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　　摘要：以ＪＡ３、Ｍ４４、１９Ａ６４７燕麦资源为试验材料，采用花药离体培养方法，将３种材料的花药接种于Ｃ１７、Ｗ１４培
养基上，研究３种基因型在２种培养基上反应率、出愈率、转移率和再生率的差异，以期筛选出适合燕麦花药培养的基
因型和诱导培养基。结果表明，在 ３个基因型中，ＪＡ３的反应率、出愈率、转移率都是最高的，分别达到 ３６．２９％、
２６９５％、８６．９３％，只有ＪＡ３获得了再生植株，其绿苗率为０．１０％，可见ＪＡ３适合用于花药组织培养，可以作为燕麦花
药培养的桥梁材料；Ｃ１７培养基中的愈伤组织比较紧凑，质量较好，Ｗ１４培养基中的愈伤组织不易聚集长大，质量较
差，从Ｗ１４培养基中共获得６株白化苗，从Ｃ１７培养基中获得２株白化苗、２株绿苗。由研究结果可以看出，燕麦花药
愈伤组织诱导和再分化在基因型之间的差异显著，ＪＡ３适合作为燕麦花药培养的桥梁品种，相较于 Ｗ１４培养基，Ｃ１７
为燕麦花药培养的最佳培养基。
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　　燕麦（ＡｖｅｎａｓａｔｉｖａＬ．）是禾本科燕麦属一年生
草本植物，是世界上主要的粮食作物之一［１］，它抗

旱［２］、耐寒［３］、耐盐碱［４－５］。燕麦蛋白的氨基酸种

类齐全，配比合理［６］，具有极高的营养、饲用价值和

保健功效［７］。燕麦新品种主要采用引进选育、系统

育种、品种间杂交等方式育成［８］。花药培养育种是

将花粉培育成单倍体植株，再经染色体自然或人工

加倍得到纯合二倍体的一种育种方法，这种由染色

体加倍产生的纯合二倍体，在遗传上非常稳定，不

发生性状分离，因此，花培育种能够缩短育种年

限［９］。但是在实际育种中，燕麦花培育种方法应用

得很少，主要是因为花药组织培养的诱导率不高。

诱导率不高的原因，主要是材料的基因型、培养基

的种类和成分、预处理和培养条件等因素在不同程

度上制约了燕麦花药培养的效果［１０］。由于燕麦选

育受资源与技术的双重制约，使得燕麦育种效率低

下，品种更新换代较慢，产业化发展滞后［１１］。为了

解决我国燕麦育种面临的育种技术单一、方法陈

旧、周期长、优良品种少等问题，攻克燕麦花药单倍

体育种技术屏障势在必行。关于燕麦花药组织培

养的报道已经有很多［１２－２４］，本试验选用 ＪＡ３、Ｍ４４、
１９Ａ６４７燕麦品种（系）作为试验材料，比较 Ｃ１７、
Ｗ１４这２种诱导培养基在燕麦花药培养过程中的
反应率、出愈率、转移率和再生率差异，以期筛选出

适合燕麦花药培养的基因型和诱导培养基，为提高

燕麦花药培养育种效率提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以编号为 ＪＡ３、Ｍ４４、１９Ａ６４７的燕麦品种（系）

作为试验对象，于２０１９年４月１日播种于吉林省白
城市农业科学院内。在孕穗期采集幼穗后置于４℃
冰箱中进行暗、冷处理７ｄ后取出，用７５％乙醇消
毒，选取小孢子为单核中晚期的小穗（小孢子时期

通过醋酸杨红染色镜检来确定），剥离出花药放在

直径为３．５ｃｍ的培养皿中，每个培养皿中放置３０
个花药，于３２℃处理５ｄ后转移到２８℃条件下进
行暗培养。

１．２　愈伤组织的诱导
脱分化使用Ｃ１７、Ｗ１４这２种培养基，其中 Ｃ１７

为固体培养基，Ｗ１４为固液双层培养基。Ｗ１４上层
是液体培养基，加入１００ｇ／Ｌ聚蔗糖４００、１０５ｇ／Ｌ麦
芽糖等，培养基的具体成分见表１。
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表１　诱导培养基Ｃ１７、Ｗ１４的成分

成分
含量（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ１７ Ｗ１４
成分

含量（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ１７ Ｗ１４
成分

含量（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ１７ Ｗ１４

ＫＮＯ３ １４００ ２０００ ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ ０．０２５ ０．０２５ 肌醇 １００ ５００
ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４ ３８０ Ｈ３ＢＯ３ ６．２ ３ Ｌ－半胱氨酸 ５０
ＮＨ４ＮＯ３ ３００ ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ８．６ ３ 乙烯利 ２０
ＫＨ２ＰＯ４ ４００ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０．０２５ ０．０２５ ２，４－二氯苯氧乙酸 １．５ １．５
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ １５０ １４０ ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ２７．８ ２７．８ ６－糠氨基嘌呤 ０．５ ０．５
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １５０ ２００ 乙二胺四乙酸二钠 ３７．８ ３７．８ 麦芽糖 １０５０００ １０５０００
Ｋ２ＳＯ４ ７００ 维生素Ｂ６ ０．５ ０．５ 植物凝胶 ３０００ ３０００

ＫＩ ０．８６ ０．５ 烟酸 ０．５ ０．５ 聚蔗糖 ４００ １０００００
ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ １１．２ ８ 维生素Ｂ１ １ １ ｐＨ值 ６．０ ６．０
Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ ０．００５ 甘氨酸 ２ ２

１．３　分化和生根培养
将诱导的愈伤组织转移到再生培养基上，再生

培养基是固体Ｗ１４，另加２％蔗糖、０．３％植物凝胶，
定容后调节ｐＨ值为６．０，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。将
植物激素２ｍｇ／ＬＮＡＡ、０．５ｍｇ／ＬＫＴ过滤消毒后加
入再生培养基中。再生温度设为２２℃，采用１６ｈ／ｄ
弱光光照。生根采用ＭＳ培养基［２１］，辅以０．２ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ、２％蔗糖和 ０．３％植物凝胶。生根温度为
２５℃，光照时间为１６ｈ／ｄ。
１．４　数据统计与分析

使用ＷＰＳ２０１９软件对试验数据进行整理和统
计分析，用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９．０软件进行单因素
方差分析。

反应时间指从花药接种到培养基中至花药表

面出现小泡的时间，出愈时间指从花药接种到培养

基中至出现愈伤组织的时间，其他计算公式如下：

反应 率 ＝反 应 的 花 药 数／接 种 的 花 药
数×１００％；

出愈率＝出现愈伤组织的花药数／接种的花药
数×１００％；

转移率＝能够转移的愈伤数／出现愈伤组织的
花药数×１００％；

绿苗 率 ＝出 现 的 绿 苗 数／接 种 的 花 药
数×１００％；

白化苗率 ＝出现的白化苗数／接种的花药
数×１００％。

２　结果与分析

２．１　基因型对燕麦花药愈伤组织诱导和再分化的
影响

以ＪＡ３、Ｍ４４、１９Ａ６４７燕麦品种（系）为材料，研

究不同基因型对燕麦花药愈伤组织诱导和再分化

的影响。由表２可以看出，不同基因型燕麦的反应
时间和出愈时间有所不同，但是３种基因型燕麦从
反应到出愈约用１周时间，出愈时间为２３～３０ｄ不
等。在相同培养条件下，燕麦花药愈伤组织诱导和

再分化在不同基因型之间的差异显著。在供试的３
个材料中，ＪＡ３的反应率、出愈率均最高，分别能达
到３６．２９％、２６．９５％，而且 ＪＡ３的转移率能达到
８６９３％，说明其愈伤组织活力较高，增殖速度快。
在３个燕麦基因型中，只有ＪＡ３获得了再生植株，其
绿苗率为０．１０％。以上结果说明，ＪＡ３适合用于花
药组织培养，可以作为燕麦花药培养的桥梁材料。

１９Ａ６４７的反应率、出愈率都较低，没有能够转移的
愈伤组织，说明１９Ａ６４７不适合用于花药培养。

表２　基因型对燕麦花药愈伤组织诱导和再分化的影响

基因型
反应时

间（ｄ）
出愈时

间（ｄ）
反应率

（％）
出愈率

（％）
转移率

（％）
白化苗

率（％）
绿苗率

（％）

ＪＡ３ １６ ２３ ３６．２９ａ２６．９５ａ８６．９３ａ０．３８ａ ０．１０ａ

Ｍ４４ １８ ２６ １８．３３ｂ ２．９０ｂ３２．７９ｂ０．００ｂ ０．００ａ

１９Ａ６４７ ２３ ３０ ５．６７ｃ ０．０５ｃ ０．００ｃ０．００ｂ ０．００ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在 ０．０５水平上差异显著

（Ｐ＜０．０５）。

２．２　培养基对燕麦花药愈伤组织诱导和再分化的
影响

由表３可以看出，Ｃ１７培养基中的花药反应数
较Ｗ１４培养基高，并且每个基因型中反应数均超过
１０％。在出愈数方面，虽然Ｗ１４培养基比Ｃ１７培养
基高，但是在转移数方面，Ｗ１４培养基不如 Ｃ１７培
养基。由图１可以看出，Ｗ１４培养基出现的愈伤组
织比较分散，不能达到转移所需的大小。而 Ｃ１７培
养基中的愈伤组织比较紧凑，容易长大，质量比较
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好。从Ｗ１４培养基中获得了６株白化苗，从Ｃ１７培
养基中获得了２株白化苗和２株绿苗，且每１００个
花药的绿苗数达到０．０６株。综合愈伤组织质量和

获得的绿苗数，在本研究选用 ＪＡ３、Ｍ４４、１９Ａ６４７这
３个燕麦材料进行花药组织培养的过程中，Ｃ１７培
养基优于Ｗ１４培养基。

表３　不同培养基对愈伤组织诱导及分化的影响

培养基
品种

（系）

接种数

（个）

反应数

（个）

出愈数

（个）

转移数

（个）

白化苗数

（株）

绿苗数

（株）

Ｗ１４ ＪＡ３ １０２０ ３７３（３６．５７） ３０７（３０．１０） ２３７（７７．２０） ６（０．５９） ０
Ｍ４４ １０２０ ５６（５．４９） ２４（２．３５） １（４．１７） ０ ０

１９Ａ６４７ １０２０ １２（１．１８） ０ ０ ０ ０

合计 ３０６０ ４４１（１４．４１） ３３１（１０．８２） ２３８（７１．９０） ６（０．２０） ０
Ｃ１７ ＪＡ３ １０８０ ３８９（３６．０２） ２５９（２３．９８） ２５５（９８．４６） ２（０．１９） ２（０．１９）

Ｍ４４ １０８０ ３２９（３０．４６） ３７（３．４３） １９（５１．３５） ０ ０
１９Ａ６４７ ９９０ １０２（１０．３０） １（０．１０） ０ ０ ０
合计 ３１５０ ８２０（２５．５９） ２９７（９．１７） ２７４（９２．２６） ２（０．０６） ２（０．０６）

　　注：括号内数据为百分比，％。

２．３　诱导培养基Ｃ１７、Ｗ１４成分的比较
培养基各成分的配比与优化直接影响了燕麦

花药培养的出愈率。从表１可以看出，在 Ｃ１７、Ｗ１４
的培养基成分中，铁盐、有机成分、植物激素等含量

完全相同。Ｃ１７、Ｗ１４中大量元素的种类不同，Ｃ１７
中的大量元素由 ＫＮＯ３、ＮＨ４ＮＯ３、ＫＨ２ＰＯ４、ＣａＣｌ２·
２Ｈ２Ｏ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ提供，Ｗ１４中的大量元素由
ＫＮＯ３、ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
Ｋ２ＳＯ４提供，相较于 Ｃ１７，Ｗ１４中的微量元素（由
ＫＩ、ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ、Ｈ３ＢＯ３、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ等化合物
提供）含量都有不同程度的减少。Ｃ１７是固体培养
基，碳源只来自蔗糖，Ｗ１４是固液双层培养基，碳源
来自蔗糖、麦芽糖，Ｗ１４培养基中增加了Ｌ－半胱氨
酸、乙烯利等。

３　讨论与结论

３．１　基因型
诱导花粉形成愈伤组织是诱导花粉植株的第

一步，在同样的培养条件下，不同品种或杂种燕麦

花药产生花粉愈伤组织的频率差异极大，有的高达

４８．５％，但有的则不产生花粉愈伤组织［２２］。这种差

异显然是由花药与花粉内部的因素引起的，供体植

株的基因型是影响花药、花粉培养的关键因素，不

同基因型的植株对培养的反应不同。本试验结果

表明，在相同培养条件下，燕麦花药愈伤组织诱导

和再分化在基因型之间的差异显著，主要表现为出

现愈伤组织的时间不同以及出愈率、绿苗分化率和

白化苗分化率不同等方面。本研究结果与Ｋｉｖｉｈａｒｊｕ
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等的相关研究结果［２３－２５］一致。本研究所选的 ＪＡ３
燕麦在Ｗ１４培养基上的出愈率达到３０．１０％，适合
作为燕麦花药培养的桥梁品种。

３．２　培养基
培养基的组成在胚胎发生中起着主要作用。

燕麦花药培养效率的提高，在某些程度上依赖于培

养基成分、激素配比等。Ｃ１７、Ｗ１４培养基是广泛用
于燕麦花药培养的２种培养基［１３，２６－２９］，这２种培养
基的成分与激素含量存在一定差异。本研究对比

了２种培养基诱导愈伤组织和绿苗分化的能力，并
综合愈伤组织的质量、获得的绿苗数得出，Ｃ１７为最
佳培养基，与Ｐｏｎｉｔｋａ等的研究结果［３０］一致，但是与

Ｗａｒｃｈｏｌ等的研究结果［３１］不一致。

　　本试验中培养基差异很大，大量元素来源不
同，微量元素含量不同，并且与 Ｃ１７相比，Ｗ１４中添
加了Ｌ－半胱氨酸、乙烯利等激素，分为固液２层，
在液体层中加入了麦芽糖而不是蔗糖。这些成分

的改变并没有提高燕麦花药愈伤组织的诱导率和

质量，但是可以看出，双层培养基的优点是花药在

培养早期可以从活性高的液体培养基中汲取营养，

从而提高花粉反应率，但是并没有提高愈伤组织诱

导率，而且由于花药直接放在液体培养基上，出现

的愈伤组织在培养基上来回游动，不能聚集长大，

反而降低了愈伤组织质量。由于本研究的培养基

差异很大，究竟是大量元素、微量元素、糖源还是

Ｌ－半胱氨酸和乙烯利等激素对愈伤组织的影响，
还有待进一步探讨。

　　本试验从多种角度发现，在相同培养条件下，
不同基因型植株的再生情况差异明显。这种差异

在很大程度上由基因型自身的再生能力决定，优化

再生体系仅能在一定程度上提高某些基因型的培

养力，但并不能从根本上改变这种差距。对于不同

培养基而言，相同基因型植株的出愈率差别不大。
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蓖麻高密度遗传图谱构建亲本 ＳＮＰ多态性分析
杨俊芳，曹　越，王　宙，王　亚，张宏斌，赵宜婷，王宏伟

（山西农业大学经济作物研究所，山西太原０３００３１）

　　摘要：为了筛选最佳构建蓖麻高密度遗传图谱的亲本组合，以农艺性状差异较大的蓖麻两性系ＳＬ１为父本，镶嵌
型雌性系ＨＣＨ３和ＨＣＨ１分别为母本，基于全基因组重测序（ＷＧＳ）技术和生物信息学分析方法对２组亲本进行 ＳＮＰ
标记多态性分析。结果表明，２组亲本间多态性标记均比较丰富，其中以 ＨＣＨ１为母本的组合２的亲本多态性更佳，
ＳＮＰ多态性标记总数为５８１１５８个，可用ａａ×ｂｂ型ＳＮＰ标记为１８１７９１个。最佳亲本组合的确定为构建蓖麻的高密
度遗传图谱、多种农艺性状定位和基因挖掘奠定了良好的基础。
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　　蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．，２ｎ＝２０），属于大戟
科的单型蓖麻属［１］，是雌雄同株异花植物，正常株

蓖麻花序轴上方为红色雌花，下方为黄色雄花，圆

锥花序，常异花授粉，多级分枝，无限花期。蓖麻是

一种重要的能源油料作物，因其蓖麻油具有的特殊

物理性质，被应用于航空、航天、军工、工程塑料、化

工、纺织等数十个行业［２］。但是受困于蓖麻传统育

种的局限性，在选择具有理想性状的植株，特别是

多基因控制性状时，需要很长时间且缺乏精确性，

蓖麻品种改良进程缓慢。分子标记辅助育种

（ＭＡＳ）方法可以有效地解决这些问题。遗传图谱
和数量性状定位（ＱＴＬ）已成为多种植物分子标记辅
助育种的重要工具［３－８］。

在蓖麻上关于遗传图谱构建的研究起步较晚，

研究者也较少。国内学者毕川等最早开始蓖麻图

谱构建工作［９］，２０１６年构建了第１张相对完整的遗
传图谱［１０］，共３３１个标记（３１７个ＳＳＲ、７个ＳＲＡＰ标
记、３个ＳＳＲＡＰ标记、３个形态学标记、１个 ＩＳＳＲ标
记）分布在１０个连锁群上，覆盖 １１６４．７３ｃＭ基因
组，平均标记间隔为３．６３ｃＭ。２０１９年又新构建了
１张ＳＳＲ标记遗传图谱并对蓖麻雌性复杂性状进行
了定位［１１］。２０１６年 Ｔｏｍａｒ等通过遗传群体筛选出
１４１个（ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ、ＳＳＲ）标记，构建了遗传连锁图
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