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表２　２０１１年、２０１０年的温度、降雨量及草莓死苗率

时间

（年－月）
＞３０℃日数
（ｄ）

降雨量

（ｍｍ）
最高气温

（℃）
累计草莓

死苗率（％）

２０１１－０７ １９ ４８１．０ ３６．７ ８０
２０１０－０７ ２４ ９４．３ ３５．７ ７０
２０１１－０８ １６ ３２８．８９ ３４．９ １００
２０１０－０８ ２３ １９３．６ ３８．４ ９０

２．３　草莓定植后炭疽病引起的死苗与温度的关系
一般来说，草莓定植后到１１月份，因气温较低，草莓炭疽

病发病逐步减轻，２０１０年和２０１１年，三河农场草莓以红颊、
章姬、益香为主，这些品种易感染炭疽病。２０１１年１１月份，
日最高平均气温虽比２０１０年低０．２℃，但日平均气温比２０１０

年高了２．０℃。定植后２０１１年草莓死苗率累计达２０％，而
２０１０年草莓死苗率累计仅为５％（表３）。

表３　草莓定植后温度对炭疽病引起的死苗的影响

时间

（年－月）
平均最高气温

（℃）
日平均气温

（℃）
死苗率

（％）

２０１１－１１ １７．２ １３．２ ２０
２０１０－１１ １７．４ １１．２ ５
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　　我国观赏植物种类繁多，它们有着各自不同的形态、生态
习性、繁殖方式，很多观赏植物还兼具药用、食用价值。近年

来，世界各国花卉产业发展速度较快，进行花卉育种以获得优

质花卉品种显得尤为重要。各国开始重视保护、收集珍稀濒

危或者性状优良的植物品种，很多学者曾考虑利用单倍体育

种来快速保存种质资源，但单倍体植物生长势弱、无法结种、

利用价值不高。因此，部分学者开始在实验室条件下探讨生

产单倍体植株的方法，以期在短期内获得纯合体，缩短育种进

程。１９５３年，Ｔｕｌｅｃｋｅ首次通过培养银杏花粉成功得到愈伤
组织，但最终并未长成完整植株［１］。１９６４年，研究人员利用
曼陀罗（ＤａｔｕｒａｓｔｒａｍｏｎｉｕｍＬ．）花药培育出完整的单倍体植
株，自此单倍体育种逐渐成为研究热点。游离小孢子培养是单

倍体育种方法之一，它是在花药培养的基础上发展起来的，不

经过任何形式的花药预培养，直接从花蕾或花药中获得游离

的、新鲜的小孢子群体进行培养［２］。１９８２年，Ｌｉｃｈｔｅｒ首次通过
培养甘蓝型油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ）花粉成功获得单倍体植株［３］，

从此开创了游离小孢子培养技术。目前，游离小孢子培养技术

已逐渐变成重要的育种方法，但关于花卉方面的研究较少。

本研究对近年来观赏植物小孢子培养进展进行综述。

１　观赏植物游离小孢子培养现状

目前游离小孢子培养成功的观赏植物主要集中在草本植

物，涉及的科属较为广泛。其中培养成功的十字花科植物有

２例，十字花科蔬菜类植物是迄今为止胚诱导成功并长成植
株最多的科属，这可能是由于十字花科植物基因对胚诱导响

应能力较强，同时也与人们对蔬菜作物育种较为重视有关

（表１）。菊科植物基因在小孢子培养方面可能具有顽拗性，
导致其胚发生较为困难。

２　小孢子培养技术

２．１　预处理方法
小孢子培养所用的花序经常采用１０℃以下的低温进行

预处理，预处理时间不等，通常为２４～４８ｈ。有学者认为，低
温可以诱导玉米、小麦、水稻等植物小孢子胚状体发育［１９－２０］。

低温也可以提高烟草胚性花粉数，进而发育成胚胎［２１－２２］。朱

彦涛等对长０～４０ｃｍ的甘蓝型油菜花序低温处理 ０～１０ｄ，
发现处理时间随着花序长度的增加而延长，适当的低温处理

可以延缓小孢子的退化速度，从而延长材料的保存时间，但保

存时间过长，胚产量下降［２３］。在一些植物的游离小孢子培养

中，不进行花蕾预处理同样可以获得胚状体，因此，有学者认

为，对于某些植物的花蕾进行低温预处理是不必要的［２４］。对

于某些植物来说，对花粉进行适当的预处理是不可缺少的。
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表１　观赏植物小孢子培养现状

植物名称（拉丁名） 科属 文献
是否培

养成功

芍药（Ｐｅｏｎｙ） 芍药科芍药属 ［４］ 是

天仙子（Ｈｙｏｓｃｙａｍｕｓｎｉｇｅｒ） 茄科天仙子属 ［５］ 是

山茶（Ｃａｍｅｌｌｉａｊａｐｏｎｉｃａｃｖ．
Ｅｌｅｇａｎｓ）

山茶科山茶属 ［６］ 是

二月兰（Ｏｒｙｃｈｏｐｈｒａｇｍｕｓ
ｖｉｏｌａｃｅｕｓ）

十字花科诸葛菜属 ［７］ 是

羽衣甘蓝（Ｂｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａ
ｖａｒ．ａｃｅｐｈａｌａ）

十字花科芸薹属 ［８－９］ 是

马蹄莲（Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａａｅｔｈｉｏｐｉｃａ）天南星科马蹄莲属 ［１０］ 是

洛神葵（Ｈｉｂｉｓｃｕｓｓａｂｄａｒｉｆｆａ） 锦葵科木槿属 ［１１］ 是

月季（Ｒｏｓａｈｙｂｒｉｄａ） 蔷薇科蔷薇属 ［１２］ 是

矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉｄａ） 茄科矮牵牛属 ［１３］ 是

银杏（Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ） 银杏科银杏属 ［１，１４］ 否

白羽扇豆（Ｌｕｐｉｎｕｓａｌｂｕｓ） 豆科羽扇豆属 ［１５］ 否

蛇目菊（Ｃｏｒｅｏｐｓｉｓｔｉｎｃｔｏｒｉａ） 菊科蛇目菊属 ［１６］ 否

毛果一枝黄花（Ｓｏｌｉｄａｇｏ
ｖｉｒｇａｕｒｅａ）

菊科一枝黄花属 ［１６］ 否

向日葵（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓａｎｎｕｕｓ） 菊科向日葵属 ［１７］ 否

菊花（Ｄｅｎｄｒａｎｔｈｅｍａｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ）菊科菊属 ［１８］ 否

花粉预处理方法很多，主要有低温、高温、碳胁迫、γ射线、甘
露醇、秋水仙素等几种。谭德冠等对巴西橡胶树小孢子分别

进行高温热击、ＳｔａｒｖａｔｉｏｎＭｅｄｉｕｍＢ溶液预处理试验，结果显
示，ＳｔａｒｖａｔｉｏｎＭｅｄｉｕｍＢ溶液预处理优于高温热击［２５］。高素

燕等研究了低温、热激、高糖浓度３种不同类型预处理对不结
球白菜胚胎发生的影响，结果表明，１～３ｄ低温预处理能显
著提高白菜出胚率［２６］。

２．２　分离纯化技术
分离是将小孢子从花药中分离出来，纯化即筛选胚性小

孢子，淘汰非胚性小孢子，分离纯化有利于提高胚发生率，分

离技术主要包括以下３种。
２．２．１　挤压法　将花药置于盛有少量液体培养基的容器中，
用玻璃棒或其他工具进行挤压，将花粉释放出来，此种方法比

较适合双子叶植物，缺点是获得的花粉中可能混有体细胞，同

时花粉密度不易控制［２７－２８］。

２．２．２　自然散落法　把花药接在液体培养基上一段时间，使
小孢子从自然开裂的药室中散落出来，此方法不会对花粉粒

造成损伤，但无法充分分离花粉［２５，２８－３０］。

２．２．３　机械游离法
２．２．３．１　磁搅拌法　用磁力搅拌器搅拌培养液及渗透压稳
定剂中的花药，使花粉游离出来，这种方法会对花粉造成不同

程度的机械损伤［２７］。

２．２．３．２　超速旋切法　微型搅拌器中的高速旋转切刀可以
破碎花蕾等，使小孢子游离出来。１９８９年 Ｓｗａｎｓｏｎ等首先运
用这种方法分离了油菜小孢子，之后这种方法在禾本科植物

花粉分离及培养上得到广泛应用［３１］。谭德冠等采用直接研

磨法与间接研磨法对巴西橡胶树游离小孢子进行培养，发现

间接研磨法较为适宜［２５］。间接研磨法应去除花瓣、花萼，仅

对雄蕊进行研磨分离，直接研磨法是对整朵雄花进行研磨，相

比较而言，间接法虽然工作量大，但可以有效减少污染，同时

分离出杂质较少的小孢子。植物游离小孢子培养过程中，对

小孢子进行纯化是不可缺少的环节，纯化可以减少植物体细

胞以及非胚性小孢子对小孢子培养的影响。小孢子纯化方法

主要包括蔗糖浓度梯度法［３２］、ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度法［３３］、麦芽糖

浓度梯度离心法等方法，其中ｐｅｒｃｏｌｌ方法效果最好。采用不
连续ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心法筛选胚性小孢子，可以将大量无
胚性小孢子淘汰掉，提高产胚率。这种不连续 ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯
度离心方法要优于普通的蔗糖、聚蔗糖密度梯度离心法，但这

种方法成本相对较高，因此应用并不广泛［３４－３６］。

２．３　花粉培养方法
２．３．１　直接培养法　直接培养法即对花药不作任何预处理，
直接分离出花粉并接种于培养基上。１９８１年，研究人员通过
这种培养方式得到芍药愈伤组织继而获得单倍体植株。同

年，陈英等也通过此方法诱导得到水稻植株［３７］。

２．３．２　花药预培养后分离花粉法　花药预培养后分离花粉
法即对花药进行一定的预处理（如低温处理等），然后分离出

花粉，将其置于液体培养基上培养，此方法应用较为普遍。

２．３．３　添加花药提取物的花粉培养法　先将花药接种在合
适的培养基上培养１周左右，然后取出花药，将花药浸入沸水
中，再进行研磨离心，保留上清液，将上清液过滤灭菌加入培

养基中，在培养基上培养花粉粒。很多学者在研究大麦花粉

发育时采用此方法培养花粉粒［３８－３９］。

２．３．４　哺育培养　在合适的培养基上培养已经裂开的胚状
体或愈伤组织诱导率高的花药作为哺育组织，此种花药可以

是不同种植物，将需要培养的花粉接种到花药里进行哺育培

养。Ｓｈａｒｐ等曾经利用这种方法诱导番茄花粉形成单倍体细
胞无性系，但最终未能诱导成植株［４０］。

２．３．５　微室培养　用盖玻片或载玻片制作成微室，将花粉粒
接种在装有培养基的微室中进行培养。１９７７年，谷明光等曾
用此法成功将烟草花粉诱导成胚状体［４１］。

３　小孢子研究影响因素

３．１　材料基因型
植物的基因型对游离小孢子培养过程中胚状体及愈伤组

织的发生尤为关键。Ｔａｋａｈａｔａ等研究了１１种不同基因型萝
卜的胚诱导能力，发现有５种不同基因型的萝卜对诱导不响
应，不能产生胚状体。２００７年，冯辉等研究了１８种不同基因
型羽衣甘蓝Ｆ１代杂交种获得胚状体的比例，结果显示，皱叶
红心胚状体产率最高，红珊瑚、白珊瑚、红珊瑚３个品种都无
胚状体产生［４２］。这可能是由于在植物的基因组中存在调控

植物小孢子启动的基因，不同植物的启动基因表达所需的条

件不同。

３．２　植株生长状况
植株生长状况直接关系到花粉的发育状态，从而影响植

物游离小孢子试验成功与否。植物生长健壮是获得胚状体及

愈伤组织的首要条件。研究发现，当油菜供体植株生长状况

良好时可直接诱导小孢子发育同步化，提高单核期小孢子的

核质指数及产胚量［４３］。研究表明，在温室中生长的植株小孢

子诱导率低于生长在大田中的植株［４４］。

３．３　小孢子发育阶段
小孢子发育阶段主要包括单核早期、单核中期、单核晚期

—５３１—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第２期



（即单核靠边期）、双核期等。研究认为，单核中期之前的花

粉过于幼嫩，双核早期之后的花粉太过成熟。对于大多数植

物来说，单核中晚期到双核早期是最适合的小孢子发育阶段，

单核晚期成胚率最大。对于不同基因型的植物来说，其最适

阶段稍有差异，可以通过使用染色剂如醋酸洋红、４′，６－二脒
基－２－苯基吲哚（ＤＡＰＩ）来确定发育时期。应根据不同植物
品种选择对应时期的花蕾。选择合适的洛神葵植物时，

Ｍａ′ａｒｕｐ等选取直径为０．８～１．０ｃｍ的花蕾，发现此时的花蕾
包括９８％单核期小孢子及２％双核期小孢子［１１］。

３．４　培养基类型及其他附加成分
目前还没有１种可以普遍应用于植物游离小孢子培养的

培养基。Ｍａａｒｕｐ等在诱导山茶小孢子胚过程中，发现 ＭＳ培
养基诱导率要高于Ｎ６培养基，液体ＭＳ培养基也适合洛神葵
游离小孢子培养［１１］。在马蹄莲游离小孢子培养中，Ｗａｎｇ等
使用了ＮＬＮ、Ｎ６、Ｂ５、Ｎｉｔｓｃｈ等４种培养基，结果表明，ＮＬＮ培
养基中小孢子成胚率最高［１０］。对于某些植物来说，加入激素

可以提高胚状体产出率，激素成分以及浓度随植物品种的变

化而变化。常用的激素有ＮＡＡ、６－ＢＡ、２，４－Ｄ、ＴＤＺ、ＫＴ等。
研究人员搭配使用２，４－Ｄ与ＮＡＡ２种激素进行芍药的小孢
子培养，结果表明，２ｍｇ／ＬＮＡＡ条件下，小孢子分化率最
高［４］。并不是所有植物进行胚诱导时都需要加入激素。碳

源的种类及浓度与胚状体发生也密切相关。Ｋｉｍ等比较了不
同浓度蔗糖、麦芽糖对辣椒（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．）胚胎诱导
的影响，发现９％蔗糖是诱导辣椒胚胎发育的最佳碳源［４５］。

活性炭是一种良好的吸附剂，被广泛应用于植物组织

培养［４６－４７］。

３．５　小孢子培养密度
小孢子的培养密度对胚状体及愈伤组织的获得也有很大

影响。付文婷等在大白菜游离小孢子胚诱导过程中将小孢子

培养密度调整为１×１０４个／ｍＬ［４８］。在芦笋游离小孢子培养
过程中，汤泳萍等将小孢子密度调整为１．５×１０５个／ｍＬ［４９］。
当小孢子密度低于５×１０４个／ｍＬ时，最适合大麦集群化生
长［５０］。细胞密度对细胞生长与分裂影响极大。细胞能够合

成某些分裂时所必需的化合物，只有当这些化合物的内生浓

度达到临界值后，细胞才能进行分裂。可见，悬浮培养时小孢

子密度会直接影响胚发生率，密度过高时，营养物质会被耗

尽，同时细胞会释放某些有毒物质，影响其他小孢子胚的发

生，但细胞生长具有群体效应，密度过低又会导致小孢子无法

正常生长，极大地降低成胚率。

４　存在的问题

目前游离小孢子培养在洋甘菊、一枝黄花、蛇目菊、缬草

等很多菊科植物中都以失败而告终［５１］。游离小孢子培养成

功与否受到基因型、生长环境、培养基成分等的影响。同时，

花蕾预处理、分离纯化、花粉培养方法也影响胚诱导能否成

功。游离小孢子培养虽然避免了体细胞的影响，但花粉也失

去了花药壁的保护，有时有极少的二倍体、多倍体植株发育。

观赏植物的游离小孢子培养技术目前尚不成熟，尽管前人已

经从小孢子胚胎发生的细胞形态学、代谢水平、分子水平等方

面探究了小孢子胚胎发生机制，但观赏植物游离小孢子培养

获得单倍体植株的诱导机制、启动机理、发育途径等尚不明

确，严重阻碍了观赏植物游离小孢子育种进程。

５　展望

原始的杂交育种方式存在育种周期长、效率低、管理繁琐

等问题，单倍体育种具有育种年限短、选择效率高等优势。同

时，基因工程采用游离小孢子培养技术，可以为植物育种及基

因定位生产双单倍体（即重组自交系），以克服远缘杂交不亲

和性。在诱导胚状体过程中花粉容易产生变异，因此，游离小

孢子育种还可作为引发突变的手段。研究游离小孢子培养技

术、探讨影响观赏植物游离小孢子培养的因素、提高小孢子诱

导率，是探究游离小孢子培养技术中亟需解决的难题。
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