前期低温预处理时间对后期小孢子培

养中愈伤诱导的数量(诱导愈伤产量)和质量(分化

绿苗产量)都产生了影响, 表明这一处理措施对于

小孢子启动雄核发育途径的重编程起了重要作用, 
不仅影响到离体培养小孢子的脱分化进程, 而且

更进一步影响诱导愈伤的再分化进程, 其机制还

有待于进一步研究。

2  水稻小孢子再生植株的自发加倍频率差异

目前水稻中小孢子再生植株中自发加倍获得

二倍体的频率约为50% (赵慧霞等2009), 而杂交水

稻和常规杂交材料的花药培养后代相比, 会出现

较多的单倍体但总体差别不大, 自发加倍率一般

在40%~50% (朱德瑶和丁效华1992)。这些报道与

本研究中粳稻品种‘申优17’小孢子培养获得的二

倍体分布比例(50.5%)基本一致。但国外也有一些

研究者在粳稻的小孢子或花药培养中, 获得了更

高频率的二倍体植株, 如早期Cho和Zapata (1988)
在粳稻品种‘Taipei 309’的小孢子培养中, 获得二倍

体频率达到72%; Mercy和Zapata (1986)报道在粳

稻的花药培养再生绿苗中, 56.4%为二倍体植株; 
Serrat等(2014)报道对地中海的粳稻进行花药培养

获得的再生绿苗中, 69%为二倍体植株。由此可

见, 在已报道的水稻花药或小孢子培养中获得二

倍体的自发加倍频率存在差异, 这种差异很可能

与培养中使用不同的预处理措施和培养方法有

关。有研究表明禾谷类作物小孢子培养中高自发

加倍频率可能与前期胁迫处理影响了初次细胞分

裂中细胞壁的形成有关(Shim等2006), 但有关水稻

图4  流式细胞仪检测小孢子再生苗叶片细胞DNA峰值

Fig.4  Peak values of cell DNA content in leaves from microspore-derived plants detected by flow cytometer
A: 单倍体; B: 二倍体; C: 四倍体。
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小孢子培养中染色体自发加倍的时期和机制仍有

待进一步研究。

综上所述, 选择合适的幼穗低温预处理时间

(1~2周)和转分化培养时间(7周)有利于提高水稻小

孢子培养中的绿苗分化频率。要将小孢子培养技

术应用于水稻育种实践, 除了提高小孢子再生绿苗

频率外, 同时也需要考虑如何提高单倍体的自发加

倍频率, 获得更多的加倍单倍体(double haploid)植
株, 减少后期倍性鉴定和染色体加倍工作量。
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Optimization of the culture procedures for F1 microspores from japonica rice 
(Oryza sativa L.)
LIU Cheng-Hong*, HE Ting*, GUO Gui-Mei, GAO Run-Hong, CHEN Zhi-Wei, XU Hong-Wei, LI Ying-Bo, ZHOU Long-Hua, 
LU Rui-Ju**, HUANG Jian-Hua**

Biotech Research Institute, Shanghai Academy of Agricultural Sciences, Shanghai Key Laboratory of Agricultural Genetics and 
Breeding, Shanghai 201106, China

Abstract: In order to improve the efficiency of microspore culture in rice and explore the application of the 
culture technology in rice breeding, the local variety ‘Shenyou 17’ in Shanghai zone, an early maturing japonica 
rice hybrids was used as materials to improve the culture procedures for microspores isolated from F1 plants. 
The low-temperature pretreatment period on young spikes (12 and 16 d), the time of induced embryonic calli to 
transfer to differentiation medium (4, 7 and 13 weeks) and the frequency of spontaneous chromosome doubling 
were studies in this study. The results showed that the low-temperature (4°C) pretreatment on young spikes for 
12 days achieved higher yields of both induced callus and regenerated green plants than the pretreatment for 16 
days, which is consistent no matter what the time of transferring for differentiation. However, the highest yield 
of green plants was obtained in 7 weeks of induced calli transferred for differentiation when comparing three 
periods of transferring for differentiation. In addition, half of microspore-derived plants were diploids by spon-
taneous chromosome doubling, and the percent of haploids is forty or so. In conclusion, the optimized periods 
of low-temperature pretreatment on young spikes (1–2 weeks) and induced calli to transfer for differentiation (7 
weeks) are preferred to improve the yield of green plants in microspore culture for japonica rice.
Key words: japonica rice; F1 microspores; low-temperature pretreatment; green plants
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