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[摘要 ]  为建立适合江苏水稻主栽品种花药培养的技术体系,本研究以籼稻扬稻 6号和粳稻苏沪香粳为研究材

料, 分别从取样温度,低温预处理天数以及培养基中的蔗糖、琼脂和激素等研究不同水稻亚种花培的植株再生技

术体系. 结果表明:在气温 26e ~ 31e 之间,扬稻 6号在 4e 低温预处理 9 d, 接种到以 M 8为基本培养基,附加 2,

4- D 1m g /L, NAA 3mg /L, KT 1m g /L,脯氨酸 100m g /L,水解酪蛋白 300m g /L, 60 g /L蔗糖和琼脂 8 g /L的花药

愈伤诱导培养基中, 可以获得高达 81 5%的出愈率 .而苏沪香粳在气温 27e ~ 30e 之间, 4e 低温预处理 12 d, 接

种到以 M8为基本培养基, 附加 2, 4- D 1mg /L, NAA 3m g /L, KT 1m g /L,脯氨酸 100m g /L,水解酪蛋白 300 mg /

L, 60 g /L蔗糖和琼脂 6 g /L的花药愈伤诱导培养基中, 可以获得高达 15105%的出愈率. 扬稻 6号和苏沪香粳花

培愈伤组织转接分化培养基分别获得 217%和 51 7%的绿苗率.
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Comparison in Tissue Culture Power Between Anther in Indica

R ice Yangdao 6 and Japonica Rice Suhuxiangjing

Li X ia, Zhao Yuntao, Y an L ina, Zhou Yuelan

( Ins titu te of Foods C rop, J iangsu A cadem y of Agricu ltu re Sciences, Nan jing 210014, Ch in a)

Abstrac t: The cu lture ab ility o f ca llus from anthe r of two rice var ie ties, Ind ica R ice Yangdao 6 and Japonica R ice Su-

hux iang jing are stud ied asm ate rials. The results show that when usingM 8 as bas ic induc tion m ed ium adding 60 g /L su-

c rose, 6 g /L agar, 1m g /L 2, 4- D, 3m g /L NAA, 1m g /L KT, 100m g /L pro line and 300m g /L hydro ly zed case in pro-

te in, inductiv ity o f callus in Y angdao 6 is h igh as 81 5 pe rcents after chilling trea tm ent fo r 9d during 26e - 31e a ir

tem pe ra ture fo r samp ling. W hile that in Suhux iang jing is high as 15105 percents when us ingM 8 as basicm ed ium adding

60 g /L sucro se, 8 g /L aga r, 1 mg /L 2, 4- D, 3 m g /L NAA, 1 mg /L KT, 100 mg /L pro line and 300 m g /L hydro ly zed

casein prote in; a fter chilling treatment for 12 d du ring 27e - 30e a ir temperature for sam pling. And that when using

M S as d ifferen tiation basic med ium adding 012m g /L 2, 4- D、2m g /L 6- BA、2m g /L KT, the frequency of regeneration

o f ca llus from anher in Yangdao 6 and Suhux iang jing are 217 percents and 517 percents, respec tive ly. The stab le and e-f

fective regeneration from anther in Yangdao 6 and Suhux iang jing are established.
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  花培育种是单倍体育种的一种方式. 由于单倍体育种具有加快选择效率、缩短育种周期、快速创新种

质材料以及配合其它生物技术的应用,快速获得具有目标性状纯系等诸多优势, 使这一技术在水稻育种领

域有很大的技术需求.但是目前水稻花药培养效率并不高, 特别随着生物技术的快速发展, 又对水稻花培

途径育种的应用技术提出了更高要求.而现阶段水稻花药培养在应用中所获得的大量数据表明,水稻花培

绿苗生产率能达到 3% ~ 5%, 实际能够得到种子的绿苗率只有 O. 5%左右, 而且多局限于粳型水稻材料.
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因此, 花药培养基因型的狭窄和花培绿苗的低效率仍是限制其广泛应用的主要因素之一
[ 1]
.

在水稻的花药培养中,花药培养力受多基因控制, 与粳稻相比, 籼稻的平均出愈率平均培养力只有

015%左右,一般不超过 5% ,有些材料甚至不能诱导出愈伤组织或者难以得到花粉植株.目前通过花培选

育的籼稻品种不多,至 20世纪末通过花药培养选育的品种仅 5个, 主要局限在江西省, 而且推广面积也不

大
[ 2]
.作为水稻的主产省份江苏, 以水稻主栽品种为受体的花培材料尚不多,迫切需要加强相关研究,以

拓宽适合水稻花培基因型的范围.

中籼品种扬稻 6号不仅是在长江流域和黄淮地区主栽的高产水稻两优培九的父本, 而且还是扬两优

6号、丰两优 1号、粤优 938、红莲优 6号和扬稻 8号等新组合、新品种的亲本资源.而苏沪香粳也是江苏省

新育成的优质高产晚粳品系,这些品种在生产上都有重要的应用价值
[ 3 ]
.本文以扬稻 6号和苏沪香粳花药

为试验材料,从取样温度、低温预处理天数以及基本培养基的类型、外源激素、渗透压等因素的调节上比较

上述供试水稻花粉诱导的愈伤组织的培养力, 试图进一步优化上述水稻品种花药愈伤组织诱导及植株再

生能力,建立适合江苏高产品种的高效稳定水稻花药培养再生体系,为今后水稻的遗传转化工作打下基

础.有关研究也将对其它主栽水稻品种或亲本的分子育种及品种改良研究具有借鉴意义.

1 材料和方法

111 材料
  水稻 (Oryza sativa L. )品种扬稻 6号系江苏里下河地区农业科学研究所用扬稻 4号与 3021杂交 F1

种子经
60
Co- C辐照诱变育成的优质中籼新品种; 苏沪香粳是江苏省农科院粮食作物研究所培育的优质

粳稻品种.

112 水稻的种植
水稻盆栽于 2005~ 2007年在江苏省农业科学院网室内种植, 每年 5月上旬播种, 每盆栽 5穴, 每穴 1

苗,水肥按常规管理.

113 培养基组分
11311 供试水稻材料花药愈伤组织诱导的培养基

  基本培养基分别为 M8、N6、MS, 设置附加琼脂条 6, 8, 10, 12 g /L,确定适宜的琼脂浓度; 设置附加 30

g /L、40 g /L、50 g /L、60 g /L和 70 g /L的蔗糖浓度,确定适宜的蔗糖浓度;设置附加 015mg /、1mg /L, 115
mg /L和 2mg /L的 2, 4- D; 1mg /L、2mg /L和 3mg /L萘乙酸 ( NAA)和 110mg /L的 KT等外源激素, 接种

30 d,记录花药的出愈率,确定花药愈伤组织诱导中适宜的外源激素的浓度.

11312 供试水稻材料花培愈伤组织分化成绿苗的培养基

以 MS大量元素、微量元素及有机成分,蔗糖浓度为 30 g /L,琼脂条 6 g /L,附加不同浓度的 6- BA、KT

或 NAA等激素成分.

114 花药接种、出愈率和绿苗率的记录

11411 材料低温预处理

  在每年 8月中下旬,于水稻孕穗期,每天上午 8: 00分别取 10个水稻的穗子 (取剑叶抽出 015~ 1 cm

稻穗 ), 用 75%的乙醇表面消毒,然后塑料薄膜包住整个稻穗,扎紧塑料袋口,保持稻穗湿润,最后放到冰

箱中, 在 4e 下进行不同天数的低温预处理.

11412 花药接种、出愈率和绿苗率的记录

取出经低温预处理的稻穗,用 75%酒精的表面消毒,除去稻穗外鞘放入灭菌的三角瓶内. 先用 75%的

酒精消毒 1m in,再用 011%的 HgC l2消毒 20m in后再用无菌水漂洗 3遍, 将消毒的水稻稻穗, 放在培养皿

中,将花药接入不同培养基中,每瓶约 100粒,以上操作均在超净工作台上无菌条件下进行. 接种好的花药

的培养基放入培养室内暗培养, 26 ? 2e 黑暗条件下培养 32 d, 计算花药的出愈率. 然后将花药诱导的愈伤

组织转至 26 ? 2e 光照条件下培养,光强为 400 Lmol/ (m
2 # s) ,每日光照 16 h, 培养 30 d,诱导不定芽,将

产生绿芽的组织转至以 1 /2M S为基本培养基的壮苗培养基中, 26 ? 2e 光照条件下培养,使其生根长成完

整植株,计算植株再生率, 植株再生率 =生成幼苗或植株的愈伤组织数 /接种的出现绿色芽点的愈伤组织

数 @ 100%.
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2 结果与分析

211 供试籼、粳亚种水稻花药愈伤组织诱导时间的比较

本文研究发现供试籼粳亚种的花药出愈的时间不同

(见图 1), 相对而言, 与籼型亚种相比,粳型亚种苏沪香

粳的出愈率要远远高于扬稻 6号, 但出愈最高峰的时间

却比扬稻 6号的迟. 虽然 32 d之后两品种花药的出愈率

较高,但是其愈伤组织变得疏松和水样化, 均为非胚性愈

伤组织,愈伤组织的质量下降, 不利于继续诱导成苗. 因

此,本文记录的水稻花药的出愈率均以 32 d为准.

212 不同培养基对供试水稻花粉出愈率的影响

本研究采用了通用培养基 M8、N6和 MS, 比较不同

培养基对其花粉出愈的影响,见表 1, 相对而言, M 8基本

培养基诱导水稻花药的诱导率最高, 而且籼粳亚
表 1 不同培养基对供试水稻材料花粉出愈率的影响

Table 1 Effects of the inductiv ity o f ca llus of anther in rice in

differentm edium s

品种 培养基 接种花药数目 花药愈伤出愈率 /%

扬稻 6号 ( I) M8 102 ? 3 617 ? 0113

N6 103 ? 2 411 ? 0120

MS 101 ? 4 416 ? 0110

苏沪香粳 ( J) M8 103 ? 2 1019 ? 0123

N6 102 ? 3 812 ? 0125

MS 105 ? 3 816 ? 0121

  诱导愈伤的培养基均附加 60 g /L蔗糖, 1mg /L 2, 4- D, 100m g /

L脯氨酸, 8 g /L琼脂和 300m g /L水解酪蛋白, 水稻花药愈伤组织

的出愈率是从将花药放入培养基之后计算的. I: ind ica, J: japon ica.

表 2 不同浓度的碳源对供试水稻花药的出愈率的影响

Table 2 Effects of differen t sucro se concentration on inductiv ity

of rice callus of anther in rice

品种 碳源
浓度 /

( g /L )

接种花药

数目

花药愈伤

出愈率 /%

扬稻 6号 ( I) sucrose 30 105 ? 3 117 ? 0113

sucrose 40 107 ? 2 411 ? 0120

sucrose 50 109 ? 4 516 ? 0110

sucrose 60 111 ? 5 716 ? 0121

sucrose 70 109 ? 5 411 ? 0110

W hite sugar 60 104 ? 3 719 ? 0114

苏沪香粳 ( J) sucrose 30 103 ? 2 311 ? 0123

sucrose 40 102 ? 3 512 ? 0125

sucrose 50 109 ? 5 813 ? 0112

sucrose 60 106 ? 4 1212 ? 0122

sucrose 70 102 ? 3 715 ? 0132
W hite sugar 60 105 ? 3 1216 ? 0121

  诱导愈伤的培养基以 M8为基本培养基, 均附加 60 g /L蔗糖,

1mg /L 2, 4- D, 100m g/L脯氨酸, 8 g/L琼脂和 300m g /L水解酪

蛋白,水稻花药愈伤组织的出愈率是从将花药放入培养基之后计

算的. I: indica, J: japon ica.

种表现没有明显的差异, M 8可作为水稻花药培养的

基本培养基.

213 单一碳源和复合碳源对供试水稻花粉出愈率的

影响

  培养基中的碳源主要是为培养物提供能量并维持
渗透压,其浓度与种类的变化可以引起花培效率的变

化.一般蔗糖为水稻花培培养基的常规碳源, 除蔗糖

外,其它糖类也可用作碳源,特别对于规模化的水稻花

培育种,降低培养基成本也是需要考虑的问题,因此本

文以不同浓度的单一碳源蔗糖加入培养基中, 并以复

合碳源白沙糖作为对比,研究不同糖浓度对花药出愈

率的影响 (见表 2) , 水稻籼粳亚种对糖的反应基本一

致,都是在 60 g /L时诱导率最高,愈伤组织的质量也

为最好.用复合糖白沙糖代替蔗糖加入 60 g /L,也可以

达到蔗糖类似的结果,因此,在今后水稻花培规模化育

种中可以用白沙糖作为替代碳源.

214 不同琼脂浓度对供试水稻材料花药愈伤组织诱

导的影响

  琼脂作为培养基的固化剂起固定支撑培养物的作
用,而琼脂浓度则影响着培养基和培养物的水分状况.

已有研究表明,提高琼脂浓度可以提高水稻花培的绿

苗分化率
[ 4]
. 但从本文的研究表明 (见表 3) ,不同基因

型水稻对琼脂浓度的要求各不相同. 苏沪香粳花药愈

伤组织诱导的培养基加入 6 g /L琼脂, 其出愈率最高;

而扬稻 6号则以加入 8 g /L琼脂为最适宜,并不是简

单的正效应.

215 不同激素对供试水稻材料花粉愈伤诱导的影响

外源激素的作用可促进愈伤组织的发生和分化,因此激素是花培培养基中提高愈伤组织出愈率和调

节愈伤组织生长状态的重要成分.通常在愈伤组织培养中脱分化主要使用 2, 4一 D, 已有研究表明籼稻比

粳稻要求高的激素水平.但是从表 4可以看出,加入 1mg /L 2, 4- D的浓度对这两种水稻花药即可获得相

)110)
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表 3 不同琼脂浓度对供试水稻材料花药愈伤组织诱导的影响

Table 3 Effects of differen t agar concentration on inductiv ity o f

rice ca llus of anther in rice

品种
琼脂浓度 /

( g/L)
接种花药
数目

花药愈伤
出愈率 /%

扬稻 6号 ( I) 6 105 ? 3 217 ? 0113

8 107 ? 2 511 ? 0120

10 109 ? 4 316 ? 0110

12 111 ? 5 116 ? 0121

苏沪香粳 ( J) 6 103 ? 2 1111 ? 0123

8 102 ? 3 912 ? 0125

10 109 ? 6 713 ? 0112

12 107 ? 5 312 ? 0122

  诱导愈伤的培养基以 M8为基本培养基, 均附加 60 g /L蔗糖, 1

m g/L 2, 4- D, 100m g/L脯氨酸和 300 m g/L水解酪蛋白,水稻花

药愈伤组织的出愈率是从将花药放入培养基之后计算的.

I: ind ica, J: japonica

对高的出愈率. 单独施加 2, 4- D只是对不同亚种水

稻材料花药愈伤组织的质量影响较大, 如粳型苏沪香

粳花粉对高浓度的 2, 4- D反应敏感,在 2mg /L的 2,

4- D浓度下, 不仅其花药诱导率高,而且愈伤组织增

殖得快,但是愈伤组织呈水样状, 而且组织比较疏松,

并不利于分化成再生植株, 而籼型水稻扬稻 6号对高

浓度激素的反应较迟钝,其愈伤仍增殖较慢,但是其愈

伤组织比较致密,干燥, 愈伤组织的质量比较好. 本文

在 1mg /L的 2, 4- D中,施加不同浓度的萘乙酸,结果

见表 5,随着 NAA浓度的增加 ( 1~ 3mg /L ) , 2种供试

材料花药的出愈率均显著提高, 但是当 NAA浓度增加

到 4mg /L时,出愈率反而下降了,说明 NAA的浓度有

一个阈值.在 1mg /L 2, 4- D和 3mg /L NAA的复合激

素浓度下,继续添加 1mg /L的 KT, 发现可极大地诱导两品种花药出愈率的提高,可见,水稻花药诱导愈伤

是一个复杂的过程,使用合理的激素组分及不同的激素配比是影响花培效率的重要因素.

表 4 不同 2, 4- D浓度对供试水稻材料花药愈伤组织诱导的影响

Tab le 4 E ffects o f different 2, 4- D concentra tion on inductivity

of rice callus of anther in rice

品种
2, 4- D浓度 /

( mg /L)

接种花药

数目

花药愈伤

出愈率 /%

扬稻 6号 ( I) 0 105 ? 3 117 ? 0113

1 107 ? 2 315 ? 0120

2 109 ? 4 211 ? 0110

3 106 ? 3 117 ? 0120

苏沪香粳 ( J) 0 103 ? 2 311 ? 0123

1 102 ? 3 1019 ? 0125

2 107 ? 5 612 ? 0122

3 109 ? 3 416 ? 0113

  诱导愈伤的培养基以 M8为基本培养基, 均附加 60 g /L蔗糖,

100m g /L脯氨酸, 8 g/L琼脂和 300m g /L水解酪蛋白,水养基之后
计算的. I: indica, J: japon ica.

表 5 不同萘乙酸浓度对供试水稻材料花药愈伤组织诱导的影响

Table 5 Effects of different NAA concentra tion on inductivi ty of

rice ca llus of anther in rice

品种
NAA浓度 /

( mg /L )

KT浓度 /

(m g /L)

接种花药

数目

花药愈伤

出愈率 /%

扬稻 6号 ( I) 1 0 105 ? 3 219 ? 0113

2 0 107 ? 2 411 ? 0120

3 0 109 ? 4 716 ? 0110

4 0 109 ? 5 519 ? 0131

3 1 109 ? 4 819 ? 0131

苏沪香粳 ( J) 1 0 103 ? 2 1011 ? 0123

2 0 102 ? 3 1112 ? 0125

3 0 107 ? 5 1312 ? 0122

4 0 106 ? 3 1216 ? 0143

3 1 103 ? 3 1616 ? 0151
  诱导愈伤的培养基以 M8为基本培养基, 均附加 60 g /L蔗糖, 1

m g/L 2, 4- D, 3m g/LNAA, 1m g /LKT, 100 mg /L脯氨酸, 8 g /L琼

脂和 300m g /L水解酪蛋白,水养基之后计算的.

I: ind ica, J: japonica.

表 6 低温处理不同天数对供试水稻材料花药愈伤组织诱导的影响

Tab le 6 E ffects o f different days after chi lling treatm ent o f 4e

on inductivity of rice callus of anther in rice

品种
低温处理

天数 ( 4e )

接种花药

数目

花药愈伤

出愈率 /%

苏沪香粳 ( J) 8 106 ? 6 2112 ? 012

9 108 ? 3 3100 ? 0113

10 109 ? 4 8144 ? 0131

11 102 ? 3 12136 ? 0135

12 106 ? 4 15105 ? 0152

扬稻 6号 ( I) 8 101 ? 3 6111 ? 0124

9 103 ? 6 8150 ? 0121

10 109 ? 4 4100 ? 0131

11 106 ? 3 6150 ? 0116

12 102 ? 5 5112 ? 0126

  诱导愈伤的培养基以 M 8为基本培养基, 均附加 60 g /L蔗糖, 1m g/L

2, 4- D, 3m g /L NAA, 1m g/L KT, 100m g /L脯氨酸, 8 g /L琼脂和 300m g /

L水解酪蛋白,水稻花药愈伤组织是以把花药接种到培养基之后计算

的. I: ind ica, J: japonica.

216 不同低温预处理花粉对供试水稻材料花粉

出愈率的影响

  研究认为, 低温处理作用机制是延缓花粉的

退化、维持花粉发育的生理环境、提高内源生长素

水平并降低乙烯水平、启动雄核发育等
[ 5 ]
. 在单

核靠边期进行低温预处理是有效提高花培效率的

手段. 适宜的低温预处理可使杂交稻愈伤组织发

生率 (出愈率 )提高几倍至几十倍. 但是不同籼粳

亚种冷处理的最适时间和最适温度则并不相同,

从表 6看出,扬稻 6号低温处理 9 d出愈率最高

( 815% );苏沪香粳低温处理 12 d出愈率最高

( 15105% ),可见,粳型水稻低温预处理天数比籼

型的多 2~ 3 d, 推测这可能与粳稻比较适应低温

环境有关.
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217 取样的气候状况对供试水稻材料花粉愈伤组

本文还发现在相同培养基组分和低温预处理天数下,同一种水稻品种其花药愈伤组织的诱导率也有

不同, 为此本文进一步考察了取样时南京天气状况对花药愈伤诱导率的影响 (图 2) ,发现取样的平均温度

对其诱导率影响很大,呈极显著相关 ( r< 0101) .而且对于不同的水稻亚种则影响不同, 对籼型亚种, 花药

取样的平均气温在 26~ 31e 之间,花粉都有响应, 可以诱导出愈伤组织, 但是最低温度低于 25e 时, 花药

诱导率为 0;而粳型亚种的温度范围相对狭窄,其花药取样的平均温度在 27~ 30e 之间花药愈伤有不同程
度的诱导,而且最高气温高于 35e 时, 其花药诱导率也为 0,可见,低温较多地影响了籼型水稻的花粉活

力,而高温更多地影响了粳型花粉活力.水稻花药取样的天气状况也是花药培养应该注意的问题之一.

218 不同供试水稻品种花药愈伤组织的再生
表 7 不同水稻品种花药诱导愈伤组织的再生

Table 7 The cllus from anther regenera tion of different rice varieties

品种 接种愈伤组织数目 花药愈伤出愈率 /%

扬稻 6号 ( I) 106 ? 3 217 ? 012

苏沪香粳 ( J) 102 ? 5 517 ? 013

  在诱导出质量较好的水稻花药愈伤组织后,

其愈伤组织的分化与材料诱导的愈伤组织一样只

要转接到分化培养基即可. 本文采用已研制的成

熟胚愈伤分化的培养基配方
[ 6 ]
, 分化出绿苗, 籼

稻扬稻 6号和粳稻苏沪香粳的绿苗分化率分别达

到 217%和 517% (见表 7).

3 讨论

花药培养又称单倍体育种,是指以花药为外植体,诱导雄核单性发育,产生植株, 将经染色体复制后的

花粉植株用于作物育种的过程,它不仅是选择优良材料的重要手段
[ 7]
, 而且也是保存基因资源和研究基

因功能的重要方法
[ 8]
. 花粉诱导愈伤组织后用于转化形成再生植株后加倍, 这样通过单倍体加倍避免了

嵌合体的问题,缩短了育种年限,也是培育新品种和遗传育种基础研究的优良材料.但是前人的研究多侧

重于外源激素的调节上的探索
[ 9 ]
,而且目前生产上的主栽品种的研究并不多, 所得到的花药培养的研究

结果在生产上应用还有一段距离
[ 1]
.本研究则选取江苏生产上广泛应用的两个典型的籼型和粳型亚种水

稻品种,分别从取样温度、低温预处理温度以及培养基中的蔗糖、琼脂和激素等花药培养的内外因子上系

统研究了两种水稻品种的花培的再生技术体系, 获得了如下花药培养的条件和培养基的配方: 在气温 26

~ 31e 之间,扬稻 6号在 4e 低温预处理 9 d,接种到以M 8为基本培养基,附加 2, 4- D 1mg /L, NAA 3mg /

L, KT 1mg /L,脯氨酸 100mg /L, 水解酪蛋白 300mg /L和琼脂浓度 8 g /L的花药愈伤诱导培养基中, 可以
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获得高达 815%的出愈率,愈伤组织转接分化培养基可获得 217%的绿苗率. 而苏沪香粳在气温 27~ 30e

之间, 4e 低温预处理 12 d, 接种到以 M8为基本培养基,附加 2, 4- D 1mg /L, NAA 3mg /L, KT 1mg /L,脯

氨酸 100mg /L,水解酪蛋白 300mg /L和琼脂浓度 6 g /L的花药愈伤诱导培养基中,可以获得高达 15105%
的出愈率,愈伤组织转接分化培养基也可获得 517%的绿苗率.

供体植株的遗传背景的差异对花药培养成败关系甚大
[ 10]

, 本文研究通过不同外源激素的调节虽然可

以使不同的水稻亚种的花粉达到脱分化的状态,但是粳型亚种的花药培养力还是显著地高于籼型的.适当

的理化刺激作用,能有效改善花粉的生理状态,促进花药培养力的提高
[ 11 ]

,如低温预处理可提高水稻花药

愈伤的诱导率.水稻花药培养要获得较高的绿苗率,不仅需要选择高诱导率的基因型, 而且要注重基因型

对培养条件和激素等的不同响应模式,还应兼顾外界环境因子对花药活力的影响,当其调节到一致的脱分

化和再分化的条件时,花药培养力就能显著提高.有关研究为生产上的水稻主栽品种通过花培和基因工程

选育优良品种提供了有益借鉴.
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