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　　摘要：探讨葫芦科作物在游离小孢子培养中（与花粉培养）的优势，阐述游离小孢子培养过程中供体植株基因型、
供体植株生理状况、预处理、小孢子发育时期、培养基种类、培养基成分、培养条件等诸多因素的影响，并针对葫芦科蔬

菜游离小孢子培养中存在的问题提出后续研究方向。
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　　葫芦科作物在世界园艺作物生产中占有非常重要的地
位，随着人们消费需求的增加，葫芦科作物的栽培面积逐年增

大。葫芦科作物包括１１８属８２５种，广泛分布于热带和亚热
带地区，中国约有２９属１４２种，常见的主要有西瓜、甜瓜、苦
瓜、黄瓜、西葫芦等，栽培面积大且具有较高的经济效益，在人

们日常生活中具有重要作用。由于葫芦科作物的常规遗传育

种方法育种周期长、难度大、遗传性状不稳定，常规育种的不

足在实际工作中日渐明显，各国学者开始寻找育种的新途径

和新方法。单倍体育种技术为缩短育种年限、提高育种效率

提供了可能，因此在葫芦科作物中开展以离体培养为基础的生

物技术育种研究显得尤为重要。获得单倍体葫芦科植物最常

见的方法是通过辐射花粉授粉，诱导单倍体胚胎进行原位孤雌

发育。近年来，离体雄核发育途径生产单倍体技术逐渐受到重

视，离体雄核发育途径有花药离体培养和游离小孢子培养，其

效果可以媲美辐射花粉授粉技术［１］。早在１９７１年，西贞夫等
在黄瓜花药培养的研究中获得了不定芽。之后的几十年里，学

者们致力于花粉离体培养，已经在葫芦科作物中的南瓜属、葫

芦属、西瓜属、甜瓜属、苦瓜属等获得了单倍体［２］。与花药离体

培养相比，葫芦科作物游离小孢子培养起步较晚、研究相对较

少，仅在黄瓜、西瓜、甜瓜上获得了胚状体或再生植株。

１　葫芦科作物游离小孢子培养的优势

在葫芦科蔬菜作物中，自发产生单倍体的频率极低。为

获得单倍体植株，离体雄核发育途径（花药或小孢子培养）、

雌核发育途径（未授粉子房或胚珠离体培养、外源化学药剂、

正常花粉或辐射过的花粉授粉诱导的孤雌生殖）等手段被用

来诱导单倍体。近年来，游离小孢子培养技术的不断成熟为

离体培养单倍体带来了曙光。

游离小孢子培养研究于２０世纪７０年代初开始，于１９８２
年在芸薹属作物上首次获得成功［２］。在高等植物的生活史

中，小孢子是雄配子体发育过程中短暂而重要的阶段，是减数

分裂后四分体释放出的单倍性单细胞。小孢子培养是指将小

孢子从花药中游离出来，在人工培养基上进行培养并获得再

生植株的过程。与花药培养相比，游离小孢子培养开展的并

不晚，但进展较缓慢。早在１９８２年，Ｌｉｃｈｅｒ首次报道采用甘
蓝型油菜游离小孢子培养形成植株［３］。２０世纪 ８０年代后
期，游离小孢子培养技术在十字花科的油菜上得以迅速发展

并日臻完善。近十几年，游离小孢子培养技术在甘蓝型油菜

上日渐成熟，已陆续在黑芥、结球甘蓝、芥蓝、嫩茎花椰菜、抱

子甘蓝、羽衣甘蓝、皱叶甘蓝、小白菜、大头菜、叶芥等十几种

蔬菜上获得成功，但对葫芦科游离小孢子培养至今尚未见明

确成功的报道［４］。

从概念来看，花药离体培养是把小孢子发育到一定阶段

的花药接种至培养基上，以改变花药内小孢子粒的发育程序，

使其分裂形成细胞团，进而分化成胚状体，形成愈伤组织，由

愈伤组织再分化成植株。小孢子离体培养是指把小孢子从花

药中分离出来，以单个小孢子粒作为外植体进行离体培养的

技术。由于小孢子已是单倍体细胞，诱发它经愈伤组织或胚

状体发育而成的植株都是单倍体，且不受花药的药隔、药壁、

花丝等体细胞的干扰。从培养层次来看，花药离体培养属器

官培养，小孢子离体培养属细胞培养，但花药离体培养和小孢

子离体培养的目的均是诱导小孢子细胞发育成单倍体细胞，

最后发育成单倍体植株。一般来说，花药培养比游离小孢子

培养的技术要求相对简单。从培养过程来看，花药离体培养

相对容易，技术比较成熟，但最后须对培养成的植株进行染色

体倍数检测；小孢子离体培养尽管不受花药壁、药隔等二倍体

细胞的干扰，但这种特殊单倍体细胞的培养技术难度较大，目

前仅在少数植物上获得成功。

产生单倍体的方法主要有花药培养和小孢子培养，但近

年来花药培养已逐渐被小孢子培养所取代。与花药培养相

比，小孢子培养方法具有以下几方面优势：（１）排除了母体组
织体细胞的干扰，培养获得的植株均是由单倍体小孢子发育

来的，避免了嵌合体的发生，染色体加倍后可获得遗传上纯合

稳定的后代。（２）有利于提高小孢子胚胎发生的机率。（３）
小孢子均是单细胞，数量多、发育快、易获得、诱导率高、易突

变，在自然条件下容易加倍，操作简便，得到的胚状体还可应

用于育种实践和遗传分析。（４）适合作为单一细胞群体系统
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的生理生化研究。（５）易于诱发突变和进行离体筛选。小孢
子培养技术在育种及基础研究应用上具有以下优势：（１）小
孢子培养获得的ＤＨ（ｄｏｕｂｌｅｄｈａｐｌｏｉｄ，双单倍体）植株是同源
体，因而是真实育种；（２）从杂种中培养得到的小孢子单倍体
在遗传上代表随机配子；（３）小孢子培养获得纯合植株一般需
要７～８个月，而传统育种方法需要３～４年，大大节省了时间
和成本；（４）与组织培养技术相结合能获得大量成本相对较低
的目标材料；（５）小孢子能直接发育成胚胎，因而减少了遗传
变异；（６）单倍体小孢子能进行显性和隐性性状的突变诱导。

总体来讲，瓜类蔬菜作物通过离体雄核发育途径生产单

倍体难度较大，只有西瓜的花药培养较为成功。薛光荣等利

用琼酥西瓜品种，通过培养单核靠边期的花药在国际上首次

获得了西瓜单倍体植株，并从其加倍后代中直接选育出优良

的新品种［５］，１９８８年薛光荣等在周至红这一品种上获得了成
功［６］。在南瓜的花药培养上也有学者进行过尝试。Ｓｈａｉｌ等
培养花药但并未获得单倍体植株［７］；Ｋｕｒｔａｒ等对４个南瓜品
种花粉母细胞处于单核期的花药进行培养，并摸索了蔗糖浓

度和２，４－Ｄ浓度对培养效果的影响，但最后得到的３个植
株均为二倍体［８］；直到１９９８年，Ｍｅｔｗａｌｌｙ等成功得到了１０个
单倍体植株，并对培养基进行筛选，发现单核中期、单核晚期

的南瓜小孢子接种在 ＭＳ＋１５％蔗糖 ＋５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ上培
养的效果最好，每块愈伤组织植株再生频率可达１９２％［９］。

Ｄｒｙａｎｏｖｓｋａ等曾尝试甜瓜的花药培养，结果以失败告终［１０］。

早在１９８２年，Ｌａｚａｒｔｅ等分别取黄瓜四分体、小孢子、成熟期３
个时期的花粉进行花药培养，并得到再生植株，但直到目前并

无进一步研究，所得植株是否起源于小孢子仍未知［１１］。直到

２００３年，Ａｓｈｏｋ等成功获得了黄瓜单倍体植株［１２］。詹艳等以

１０个不同基因型的黄瓜为试材进行游离小孢子培养，通过对
成胚条件的系统研究，从７４４７和 Ｐｏｉｎｓｅｔｔ９７中获得了子叶形
胚和再生植株，得到的子叶形胚易分化成苗，而其他类型的胚

状体未能获得再生植株，但诱导频率仍然很低，难以用于育种

实践［１３］。唐懿等针对基因型、小孢子发育时期等影响苦瓜花

药培养的主要因素进行综述，讨论了苦瓜花药培养中存在的

问题，并为今后苦瓜花药培养提供了研究方向［１４］。Ｈａｎ等利
用子叶节建立了葫芦再生体系［１５］，但关于葫芦花药离体培养

和游离小孢子培养并无报道。

２　葫芦科作物小孢子培养的影响因素

影响单倍体离体诱导的因素很多，涉及供体植株的基因

型、培养基、外植体预处理方式、外植体发育时期、培养条件等

方面，且各因素之间存在相互作用。根据关于游离小孢子培

养和再生植株的报道，得出小孢子培养的主要影响因素。

２．１　诱导游离小孢子胚胎发生的影响因子
小孢子培养受到供体植株基因型、供体植株生理状况、预

处理、小孢子发育时期、培养基种类、培养基成分、培养条件等

诸多因素的影响，因此小孢子出胚率受到很大限制，成为实际

应用中的一大难题。

２．１．１　供体植株的基因型　供体植株的基因型是影响小孢
子培养的关键因素，不同基因型的植株对培养具有不同反应，

主要体现在基因型的反应范围、产胚率的差异２个方面。基
因型的反应范围即有多少基因型有反应，以及有反应的基因

型产胚率的差异。詹艳等对１０份黄瓜供试材料进行研究，只
有４份试材获得了胚状体，其中成胚率最高的是 ７４４７，为
３１２个／皿；成胚率最低的是康德，为１．５个／皿；其余６份材
料中有些游离小孢子出现膨大，有些已启动分裂，但均未能继

续分裂形成胚状体［１３］。李娟对西瓜进行研究发现，野生种和

栽培种的成胚率有显著差别，前者高于后者［４］。缑艳霞、董

艳荣分别在西瓜、甜瓜花药培养试验中发现，Ｆ１代植株的愈
伤组织诱导率明显大于亲本，表现出杂种优势，表明小孢子的

基因型至少是决定培养能力的因素［１６－１７］。

２．１．２　供体植株的生长环境　供体植株的生理状态对小孢
子胚胎诱导率具有重要影响，试验中一般选择生长发育健壮、

无病虫害的花蕾为试材进行培养，以达到最佳效果。另外，光

照、温度、水肥等供体植株生长的环境条件也是影响小孢子培

养的关键因素。供体植株生长环境的温度影响最为显著，很

多研究表明，适当低温可显著提高供体植株小孢子的出胚率。

曹鸣庆等以种植在部分控温温室和露地的１７个基因型的大
白菜为试材，研究供体母株的生长环境条件对小孢子胚胎发

生的影响；结果表明，供体植株生长环境的温度为１０～２５℃，
小孢子的胚产量较高［１８］。张凤兰等利用人工气候室研究光

照、温度对小孢子胚胎发生的影响，结果表明，日照时数为

１４ｈ最有利于小孢子胚胎发生且产胚量最高，最适温度为
２０℃［１９］。袁亦楠等在番茄游离小孢子培养中发现，５月下
旬、１０月薯叶番茄花蕾的类胚发生率分别为０．０１％、０．２５％，
可能是土壤的低夜温影响了供体内小孢子的发育方向，使其

偏离配子体方向发育，从而脱分化形成胚状体［２０］。

２．１．３　小孢子发育时期　小孢子发育时期、花蕾大小、取样
时期均会影响小孢子培养效果。小孢子发育时期通常分单核

期、双核期、三核期，并非任何时期的小孢子都适于培养。单

核期又分为单核早期、单核中期、单核靠边期，最适于游离小

孢子培养的时期通常为单核靠边期。很多研究表明，小孢子

发育时期与花蕾长度、花药长度、花瓣长等花蕾形态指标密切

相关，可作为小孢子群体是否适于培养的衡量指标。Ｔｈｕｒｌｉｎｇ
等在进行芸薹属花药培养时指出，虽然花蕾大小是判断小孢

子发育阶段的可靠指标，但也随着供体基因型、生长条件、生

长时间、花序等的变化而变化，此结论同样适用于瓜类［４］。

在大多数作物花药培养中，花粉的发育时期均选用单核

靠边期，但目前对其作用机理仍不清楚。在黄瓜花药培养中，

不同发育期的花药几乎均可形成愈伤组织。詹艳等对黄瓜进

行研究发现，只有单核靠边期的小孢子诱导成胚［１３］。谢淼等

则研究发现，单核中后期的花药适于作为外植体，而甜瓜花药

培养的最佳时期是单核靠边期至双核期［２１］。薛光荣等利用

琼酥西瓜品种，通过培养单核靠边期的花药在国际上首次获

得西瓜单倍体植株，并从其加倍后代中获得了新品种，但并未

进行推广［２２］。不能仅凭花蕾的大小来判断花粉发育时期。

崔群香等以蜜本南瓜、安生黑钻南瓜开花初期的雄花蕾为试

验材料，利用荧光染色技术对南瓜花粉发育时期进行鉴

定［２３］。花蕾大小因植株生长状况及采花时期而有所不同，同

样大小的花蕾其发育时期也不尽相同；因此，掌握葫芦科作物

花蕾的采集时期，须先对葫芦科作物不同发育阶段的花药进

行显微观察，了解葫芦科作物花粉发育的特点。

２．１．４　逆境胁迫预处理　预处理可改变小孢子的发育途径，
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使其从配子体发育途径转向孢子体发育途径，从而诱导小孢

子胚的形成。预处理包括离心、低温、高温、辐射、秋水仙素、

饥饿等人为处理，目前广泛应用的预处理方法一般为低温预

处理、高温热激处理、甘露醇预处理、秋水仙素预处理。温度

胁迫是影响小孢子胚状体发生的最主要因素。一般来说，从

植株上采下花蕾后，直接进行小孢子培养很难诱导胚状体发

生。温度胁迫可改变小孢子发育途径，从而阻止小孢子向成

熟花粉粒方向发展，而是沿着胚胎的发展途径最终形成胚。

羊杏平等研究低温、高温、甘露醇、蔗糖、激素、三十烷醇６种
处理对西瓜小孢子存活率的影响发现，４℃低温预处理２ｄ、
３５℃高温热激４ｄ、１３％蔗糖处理均可显著提高西瓜小孢子
的存活率（Ｐ＜０．０５）；甘露醇、三十烷醇对不同西瓜品种的小
孢子存活率影响不同，在培养基中添加０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的西瓜小孢子存活率最高［２４］。

低温预处理和高温热激是游离小孢子培养中最常用的２
种方法。Ａｓｈｏｋ等研究了 Ｃａｌｙｐｓ、ＣｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＬｒ等２个黄
瓜品种在花药离体培养时对温度预处理的反应，结果表明，花

蕾在４℃ 预处理２ｄ、３２．８℃热激１ｄ时反应最好［１２］。郭尚

等通过花粉培养、显微镜观察的方法研究不同温度、营养条

件、保藏条件对花粉生活力的影响，结果表明，西瓜花粉萌发

的适宜温度为１８～３８℃，上限、下限温度分别为４８、８℃，在
较高生长温度条件下形成的花粉生活力较强；低温处理时间

越长，对花粉发芽越不利；８℃低温、干燥条件有利于花粉短
期保存；营养充足的大型花蕾花粉萌发较好［２５］。朱迎春等以

４℃低温预处理４８、７２ｈ时，西瓜花药培养愈伤组织诱导率较
高，均显著高于对照，表明４℃低温预处理可作为花蕾的一种
保存方式［２６］。詹艳等对１０份黄瓜供试材料进行研究发现，
低温预处理有利于胚状体的诱导，以４℃预处理２～４ｄ为
宜，以处理２ｄ的胚状体产量最高［１３］。缑艳霞等以具有较多

优良性状的Ｆ１代西瓜品种春光、拿比特、喜都的花药为试材，
研究影响西瓜花药愈伤组织诱导率的因素，表明４℃低温预
处理 ７２ｈ可提高西瓜花药愈伤组织的诱导率；３０℃高温预
培养７２ｈ后置于２５℃下低温培养也可提高西瓜花药愈伤组
织的诱导率［２７］。Ｌａｂｂａｎｉ等以 ０．３μｍｏｌ／Ｌ甘露醇预处理、
４℃ 冷处理小麦小孢子，经过３、５、６、７、８、１０、１２ｄ等不同时期
的培养发现，结合０．３ｇ／ｍｏｌ甘露醇和７ｄ冷处理对胚胎数量
有强烈影响［２８］。杨安平等在甘蓝小孢子培养基中添加秋水仙

碱，结果发现可使部分培养无反应材料产胚，并提高培养有反

应材料的产胚量，同时对胚胎的良好发育具有促进作用［２９］。

２．１．５　小孢子分离方法　获得游离小孢子是进行培养的前
提和关键，一般通过自然散落法、机械挤压法２种方法获得游
离小孢子。（１）自然散落法。将花蕾消毒、清洗后，于无菌条
件下取出花药并接种到培养基上，任其花粉自然散落。（２）
机械挤压法。把经灭菌、清洗处理后的花蕾放到无菌研钵中，

加入少量分离培养基研磨，得到花蕾悬浮液，采用尼龙筛网过

滤并滤去残渣，滤液多次离心，调整小孢子密度。

２．１．６　培养基及其成分　大多数瓜类花药培养均选用 ＭＳ
作为基本培养基，也可选用 ＮＬＮ、Ｂ５培养基。很多试验采用
Ｂ５作为洗涤培养基，之后以 ＮＬＮ－１３（ＮＬＮ基本培养基 ＋
１３％蔗糖）或１／２ＮＬＮ培养基作为诱导培养基，也能取得良
好效果。谢淼等选用 ＭＳ和 Ｂ５作为基本培养基对黄瓜花药

进行培养［２１］。在关于丝瓜花药培养的研究中选用的是 Ｎ６；
在蔬菜作物中常用的胚状体诱导培养基一般为 ＮＬＮ或１／２
ＮＬＮ培养基。在黄瓜游离小孢子培养中，ＮＬＮ和 Ｂ５作为基
本培养基诱导获得的胚状体产量差异性虽然不明显，但 ＮＬＮ
更有利于球形胚进一步发育成子叶形胚。

碳源是植物组织培养不可缺少的物质，它不仅能为外植

体提供能量，也能维持一定的渗透压。常用的碳源有果糖、葡

萄糖、蔗糖、麦芽糖、山梨醇等，蔗糖能支持绝大多数植物离体

培养物的旺盛生长，一直作为植物组织培养的标准碳源被广

泛应用。然而近年来许多研究表明，蔗糖并不一定是最佳碳

源，不同植物对不同糖类的反应不完全相同，并且多数植物组

织培养物以葡萄糖、果糖为碳源时也能良好生长。碳源一般

在６％～１２％变化范围内即可满足瓜类植物的营养需求。黄
均元等以茄子、黄瓜、番茄、西瓜、甜瓜５种蔬菜作物为研究对
象，以不同浓度的蔗糖、硼酸、赤霉素进行处理，观察花粉的萌

发情况，结果表明，硼酸、赤霉素、蔗糖均能促进花粉萌发［３０］。

小孢子培养过程中会产生有毒物质，进而降低胚状体的发生

频率，改变胚的形态，产生畸形胚，而活性炭可有效吸附有毒

物质。姜凤英等认为，添加活性炭的培养基有利于鱼雷形小

孢子胚成苗，１００ｍｇ／Ｌ活性炭的成苗率增大最明显，但对子
叶形胚成苗的作用不大［３１］。申书兴等发现，活性炭的适宜添

加量为０．０５～０．１０ｇ／Ｌ［３２］。Ｌｉｃｈｔｅｒ指出，活性炭不仅能吸收
培养基中的有毒物质，也能吸收一些必要元素和植物激素，因

此活性炭浓度不宜过高，否则会起负作用［３３］。配制活性炭时

最好加少量（０．５％左右）琼脂糖，因为无琼脂糖的游离活性
炭吸附到小孢子上反而会阻止胚状体发生。

杨清等发现，花椰菜花药培养中添加６２．５ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３
能显著促进胚发生［３４］。Ｏｃｈａｔｔ等发现，ＡｇＮＯ３对花药培养具
有促进作用，对某些基因型的促进效果较明显［３５］。Ｄｉａｓ等对
甘蓝类蔬菜花药培养进行研究发现，诱导培养基中添加

１０ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３后出胚率大大增加，而在未加 ＡｇＮＯ３的培养
基中这些基因型几乎无胚状体形成［３６－３９］。Ｂｉｄｄｉｎｇｔｏｎ等指
出，对于难出胚的基因型，在培养基中加入乙烯的抑制剂

ＡｇＮＯ３也许能提高其出胚率
［４０］。方淑桂等认为，ＡｇＮＯ３可促

进青花菜小孢子的胚胎发生［４１］。于文佳等在小菘菜胚芽分

化影响的研究中发现，在Ｂ５固体培养基中添加一定质量浓度
的ＡｇＮＯ３，可显著提高小孢子的胚芽诱导率和平均每胚出
芽数［４２］。

常用于植物组织培养的外源激素有 ２类，即生长素类
（２，４－Ｄ、ＩＡＡ、ＮＡＡ、ＩＢＡ）和细胞分裂素类（ＫＴ、６－ＢＡ、ＺＴ、
ＴＤＺ等）。Ｍｅｔｗａｌｌｙ等研究花药培养基中蔗糖和２，４－Ｄ的用
量发现，添加１５０ｇ／Ｌ蔗糖、５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ的培养基诱导的
南瓜单倍体植株最多［９］。Ａｓｈｏｋ等研究了 Ｃａｌｙｐｓ、Ｃｕｃｕｍｉｓ
ｓａｔｉｖｕｓＬｒ等２个黄瓜品种在花药离体培养时对生长调节剂的
反应，认为最佳的诱导胚产生愈伤组织是在Ｂ５培养基中添加
２．０μｍｏｌ／Ｌ２，４－Ｄ和１．０μｍｏｌ／ＬＢＡＰ，在添加０．０９μｍｏｌ／ｇ
蔗糖、０．２５μｍｏｌ／ＬＮＡＡ、０．２５μｍｏｌ／ＬＫＮ的 Ｂ５培养基中获
得分化的胚胎，在添加５μｍｏｌ／ＬＡＢＡ的Ｂ５培养基中胚胎发
育，在含有 ０．０９μｍｏｌ／Ｌ蔗糖的 Ｂ５培养基中萌发成苗

［１２］。

朱至清等认为，外源激素对花粉细胞去分化启动是非必需的，
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但可防止多细胞花粉的败育，使较多细胞形成愈伤组织［４３］。

薛光荣等证实，适当提高２，４－Ｄ浓度可提高西瓜愈伤组织
诱导率，适当提高 ＢＡ或 ＫＴ浓度可提高直接增殖率和分化
率［６］。生长激素是黄瓜组织培养中的重要因素，其中２，４－Ｄ
作用最明显，ＮＡＡ次之，细胞分裂素中 ＫＴ的作用差异显著。
甜瓜在较低浓度生长激素调节下具有较高分化率和成苗率。

关于葫芦、冬瓜、南瓜、丝瓜等花药培养的报道不多，但许多学

者使用未添加任何外源激素的培养基同样获得了数量和质量

均较好的胚状体，因此外源激素在小孢子培养中不是必需的。

２．１．７　培养基ｐＨ值　大多数植物适合在ｐＨ值为５．８～６．０
的培养基中生殖，ｐＨ值在该范围内可促进细胞分裂与增殖。
Ｂａｒｉｎｏｖａ等研究发现，高ｐＨ值条件下游离小孢子体内的转化
酶活性减弱，同时１４Ｃ标记的蔗糖大量进入小孢子体内，表明
处于高ｐＨ值条件下的小孢子糖代谢能力减弱，从而造成饥
饿胁迫，阻断了配子体发育途径，诱导孢子体发育［４４］。可见，

适当提高ｐＨ值可能有利于诱导小孢子胚胎发生。
２．１．８　小孢子密度　小孢子培养密度过大致使培养基养分
供应不足，易引发培养基中毒性物质过多释放，导致健康优秀

的小孢子难以出胚；密度过低则小孢子的竞争优势得不到体

现，胚胎发生比较困难，一般采用的培养密度为 １０万 ～
５０万个／ｍＬ。詹艳等采用血球计数板计数，将小孢子密度调
整至１０万个／ｍＬ左右，但每次均采用血球计数板调整小孢子
密度使操作过于繁琐，影响试验进程［１３］。不少学者根据

１ｍＬ培养基中花蕾的数量研究小孢子密度对出胚的影响。
２．２　胚培养发育及植株再生

一般小孢子培养２～３ｄ发生第１次分裂，培养２～３周后
形成胚状体。小孢子胚状体的类型分为球形、心形、鱼雷形、子

叶形以及畸形胚。由胚发育成植株的过程，在游离小孢子培养

技术的应用中具有重要作用。国内外众多学者在此方面的研

究结果表明，胚的直接成苗率与培养基、胚的质量、供体植株的

基因型均有关。詹艳等将获得的子叶形胚、部分球形胚和心形

胚转移至胚状体萌发培养基 ＭＳ－ＢＡ上，培养２０ｄ后，球形
胚、心形胚褐化死亡；发育成熟的子叶形胚正常萌发，形成根芽

俱全的小植株；处于初期的子叶形胚则大部分未能正常分化，

出现未变绿、褐化死亡或仅有根分化的现象［１３］。可见，子叶形

胚最易成苗，因此胚状体能否正常发育为成熟的子叶形胚是成

苗的关键。甘蓝类蔬菜出现肉眼可见的胚状体后，将其置于摇

床上在６０ｒ／ｍｉｎ、２５℃条件下暗培养，形成子叶形胚状体时转
入Ｂ５固体培养基，于２５℃光暗交替条件下继续培养。

谷佳南等研究了黄瓜花药培养愈伤组织诱导及植株再

生，将带有芽点的愈伤组织转接到生根培养基中，分化出根状

物后，芽的伸长能力明显下降，使植株再生极为困难［４５］。这

可能与基因型有关，也可能是黄瓜花药愈伤组织中存在某种

激素，在促进根分化的同时阻碍了芽的伸长生长，为植株再生

带来一定困难。激素配比尚须调整，黄瓜花药再生植株分化

有待进一步研究。

２．３　小孢子再生植株的倍性鉴定
小孢子培养得到的再生植株以单倍体居多，然而培养过

程中一般会发生不同程度的自然加倍，因此小孢子再生植株

是由不同倍性植株组成的混合群体，为生产应用带来较大不

便，有必要对其进行倍性鉴定。常用的倍性鉴定方法有形态

学鉴定法、气孔保卫细胞叶绿体计数法、花粉母细胞染色体计

数法、根尖染色体计数法、流式细胞仪ＤＮＡ含量测定法，且这
５种鉴定方法各有优劣。不同倍性植株的外部形态特征存在
差异，单倍体植株的生活力、生长势、各主要器官大小均劣于

正常二倍体，而倍性水平高的植株形态优于正常二倍体。

植株形态鉴定法易受植株长势、营养条件等因素的影响，

且倍性水平高时不易区分，判断结果不准确，难以有效鉴定。

气孔保卫细胞叶绿体计数法具有简便、快捷、准确性高的优

点，但须建立不同倍性叶绿体数量与倍性之间的关系，对染色

方法、操作技巧等有一定要求。为快速鉴定烟草花粉植株染

色体倍性，刘仁祥等采用气孔保卫细胞叶绿体计数法［４６］。为

寻求简便、快速的西瓜染色体倍性鉴定方法，施先锋等以二倍

体西瓜ＴＳ、０５１７及其同源四倍体为试材，通过观察叶片气孔
保卫细胞叶绿体数来鉴定西瓜染色体倍性，结果表明，２种倍
性间的叶绿体数差异显著，二倍体叶绿体数在１５个以下，四
倍体叶绿体数≥１５个，气孔叶绿体数随染色体倍性的增加而
增加，用气孔保卫细胞叶绿体数预测植株倍性的准确率可达

９０．２％［４７］。可见，采用荧光显微镜观察叶绿体数可在苗期快

速、准确地确定植株的染色体倍性。

２．４　染色体加倍
小孢子再生植株有很大部分不能自然加倍，须采用人工

诱导方法进行加倍。人工诱导方法有很多，通常采用２种途
径，即培养过程中处理、移栽时诱变剂处理。单倍体人工加倍

主要采用０．２～０．４ｍｇ／ｇ秋水仙碱处理单倍体植株，使其加
倍。采用秋水仙碱溶液处理根、芽等分生组织或直接加至培

养基中，均可起到一定加倍作用。周伟军等对刚分离的油菜

小孢子、移入固体培养基前的胚体进行秋水仙碱处理和再生

植株浸根处理，研究３种不同时期秋水仙碱处理对小孢子胚
胎发育、成苗、加倍率的影响，结果表明，采用秋水仙碱直接处

理的新分离油菜小孢子培养体系获得的自发加倍率显著高于

常规培养体系，且分离小孢子直接进行秋水仙碱加倍染色体

更为安全、快速、有效［４８］。

３　葫芦科作物小孢子培养存在的问题与展望

近年来，尽管花粉培养取得了很大进展，但对葫芦科作物

的研究相对较少，仅在黄瓜、西瓜上获得了胚状体或再生植

株。小孢子培养在育种、生物技术等方面用处很大，但关于小

孢子培养技术的机制目前仍不清楚。小孢子培养技术在十字

花科、茄科、禾本科作物上已得到实际应用，在葫芦科作物上

目前仍处于实验室试验阶段。存在的主要问题是小孢子无法

启动萌发或成胚率太低，不同物种或不同基因型间差异较大，

形成的愈伤组织或胚状体无法进一步发育成为单倍体植株。

今后的研究将从碳源、生长调节剂的种类及浓度、活性炭的应

用、预培养的温度及时间等方面入手，以期建立葫芦科作物小

孢子培养的植株再生体系，使小孢子培养技术在育种及其他

生物技术的应用中发挥积极作用，通过建立稳定、高效地获得

纯合二倍体的葫芦游离小孢子培养体系来解决上述问题。
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