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件下低温预处理４８ｈ可以提高西瓜花药愈伤组织的诱导率，诱导率达４０．６７％；将接种的花药在３３℃条件下进行１ｈ
的热激处理后，愈伤组织褐化率较高，不易长出绿色致密的愈伤组织。
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　　小型西瓜又名迷你西瓜，果型小巧外形美观，肉质鲜嫩多
汁，瓜薄皮而少纤维，已成为一种高档礼品。近年来，随着人

们生活水平的提高以及小型化家庭的发展，小型西瓜作为一

种新兴的西瓜优良新品种，市场发展前景十分广阔，现已经成

为高效农业项目之一［１］。目前，小西瓜品种主要依赖进口，

种子价格很高，选育优良小型西瓜新品种是促进西瓜产业发

展的重要因素［２］。采用常规育种手段选育新品种不仅耗时

耗力、效率低，而且难以显著提高新品种的产量、品质及抗性

等。通过花药培养获得纯系材料，是一种行之有效的育种途

径，既可以大大缩短育种时间，提高育种效率，节省人力和物

力，同时也可为分子标记和基因研究提供材料基础。薛光荣

等研究，获得西瓜花药再生植株，但是愈伤组织的诱导率及分

化率均较低，且重复性较差［３－４］。袁万良等通过改良培养基

将愈伤组织诱导率从０．５％提高到９４．４％［５］。魏瑛研究表

明，低温预处理对西瓜花药愈伤组织诱导有促进作用［６］。缑

艳霞等在西瓜花药离体培养影响因子研究中发现，适当添加

激素以及４℃条件下低温预处理也可提高愈伤组织的诱导
率［７］。有关小型西瓜花药培养至今未见相关报道。本试验

研究了花药横径大小、激素浓度组合、低温预处理、热激处理

对西瓜花药培养愈伤组织诱导的影响，旨在确定西瓜花药培

养的最佳条件，为西瓜花药培养体系提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
材料为齐齐哈尔园艺研究所西甜瓜研究室提供的２份小

型西瓜种子，均为高代自交系，分别编号 Ｇ１和 Ｇ２。材料于
２０１４年２月初催芽播种，４月初定植于温室，于开花期取新鲜
花蕾进行试验。
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１．２　方法
１．２．１　取材和消毒　于西瓜盛花期晴天０８：００—０９：００，选
择健壮植株的花蕾，将 Ｇ１花蕾按照横径不同分为 ４．０～
４．５ｍｍ、４．６～５．０ｍｍ、５．１～５．５ｍｍ３组。首先将花蕾于
７０％的乙醇中表面消毒 ３０ｓ，再用 ０．１％ 的 ＨｇＣｌ２浸泡
８ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗３次，每次５ｍｉｎ。
１．２．２　激素处理　剥取Ｇ１和Ｇ２无菌花蕾的花药接种于诱
导培养基上。诱导培养基以ＭＳ为基本培养基（蔗糖４０ｇ／Ｌ＋
琼脂７．５ｇ／Ｌ），分别添加不同质量浓度的６－ＢＡ和 ＮＡＡ，共
计９个激素组合处理，以不添加任何激素的培养基为对照
（表１）。利用愈伤组织诱导率最高的培养基进行后续试验。

表１　诱导培养基选用的激素组合

培养基编号
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＮＡＡ
Ｍ０ ０ ０
Ｍ１ ０．５ １．０
Ｍ２ １．５ １．０
Ｍ３ ２．０ １．０
Ｍ４ ０．５ １．５
Ｍ５ １．５ １．５
Ｍ６ ２．０ １．５
Ｍ７ ０．５ ２．０
Ｍ８ １．５ ２．０
Ｍ９ ２．０ ２．０

１．２．３　低温处理　取供试材料 Ｇ２花蕾１２０个，随机分为４
组，再用湿纱布包裹好，分别于４℃下预处理０、２４、４８、７２ｈ，
花蕾预处理完毕后，分别剥出花药接种于“１．２．２”节筛选出
的诱导培养基上进行培养，每瓶 ５枚花药，每个处理接种
６瓶。
１．２．４　热激处理　采集Ｇ２大小一致的花蕾，剥取花药接种
于筛选出的诱导培养基后，先在３３℃条件下１２ｈ的热激处
理后再转为２５℃培养，以始终２５℃培养为对照，各处理接种
５０枚花药，共计１０瓶。２５ｄ后统计愈伤组织诱导率。

以上处理后均置于２５℃黑暗条件下培养２５ｄ后，统计
愈伤组织诱导率。

愈伤组织诱导率＝产生愈伤组织的花药数量／接种的花
药数量×１００％。

２　结果与分析

２．１　花蕾大小对愈伤组织诱导的影响
将大小不同花蕾的花药于ＭＳ培养基后，置于２５℃环境

下暗培养２５ｄ后，愈伤组织诱导率见表２。不同大小的花蕾
其花药愈伤组织的诱导率有显著差异，横径在４．６～５．０ｍｍ
的花蕾诱导率最高，达３６．００％，显著高于其他组；其次是横
径在５．１～５．５ｍｍ的，为２４．００％，最低的是横径在４．０～
４．５ｍｍ的，仅为１８．００％。横径为４．６～５．０ｍｍ时，外植体
的褐变率显著低于其他２组。本试验中西瓜花蕾直径处于
４．６～５．０ｍｍ时，花药愈伤组织的诱导效果最好。
２．２　不同激素配比对花药愈伤组织诱导的影响

２种基因型材料在９种激素组合的培养基中都能诱导出
愈伤组织（表３），且愈伤组织诱导率存在一定的差异，２种基
因型材料都在Ｍ２（ＭＳ＋６－ＢＡ１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ）

表２　不同横径大小的花蕾对花药愈伤组织诱导率的影响

花蕾横径

（ｍｍ）
接种花药数

（枚）

诱导愈伤

花药数（粒）

愈伤诱导率

（％）
褐变率

（％）

４．０～４．５ ５０ ９ １８．００ｃ ５１．３０ａ
４．６～５．０ ５０ １８ ３６．００ａ ３４．４０ｂ
５．１～５．５ ５０ １２ ２４．００ｂ ５５．７０ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表３、
表４同。

培养基中愈伤组织诱导率较高，分别达到了 ４５５２％和
３０５０％；并且Ｍ２号培养基诱导的愈伤质量最好，外植体褐
化率也较低。在试验中还观察到，不同花药形成愈伤组织形

态特征不同，一种愈伤组织质地疏松，呈绿色或者白色；另一

种愈伤组织质地紧密、色嫩绿，有光泽，愈伤组织多由花药顶

端及中部由里及外生长。当 ＮＡＡ激素超过１．０ｍｇ／Ｌ时，生
成的愈伤组织比较疏松白化，培养时外植体容易褐化死亡，当

ＮＡＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ、６－ＢＡ浓度为１．５ｍｇ／Ｌ时形成的愈
伤组织质地致密，色泽亮绿，质量较好。

表３　不同激素组合对小型西瓜花药愈伤组织诱导的影响

培养基

编号

愈伤诱导率（％） 褐变率（％）
Ｇ１ Ｇ２ Ｇ１ Ｇ２

Ｍ０ ３２．１７ｂ ２２．１７ｂ ４０．７０ｂ ５９．８０ｅ
Ｍ１ ２５．３０ｂｃ ２３．３０ｂ ３４．７０ｄ ４８．２０ｈ
Ｍ２ ４５．５２ａ ３０．５０ａ １８．５０ｇ ４０．７０ｉ
Ｍ３ ２２．９２ｃｄ １５．４２ｃ ２５．２０ｆ ５０．８０ｇ
Ｍ４ １８．７２ｃｄｅ １３．２２ｃｄ ４１．００ｂ ６７．７０ｃ
Ｍ５ １９．２６ｃｄｅ １１．７７ｃｄ ２９．４０ｅ ６１．８０ｄ
Ｍ６ １７．６５ｃｄｅ １０．１５ｃｄ ３５．２０ｄ ７０．７０ｂ
Ｍ７ １６．１５ｃｄｅ １３．１５ｃｄ ３７．３０ｃ ７０．８０ｂ
Ｍ８ １３．６７ｄｅ １０．６６ｃｄ ４３．８０ａ ５８．７０ｆ
Ｍ９ ９．９７ｅ ８．９７ｄ ２９．６０ｅ ７５．９０ａ

２．３　低温处理时间对花药愈伤组织诱导的影响
利用Ｍ２培养基对Ｇ２花药进行培养，研究不同低温处理

时间对花药诱导率的影响（图１）。当低温处理时间为４８ｈ
时，花药愈伤组织的诱导率最高，达 ４０．６７％，处理时间为
２４ｈ时，诱导率达３５．００％，当预处理时间延长至７２ｈ时，诱
导率仅有３２．３３％，但均高于对照２１．００％的诱导率。

２．４　热激处理对西瓜花药愈伤组织诱导的影响
将Ｇ２花药接种在Ｍ２培养基上，将部分培养基于３３℃

下进行１２ｈ的热激处理，之后置于２５℃的环境下培养，花药
愈伤组织诱导率结果见表４。进行热激处理的花药愈伤组织
诱导率显著低于未经处理的对照，花药褐化率也明显高于未
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表４　热激处理对花药愈伤组织诱导率的影响

处理时间

（ｈ）
花药接种数

（枚）

诱导愈伤数

（粒）

愈伤诱导率

（％）
褐化率

（％）

０ ５０ １１ ３３．００ａ ３６．１０ｂ
１２ ５０ ４ １９．００ｂ ５４．７０ａ

进行热激处理的。

３　讨论

花粉发育阶段对诱导雄性单性生殖至关重要，是能否诱

导成功及诱导频率高低的内在因素之一，关系到是否能产生

胚性愈伤组织，进而也关系到培养效果。在大多数作物花药

培养中，花粉发育时期选用的都是单核靠边期［８］。但在试验

中对每个花蕾进行镜检过于麻烦，如果找到适宜诱导愈伤组

织形成的花蕾大小，可让培养过程更加简单。本试验中将花

蕾按照横径不同分为 ４．０～４．５ｍｍ、４．６～５．０ｍｍ、５．１～
５．５ｍｍ３组，分别进行诱导，诱导结果横径在４．６～５．０ｍｍ
的花蕾诱导率最高，达３６．００％，显著高于其他组，在后期试
验中可以根据花蕾横径进行挑选试材。

不同培养基对植物花药的培养效果不同。王玉英等在甜

椒花药培养中对Ｎ６、ＭＳ、ＮＴＨ３种培养基的培养效果进行了
对比，结果发现 ＭＳ和 ＮＴＨ培养基既能很好地产生愈伤组
织，也能形成胚状体［９］。陈肖师将ＭＳ、Ｈ、Ｂ５、Ｎｉｔｓｃｈ和ＮＴＨ５
种培养基的诱导率进行了比较，发现 ＭＳ培养基的效果最
好［１０］。本试验中以ＭＳ为基本培养基，在试验中发现２个基
因型材料在９种激素组合的培养基上都能诱导出愈伤组织，
但是不同激素组合诱导频率存在一定的差异。Ｇ１基因型花
药愈伤组织诱导率总体要高于 Ｇ２基因型，但是 Ｍ２培养基
（ＭＳ＋６－ＢＡ１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ）上２个基因型的愈
伤组织诱导频率均最高而且质量最好，外植体褐化率也较低。

后期试验中就可以在ＭＳ基本培养基中添加上述激素浓度进
行诱导。

诱导花药形成愈伤组织的质量受低温预处理的时间长短

影响［１１－１２］。Ｓｕｎｄｅｒｌａｎｄ认为，低温作用机理不在于改变纺锤
体的轴向，而在于使花粉保持生活力，使其不在数天内死

亡［１３］。徐武等推测低温处理作用是改变了花药中内源激素

的含量，阻断了花粉正常发育途径，使其由配子体发育途径向

孢子体发育途径转变［１４］。黄斌也认为，低温致使花药内源激

素发生变化，进而愈伤组织形成；低温处理使花药的壁细胞及

绒毡层逐渐解体，导致小孢子孤立化，使绝大部分小孢子保持

其生活力［１５］。基于以上研究，本试验对花药进行了不同时间

的低温预处理，结果表明，低温处理 ４８ｈ时，花药愈伤组织的
诱导率最高，达４０．６７％，其次是处理时间为２４ｈ时，诱导率
达３０００％，最低的是处理７２ｈ，仅有３２．３３％，但均高于对照
处理２１．００％的诱导率。表明适宜的低温预处理可以提高花
药愈伤组织的诱导率。

组织褐变的主要原因是由多酚氧化酶催化多酚类物质氧

化生成褐色物质所致，褐变与多酚氧化酶的活性及酚类物质

的含量密切相关［１６］。夏铭等采用４５℃处理红豆杉外植体，
发现热激处理对克服褐变是有效的［１７］。Ｍａｒｔｉｎ等研究认为
热激处理抑制了多酚氧化酶的合成［１８］。本试验结果与以上

研究结果相反，前期热激处理的花药愈伤组织诱导率明显偏

低，而且褐化率高于未进行热激处理的花药。本结果与

Ｆｕｋｕｍｏｔｏ等在冰山莴苣组织培养中的研究结果［１９］一致。
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