
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１２］卢静君，李　强，多立安．盐胁迫对金牌美达丽和猎狗种子萌发

的影响［Ｊ］．植物研究，２００２，２２（３）：３２８－３３２．
［１３］梁云媚，李　燕，多立安，等．不同盐分胁迫对苜蓿种子萌发的

影响［Ｊ］．草业科学，１９９８，１５（６）：２２－２６．
［１４］安守芹，于　卓，孔丽娟，等．花棒等四种豆科植物种子萌发及

苗期耐盐性的研究［Ｊ］．中国草地，１９９５（６）：２９－３２．
［１５］吐尔逊娜依，高辉远，安沙舟，等．８种牧草耐盐性综合评价

［Ｊ］．中国草地，１９９５（１）：３０－３２，２９．
［１６］孙小芳，郑青松，刘友良．盐胁迫下不同基因型棉花萌发生长和

离子吸收特性［Ｊ］．棉花学报，２００１，１３（３）：１３４－１３７．

［１７］王广印，韩世栋，赵一鹏，等．ＮａＣｌ胁迫及Ｃａ２＋和ＧＡ３对南瓜属

３种蔬菜种子发芽的影响［Ｊ］．植物资源与环境学报，２００５，１４
（１）：２６－３０．

［１８］郭　伟，于立河．腐殖酸浸种对盐胁迫下小麦萌发种子及幼苗
生理特性的影响［Ｊ］．麦类作物学报，２０１２，３２（１）：９０－９６．

［１９］郭　伟，于立河．腐殖酸浸种对不同耐盐性小麦品种幼苗碳氮
代谢的影响［Ｊ］．麦类作物学报，２０１３，３３（２）：３４４－３４９．

［２０］张恩平，张淑红，司龙亭，等．ＮａＣｌ胁迫对黄瓜幼苗子叶膜脂过
氧化的影响［Ｊ］．沈阳农业大学学报，２００１，３２（６）：４４６－４４８．

［２１］ＳｃａｎｄａｌｉｏｓＪＧ．Ｏｘｙｇｅｎｓｔｒｅｓｓａｎｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９３，１０１（１）：７－１２．

［２２］ＦｏｙｅｒＣＨ，ＤｅｓｃｏｕｒｖｉｅｒｅｓＰ，ＫｕｎｅｒｔＫＪ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔｏｘｙｇｅｎ
ｒａｄｉｃａｌｓ－ａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｄｅｆｅｎｓｅ－ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｔｕｄｉｅｄｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ，Ｃｅｌｌ＆Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，１９９４，１７（５）：５０７－５２３．

［２３］王素平，郭世荣，李　瞡，等．盐胁迫对黄瓜幼苗根系生长和水
分利用的影响［Ｊ］．应用生态学报，２００６，１７（１０）：１８８３－１８８８．

［２４］韩春梅，李春龙，贺阳冬，等．ＮａＣｌ胁迫对莴笋种子萌发及幼苗
根系生理生化指标的影响［Ｊ］．长江蔬菜，２００９（１０）：２１－２３．

［２５］郭　伟，王庆祥．腐殖酸浸种对盐碱胁迫下小麦幼苗抗氧化系
统的影响［Ｊ］．应用生态学报，２０１１，２２（１０）：２５３９－２５４５．

杜碧云，崔慧琳，崔群香，等．诱导茄子花药通过胚胎发生途径再生植株［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（９）：１９２－１９５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０９．０５５

诱导茄子花药通过胚胎发生途径再生植株

杜碧云１，崔慧琳２，崔群香１，周显忠１，张天雨１，吴飞泽１，何成荣１

（１．金陵科技学院，江苏南京２１００３８；２．安徽农业大学，安徽合肥２３００３６）

　　摘要：以９份茄子花药为试材进行诱导培养。结果发现，茄子花药培养能通过胚胎发生途径再生出植株；９份材料
均诱导产生了胚状体，但不同材料胚状体诱导频率存在差异，１５－黑冠诱导率最高，为１７％；９１个胚状体中，１２个萌发成
植株，萌发率为１３％；１２个植株中，７株移栽成活并现蕾开花，其中５株为单倍体，１株为二倍体，１株为四倍体；虽然２号
诱导培养基上花药膨大率高于１号培养基上的花药，但后者随后会产生更多成熟且发育一致的胚胎。结果表明，如何促
使胚状体发育成熟、提高单倍体加倍频率、确定胚状体的细胞起源，是制约茄子花药育种实际应用的关键问题。
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　　植物花药和花粉（小孢子）培养是生产单倍体和双单倍
体的有效手段，在育种研究中可以大大缩短育种年限。自

Ｇｕｈａ（１９６４）和Ｍａｈｅｓｈｗａｒ（１９８２）利用毛叶蔓陀罗（Ｄａｔｕｒａｉｎ
ｎｏｘｉａ）进行花药培养获得胚状体及其再生植株后，至今已有
２００多种植物通过花药培养获得了再生植株［１］。茄子（Ｓｏｌａ
ｎｕｍｍｅｌｏｎｇｅｎａＬ．）花药培养的研究开始于 ２０世纪７０年代
初［２］，从那以后从花药和花粉培养均成功获得了单倍体植

株［３］。茄子花药和花粉培养中，再生植株多数经由愈伤组织

通过器官发生途径获得［４－９］，少数报道茄子能够通过胚胎萌

发产生植株［１０－１２］。研究表明，茄子花药培养能够获得花粉细

胞起源的再生植株，再加上茄子花粉培养常需从预培养的花

药中游离小孢子培养，整个过程比花药培养技术更加复杂，因

此国内茄子单倍体技术育种研究者以花药培养研究为主。

本研究以金陵科技学院茄子育种课题组所收集的优异茄

子花药为材料，开展培养，以期获得花粉起源的植株，建立稳

定可靠的茄子花药培养再生体系，为创制茄子遗传育种新种

质奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试材料为金陵科技学院蔬菜育种组收集的茄子８个商

品种的低世代自交系，１个 Ｆ１代品种聚合杂交的后代，以及
田间生长的不知名品种的植株。材料编号分别为 １４－２４、
１４－２５、１４－５５、１４－８４、１５－２３１、１５－２３２、１５－２３４、１５－黑
冠、１５－混杂。１４－２４、１４－２５、１４－５５、１４－８４为２０１３年底
育苗，２０１４年种植；其余材料为２０１４年底育苗，２０１５年种植；
所有植株春季栽培结束后，在８月份剪枝再生。定植植株或
剪枝再生植株现蕾开花后，选取花瓣距离花萼裂片±２ｍｍ的
未开放花蕾进行花药培养试验。

１．２　方法
１．２．１　花蕾采集和消毒　采取符合标准的花蕾，在４℃冰箱

—２９１— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第９期



中保湿条件下低温处理１～２ｄ后取出，整理后去除花萼裂
片，按常规方法在超净工作台上进行消毒，先用７５％乙醇浸
泡２ｍｉｎ，再用６．５％次氯酸钠加入１滴吐温 －８０震荡消毒
１５ｍｉｎ，最后用无菌水清洗４～５次。
１．２．２　花药培养　消毒处理后的花蕾，放在无菌滤纸上，用
镊子和剪刀剥去其中的花药，接种到预处理培养基中，先在

３６℃ 条件下暗培养６ｄ，然后将未出现污染的花药转接到诱
导培养基中，在２５℃℃、光周期１６ｈ／８ｈ的光照培养箱内培
养，２０ｄ后转到分化培养基中，每２０ｄ继代１次，直至出现愈
伤组织或胚状体，将发育较充分的胚胎及时转到生根培养基

中，分化和生根培养条件同诱导培养。在培养过程中调查花

药膨大率和胚胎发生的频率。

基本培养基均为 ＭＳ培养基并加以改良，添加不同种类
和浓度的植物生长调节剂形成预诱导培养基、诱导培养基、分

化培养基和生根培养基，ｐＨ值为 ５．８，１２１℃，在 ０．１～
０．１５ＭＰａ压力进行灭菌１５ｍｉｎ。培养基具体配方如下：（１）
预处理培养基：ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋８．０ｍｇ／Ｌ维生素Ｃ＋
１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋８ｇ／Ｌ琼脂粉；（２）诱导培养基
１：ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＫＴ＋１０ｇ／Ｌ聚乙二醇（ＰＥＧ－４０００）＋
１５ｇ／Ｌ蔗糖 ＋８ｇ／Ｌ琼脂粉；诱导培养基２：ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２．０ｍｇ／ＬＫＴ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋８ｇ／Ｌ琼
脂粉；（３）胚状体分化培养基：ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２ｍｇ／Ｌ
ＺＴ＋８００ｍｇ／ＬＧｌｕ＋３０ｍｇ／ＬＧＳＨ＋１００ｍｇ／ＬＬ－Ｓｅｒ＋
３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋８ｇ／Ｌ琼脂粉；（４）生根培养基：１／２ＭＳ＋
０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ＋２０ｇ／Ｌ蔗糖＋８ｇ／Ｌ琼脂粉。

１．２．３　再生植株开花结实性和倍性鉴定　炼苗移栽前，从每
个试管苗上剪取３～４条长３～４ｃｍ的根，或现蕾开花时采取
小花蕾，将根或花蕾用卡诺固定液固定２４ｈ，系列浓度的乙醇
清洗后，放在７５％乙醇中保存备用。采用根尖染色体计数或
花粉母细胞减数分裂观察法鉴定植株的倍性，根尖或花蕾用

卡宝 －品红染液染色，压片法制片，并用 Ｎｉｋｏｎ８０ｉ显微镜在
可见光下观察和拍照。根据根尖染色体数目或减数分裂各时

期染色体数目，结合开花结实情况，确定植株的倍性。开花后

观察各植株花朵的大小、花粉的有无以及能否结实，并拍照。

２　结果与分析

２．１　花药培养胚胎发生和再生植株的过程
刚接种的花药为淡绿色（图１－１），经过热处理后，多数

花药保持原来的形态，颜色由淡黄绿色变为浅褐色，部分花药

周围的培养基上出现污染的菌斑（图１－２）；花药转移到诱导
培养基上以后，部分花药仍旧保持原来的形态，部分花药开始

膨大（图１－３），由残存花丝产生的愈伤组织致密，而疏松的
愈伤组织往往从花药中部或远离花丝的花药端产生，并且能

够产生胚胎的花药多数也能产生疏松的愈伤组织（图１－４）。
花药在转入分化培养约２周后产生胚胎，一般１枚花药会产
生０～３个胚状体（图１－５），最多时１枚花药可以产生７个
胚状体（图１－６），胚状体发育不同步，成熟的胚状体子叶、胚
根和根毛结构清晰。胚状体转入生根培养基后，多数褐化或

重新愈伤组织化（图１－７），少数成熟的胚状体能够萌发，经
２后左右长成小苗（图１－８）。

２．２　不同诱导培养基对胚胎发生的影响
试验中发现只有在诱导培养基上发生膨大的花药才能最

终产生愈伤组织和胚胎，对花蕾数量较多、消毒效果较好材料

是１５－２３１、１５－２３２，进行了２种诱导培养基诱导花药膨大
效果的试验，每品种每培养基接种１０皿，每皿内接种１７～２１
枚花药，诱导培养结束后统计膨大率（每皿膨大花药数／每皿
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接种花药数×１００％），并进行方差分析。结果（表１）表明，不
同品种的花药膨大率没有显著差异，品种与培养基之间不存

在显著的互作效应，但２种诱导培养基之间膨大率存在显著
差异，其中诱导培养基２中的花药膨大率平均为７７．４５％，显
著大于诱导培养基１中的６８．２９％ 。

表１　１５－２３１、１５－２３２的花药在２种诱导培养基上的膨大率

品种
膨大率

（％） 培养基
膨大率

（％） 组合
膨大率

（％）

１５－２３１ ７４．７０ａ １ ６８．２９ａ １５－２３１×１ ７１．３７ａ
１５－２３２ ７１．０４ａ ２ ７７．４５ｂ １５－２３１×２ ７８．０４ａ

１５－２３２×１ ６５．２１ａ
１５－２３２×２ ７６．８６ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　不同基因型材料胚胎发生频率
花药转接到分化培养基后，约有半数花药能够产生愈伤

组织，少数的花药能够产生胚状体，由于继代过程中仍旧会出

现污染，无法精确地依据品种和诱导培养基以及膨大花药来

统计各材料的胚胎发生频率，只能根据各品种最初接种的花

药总数以及最终出现的胚状体数统计不同品种的出胚频率。

所有供试品种在培养过程中均出现了胚状体，但频率不同，

１５－黑冠出胚频率最高，为１７．０％；其次是１５－２３１，频率为
１６．７％；１５－２３４、１５－２３２出胚频率均低于１％（表２），说明
基因型影响花药胚胎发生频率。胚胎转移到生根培养基上以

后，仅有１４－５５、１４－８４、１５－２３１、混杂材料的胚胎萌发形成
现蕾开花的植株。

表２　不同茄子品种的出胚率

品种 胚状体数（个） 接种花药总数（枚） 出胚率（％）
１４－２４ ２ １２５ ８．３
１４－２５ ３ ４３ ７．０
１４－５５ ８ １４０ ５．７
１４－８４ １２ ２４５ ４．９
１５－２３１ ４ ２４ １６．７
１５－２３２ ３ ４４４ ０．７
１５－２３４ ２ ４２１ ０．５
１５－黑冠 ８ ４７ １７．０
１５－混杂 ４９ １３４７ ３．６

２．４　再生植株倍性及性状观测
试验过程中出现的胚状体，分次转入生根培养基后，多数

褐化死亡，或者重新愈伤化，转入调整生长调节剂浓度和种类

的各种诱导不定芽的培养基后，没有成功诱导出芽和植株，而

少数发育成熟的胚状体则能够直接萌发形成植株，最终获得

了萌发的小植株１２株，移栽成活并开花的植株７株，还有２
株正待移栽，其余３株则在移栽过程中死亡。
　　成活的植株经过根尖染色体数目和减数分裂过程中二分
体（中期Ⅱ）染色体数目鉴定，确定了植株的倍性：５株为单倍
体，１株为二倍体，１株为四倍体。单倍体、二倍体、四倍体植
株均能开花，个别单倍体花朵能够产生少量花粉，但所有单倍

体植株自交均不结实（图２－１至图２－４）；二倍体植株则能
够开花，并自交结实，已获得自交种子（图２－５至图２－８），
该二倍体植株的花粉给系谱法选育出的茄子二倍体自交系授

粉也能结子；四倍体植株则能开花散粉，已经自交结实（图

２－９至图２－１２）。
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３　结论与讨论

影响茄子花药培养的因素很多，包括花蕾预处理、基本培

养基种类、花蕾生理状态、花粉发育时期、培养基中激素种类

及其配比、活性碳和硝酸银的添加等等［３，１３－１５］，茄子花药培养

多用ＭＳ培养基作为基本培养基［１６］，适宜进行花药培养的茄

子花蕾特征为花瓣长与花蕾萼裂基部之差在 ０～２ｍｍ［１７］，采
用先低温后高温的变温处理［１８］，进行培养容易取得成功。本

研究在前人工作的基础上，采用ＭＳ基本培养基，选用花瓣长
与花蕾萼裂基部之差在 ０～２ｍｍ的花蕾，对花药先低温预处
理１２～４８ｈ，再在３６℃下处理６ｄ，随后在２５℃下恒温培养，
最终获得了愈伤组织和胚状体，并通过胚状体直接萌发产生

了植株，进一步验证了前人的研究成果。通胚胎发生的方式，

从花药培养到产生成熟胚状体，最早仅需４２ｄ，胚状体萌发产
生的植株半年内开花，二倍体和四倍体能够形成自交株系。

与种子播种到开花结实采子所需时间一致，比通过愈伤组织

器官发生途径产生植株时间更短，效率更高。

宋彦平等研究发现，茄子在盛花期，采摘的适宜花蕾胚诱

导率最高，始花期次之，末花期最低［７］。本研究中所采用的

花蕾，既有来源于春季栽培而秋季剪枝再生的植株，也有当年

春季定植后生长中各个时期植株上的花蕾，而以剪枝再生植

株上的花蕾培养产生的胚状体更多，胚状体更易发育成苗。

刘独臣等在研究中发现，茄子花药产生胚状体受基因型影响，

其所采用的１０个品种，只有２个品种产生了胚状体，最高胚
胎诱导率为１８％［１４］。而本试验中所采用的９份材料均再生
出了胚胎，２份材料的最高出胚率也接近１８％，但最低的则只
有０．５％，与刘独臣等的研究结果［１２］基本一致，但基因型反应

频率更高，可能与选用材料遗传背景不同有关。

本研究中共获得了９１个比较大的茄子状体，前期获得的
胚状体由于培养条件和配方不合适等原因，多数褐变死亡，或

愈伤化后不再分化出不定芽，最终无法形成完整植株，后期经

过改进，尤其是通过调整培养基的配方、改进培养条件，已经

能使更多的成熟胚状体直接发育成植株，最终使１２个胚状体
成苗。

聚乙二醇为长链乙醇聚合物，水溶性好，在溶液中不分解

为离子，是一种较为理想的水势调节剂，被广泛应用作渗透调

节剂［１９－２０］，研究人员在进行茄子花药直接游离小孢子培养

时，将培养基中的一半碳源用聚乙二醇代替后诱导出了更多

的胚状体［９］。本试验中发现虽然诱导培养基２诱导花药膨大
频率显著高于诱导培养基１，但产生胚状体最多的花药是从
诱导培养基１转入分化培养基上的花药（图１－６），且７个胚
胎发育基本一致。２种培养基的差别在于诱导培养基１中添
加了聚乙二醇，是否因聚乙二醇的添加而促使茄子花药和花

粉培养中产生的胚状体同步发育并成熟，需要进一步深入

研究。

植株的加倍技术［２１］是制约单倍体植株保存和利用的关

键，笔者参照北京市农业科学院蔬菜所单倍体组［１１］的方法，

对获得的单倍体植株进行了加倍处理，但未加倍成功，如何提

高茄子单倍体植株加倍频率有待于进一步研究。

邓立平等通过花药培养获得了加倍单倍体植株，并用于

茄子新品种选育［２２］，本试验中得到的茄子二倍体和四倍体植

株能否用作选育杂交种品种的亲本，还需要进一步鉴定所获

得的胚状体是配子起源还是体细胞起源。
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