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　　摘要：利用相关序列扩增多态性（ＳＲＡＰ）标记技术，以４５份初级种质代表的８７份湘产百合种质为材料，通过Ｐｏｐ
Ｇｅｎｅ３２、ＮＴＳＹＳ－ＰＣ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．１）等软件筛选湘产百合核心种质。结果表明：共获得多态位点２１８个，物种水平上多
态性比例７８．４２％；通过对ＳＲＡＰ信息进行遗传多样性分析，使用逐步聚类取样法和分层抽样法筛选出１５份核心种
质，占收集资源总数的１７．２％；ｔ检验表明，核心种质的有效等位基因数、Ｎｅｉｓ遗传多样性指数、Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数在
０．０５水平上与初始种质差异不显著，说明核心种质能很好地代替初始种质。
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　　湖南省为我国百合主要产区之一，百合在湖南省各地均
有分布，以湘西自治州龙山县的龙山百合、邵阳市隆回县的龙

牙百合种植区域最广［１］。百合集药用、食用、观赏用途为一

体，具有很高的经济价值。面对日益增长的百合需求，保护和

利用百合种质资源极为重要。近年来，种质资源研究在国内

外兴起，核心种质作为种质资源群体研究和利用的切入点，开

展相关研究可以避免遗传上的重复，从而保存丰富的遗传变

异，是提高种质资源利用率的有效途径［２］，但是核心种质研

究大多集中在牡丹［３］、烟草［４］、水稻［５］等作物上，湘产百合核

心种质研究尚未见报道。依靠基因型信息处理获得的核心种

质，主要通过简单重复序列（ＳＳＲ）、随机扩增多态性 ＤＮＡ
（ＲＡＰＤ）、ＩＳＳＲ、扩增片段长度多态性（ＡＦＬＰ）等分子标记方
法来实现，这些方法具有准确、高效、不受外界环境以及基因

间互作影响等特点，能被很好地用来构建核心种质［６］。相关

序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＲＡＰ）是在ＲＡＰＤ基础上的升级，引物高度通用，比 ＡＦＬＰ更
能反映形态学变异和进化历史［７－８］，同时该技术还被认为是

在分子标记辅助育种中最可能被大规模应用的一种技术［９］。

本研究利用ＳＲＡＰ标记技术筛选湘产百合核心种质，以期为
有效利用其优秀基因提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
８７份百合种质采自湖南省各地区，根据地方品种来源进

行分组，按约５０％的总体取样比例抽取４５份样本建立初级
核心种质（ｐｒｉｍａｒｙｃｏｒｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ），采用 ＳＲＡＰ分子标记信息

数据。４５份初级种质来源及分组信息见表１。
１．２　方法
１．２．１　分子标记方法　根据改良 ＣＴＡＢ法［１０－１１］提取湘产百

合种质ＤＮＡ，参照Ｌｉ等的原则［１２］，并作适当改进获得反应体

系。ＳＲＡＰ－ＰＣＲ扩增反应体系为 ２０μＬ，其中 Ｍｇ２＋浓度
２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰｓ浓度０．２μｍｏｌ／Ｌ，引物浓度０．２μｍｏｌ／Ｌ，
Ｔａｑ酶１Ｕ，模板ＤＮＡ５０ｎｇ。扩增程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性１ｍｉｎ，３７℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，５个循环；
９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存；扩增产物经１．５％琼脂糖凝
胶电泳分离（０．５×ＴＢＥ，８０Ｖ，１００ｍｉｎ），凝胶成像系统观察、
照相。

１．２．２　核心种质构建方法
１．２．２．１　逐步聚类取样法　采用逐步聚类随机取样法［１３］，

根据４５份样本建立的初级核心种质 ＳＲＡＰ信息的不加权类
平均法（ＵＰＧＭＡ）聚类结果，删除遗传相似系数最大的２份种
质中的１份（如组内只有 １份遗传材料，则选取该遗传材
料），将剩余种质再聚类；再从遗传相似系数最大的成对种质

中删除１份。以此类推，直到代表性或核心种质数量达到要
求。利用上述方法分别设定５０％、３５％、２０％的取样比例，分
别获得样本群Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３。样本群Ｐ１（２３个样本）编号：１、４、
５、６、８、１１、１４、１５、１６、２０、２７、３１、３４、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、
４３、４４、４５；样本群Ｐ２（１５个样本）编号：１、４、８、１１、２０、２７、３４、
３６、３７、３９、４０、４１、４２、４３、４５；样本群 Ｐ３（９个样本）编号：１、４、
１１、２０、２７、３４、３７、４０、４３。
１．２．２．２　分层抽样法　采用分组取样策略，参考黎毛毛等的
方法［１４］并适当改进，组内及亚组内取样方法采用聚类、随机

方法相结合。根据主产区域将４５份样本建立的初级核心种
质分为湘北、湘西北、湘西南、湘中南等４个区域组。

抽样方法１：按５０％比例在各区域组抽取一定数量的种
质构成取样组；在取样组内对 ＳＲＡＰ信息进行遗传多样性和
聚类分析，依据遗传相似性阈值划分为不同的亚组，在各亚组

内随机抽取一定数量的种质构成样本群Ｐ４。
抽样方法２：根据各区域组的种质规模，抽取一定数额的
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表１　４５份初级种质来源及分组信息

编号 来源 所属区域 类型 编号 来源 所属区域 类型

１ 湖南省衡山县 湘中南 百合 ２４ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹

２ 湖南省隆回县 湘西南 百合 ２５ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹

３ 湖南省隆回县 湘西南 百合 ２６ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹

４ 湖南省隆回县 湘西南 百合 ２７ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹

５ 湖南省隆回县 湘西南 百合 ２８ 湖南省娄底市 湘西南 百合

６ 湖南省隆回县 湘西南 百合 ２９ 湖南省永顺县 湘西北 卷丹

７ 湖南省怀化市 湘西南 百合 ３０ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹

８ 湖南省浏阳县 湘中南 百合 ３１ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹

９ 湖南省益阳市 湘东北 卷丹 ３２ 湖南省吉首市 湘西北 卷丹

１０ 湖南省平江县 湘西北 卷丹 ３３ 湖南省长沙市 湘中南 百合

１１ 湖南省平江县 湘西北 卷丹 ３４ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹

１２ 湖南省平江县 湘西北 卷丹 ３５ 湖南省浏阳县 湘中南 百合

１３ 湖南省平江县 湘西北 卷丹 ３６ 湖南省郴州市 湘中南 百合

１４ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹 ３７ 湖南省衡阳市 湘中南 卷丹

１５ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹 ３８ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹

１６ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹 ３９ 湖南省永州市 湘西南 卷丹

１７ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹 ４０ 湖南省桃源县 湘东北 百合

１８ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹 ４１ 湖南省慈利县 湘西北 百合

１９ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹 ４２ 湖南省祁阳县 湘西南 百合

２０ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹 ４３ 湖南省耒阳市 湘中南 百合

２１ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹 ４４ 湖南省岳阳市 湘东北 百合

２２ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹 ４５ 湖南省湘乡市 湘中南 百合

２３ 湖南省龙山县 湘西北 卷丹

　　注：标有“”为野生种，其他均为栽培品种。

种质构成取样组（对百合种质数量多的，抽取比例可适当小

一些；对百合种质数量少的，抽取比例可相对大一些）；在取

样组内对ＳＲＡＰ信息进行遗传多样性和聚类分析，依据遗传
相似性阈值划分为不同的亚组，在各亚组内按５０％比例随机
抽取一定数量的种质构成样本群Ｐ５。

抽样方法３：对各区域组内的种质进行遗传多样性和聚
类分析，将各组按遗传相似性阈值分为不同的亚组，在各亚组

内抽取一定数量的种质构成样本群Ｐ６（对遗传多样性小的种
质，在样本群所占比例可小一些；对遗传多样性大的种质，所

占比例可大一些）；通过上述方法确保每个亚组至少有１份
种质入选。

样本群 Ｐ４（１５个样本）编号：５、８、１２、１３、１５、１８、２５、２７、
２８、３１、３４、３６、３９、４１、４５；样本群 Ｐ５（１５个样本）编号：１、２、７、
８、１０、１３、１９、２７、２８、３４、３５、３６、３９、４０、４３；样本群 Ｐ６（１４个样
本）编号：１、３、８、１２、１３、２３、２７、２８、３３、３５、３８、３９、４１、４４。

将４５份样本建立的初级核心种质根据鳞茎表型分为卷
丹组、百合组，在组内对 ＳＲＡＰ信息进行聚类，根据遗传相似
性阈值在各组内抽取一定数量的种质构成样本群 Ｐ７。样本
群Ｐ７（１４个样本）编号：１、３、８、１０、１４、２０、２８、３４、３７、３８、４０、
４１、４２、４３。
１．２．３　核心种质的数据分析　对从 ＳＲＡＰ标记中得到的原
始数据，在相同迁移位置，清晰条带记为１，模糊或无条带记
为０，建立样品ＳＲＡＰ标记的二元矩阵。通过ＰｏｐＧｅｎｅ３２软件
计算筛选出的核心种质样本群的多态性位点数（ＮＰＬ）、多态
性位点百分比（ＰＰＬ）、平均观测等位基因数（ＮＡ）、平均有效
等位基因数（ＮＥ）、Ｎｅｉｓ基因多样性指数（Ｈ）、Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息
指数（Ｉ）、Ｎｅｉｓ基因遗传距离（ＧＤ）等指数。采用ＮＴＳＹＳ－ＰＣ

（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．１）软件计算供试居群间Ｄｉｃｅ遗传相似系数，进行
非加权（ＵＰＧＭＡ）聚类，并用ＳＰＳＳ１７．０软件对所得数据进行
ｔ检验，根据检验结果评价核心种质。

２　结果与分析

２．１　ＳＲＡＰ遗传多样性分析
部分ＳＲＡＰ扩增结果见图１、图２。利用筛选的２６对引

物对４５份百合初级种质的基因组 ＤＮＡ共扩增出 ２７８个位
点，多态位点为 ２１８个，物种水平上多态性比例 ７８．４２％，
Ｎｅｉｓ基因多样度指数 Ｈ为０．３０７９，遗传多样性为０．３０７９，
Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数 Ｉ为 ０．４４６９，遗传距离变化范围为
０．０１０９～０．７９１３。４个区域组多态位点百分比低于种水平
的范围是 ６５．４７％ ～７２．６６％，Ｎｅｉｓ基因多样度指数 Ｈ为
０．２０５７～０．２７７３，Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数Ｉ为０．３１２９～０４０８９，
遗传距离变化范围为０．０５６３～０．２２２９，区域间的遗传分化
指数为０．２３６３，表明７６．３７％的遗传变异存在于地域内。可
以认为湖南地区百合种质有一定程度基因交流，各种质遗传

距离与地理距离具有一定的相关性，百合、卷丹在湖南省各区

域均有生长、种植，且存在杂交情况，由于各地区相互引种和

品种推广，各区域组内存在很大的遗传变异。

２．２　核心种质的确立
根据各样品群的遗传多样性分析结果（表２），各样本群

Ｐ５的有效等位基因数、Ｎｅｉｓ基因多样性指数、Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息
指数均大于其他样本群，说明Ｐ５在分子水平上的遗传多样性
最高，与初始种质遗传指数更为接近。样本群 Ｐ３、Ｐ６的各指
数与Ｐ５较为接近，可能是由于Ｐ３、Ｐ６的多态基因保留率均低
于Ｐ５，导致Ｐ３、Ｐ６的Ｎｅｉｓ基因多样性指数Ｈ、Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息
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指数Ｉ均低于Ｐ５。为更为全面地保存位点信息及验证样本群
Ｐ５的代表性，以样本群 Ｐ３、Ｐ６为基础，互相补充确立新的候
选核心种质Ｐ３６（２０个样本），编号为１、３、４、８、１１、１２、１３、２０、

２３、２７、２８、３３、３４、３５、３８、３９、４０、４１、４３、４５。由 Ｐ３６、Ｐ５构成初
选核心种质进行遗传数据分析。

表２　湘产百合种质各样品群的遗传多样性分析

群体
多态位点数

（个）

多态位点

百分比（％）
多态基因

保留率（％）
观测等位

基因数（个）

有效等位

基因数（个）

Ｎｅｉｓ基因
多样性指数

Ｓｈａｎｎｏｎｓ
信息指数

初始种质 ２１８ ７８．４２ １．７８４２ １．５５９０ ０．３０７９ ０．４４６９
Ｐ１ ２１８ ７８．４２ １００．００ １．７８４２ １．５１２３ ０．２９７７ ０．４３９４
Ｐ２ ２１８ ７８．４２ １００．００ １．７８４２ １．５１３３ ０．２９７７ ０．４３９６
Ｐ３ ２１７ ７８．０６ ９９．５４ １．７８０６ １．５２８０ ０．３０４６ ０．４４８１
Ｐ４ ２０４ ７３．３８ ９３．５８ １．７３３８ １．４８１１ ０．２７７６ ０．４０９９
Ｐ５ ２１８ ７８．４２ １００．００ １．７８４２ １．５３１０ ０．３０５５ ０．４４８８
Ｐ６ ２１６ ７７．７０ ９９．０８ １．７７７０ １．５１４３ ０．２９７５ ０．４３８６
Ｐ７ １００ ７８．０６ ９９．５４ １．７８０６ １．５１３１ ０．２９７０ ０．４３８１

　　通过对比初始种质、样本群Ｐ５、Ｐ３６遗传信息，发现候选种
质Ｐ３６、Ｐ５的各遗传信息指标保留率在９７％以上，符合７０％的
最低要求［１５］；候选种质Ｐ５的有效等位基因数、Ｎｅｉｓ基因多样

性指数、Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数仍明显优于Ｐ３６（表３）。说明样本
群Ｐ５较其他群组更具有代表性，更能反映初始种质的遗传信
息，经筛选最终确立样本群Ｐ５为湘产百合的核心种质。

表３　湘产百合初选核心种质的遗传多样性分析

群体
种质样本

数量（个）

多态位点数

（个）

多态位点百分率

（％）
观测等位

基因数（个）

有效等位

基因数（个）

Ｎｅｉｓ基因
多样性指数

Ｓｈａｎｎｏｎｓ
信息指数

初始种质 ４５ ２１８ ７８．４２ １．７８４２ １．５５９０ ０．３０７９ ０．４４６９
Ｐ５ １５ ２１８ ７８．４２ １．７８４２ １．５３１０ ０．３０５５ ０．４４８８
Ｐ３６ １８ ２１８ ７８．４２ １．７８４２ １．５１８５ ０．２９９８ ０．４４１９

Ｐ５保留率（％） ３３．３３ １００．００ １００．００ １００．００ ９８．２０ ９９．２２ １００．４３
Ｐ３６保留率（％） ４４．４４ １００．００ １００．００ １００．００ ９７．４０ ９７．３７ ９８．８８

２．３　核心种质的评价
将初级核心种质余下的３０份样品作为保留种质，通过对

比核心种质与保留种质，核心种质保留８７份百合样品中的
１５份样品（１７．２％），很好地保留了多态位点，各项指标明显
优于保留种质（表４）。表明由初级种质中抽取的１５份核心
种质很好地保留了初级种质的遗传多样性，保留种质中因减

少了遗传距离较大的种质，导致各指标明显降低。

　　利用 ＳＰＳＳ１７．０软件对有效等位基因数、Ｎｅｉｓ基因多样

性指数、Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数进行ｔ检验。由表５可见，核心种
质与初始种质的有效等位基因数、Ｎｅｉｓ基因多样性指数、
Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数在 ０．０５水平上差异不显著，核心种质能
很好地代替初始种质。

３　结论与讨论

３．１　核心种质的代表性、异质性、多样性
　　构建湘产百合核心种质要满足代表性、异质性、多样性的
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表４　核心种质与保留种质遗传多样性对比

群体
种质数量

（个）

多态位点数

（个）

多态位点百分比

（％）
有效等位基因数

（个）

Ｎｅｉｓ基因
多样性指数

Ｓｈａｎｎｏｎｓ
信息指数

核心种质 １５ ２１８ ７８．４２ １．５３１０ ０．３０５５ ０．４４８８
保留种质 ３０ １９７ ７０．８６ １．４７０５ ０．２６８９ ０．３９６２

表５　初始种质与核心种质的ｔ检验结果

指数
平均数 标准差 标准误

初始种质 核心种质 初始种质 核心种质 初始种质 核心种质
ｔ值 Ｐ值

ＮＥ １．５５９０ １．５３１０ ０．３９７７ ０．３５０３ ０．０２３９ ０．０２１０ １．５７７ ０．１１６
Ｈ ０．３０７９ ０．３０５５ ０．２０１６ ０．１８４１ ０．１２０９ ０．１１０４ ０．３３２ ０．７４０
Ｉ ０．４４６９ ０．４４８８ ０．２５９１ ０．２７８２ ０．０１６７ ０．０１５５ －０．２２２ ０．８２４

需求，尽可能地对各地区广泛取样，使其具有较好的代表性、

多样性；但是对主要产区取样须考虑相互引种、种内基因交

流、遗传变异及优良品种推广等因素；为获得更多的多态位

点，应适当扩大主要产区的取样，筛除相似种质，优选多样性

种质。本研究表明，来自龙山县洗洛乡编号为２７、３４的样本
间遗传距离为０．５０３７，ＳＲＡＰ分子数据显示为较大的遗传差
异，说明扩大主要产区内取样的必要性，以避免漏选；最终确

定核心种质时，不能忽略各地区百合种质因杂交和基因变异

对多样性的影响，须确定１个相对固定的遗传相似性阈值，对
最终核心种质各地区种质所占份额进行调整，以保证湘产百

合的代表性和异质性。ＳＲＡＰ扩增获得２７８个位点，其中２１８
个具有多态性，满足了核心种质遗传多样性需求。

３．２　核心种质取样方法
核心种质含１５份样品，其中３份种质来自湘东北地区，

占湘东北地区种质数量的４２．９％，占核心种质数量的２０％；５
份种质来自湘中南地区，占湘中南地区种质数量的６２．５％，
占核心种质数量的３３．３％；３份种质来自湘西南地区，占湘西
南地区种质数量的３３．３％，占核心种质数量的２０％；４份种
植来自湘西北地区，占湘西北地区种质数量的１９．０％，占核
心种质数量的２６．７％。该来源分布符合核心种质代表各区
域遗传分布的基本需求。湘西北地区的龙山县、湘西南地区

的隆回县为湖南省百合主要产区，本研究在上述２个地区采
样较多，在龙山县采样３１份，采样量占湘西北地区采样量的
７２．６％，根据５０％的取样原则，其中１６份入选初级种质；在
隆回县采样１０份，采样量占湘西南地区采样量的５５．６％，其
中５份入选初级种质。因此，区域组内部分种质间会具有很
高的遗传相似性，且相似种质数量较多，但根据７６．３７％的遗
传变异存在于地域内的分析结果，又表明区域组内具有较大

的遗传差异，少部分种质对区域组内的遗传多样性有很大影

响。因此，有必要依据遗传相似性阈值将其划分为不同的亚

组，以说明地域内的遗传分化及各样本对区域组遗传多样性

的影响，再利用５０％比例在各亚组内随机抽取一定数量的种
质构成样本群。通过该方法筛选，减少了样本数量对筛选结

果的影响，以５０％比例亚组抽取比例，又进一步确定了核心
种质的规模，使各区域组间所选取的样本遗传相似性较大的

种质入选数量减少，所取得的群体更具有代表性，也结合百合

种质相互引种和优良品种推广种植而导致各区域组内存在较

大的遗传变异的结论，避免相似种质入选概率。

３．３　核心种质的取样比例
在确定核心种质所含样本总量时，须结合所收集样本的

总体数量选择恰当的抽样比。我国有悠久的百合使用历史，

人工选择对物种进化有很大影响，核心种质构建的抽样过

程中，须更多地平衡推广品种与野生自然品种、区域特有品

种的抽样比例；对多态性好的群组，在抽取比例选取时可扩

大其在核心种质中的比例。多数植物核心种质的抽样比例

为全部收集种质的５％ ～３０％，一般为１０％左右，但较小种
质资源群体保存的遗传变异和结构对抽样比更为敏感［１６］。

湘产百合核心种质选用逐步聚类取样法和分层抽样法选取

多个抽样比５０％、３５％、２０％，最终优选出１５个样本构成核
心种质，占收集百合种质总量的１７．２％，符合构建核心种质
的要求。

３．４　结论
通过分层抽样法使用 ＳＲＡＰ分子标记信息，优选出的核

心种质保存２１８个多态位点中的２１８个，保留率１００％，多态
性比例７８．４２％，观测等位基因数１．７８４２个，有效等位基因
数１．５３１０个，Ｎｅｉｓ基因多样性指数 ０．３０５５，Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息
指数０．４４８８。通过遗传多样性分析和ｔ检验，认为所建立的
湘产百合核心种质很好地代表了初级核心种质，又很好地代

表了湖南省各地区的百合遗传变异，核心种质群体的差异性

和多样性很高，具有很大的保存意义。
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冬枣花药培养愈伤组织诱导的影响因素

段丽君，邓青云，李国元，汪殿蓓
（湖北工程学院生命科学技术学院，湖北孝感４３２０００）

　　摘要：以冬枣花药为试验材料，探讨冬枣花药离体培养中不同麦芽糖浓度、不同激素浓度及低温预处理和高温预
处理对花药培养效果的影响，建立一套更适合冬枣花药培养技术体系。结果表明：花药膨大率与出愈率之间有明显的

相关性；在ＭＳ＋２，４－Ｄ１．０ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋麦芽糖２０ｇ／Ｌ＋琼脂４ｇ／Ｌ培养基中最高花药愈伤组织诱导率
达３７．２％，４℃低温预处理３ｄ能显著提高愈伤组织诱导率，３５℃高温预处理出愈率会显著降低。
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　　冬枣（ＺｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂａＭｉｌｌ．ｃｖ．Ｄｏｎｇｚａｏ）为鼠李科枣属植
物，别称果子枣、雁过红、庙上福、苹果枣、冰糖枣，果皮薄，核

小，果肉汁多、细嫩酥脆、色泽鲜艳、甜味浓，富含钙、铁、锌等

多种矿物质，维生素 Ｃ含量颇丰富，素有维生素 Ｃ之王的称
号，其含糖量适中，味美可口，具有清理肠胃，有助于消化之功

效，是美容和减肥的佳品。关于冬枣的花药培养研究较少，王

娜通过诱导胚胎愈伤组织的途径对冬枣花药进行培养，获得

１株单倍体植株［１］；武晓红研究了甘露醇、不同温度条件预处

理对枣花药愈伤组织诱导的影响［２］；刘晓光研究了冬枣花药

愈伤组织的诱导，悬浮系的建立、培养及愈伤悬浮系原生质体

的分离［３］。本试验分析了麦芽糖
!

激素和低温预处理等多

种因素在冬枣花药愈伤组织诱导中的作用，建立一套更适合

冬枣花药培养的技术体系，从而推动湖北省孝昌县冬枣产业

的快速发展。

１　材料与方法

１．１　试验材料
冬枣花药采自湖北省孝昌县种植地。

１．２　试验方法
１．２．１　愈伤组织的诱导　５—６月选取直径为０．３～０．６ｃｍ
且花萼尚未张开的未成熟的新鲜花蕾，在 ７０％乙醇中浸泡
１０ｓ，用无菌水冲洗３次，用０．１％氯化汞溶液浸泡１０ｍｉｎ，再
用无菌水冲洗３～４次，将花蕾转移至已经灭过菌、铺有滤纸
的灭菌培养皿内，剥取花蕾，取出花药，接种到盛有５０ｍＬ固
体培养基的１００ｍＬ的三角瓶中，每瓶接种３０枚，每个处理接
种１０瓶，放在（２６±１）℃培养室黑暗条件下培养，观察不同
条件下花药愈伤组织的诱导。

１．２．２　继代和分化培养　愈伤组织在培养基上生长一段时
间后，营养物枯竭，水分散失，并已经积累了一些代谢产物，此

时须要将这些组织转移到新的培养基上，继代培养基使用

ＭＳ＋６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ０．２ｍｇ／Ｌ＋麦芽糖２０ｇ／Ｌ＋
琼脂４ｇ／Ｌ。每次继代培养约２０ｄ，１～２次继代后，挑选脆的
胚性愈伤组织转移至分化培养基ＭＳ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋麦芽
糖２０ｇ／Ｌ＋琼脂４ｇ／Ｌ上。

２　结果与分析

２．１　花药愈伤组织的诱导
花药在诱导培养基上培养２ｄ后，局部开始发生褐变，

４～５ｄ后大部分的花药开始膨胀，出现不同程度的卷曲，花
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