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　　摘要：研究了影响洋桔梗小孢子培养中胚性愈伤组织形成的主要因素，旨在建立其高频胚性愈伤组织体系。结果
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胚性愈伤组织，其中香槟６０１出愈率最高，达到４．８６个／朵；４℃低温处理１～３ｄ均能显著提高胚性愈伤组织的出愈
率，最佳处理时间是１ｄ。３２℃热激处理对于提高胚性愈伤组织出愈率有一定的影响，但较低温处理不明显。适合多
个洋桔梗基因型诱导胚性愈伤组织的最佳诱导培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋
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　　洋桔梗（Ｅｕｓｔｏｍａｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ）别称德州兰铃、草原龙胆、
丽钵花，为龙胆科草原龙胆属的宿根草本花卉，原产于美洲墨

西哥、美国中南部等地［１］。洋桔梗花色繁多，花姿优美，极具

观赏价值，是世界花卉领域极具发展前途的品种之一。目前，

我国的洋桔梗Ｆ１代种子都从国外进口，不仅价格高昂，而且
后代分离严重，不能留种，给洋桔梗的商业化生产带来了较大

阻碍。

洋桔梗常规育种耗时长，效率低，获得纯合自交系需要

６～８年自交与选择，而通过游离小孢子培养可以在短期内获
得单倍体植株，快速纯合育种材料，缩短育种周期，加快育种

进程［２］。目前游离小孢子培养技术已在甘蓝型油菜［３］、辣

椒［４］、大白菜［５］、白菜［６］、水稻［７］、小麦［８］等作物成功建立了

游离小孢子的培养体系，成为重要的育种方法，而迄今关于洋

桔梗游离小孢子培养体系的研究还鲜有报道。

本试验研究了基因型、４℃低温处理、３２℃热激处理、激
素处理等４个因素对其胚性愈伤组织发生的影响，旨在建立
较高愈伤组织诱导率的培养途径，为后期分化成苗提供足够

多的材料，推进洋桔梗游离小孢子培养体系的快速建立，为单

倍体育种奠定一定的基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验在２０１４年１０月２８日开始进行，于云南省农业科学

院玉溪基地采摘红色４０１、粉色５０３、香槟６０１、蓝色６０１和蓝
雾４０１等５个不同基因型洋桔梗，材料在大棚内种植，采用的
是常规的田间管理。

１．２　试验方法
１．２．１　材料选择　取样时间为晴朗天气的０９：００—１０：００，
从生长旺盛的洋桔梗植株上采取绿色饱满、花萼与花冠等长

或者花萼略短于花冠的新鲜花蕾。处于该形态特征的花蕾，

其小孢子绝大部分处于单核靠边期，在前期的试验中已经证

实了洋桔梗花蕾的该形态特征与其小孢子发育时期相关的这

一特性。

１．２．２　外植体处理　洗洁精水清洗花蕾１０ｍｉｎ，流水冲洗
３０ｍｉｎ，然后在超净工作台中用７５％乙醇浸洗１０ｍｉｎ，１０．５％
ＮａＣｌＯ处理８ｍｉｎ，无菌水冲洗５次，每次 ３ｍｉｎ，沥干水分，
待用。

１．２．３　小孢子提取、纯化　用小镊子将花蕾剥开，取出花药，
清理花丝，置于无菌研钵中，加入适量 Ｂ５溶液，用研棒充分
碾压花药，分离出小孢子，后在双层漏斗中加３００目消毒滤网
过滤，滤液收纳于５ｍＬ离心管中，转速 １２００ｒ／ｍｉｎ，离心３
次，时间分别为１２、８、５ｍｉｎ，弃 Ｂ５上清液，按每蕾加入３ｍＬ
相应ＭＳ液体培养液，将沉淀物摇匀，用移液枪取１．０ｍＬ于
ＭＳ固体培养基上，再加入２ｍＬ相应ＭＳ液体培养液。
１．２．４　试验设计　试验从以下４个因素探讨其对洋桔梗小
孢子诱导胚性愈伤组织的影响：（１）不同基因型。以５个不
同基因型的洋桔梗为试材，每３瓶接种１个花蕾的小孢子，在
相同条件下进行培养，每个处理重复３次。（２）４℃低温处
理。接种前把部分洋桔梗的花蕾放在４℃冰箱中进行低温预
处理，处理时间分别为１、２、３ｄ，以未经低温处理的洋桔梗为
对照，每个处理重复３次。（３）３２℃热激处理。小孢子接种
到瓶后，将其放在３２℃恒温培养箱中进行热激处理，处理时
间分别为１、２、３ｄ，以未经低温处理的洋桔梗为同一对照，每
个处理重复３次。（４）激素处理。以ＭＳ为基本培养基，添加
６．５ｇ／Ｌ琼脂、３０ｇ／Ｌ蔗糖。分别添加不同浓度的激素 ６－
ＢＡ、ＫＴ、２，４－Ｄ和 ＮＡＡ，ｐＨ值调节到５．８，配制不同组合的
愈伤组织培养基，每个处理重复３次，设计正交试验 Ｌ９（３

４），

结果见表１。
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表１　愈伤组织诱导培养基正交试验Ｌ９（３４）设计方案

试验号
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

Ａ：６－ＢＡ Ｂ：ＫＴ Ｃ：２，４－Ｄ Ｄ：ＮＡＡ
１ ０ ０ １．０ ０．２
２ ０ １．０ ０ ０
３ ０ ２．０ ２．０ ０．５
４ １．０ ０ ０ ０．５
５ １．０ １．０ ２．０ ０．２
６ １．０ ２．０ １．０ ０
７ ２．０ ０ ２．０ ０
８ ２．０ １．０ １．０ ０．５
９ ２．０ ２．０ ０ ０．２

１．２．５　数据分析　所得数据采用ＳＰＳＳ软件进行差异显著性
分析。

２　结果与分析

２．１　基因型对小孢子胚性愈伤组织诱导影响
供体植株基因型与小孢子愈伤组织的获得有密切关系。

在供试的５个基因型中有２个基因型没有诱导出愈伤组织，３
个基因型诱导出愈伤组织，诱导率占６０％。其中，香槟６０１
最先出现胚性愈伤组织且出愈率最高，达到４．８６个／朵，单瓶
最高产愈数为１２个；粉色５０３出愈率达到２．５９个／朵，而红
色４０１较差，仅为０．９８个／朵，单瓶最大只有３个。香槟６０１
平均每朵花蕾出愈数是红色４０１的４．９４倍、粉色５０３的１．８８
倍，而蓝色６０１和蓝雾４０１始终没有诱导出胚性愈伤组织，基
因型间大体差异显著（表２）。表明洋桔梗基因型是影响其小
孢子愈伤组织培养的一个重要因素。

表２　不同基因型诱导形成胚性愈伤组织结果

基因型
花蕾数

（朵）

胚性愈伤组织

出现时间（ｄ）
单瓶最高愈

伤数（个）

愈伤组织

数（个）

出愈率

（个／朵）

红色４０１ ６３ ６８ ３ ６２ ０．９８ｂ
粉色５０３ ６３ ６３ ９ １６３ ２．５９ｃ
香槟６０１ ６３ ５４ １２ ３０６ ４．８６ｄ
蓝色６０１ ６３ — ０ ０ ０ａ
蓝雾４０１ ６３ — ０ ０ ０ａ

　　注：以培养８０ｄ得到３ｍｍ以上胚性愈伤组织为计。同列数据
后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著，下表同。

２．２　４℃低温预处理对洋桔梗小孢子胚性愈伤组织的诱导
影响

在接种前对洋桔梗花蕾进行４℃低温预处理获得的小孢
子胚性愈伤组织比对照组多，说明对洋桔梗的花蕾进行一定

时间的低温处理能提高小孢子愈伤组织发生频率。红色

４０１、粉色５０３和香槟６０１分别在４℃低温条件下预处理１、２、
３ｄ时均获得了胚性愈伤组织，均比未经处理的对照组的出愈
率高，且以经４℃低温预处理１ｄ获得愈伤组织的概率最大。
其中，红色４０１达到３．１１个／朵，粉色５０３达到７．００个／朵，
香槟６０１达到１２．１１个／朵，分别是对照的９．４２、１２．５０、７．２５
倍。随着处理时间的持续，低温处理有利于愈伤组织诱导的

作用越来越不明显，处理３ｄ后，３种基因型的诱导率均下降
（表３）。由此说明对洋桔梗花蕾进行一定时间的低温预处理
是有必要的，且以处理１ｄ效果最佳。

表３　４℃低温预处理对不同时间不同基因型胚性愈伤
组织诱导的影响

处理

时间

（ｄ）

花蕾

数

（朵）

愈伤组织数（个） 出愈率（个／朵）

红色

４０１
粉色

５０３
香槟

６０１
红色

４０１
粉色

５０３
香槟

６０１

０ ９ ３ ５ １５ ０．３３ａ ０．５６ａ １．６７ａ
１ ９ ２８ ６３ １０９ ３．１１ｃ ７．００ｂ １２．１１ｂ
２ ９ １６ ４６ ８３ １．７８ｃ ５．１１ａ ９．２２ｂ
３ ９ ５ ２１ ４８ ０．５６ｂ ２．３３ａ ５．３３ａ

２．３　３２℃热激处理对洋桔梗小孢子胚性愈伤组织诱导的
影响

３２℃热激处理对洋桔梗小孢子胚性愈伤组织的获得有
一定效果。热激１ｄ时，获得的胚性愈伤组织数低于对照，随
着处理时间的延长，获得的胚性愈伤组织渐多，以处理３ｄ达
到最大值，其中红色４０１愈伤组织率达到 ０．７８个／朵，粉色
５０３达到１．４４个／朵，香槟６０１达到３．３３个／朵，分别是对照
的２．３６、２．５７、１．９９倍（表４）。虽然热激处理对于提高愈伤
组织诱导率有效果，但是与４℃低温预处理相比，差异较大。
由此说明３２℃热激处理对于洋桔梗小孢子胚性愈伤组织的
影响不明显。

表４　３２℃热激处理不同时间对不同基因型胚性愈伤
组织诱导的影响

处理

时间

（ｄ）

花蕾

数

（朵）

愈伤组织数（个） 出愈率（个／朵）

红色

４０１
粉色

５０３
香槟

６０１
红色

４０１
粉色

５０３
香槟

６０１

０ ９ ３ ５ １５ ０．３３ｂ ０．５６ａ １．６７ｃ
１ ９ ０ ７ ９ ０．００ａ ０．７８ｂ １．００ａ
２ ９ ３ ８ １２ ０．３３ｃ ０．８９ｃ １．３３ｂ
３ ９ ７ １３ ３０ ０．７８ｄ １．４４ｄ ３．３３ｄ

２．４　激素处理对洋桔梗小孢子胚性愈伤组织率的影响
同一基因型的小孢子在不同激素处理上的出愈率以及不

同基因型在相同激素处理上出愈率存在差异（表５）。红色
４０１在５号激素处理上获得的胚性愈伤组织率最高，为２．４３
个／朵，在２号和４号激素处理中没有获得出胚性愈伤组织；
粉色５０３出愈率最大是在５号激素处理上，达到６．８６个／朵，
在２号激素处理的诱导率为０；而香槟６０１在９种处理中均诱
导出胚性愈伤组织，在 ５号激素处理中出愈率最大，达到
８８６个／朵，在４号激素处理中最小，仅为２．１４个／朵。
　　红色４０１小孢子诱导胚性愈伤组织的激素极差大小顺序
为ＲＣ＞ＲＢ＞ＲＤ＞ＲＡ，即影响愈伤组织诱导的激素大小顺序
为２，４－Ｄ＞ＫＴ＞ＮＡＡ＞６－ＢＡ，其中２，４－Ｄ的 ｋ３最大，即
浓度为２．０ｍｇ／Ｌ；ＫＴ的ｋ３略大于 ｋ２，考虑到成本，最佳浓度
取１．０ｍｇ／Ｌ；ＮＡＡ的ｋ２最大，浓度为０．２ｍｇ／Ｌ；６－ＢＡ的 ｋ２
最大，浓度为１．０ｍｇ／Ｌ。由此确定红色４０１小孢子产生胚性
愈伤组织的最佳培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ
ＫＴ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，影响粉色５０３和香
槟６０１胚性愈伤组织诱导的激素大小顺序分别为２，４－Ｄ＞
ＫＴ＞６－ＢＡ＞ＮＡＡ和２，４－Ｄ＞ＫＴ＞ＮＡＡ＞６－ＢＡ，最佳培养
基同为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋２．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ（表６）。由此说明虽然激素种类对
洋桔梗不同基因型小孢子培养诱导愈伤组织的影响大小不
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表５　不同激素浓度组合对不同基因型胚性愈伤组织诱导的影响

激素处理
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

Ａ：６－ＢＡ Ｂ：ＫＴ Ｃ：２，４－Ｄ Ｄ：ＮＡＡ
花蕾数

（朵）

愈伤组织数（个） 出愈率（个／朵）
红色４０１ 粉色５０３ 香槟６０１ 红色４０１ 粉色５０３ 香槟６０１

１ ０ ０ １．０ ０．２ ７ ６ ５ ３０ ０．８６ ０．７１ ４．２９
２ ０ １．０ ０ ０ ７ ０ ０ １６ ０ ０ ２．２９
３ ０ ２．０ ２．０ ０．５ ７ １２ ３５ ４４ １．７１ ５．００ ６．２９
４ １．０ ０ ０ ０．５ ７ ０ ３ １５ ０ ０．４３ ２．１４
５ １．０ １．０ ２．０ ０．２ ７ １７ ４８ ６２ ２．４３ ６．８６ ８．８６
６ １．０ ２．０ １．０ ０ ７ １１ ２８ ４０ １．５７ ４．００ ５．７１
７ ２．０ ０ ２．０ ０ ７ ４ ７ ２８ ０．５７ １．００ ４．００
８ ２．０ １．０ １．０ ０．５ ７ ７ ２４ ３６ １．００ ３．４３ ５．１４
９ ２．０ ２．０ ０ ０．２ ７ ５ １３ ３５ ０．７１ １．８６ ５．００

一致，但在某一培养基配方中，不同基因型洋桔梗胚性愈伤组

织的诱导均能达到经济、高效的结果。因此，筛选出适合洋桔

梗小孢子胚性愈伤组织诱导的最佳激素组合为５号，即ＭＳ＋

１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ。

表６　不同激素浓度组合对不同基因型胚性愈伤组织诱导影响的极差分析

ｋｉｊ
红色４０１ 粉色５０３ 香槟６０１

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
ｋ１ ０．８６ ０．４８ ０．２４ ０．７１ １．９０ ０．７１ ０．７６ １．６７ ４．２９ ３．４８ ３．１４ ４．００
ｋ２ １．３３ １．１４ １．１４ １．３３ ３．７６ ３．４３ ２．７１ ３．１４ ５．５７ ５．４３ ５．０５ ６．０５
ｋ３ ０．７６ １．３３ １．５７ ０．９０ ２．１０ ３．６２ ４．２９ ２．９５ ４．７１ ５．６７ ６．３８ ４．５２
Ｒ ０．５７ ０．８５ １．３３ ０．６２ １．８６ ２．９１ ３．５３ １．４７ １．２８ ２．１９ ３．２４ ２．０５

３　讨论与结论

供试材料的基因型是影响小孢子培养的主要因素之一，

决定着小孢子培养中产生的愈伤组织的数量和质量，这一现

象在多种作物的小孢子培养中普遍存在［９－１０］。本试验供试

的５个不同基因型洋桔梗材料中有３个诱导出愈伤组织，其
他２个材料即便采取了不同温度、时间、激素组合等多种处理
措施，也依旧无法诱导出愈伤组织，这可能是因为不同基因型

洋桔梗材料的游离小孢子对离体培养的敏感度不同而产生的

差异，有些材料容易得到愈伤组织，有些材料不容易或者不能

得到愈伤组织，因而要特别重视对供体植株基因型的筛选。

已有研究表明，低温预处理花蕾，能从不同程度上促进胚

性愈伤组织的诱导，这已经成为小孢子培养中普遍采用的一

个重要步骤［１１－１２］。Ｄｕｎｃａｎ等发现，低温预处理不仅可以使
花粉退化速度减慢，还能诱导更多花粉启动新的细胞周期，从

而促使更多小孢子参与反应［１３］。Ｂｕｒｇｉｎ等分析认为，烟草花
蕾经低温处理后，小孢子分裂指数显著上升［１４］。本试验通过

４℃低温预处理花蕾１、２、３ｄ获得的愈伤组织明显较对照多，
其中以预处理１ｄ的效果最佳，随着处理时间的延续，得到的
愈伤组织更少。可能是小孢子因长时间的低温预处理消耗过

多营养以维持代谢，造成了自身活力的下降甚至死亡。因此，

低温处理对诱导洋桔梗产生胚性愈伤组织有良好的效果。

董艳荣等认为，热激处理改变了小孢子的分裂方式，促使

其形成孢子体而非成熟的花粉［１５］。Ｔｅｌｍｅｒ等研究发现，在甘
蓝型油菜游离小孢子培养中必须采用高温热激处理，而且

３２℃ 热激处理小孢子３ｄ，会使其具有较强的分化能力［１６］。

本试验中采用３２℃热激处理１～３ｄ，获得的愈伤组织数较对
照有显著提升，但相比低温预处理效果而言差距很大。可能

是因为热激处理虽然可以明显促进小孢子的发育途径的转

变，但不同作物处理温度也不尽相同，洋桔梗须要在更高温度

或更长时间方面加以尝试。也有可能是洋桔梗对高温反应迟

钝，所以热激处理不能引起小孢子理化性质的改变，促使其

分化。

在多种作物的游离小孢子培养中，为了提高愈伤组织的

发生率，会在适宜范围内向培养基中添加不同的激素种类和

浓度。小孢子培养时通常通过添加２，４－Ｄ、ＮＡＡ、ＩＡＡ等生
长素和ＫＴ、６－ＢＡ、ＺＴ等细胞分裂素来调整小孢子的分裂、分
化、愈伤组织的形成等，由于材料的区别，添加的激素种类和

浓度各有不同，其最适的激素种类和浓度配比要经过多次试

验才能最终获得［１７－１８］。本试验结果也表明，不同激素组合处

理对不同基因型洋桔梗小孢子获得胚性愈伤组织的影响不

同，其中以２，４－Ｄ的影响最大，浓度取２．０ｍｇ／Ｌ；ＫＴ次之，
浓度为１．０ｍｇ／Ｌ；６－ＢＡ和ＮＡＡ较基因型不同，影响的大小
顺序稍有差异，但最佳浓度相同，分别是１．０、０．２ｍｇ／Ｌ。因
此，该试验筛选出的最佳洋桔梗游离小孢子培养诱导胚性愈

伤组织的培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋
２．０ｍ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ。

通过本研究摸索出一些提高洋桔梗小孢子诱导胚性愈伤

组织的因素，但是影响洋桔梗游离小孢子培养的因素还有很

多，如培养方式、供体植株生长条件和生理状况、培养基组分、

碳源种类和浓度、活性炭等，每个环节的细微变化都可能会影

响出愈率。因此，为了培育出洋桔梗的单倍体植株获得双单

倍体即构建ＤＨ系还须要进一步研究。
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水氮对根箱种植冬小麦根系生长及产量的影响

姜丽娜，齐冰玉，徐光武，马建辉，李金娜，李春喜
（河南师范大学生命科学学院，河南新乡４５３００７）

　　摘要：根箱种植条件下，探讨不同水氮施用量对冬小麦根系生长及产量的影响。结果表明，根质量密度在拔节期
表现为Ｎ２最高，较Ｎ０、Ｎ１处理分别提高３７．９５％、５．７４％；在抽穗期表现为Ｎ１＞Ｎ０＞Ｎ２；灌浆期根质量密度表现为充

分灌水处理（Ｗ１）大于水分亏缺处理（Ｗ０），其中充分灌水处理下，Ｎ１处理根质量密度显著高于 Ｎ０、Ｎ２。根质量密度

主要分布在０～１０ｃｍ的土壤中。随着土壤深度的增加，根质量密度逐渐降低，根箱条件下，部分处理在３０～４０ｃｍ有
小幅回升。随着生育时期的推进，根冠比逐渐下降，并在灌浆期达到最低。根冠比随着施氮量的增加而降低。灌浆期

Ｎ１、Ｎ２处理下，充分灌水（Ｗ１）根冠比较水分亏缺（Ｗ０）分别增加１．６２％、１３．８７％。在同一水分处理下，随着施氮量的

增加，产量呈现出先升高后降低的趋势，且充分灌水（Ｗ１）高于水分亏缺（Ｗ０），以Ｎ１Ｗ１处理的产量最高。因此，适量

的增施氮肥以及充分的灌水能够增加冬小麦的根质量密度，增加地上部的光合产物，从而提高产量。
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　　植物根系的主要作用是吸收水分和肥料，与植株地上部
生长密切相关，并在植物 －土壤生态系统中扮演重要角
色［１－２］。根系的空间分布决定其对水分和肥料的吸收能

力［３］。适宜的水氮运筹措施可以调节根系生长［４－５］，促进产

量和水氮利用效率的提高，还可避免造成地下水污染［６－７］。

灌水影响土壤水分含量，进而影响根的生长。研究表明，适当

的土壤水分能显著增加植株根的长度和密度［８］，干旱条件下

根系Ｎ、Ｐ积累量减少［９－１１］，根系总生物量减少，但是深层土

壤中根系量增加，有利于吸收深层土壤中的水分和养分［１２］。

适量施肥促进了根系在土壤中的延伸和分布，有利于其对水

分和养分的吸收［１３－１４］。干旱条件下施肥能够促进小麦植株

早期生长，使根系迅速下扎，有利于植株在早期吸收深层土壤

水分；但是过量养分施入抑制根系下扎，减少了其对硝态氮的

吸收［１５－１６］。适宜的根冠比，能够保证作物正常生长。根冠比

较低会限制作物生长，而根冠比过高会导致过多的同化物在

根部被消耗，从而影响产量［１７］。田间试验条件下，施入土壤
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