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摘要 

小黑麦（Triticale wittmack）兼具小麦的丰产性和籽粒的优良品质，以及黑

麦抗逆性强和适应性广等特点，是一种很有前途的粮饲兼用型作物。 

我国小黑麦新品种的培育大多采用常规育种技术，其缺点是育种年限长、杂

交后代变异范围广、工作量大，同时也不能满足畜牧业快速发展对草品种的需求。

如果在常规育种基础上，引进和运用现代育种技术，就可以使品种选育向快速、

高效、定向的方向发展。以花药培养技术为基础的单倍体育种，经染色体加倍，

形成遗传背景完全同质的二倍体植株，为双单倍体（DH）植株。由于DH植株基

因型纯合，无需多代自交纯合，可加快育种进程，在较短时间内培育出新品种，

达到品种改良的目的。为完善小黑麦花药培养技术体系，为小黑麦单倍体育种奠

定基础。本论文在项目组前期研究基础上，研究了低温（4C）预处理时间（15 d，

20 d，25 d，30 d，35 d，40 d）和高温（32C）培养时间（0 d，1 d，2 d，3 d）

对小黑麦花药培养的影响，以及小黑麦不同基因型（石大1号小黑麦品种，甘农1

号小黑麦品种，小黑麦品系P4，TZ3，TZ10，TZ12，TZ23，TZ25，TZ26）的花

药培养效果。通过2年研究得到以下结果：幼穗低温预处理25 d 时，花药的出愈

率最高；花药高温培养2 d 时，石大1号出愈率（56%）最高，而P4不进行预处

理时最高；小黑麦基因型间花药出愈率及绿苗分化率有显著差异，TZ26、TZ25

和P4的出愈率及绿苗分化率显著高于其余材料，石大1号的出愈率较高，但绿苗

分化率低。  

牧草饲料作物种子如果在常温下存放时间太长，种子会发生劣化，使种子发

芽力降低或丧失发芽能力。为获得劣化小黑麦品种种子的再生苗，对种质资源进

行挽救。本研究将从澳大利亚引进的 10 个小黑麦品种的劣化种子的胚在

1/2MS+2%蔗糖+0.1%麦芽糖+0.5%琼脂、pH 5.8 的培养基中进行培养。结果表明：

劣化小黑麦品种种子胚的发育率和成苗率由高到低分别为：DH265 > Cherokee > 

2090White > AT528 > WhileM96-3182-1 > AT754 > AT315 和 Cherokee > DH265 > 

2090White > AT528 > WhileM96-3182-1 > AT754 > AT315，上述材料的胚发育率

和成苗率均显著低于正常小黑麦材料（CK1，CK2）；小黑麦品种 33rd ITSN、32rd 

ITSN 和 Rhino 的胚发育率和成苗率均为 0；劣化小黑麦种子进行胚培养时，诱
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导培养的适宜时间为 27 d。 

关键词：小黑麦；花药培养；温度；基因型；种子；劣化；胚培养 
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Summary 

Triticale wittmack, it owns the advantage of wheat such as high seed yield and 

quality and rye such as strong stress-tolerance and good adaptability. It is a crop could 

be used as grain and forage and has wonderful future.  

Traditional breeding technique is widely used in triticale breeding in China. The 

disadvantages of traditional breeding are the long period to breed a new variety, wide 

variation of offspring, heavy workload, blindly selection and so on. In one word, 

traditional breeding could not meet the need that the rapid development of animal 

husbandry on forage varieties. If the traditional breeding method were combined with 

modern breeding techniques, forage breeding would be much more rapid, efficient 

and objective. Haploid breeding which is based on the anther culture and does not 

need to self-bred could shorten the time to breed a new variety. In order to improve 

the anther culture techniques of triticale, this thesis studied the effects of different 

periods of high- and low- temperature treatment on the anther culture of triticale and 

the efficiency of anther culture for different triticale genotypes. After 2 years’ study, 

main results were as belows, a) Highest callus induction rate was obtained after the 

anther was treated for 25 days（17.27%） under the temperature of 4C; b) Highest 

callus induction rate for the triticale variety Shida No. 1 （56%）was got while the 

anther was treated for 2 days under the temperature of 32C, but for P4, the callus 

induction rate reduced after the high temperature treatment; c) The callus induction 

rate and seedling rate were various for different triticale genotypes. The callus 

induction rate and seedling rate of TZ26, TZ25 and P4 were significantly higher than 

that of the other genotypes. Although the callus induction rate of Shida No. 1 was 

high, the seedling rate was low.  

Seeds of forage crop will deteriorate and the germination will reduce or lost if 

they are stored at the room temperature for a long time. In order to obtain the 

regeneration seedlings of these triticale varieties with deteriorated seeds and rescue 

these germplasm, the aged seeds of 10 triticale varieties collecting from Australia 

were treated with 1/2 MS + 2% sucrose + 0.1% maltose + 0.5% agar under the pH 
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value of 5.8. The results showed that, the rates of embryo development and seedling 

for these aged weeds were DH265 > Cherokee > 2090White > AT528 > 

WhileM96-3182-1 > AT754 > AT315 and Cherokee > DH265 > 2090White > AT528 > 

WhileM96-3182-1 > AT754 > AT315, respectively. The rates of embryo development 

and seedling for these aged weeds were significantly lower than those of the normal 

triticale materials（CK1，CK2）；The rates of embryo development and seedling for 

varieties 33rd ITSN, 32rd ITSN, and Rhino were 0. The suitable induction time to 

rescue the aged triticale seeds were 27 d. 

Key words: triticale; anther culture; temperature; genotype; seed; degradation; 

embryo culture 
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第一章 文献综述 

1 小黑麦研究概况 

小黑麦（Triticale wittmack）为禾本科一年生草本植物，由小麦（Triticum）

和黑麦（Secale）经属间有性杂交和杂种染色体加倍而成，将小麦的丰产性和籽

粒的优良品质以及黑麦强的抗逆性、适应性、耐旱、耐寒、耐盐等特点表现出来，

是一种很有前途的粮饲兼用型作物[1,2]。 

随着国家农业产业结构的调整，畜牧业由传统的耗料型（鸡、猪）向节粮型

（牛、羊）方向发展以及生态环境问题日益严重，政府采取了封山禁牧等措施，

使养殖业上遇到青饲料、粗饲料、精饲料短缺的问题[3,4]。小黑麦具有草产量高、

品质优良的特点，在利用过程中能收获大量优质青草或秸秆，还可作为粮食作物

收获籽粒，为青贮、青饲、籽粒精饲料等提供原材料，其不论作为精饲料或粗饲

料对奶牛、猪、兔、鸡等畜禽均有良好饲养效果，在很大程度上解决了饲料短缺

问题[5]。小黑麦有强的抗逆性、广的适应性，对草地生态建设和草原荒漠化治理

具有重大意义。因此，要综合解决我国在养殖业和生态建设上所遇到的问题，应

在我国各个地区种植小黑麦，这样将既响应了国家的政策号召又会带来具大的生

产和生态利益。 

由于小黑麦是一种杂交而得的新型粮饲兼用作物，其优良品种的数目和小麦，

黑麦，玉米，苜蓿等相差很多。我国小黑麦新品种的培育大多采用常规育种技术，

选择适宜父母本杂交后，根据杂交后代表现，选择符合育种目标的单株。其缺点

是育种年限长、杂交后代变异范围广、工作量大、选择比较盲目，无法打破目标

性状与不利性状基因的连锁，同时也不能满足畜牧业快速发展对草品种的需求。

如果在常规育种基础上，引进和运用现代育种技术，就可以使品种选育向快速、

高效、定向的方向发展。以花药培养技术为基础的单倍体育种，将 F1或 F2杂合

世代的花药进行离体培养, 诱导其细胞分裂，形成单倍体胚，进一步诱导发育成

单倍体植株，经染色体加倍，便形成遗传背景完全同质的二倍体植株，即双单倍

体（DH）植株。由于 DH 植株基因型纯合，无需多代自交纯合，可加快育种进程，

在较短时间内培育出新品种，达到品种改良的目的。 
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2 研究背景 

花药培养技术是将整个花药接种到适宜的培养基上，在离体培养条件下，把

花药中的小孢子诱导成单倍体植株，这是产生单倍体的主要途径之一，它具有缩

短育种年限、快速获得稳定优良性状植株、提高育种选择效率等优点[6]。利用花

药培养技术可以获得大批量的双单倍体群体，该群体可以在作物育种以及建立遗

传图谱等基础领域研究中应用；并且，通过花药培养技术获得的胚性愈伤组织具

有稳定快、后代不分离的优点，可作为转基因的受体。由此可见，在小黑麦育种

和基因工程的研究领域，花药培养技术是一个非常有效的工具。 

在小麦，马铃薯，玉米，烟草等作物的花药培养技术均有相关研究，但存在

较多关键问题需要对其解决，不同基因型的差异性、花药的出愈率低和愈伤组织

分化绿苗率低，白化苗率高，单倍体进行加倍成功率低等。经过研究者们多年辛

苦研究，虽然花药培养技术取得一些进步，但随着农业生产的不断发展，花药培

养的效率对于当前的育种工作需要是远远不能满足的，供体材料基因型的差异、

适宜花药培养的培养基、有利于其生长的培养条件以及单倍体植株的加倍技术等

因素都限制了该技术的进程，特别是许多基因型其出愈率较低、但白化苗的分化

率过高、单倍体植株的加倍效率较低、田间选择的群体较少。主要原因是，对于

适宜花药培养的培养基成分需要细化及培养条件的提高；花药培养的效率因基因

型的差异而不同，而基因型的不同是因选择亲本材料的不一致。在田间，有些材

料农艺性状表现优良，但其花药的出愈率极低，难以获得单倍体植株，而有些材

料的花药出愈率很高，很容易获得单倍体植株，但其部分性状存在一些重要缺陷

也无法有效的利用于实际。基于植物花药培养的基因型间的差异，有研究者试图

通过优化、筛选培养基，期望得到一种能够适用于所有基因型的培养基，但尚未

取得满意的研究进展。 

在育种工作中，有许多新问题在不断的出现，需要我们不断的学习新的技术

来完善育种体系。将品种的优良性状不断的优化，培育出更优质的材料，满足日

益变化的农业生产。 

例如，在长期的育种工作中会出现优质材料的种子由于自然放置时间过长而

不能正常的萌发，其主要原因是由于胚乳的营养能力降低，不能提供胚萌发所需

营养，所以没有保持材料的优异性状而造成优良品种的丢失，是育种工作中急需
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解决的问题之一。对劣化的种子进行胚挽救技术，将完整的胚放置适宜的培养基

中，让其在适宜的培养条件中生长，是模拟胚乳对的胚提供营养的方式，让其正

常萌发，生长成完整的植株，将优良性状保持，提高育种效率。 

3 花药培养技术 

Tulecke 等[7]在 1957 年培养了银杏（Gingo biloba）的成熟花粉粒并长出了愈

伤组织，同时观察花粉粒在培养基的发育全过程。Yamada 等在 1963 年对被子植

物进行花药培养并获得了单倍体的愈伤组织。印度学者 Guha 和 Maheshuari
[8]在

1964 年从毛叶曼陀罗的花药培养中获得了胚状体及再生植株，从而开辟了花药

培养的研究。在随后的几年内，烟草、水稻、小麦、玉米、茄子等植物的花粉植

株也被相继的获得了。在 20 世纪 70 年代初，花药培养的研究进展在很大程度上

是由朱至清等[9]建立的 N6 培养基以及中国科学院遗传所建立马铃薯的培养基的

基础上推进的。据不完全的统计，通过花药培养技术获得单倍体植株大约有 200

多种植物，以茄科和禾本科植物居多[10]。由于花药培养方法的日趋完善，培养

效率逐年提高，技术也开始更加广泛应用，成为作物改良和新品种培育工作的一

个重要手段。花药培养是打破传统育种，主要以获得纯系的育种材料以及进行单

倍体育种，缩短育种年限和提高育种效率的一种育种方式。花药培养的意义随着

科学的发展而不断的扩大，在基础生物科学和育种领域被广泛应用。花药培养技

术在基础科学领域常被作为研究遗传、生理、生化等学科的重要手段，其对于实

验的胚胎学、生理学以及分子生物学中基因调控和表达机理的阐明具有重要意义

[11]。花药培养在育种领域具有广泛的应用前景，其与常规的杂交育种、远缘的杂

交育种、诱变育种以及转基因技术相结合，是生物技术在农作物育种中有效方法

之一。 

3.1 影响花药培养的因素 

虽然花药培养技术的优势很多，但由于花药培养的诱导率、绿苗分化率低的

缺点使该技术目前还不能在各种作物的育种中广泛应用。将花药培养技术在育种

领域广泛的应用的前提是提高诱导率，所以对于诱导率的研究也是许多研究者所

热衷的。多种因素影响花药培养的诱导及分化效果，如植物体的基因型、培养的
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条件、培养基的成分和各激素的含量及种类、培养方法等[12]，这些方面被许多

研究人员重点研究，为找到提高花药培养力效率的方法而努力，目前已有显著的

进展。 

3.1.1 外植体 

基因型 同一物种的不同基因型在相同条件下进行花药培养，其花药诱导率

因基因型的差异而不同。韩晓峰等[13]用 11 个小麦品种及其组配的 20 个 F1 杂种

为材料研究不同基因型的小麦花药出愈率，表明不同基因型的小麦花药出愈率有

显著差异。武晓红等[14]研究表明 5 个供试材料之间花药培养结果存在显著差异，

阜平大枣的愈伤组织诱导率达 100%，而赞皇大枣仅有 46.67%；但阜平大枣的愈

伤组织分化率和其他 4 个品种有显著性，为最低。并发现枣花药的出愈率和绿苗

分化率的相关性差异不显著。曹禹等[15]对 5 个冬性的小黑麦杂交组合 F1 为试验

的材料进行研究基因型对花药培养的影响，表明，小黑麦的愈伤组织诱导率和基

因型有显著差异性，花药愈伤组织的分化率和小黑麦材料的基因型有显著的差异。

蔡正云等[16]研究表明，在小麦组合中单一的亲本相同，而另一亲本的不相同，

对出愈率、绿苗产率、绿苗分化率以及白苗分化率存在显著影响。华为等[17]研

究基因型对大麦花药培养的影响时，发现在 25 个大麦杂交组合中，花药培养效

果有显著差异性，并且绿苗产率、花药出愈率、绿苗分化率之间存在极显著的正

相关。贺苗苗等[18]对 20 个马铃薯材料进行花药培养，发现不同基因型马铃薯的

出愈率有显著差异，最高的马铃薯材料出愈率为 25.1%，最低的为 0，并且，部

分材料可以分化绿苗，有的材料不能正常分化绿苗。苗立新等[19]用 8 个北方粳

稻品种以及 44 不完全的双列杂交 F1 代材料进行花药培养研究，发现，不同粳稻

基因型的出愈率、绿苗分化率及花药培养力存在差异，杂种 F1 的特性介于双亲

之间而偏向母本如绿苗分化率、出愈率、花药培养力。 

提高小黑麦的花药培养技术在育种中效率的措施之一是筛选优良的基因型。

将花药诱导成绿苗必须是亲本具有花药培养能力的遗传基因，进而得到后代植株，

再对这些后代的植株进行花药培养，从而花药培养力因选择而提高。目前大多采

用桥梁亲本的做法，用花药培养力高的材料进行花培，得到的植株作为亲本材料

再进行花药培养，来解决这一问题。 
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小孢子发育时期 诱导单倍体雄核的发育是否成功的关键之一是确定离体培

养的花药中小孢子发育时期。花粉小孢子分四分体时期、单核期（小孢子阶段）、

双核期、三核期（雄配子体阶段）发育，将单核期仔细划分成单核早期、中期、

晚期[20]。由于花粉小孢子受外界刺激的反应强度因其阶段的不同而不同，所以

诱导率也有差异，普遍认为单核中期到双核期是小孢子最适诱导时期。李栒等[21]

对甘蓝型油菜和芥菜型油菜的杂种小孢子进行培养时发现，当花药的颜色呈黄色

或黄色中带有绿色时，表明小孢子的发育时期为三核期；当花药的颜色呈黄色并

且含有绿色时，大部分的小孢子生育时期为二核期，极少数是单核晚期；花药颜

色呈绿色并带有黄色和绿色为主含有少量黄色时，小孢子的生育时期为单核期；

小孢子的生育时期是单核早期时花药颜色呈绿色。只有花药色为绿色带黄色和绿

色带少量黄色时可产生大量胚。谢淼等[22]研究表明黄瓜的小孢子最适宜花药培

养的时期是单核中后期，在花药呈白绿色或淡绿色、花蕾的颜色为绿色、长度为

0.9-1.5 cm、瓣尖还未张开时进行取蕾。李允菲等[23]对红花槐花药最适宜的取材

时间进行研究，发现适宜离体花药培养的小孢子在单核时期（单核早中期及单核

靠边期）最佳，并表明在单核靠边的生育时期时花药出愈率最高，可作为红花槐

进行离体花药培养的最佳生育时期。 

材料发育时期和生长环境对花药培养的影响 供体植株的生理状态对花药培

养成败也有影响，取材母株的生理条件是控制的重要因素之一。而供体植株的生

理状态对花药培养又受到环境的影响，例温度、光照度、光周期、光质、植株营

养状况等。曹鸣庆等[24]对大白菜的供体植株生长环境进行研究，结果表明温度

对植株的小孢子胚胎的发生具有显著影响，供体植株在局部控温的温室 10/20℃

（夜/昼）的环境中生长，其小孢子的胚产量较高；而在无法对温度进行调控、

午间最高温度为 30-40℃、夜间温度降至 10-15℃左右时，供体植株在温度变化

的田间生长，胚产量仅为前者的 29.5%。欧阳西荣等[25]研究表明大麦的供体材料

生长环境条件对花药培养有很大影响，供体材料的生长环境条件对其愈伤组织和

胚状体的产量、花药反应数量、分化再生体的数量均有显著影响。 
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3.2 预处理 

3.2.1 低温预处理 

对于现在的花药培养技术，一种应用较广，可以提高花药培养的诱导率的措

施为低温预处理。不同的温度预处理的时间不同。温度越低，处理的时间越短，

温度越高，处理的时间越长。0℃以上的低温预处理可以提高花粉植株的诱导率。

Nitsche 和 Norreel 在 1973 年对花药培养前进行低温预处理曼陀罗花芽并将单倍

体植株的诱导率提高的文章被首次报道[26]。张春芬等[27]选用胚状体诱导效率较

高的 3 个苹果品种进行低温预处理，结果表明在低温预处理的时间为 20-36 d 较

好。谢淼等[22]研究低温预处理对黄瓜花药培养的效果影响中表明低温预处理有

利于保持小孢子的活力并花药在 4℃黑暗条件下进行 48-72 h 的低温预处理最有

助于出愈率的增加。由此表明，不同材料或基因型在相同条件的低温预处理的环

境中进行花药培养，因不同的研究者所用试验材料、试验方法、处理细节等不同

而存在显著性差异。 

3.2.2 高温预处理 

目前，较多国内外的研究者对植物花药进行高温预处理，表明高温预培养对

花药的出愈率有显著增加，但不同植物或相同植物的不同品种对高温预培养响应

不同。袁惠燕等[28]对不结球白菜杂种 F1 代的花药进行高温预处理培养，结果表

明，对花药进行 33℃的高温预培养 24 h 的处理可明显提高花药再生植株的诱导

率。吕学莲等[29]研究表明进行高温预培养花药的愈伤诱导率比不进行高温培养

的高，但不同品种的最适宜高温诱导时间不同，是否对物种进行高温暗培养以及

培养的最适宜时间和基因型有显著关系，需要通过大量的基因型材料进一步加以

验证。甘蓝花药培养和小孢子培养经高温诱导处理可形成从圆球形至子叶形不同

发育时期的胚，未经高温处理的材料不能形成小孢子胚[30]。 
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3.3 花药培养的应用 

3.3.1 育种中的应用 

由于花药培养技术可培育出单倍体植株，通过加倍而获得纯合的二倍体，这

种特性使其能与远缘杂交育种、转基因技术、传统杂交育种、诱变育种完美的结

合而获得较有成效的结果，并应用于物栽培中。离体培养 F1 代杂交种的花粉获

得单倍体植株再对其染色体加倍进而获得纯合的二倍体植株缩短了育种周期，同

时重组型选择的概率也增加了。并且，由于是纯合的二倍体群体，固定了所有纯

合的基因，所以在以后的世代中目标性状的等位基因不会因分离而丢失，进而对

质量性状的数量性选择的效率被提高了。我国把花药培养育种与常规育种有机结

合起来，已先后育成小麦[31]、水稻[32]、玉米[33]、甘蓝型油菜[34]、胡萝卜[35]、茄

子[36]等作物花药培养新品种。 

3.3.2 转基因受体 

转基因技术理想的靶受体之一是单倍体培养[20]。原生质体在过去的高等植

物转基因常被作为受体。近年来胚性愈伤组织、子叶节、原生质体、茎尖等都被

作为转化的受体，使转化受体变的多样性，但缺点就是这项技术的成功率很低，

只能在极少数的几个品种中应用，并且具有极低的再生率和极高的假阳性。所以，

将转基因受体转向单倍体培养是许多研究者都在进行的并取得的进展较大。斯华

敏等[37]对转基因的植株进行花药培养，发现可以获得纯系通过快速纯合外源基

因。朱丽等[38]获得阳性转基因的植株通过筛选潮霉素磷酸转移酶基因和目的基

因用农杆菌介导水稻的转化体系进行的，快速得到了无选择标记并且目的基因是

阳性转基因的纯合植株通过将单株进行花培，得率为 9.87%。通过 RT-PCR 检测

表明外源基因已整合到转基因水稻基因组中并转录。 

3.3.3 基因定位 

许多重要农艺性状均是数量性状，这些性状受基因的控制，同时环境等因素

也可将其影响。传统数量遗传的分析方法对其单个遗传位点、染色体上位置以及
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和其他基因连锁关系不能被测检出，但高密度饱和的分子标记连锁图建立使其成

为可能[39,40]。由于加倍单倍体群体无遗传变异以及含有小量的信息，可以作为数

量性状位点分析的良好群体。目前，在小麦[41]、水稻[42]、大麦[43]和烟草[44]等作

物中都报道了由加倍单倍体群体构建的遗传图谱，已经对产量、株高、抗病性和

生理生化等复杂数量性状的数量性状位点定位进行了大量的报道[45]。 

3.4 花药培养的优缺点 

单倍体培养包括小孢子培养和花药培养，但二者却各有优缺点。前者是单细

胞培养，后者是器官培养。花药培养技术比小孢子的培养要求简单，容易成活，

并且愈伤组织诱导率高，但该技术具有存在花丝、花药壁、药隔等体细胞组织的

干扰的缺点，易造成非单倍体的体细胞植株。小孢子培养技术是利用花粉细胞，

由于不存在一些体细胞的干扰，它诱导产生纯合的二倍体及多倍体植株。了解雄

核发育的全过程可用小孢子的培养而进行观察，来研究遗传的发育。然而，与花

药培养相比，游离小孢子的培养可以通过胚胎的发生途经进而发育成植株，从而

避免愈伤组织的阶段；小孢子具有单倍体和单细胞两方面优点，小孢子培养具有

产生单倍体不受体细胞影响的优势，还可作为研究胚胎发生和形态发生机理的理

想工具之一；小孢子培养也可为遗传工程研究提供受体，同时小孢子培养具有周

期短，工作量小等优点[46]。  

4 胚培养技术 

胚在植物中，是一个具有全能性的多细胞，其有两种来源，一是有性来源，

为合子胚；还有作为体细胞胚或不定胚的无性来源。胚能在正常的情况和适宜条

件下发育成熟，并且可以直接播种生长完整的植株。胚培养技术主要是针对合子

胚的培养，是现代生物技术应用领域的一个重要方面，具有是指将幼胚、成熟胚

或整个珠心组织从活体的胚珠或种子中取出，置于一定的培养条件下（如适宜的

培养基及激素配比、光照、温度等）进行离体培养，使其发育直至萌发形成完整

植株的过程和技术。 

最早研究胚培养的可追溯到 18 世纪，Charles Bannet 切取 phaseolus 的胚种

植在土壤中得到植株，这是首次研究胚脱离母体而正常萌发[20]。此后于 1890 年
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开始研究营养液培养离体胚。而真正采用含有各种有机和无机成分培养基培养离

体胚开始于 1904 年。Hanning
[47]最先试验了幼胚的离体培养，他们将萝卜属和辣

根菜属植物的未成熟胚进行培养，培养基中含有氨基酸、糖、无机盐、植物提取

物，幼胚正常发育成为成熟胚。Laibach
[48]在无菌环境中剥离出未成熟的杂种胚

从亚麻属的种间杂交形成不能正常的发育种子中，将其培养在含有 10%-15%蔗

糖的人工培养基上，待其发育成熟并产生杂种的完整植株。进而证明了在自然情

况下败育的杂种胚可利用幼胚离体培养进行挽救。随后国内外研究者，尤其是育

种家和植物学家，开始对植物胚培养做了大量研究。尤其是在胚胎发育进程以及

在种间杂交、远缘杂交无法获得正常发育种子的胚挽救培养中发挥了巨大的优势

和作用。目前，胚培养技术已经被广泛地用于植物细胞、遗传研究和农作物育种

工作。 

4.1 胚培养的种类 

植物在受精后，其合子胚经过一个短暂的休眠后就开始发育，其营养主要来

源于胚乳。发育的胚在心形胚前（处于异养阶段）越小，培养时营养物质的需要

就越复杂。最适于胚进行离体培养的时期是心形胚后期（处于自养阶段），因此

胚的生长发育不依赖外源的生长调节物质[49]。离体胚培养是胚在发生过程中培

养不同发育时期的胚，可将胚培养分为两种主要类型，成熟的胚培养和幼胚培养，

但这两种类型的胚对培养条件的要求有极大的差异。 

4.1.1 幼胚培养 

在子叶期以前具有胚结构的幼小胚称为幼胚，主要来源于未成熟的或不能正

常萌发的杂种种子，如种间杂交、远缘杂交以及不同倍性品种间的杂交的种子。

因母体和胚乳给在胚珠中异养的幼胚提供各类营养和生物活性的物质。因此，分

离这种胚时需要耐心仔细，并且必须通过培养基向幼胚提供足够的营养物质和适

宜的培养条件才能将其培养成植株。因越小的胚越难进行培养，所以尽量对较大

的胚进行培养。 
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4.1.2 成熟胚培养 

子叶期后到发育完全的胚称为成熟胚，主要来源于成熟种子，它已经具备了

能够满足自身萌发和生长的养料。因此，这类培养相对比较容易，因为种胚仅需

要含无机盐、蔗糖和琼脂的培养基就可以生长发育。成熟胚培养的目的主要是解

除对种子萌发的抑制。 

4.2 影响胚培养的因素 

4.2.1 基因型 

胚培养的效果受基因型的影响是复杂而又重要的。不同的植物种类或品种胚

培养存在很大差异。祁业凤等[50]用优良的冬枣、金丝丰等品种为试验材料，对

坐果后 10-70 d 的幼胚进行培养，结果表明，二者无论在植株再生率还是再生植

株的质量上均有明显差异。刘三军等[51]对无核葡萄在胚挽救育种过程中表明，

选择合适的无核品种作为杂交亲本是非常关键的。 

4.2.2 培养基 

将在不同生育时期剥离下来的胚在适宜的培养基进行培养并且其能发育成

熟，是胚培养中最重要的问题之一。根据胚胎发育程度的不同，它们所需营养需

求也不同。幼胚离体培养的培养基成分也与成熟胚培养的培养基成分不同。刘佳

等[52]对无核葡萄胚挽救的几个培养基进行筛选表明，在胚珠发育阶段，最适宜

离体幼胚发育的培养基是 ER 培养基中添加 1.0 mg/L 6-BA 、1.5 mg/L IBA、0.5 

mg/L GA3 激素；在胚萌发阶段，最适宜离体胚萌发的培养基是 WP 培养基中添

加 0.5 mg/L 6-BA 、1.0 mg/L IBA、0.5 mg/L GA3 的激素。张满让等[53]通过对几

种培养基的比较试验，发现早熟油桃胚培养的最高萌发率是在 WPM 培养基中，

为 95.56%。 
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4.2.3 胚龄 

胚的萌发成活率一般与胚的发育程度呈正相关，即胚在发育程度较低时，胚

的成活率低以及胚发育的阶段早；随着胚的继续发育，其成活率在不断的提高及

发育程度也较高；同时，胚龄与畸形苗频率呈负相关，胚的发育程度越低，畸形

苗率越高。所以，确定杂交幼胚的适宜胚龄是胚挽救培养成功与否的关键因素之

一。潘春云等[54]发现，杂交胚的成苗率在授粉后 35 d-50 d 时较高，最高达 5.32%。

李世诚等[55]研究表明，杂交胚的母本是二倍体进行胚挽救培养的最适时间是授

粉后 58 d，而杂交胚的母本是四倍体时最适进行胚挽救培养的时间是授粉后 30 d，

在此时间进行培养可得较高的胚萌发率。 

4.3 胚培养的应用 

4.3.1 克服杂种胚败育 

高等植物的种间和属间进行远缘杂交时，经常遇到花粉萌发但花粉管不能正

常生长而伸入子房不亲和现象、花粉在异种植物上不能正常萌发、胚乳发育不良

使杂种胚的早期败育等问题[56]。因胚乳发育不正常或胚和胚乳之间在生理上不

协调导致杂种胚早期的败育，在胚败育之前取出培养使其产生杂种植物是一种有

很多成功例子的育种手段。 

4.3.2 克服种子休眠，缩短育种周期 

许多种子胚在达到形态成熟后，都必须经历一个自然休眠的过程，即在休眠

期内胚在适宜的温度、氧气和湿度条件中不能萌发。为克服这类种子在发育上的

遇到的障碍可将种子进行离体胚培养促进胚的生长而发育成完整植株[49]。 

4.3.3 提高萌发率和成苗率 

像油桃、樱桃、桃、杏等这些早熟园艺作物品种，因果实具有较短的发育期，

使其种胚难以正常发育成熟，从而导致直接播种难以萌发成苗。一些植物的种子
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由于在自然环境中放置时间过长而导致种子劣化，其胚乳不再有提供胚发育营养

的能力，所以选用适宜的培养基对劣化种子的胚进行胚挽救，提高其萌发率和成

苗率。 

4.3.4 多倍体育种 

选育无籽（核）品种已成为当今园艺作物育种的重要目标，而三倍体育种是

实现这一目标重要途径之一。获得三倍体无籽（核）品种，最有希望的方法是二

倍体与四倍体间的杂交，但其最大障碍是亲和力差，杂种胚早期败育，种子生活

力差，很难获得杂交后代[57]。为防止杂交幼胚的早期败育，在其合子胚败育之

前利用离体的胚挽救技术进行培养，让其利用自身的胚乳和培养基中的营养发育

成正常的胚而最终获得完整的植株。 

5 研究目的意义及内容 

5.1 研究目的意义 

我国小黑麦新品种的培育大多采用常规育种技术，选择适宜父母本杂交后，

根据杂交后代表现，选择符合育种目标的单株。其缺点是育种年限长、杂交后代

变异范围广、工作量大、选择比较盲目，无法打破目标性状与不利性状基因的连

锁，同时也不能满足畜牧业快速发展对草品种的需求。如果在常规育种基础上，

引进和运用现代育种技术，就可以使品种选育向快速、高效、定向的方向发展。

以小孢子培养技术为基础的单倍体育种，将F1或F2杂合世代的花药进行离体培养, 

诱导其细胞分裂，形成单倍体胚，进一步诱导发育成单倍体植株，经染色体加倍，

便形成遗传背景完全同质的二倍体植株，即双单倍体（DH）植株。由于DH植株

基因型纯合，无需多代自交纯合，可加快育种进程，在较短时间内培育出新品种，

达到品种改良的目的。为完善小黑麦花药培养技术体系，为小黑麦单倍体育种奠

定基础。本论文在项目组前期研究基础上，研究低温（4C）预处理时间（15 d，

20 d，25 d，30 d，35 d，40 d）和高温（32C）培养时间（0 d，1 d，2 d，3 d）

对小黑麦花药培养的影响，以及小黑麦不同基因型（石大1号小黑麦品种，甘农1

号小黑麦品种，小黑麦品系P4，TZ3，TZ10，TZ12，TZ23，TZ25，TZ26）的花



甘肃农业大学 2017 届硕士毕业论文 

13 

药培养效果。  

牧草饲料作物种子如果在常温下存放时间太长，种子会发生劣化，使种子发

芽力降低或丧失发芽能力。为获得劣化小黑麦品种种子的再生苗，对种质资源进

行挽救。本研究将从澳大利亚引进的 10 个小黑麦品种的劣化种子的胚在

1/2MS+2%蔗糖+0.1%麦芽糖+0.5%琼脂、pH 5.8 的培养基中进行培养，以挽救劣

化小黑麦种质资源。 

5.2 研究内容 

5.2.1 低温预处理和高温预培养时间对小黑麦愈伤组织诱导率的影响 

5.2.2 小黑麦不同基因型的花药培养效果研究 

5.2.3 小黑麦劣化种质的胚挽救技术研究 
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第二章 低温预处理和高温预培养时间对小 

黑麦花药愈伤组织诱导率的影响 

花药培养技术是单倍体育种的基础，其具有在短时间改良品种，稳定优良遗

传性状，加快育种进程等优点。如果在常规育种基础上，引进和运用现代育种技

术，就可以使品种选育向快速、高效、定向的方向发展。以花药培养技术为基础

的单倍体育种，将 F1 或 F2 杂合世代的花药进行离体培养, 诱导其细胞分裂，形

成单倍体胚，进一步诱导发育成单倍体植株，经染色体加倍，便形成遗传背景完

全同质的二倍体植株。因纯合二倍体具有遗传稳定性和性状不分离的特点，所以

通过花培技术可以在较短时间内培育新品种，达到品种改良的目的。 

为了提高花药培养的出愈率，对接种的花药进行温度预处理是有必要的。温

度预处理有利于细胞的脱分化，对小孢子离体培养反应能力也有所提高。研究者

在马铃薯[58]，水稻[59]，辣椒[60]，小麦[13]等作物中对其花药进行温度处理，均表

明高低温预处理可显著提高花药愈伤组织的出愈率。本研究拟筛选小黑麦花药培

养的适宜低温预处理时间和高温预培养时间，以优化小黑麦花药培养技术，提高

花药培养效率。 

1. 材料与方法 

1.1 供试材料 

1.1.1 幼穗低温预处理对花药愈伤组织诱导率的影响 

本试验以石河子大学选育的石大 1 号六倍体小黑麦和甘肃农业大学草业学

院选育的甘农 1 号六倍体小黑麦为试验材料。 

1.1.2 花药高温预培养时间对花药愈伤组织诱导率的影响 

本试验选用石河子大学选育的石大 1 号小黑麦和甘肃农业大学草业学院选

育六倍体小黑麦新品系 P4 为试验材料。 
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1.2 供试材料种植 

所有供试材料于 2016 年春季种植于兰州市安宁区甘肃农业大学牧草试验站。

小区面积 10 m
2，行长 2 m，行距 0.2 m，播种深度 34 cm。石大 1 号、甘农 1

号小黑麦和小黑麦品系 P4 分别种植 6 行。 

1.3 试验设计 

幼穗低温预处理时间对花药愈伤组织出愈率的影响  将甘农 1 号和石大 1

号小黑麦的幼穗分别在 4 ºC 下进行 15 d，20 d，25 d，30 d，35 d，40 d 的低温

处理，将花药接种于 CHB 培养基中诱导 30 d，统计愈伤组织数量，再进行分化

培养，比较不同幼穗低温预处理时间下愈伤组织的出愈率，以筛选最适幼穗低温

预处理时间。 

花药高温预培养时间对诱导率影响  将小黑麦新品系 P4 和石大 1 号小黑麦

的幼穗在 4 ºC 冰箱进行 20 d 幼穗低温预处理，花药接种于 CHB 培养基中，分别

在 32 ºC 高温培养箱暗培养 0 d，1 d，2 d，3 d 后再转 28 ºC 培养箱暗培养 30 d。

对照在 28 ºC 培养箱暗培养，诱导 30 d，统计愈伤组织数量。比较各高温诱导培

养之间愈伤组织数量的差异，筛选出最佳高温诱导培养时间。 

1.4 试验方法 

1.4.1 幼穗低温预处理 

取石大 1 号和甘农 1 号小黑麦单核靠边期的幼穗（形态学上表现为，幼穗

1/2 的部位到达倒二叶叶耳部位），用剪刀沿着茎部剪断幼穗，同一基因型材料用

锡箔纸包裹捆成一捆，标好采集日期和基因型，然后放入装有冰块的小桶中，尽

快带回实验室。将用锡箔纸包好的小黑麦幼穗放置于装有 200 ml自来水的 500 ml

烧杯中。按照幼穗低温预处理的设置时间，在 4 ℃冰箱中避光保存，进行幼穗

低温预处理。 
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1.4.2 花药高温预培养 

取石大 1 号和小黑麦品系 P4 单核靠边期的幼穗（形态学上表现为，幼穗 1/2

的部位到达倒二叶叶耳部位），用剪刀沿着茎部剪断幼穗，同一基因型材料用锡

箔纸包裹捆成一捆，标好采集日期和基因型，然后放入装有冰块的小桶中，尽快

带回实验室。将用锡箔纸包好的小黑麦幼穗放置于装有2-3 cm自来水的烧杯中。

在 4 ℃冰箱中避光保存 20 d。 

1.4.3 培养基与试验操作 

灭菌：用紫外灯照射超净工作台 30 min。将配置好的培养基放置于 121℃的

灭菌锅中灭菌 20 min，取出后放置于灭菌的超净工作台上，待温度降低后，将培

养基分置于 90 mm 的培养皿中，2-3 cm 厚度，静置，备用。 

将超净工作台用紫外灯照射 30 min 后，将包有锡箔纸的小黑麦幼穗用 75%

酒精消毒后，放入超净工作台。在无菌操作台上，去除锡箔纸，取出小黑麦幼穗，

用 75%乙醇润湿的大块滤纸对其擦拭进行消毒 2-3 次，去处叶鞘，剥出幼穗，用

消毒的剪刀去芒，将去过芒的幼穗用次氯酸钠溶液对其消毒 5-10 min，倒出次氯

酸钠溶液，再用无菌水冲洗 4-5 次，直到没有泡沫为止，取出，用无菌滤纸干燥，

备用。 

接种花药：取大小镊子各 1 把，放入 75%乙醇中浸泡后，用酒精灯外焰烤

火灭菌，之后放在灭菌的培养皿上冷却备用。用大镊子夹住已灭菌的小黑麦幼穗，

再用小镊子去掉内外颖剥出花药。剥取花药和接种期间，超净工作台每隔 30 min

喷洒 75%酒精进行消毒，全过程在酒精灯附近进行。 

愈伤组织诱导培养：将取出的小黑麦花药，放入装有 20 ml CHB 诱导培养

基上，诱导培养基为：CHB 培养基+0.5 mg﹒L
-1

 2,4-D＋0.5 mg﹒L
-1 

KT＋90 g﹒

L
-1 麦芽糖＋6 g﹒L

-1 琼脂，pH 为 5.4。每个培养皿接种花药 70 个，接种完成后

用封口膜密封。每个处理接种 5～8 个培养皿。1）把密封的石大 1 号和甘农 1

号小黑麦的培养皿（幼穗低温预处理试验）放入 28℃培养箱中进行暗培养。2）

把密封的石大 1 号和 P4 小黑麦品系的培养皿（花药高温预培养试验）按照花药

高温预培养的试验设计，在 32℃恒温暗培养箱中培养不同天数后，将所有培养
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皿放置于 28℃培养箱中进行暗培养。 

愈伤组织分化培养：将小黑麦不同基因型直径 1～2 mm 左右、颜色呈现淡

黄色、结构比较致密的愈伤组织转移到分化培养基上，分化培养基为：Ms 培养

基＋1 mg﹒L
-1 

IAA＋1 mg﹒L
-1 

BAP＋10 g﹒L
-1 山梨醇＋30 g﹒L

-1 蔗糖＋6 g﹒

L
-1 琼脂，pH5.8。每处理接 4～6 皿，每皿 6～8 块愈伤组织，置于 27 ℃、2000～

3000 Lx，14 h 光照培养，10 h 暗培养进行培养，每周更换一次培养基，30 d 后

统计愈伤组织分化率及绿苗分化率。 

移植和染色体加倍：在分化培养基中将多于 4 片叶片的单株转移到装有营养

土的小盆中，将盆放在温度为 15-20℃、有良好光照条件的温室中培养。当无菌

苗出现 3 个分蘖时，将苗从盆中移出，将根系长度剪至 2 cm，放置于装有 3-5 cm

深的 0.1%秋水仙素＋2%二甲基亚砜＋0.05% Tween-20 的条件中静置 5 h 进行加

倍。之后用流动的水将根系冲洗干净，再重新种植到花盆中，放到温室中恢复生

长两周后，移栽到大田中正常生长。在温室恢复生长的这段时间中，定期用 1/4Ms

（无有机物）液体营养液施肥。 

1.5 试验数据分析 

花药接种诱导培养基后，在试验设计的时间进行统计各处理胚状体的发育状

况或花药愈伤组织数目。 

愈伤组织诱导率=诱导出愈伤组织的花药个数/总接种的花药个数×100% 

用 SPSS19.0 软件中二因素随机区组试验设计的统计方法，分别分析不同品

种小黑麦在不同处理的愈伤组织诱导率及绿苗分化率的差异显著性。用 EXCEL

进行数据整理和作图。 

2 结果与分析 

2.1 幼穗低温预处理对小黑麦花药愈伤组织诱导率的影响 

由表 2-1 可知，小黑麦基因型间、幼穗低温预处理天数间以及小黑麦基因型

×幼穗低温预处理天数交互作用间愈伤组织诱导率均存在极显著差异（P<0.01），

需进行多重比较。 
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表2-1 小黑麦花药幼穗低温预处理的出愈率方差分析 

Table 2-1 Variance analysis on the induction rate of triticale anther after low temperature pretreatment 

指标 Index df F 值 F value 

小黑麦基因型间 Within triticale genotypes 1 916.09** 

幼穗低温预处理天数间 Within days of low temperature 

pretreatment 
5 1992.67** 

小黑麦基因型×幼穗低温预处理天数 

Triticale genotypes × Days of low temperature pretreatment 
5 855.37** 

注：*达到显著水平（P<0.05）；**达到极显著水平（P<0.01）。下同 

Notes：*Mean significant difference at 0.05 level；** Mean significant difference at 0.01level. Same of below 

2.1.1 小黑麦基因型间愈伤组织出愈率的差异   

石大 1 号的出愈率（6.94%）显著高于甘农 1 号（2.95%）（P<0.05）。 

2.1.2 幼穗不同低温预处理天数间小黑麦愈伤组织诱导率的差异 

由表 2-2 可知，随着幼穗低温预处理时间的延长，小黑麦愈伤组织出愈率逐

渐增加，25 d 时花药出愈率最高，显著高于其余幼穗低温预处理天数；之后随着

预处理天数增加，诱导率又开始下降，幼穗低温预处理 30 d 时，小黑麦花药出

愈率次之，显著高于其余除 25 d 之外的其余预处理天数；幼穗低温预处理 40 d

时，小黑麦花药出愈率居第 3 位；预处理 35 d 和 20 d 时，愈伤组织诱导率相近；

幼穗低温预处理 15 d 的花药出愈率最低，显著低于其余幼穗低温预处理时间的

出愈率。 

表 2-2 小黑麦幼穗不同低温预处理天数间出愈率的差异 

Table 2-2 Differences of the induction rate of triticale anther under different low temperature pretreatment 

幼穗低温预处理天数  

Days of low temperature pretreatment / d  

出愈率  

Callus induction rate of anther /%  

15 1.17 e 

20 2.16 d 

25 17.27 a 

30 4.79 b 

35 2.40 d 

40 3.90 c 

注：同列不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同 

Notes：Different letters within the same column mean significant differences at 0.05 level. Same as below. 
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2.1.3 小黑麦基因型×幼穗低温预处理天数交互作用间出愈率的差异 

由图 2-1 可知，随着幼穗低温预处理时间的延长，小黑麦不同基因型愈伤组

织诱导率的变化不同：甘农 1 号小黑麦的花药出愈率随着幼穗低温预处理时间的

延长先上升再下降又上升，石大 1 号小黑麦的花药出愈率随着幼穗低温预处理时

间的延长为先上升再下降。在幼穗低温预处理 15 d 时，甘农 1 号和石大 1 号小

黑麦的花药出愈率无显著差异，且花药出愈率低。预处理 20 d 时，甘农 1 号小

黑麦的花药出愈率（3.18%）显著（P<0.05）高于石大 1 号，此时甘农 1 号小黑

麦的花药出愈率显著高于 15 d，但石大 1 号小黑麦的花药出愈率和 15 d 无显著

差异。预处理 25 d 时，2 小黑麦基因型的出愈率均达最大（甘农 1 号 8.22%，石

大 1 号 26.33%），显著高于其他处理，而且石大 1 号的增幅较大，显著高于甘农

1 号小黑麦。预处理 30 d 和 35 d 时，甘农 1 号小黑麦的花药出愈率均显著低于

石大 1 号。预处理 40 d 时，甘农 1 号的花药出愈率（5.62%）又显著高于石大 1

号。 

 

 

图 2-1 小黑麦基因型×幼穗低温预处理天数交互作用间愈伤组织出愈率的差异 

Fig. 2-1 Differences of callus induction rate of the interaction between triticale materials and days of low 

temperature pretreatment  

注：柱形图间不同字母表示差异显著（P<0.05）。下同 

Notes：Different letters on the columns represent significant difference at the 0.05 level (P<0.05). Same of below 
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2.2 花药高温预培养天数对小黑麦花药愈伤组织诱导率的影响 

由表 2-3 可知，小黑麦基因型间、花药高温预培养天数间以及小黑麦基因型

×花药高温预培养天数交互作用间小黑麦花药的愈伤组织诱导率存在极显著差异

（P<0.01），需进行多重比较。 

 

表 2-3 小黑麦花药高温预培养出愈率的方差分析 

Table2-3 Variance analysis on the callus induction rate of triticale under different high temperature pre-treatment 

指标 Index  df F 值 

小黑麦基因型间 Within triticale genotypes  1 7989.90** 

花药高温预培养天数间 Within days of high temperature 

pre-treatment 

3 
5487.01** 

小黑麦基因型×花药高温预培养天数间  

Triticale genotypes × Days of high temperature pre culture 
3 7926.66** 

2.2.1 小黑麦基因型间愈伤组织诱导率的差异 

石大1号小黑麦愈伤组织的诱导率（18.1%）显著高于小黑麦新品系P4（3.83%）

（P<0.05）。 

2.2.2 花药高温预培养天数间愈伤组织出愈率的差异 

由表 2-4 可知，高温预处理 2 d 时，小黑麦花药出愈率显著高于 CK 和其余

高温预处理；高温预处理 1 d 的花药出愈率次之，显著高于 CK 和预处理 3 d 的

出愈率；预处理 3 d 的花药出愈率最低，显著低于 CK 和其余花药高温预培养天

数。 

表 2-4 花药高温预培养天数间小黑麦愈伤组织出愈率的差异 

Table 2-4 The difference of the induction rate of anther in triticale under different high temperature pre culture 

花药高温预培养天数 

Days of high temperature pretreatment /d 

愈伤组织出愈率 

Callus induction rate % 

0（CK） 5.59 c 

1 6.90 b 

2 28.53 a 

3 2.84 d 
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2.2.3 小黑麦基因型×花药高温预培养天数交互作用间小黑麦愈伤组

织出愈率的差异 

如图 2-2 所示，随着高温预处理时间的增加，小黑麦品系 P4 花药愈伤组织

的诱导率先降低再增加，但均低于未进行花药高温预培养的诱导率；石大 1 号小

黑麦愈伤组织诱导率先增加，预培养 2 d 时诱导率达最大，之后又降低。未进行

高温预处理时，P4 的愈伤组织诱导率（10%）显著高于石大 1 号（1.18%）（P<0.05）；

花药高温预培养 1 d 和 2 d 时，P4 的愈伤组织诱导率均显著低于石大 1 号，而且

P4 花药高温预培养 1 d 和 2 d 的愈伤组织诱导率无显著差异，但石大 1 号的愈伤

组织诱导率有显著差异，预培养 2 d 时愈伤组织诱导率最大（56%）；花药高温预

培养 3 d 时，P4 的愈伤组织诱导率增加，而石大 1 号却降低。 

 

图 2-2 小黑麦基因型×花药高温预培养天数交互作用间愈伤组织诱导率的差异 

Fig. 2 Differences of callus induction rate of the interaction between triticale materials and days of high 

temperature pretreatment 

3 讨论 

3.1 幼穗低温预处理对植物愈伤组织诱导率的影响 

对植物花药进行幼穗低温预处理，使花粉粒的纺锤体微管蛋白解聚，纺锤体

难以形成，正常有丝分裂被打乱，造成细胞分裂的异常。幼穗低温预处理能够延

缓花粉退化和药壁组织衰老，降低花粉死亡率，让更多花粉能够开始新细胞周期
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[61]。Nitsch 等[62]试验表明，低温处理毛叶曼陀罗的花序后，花粉胚胎和胚状体的

产量明显提高。这种现象在小麦[61]、玉米[63]、大麦[64]、和水稻[65]等禾本科作物

中也陆续被发现。陈春艳等[66]研究表明，烟草花药在 4℃幼穗低温预处理 48 h

后进行接种，其愈伤组织的诱导率明显提高。宋运贤等[67]研究表明，幼穗低温

预处理 2 d 后，小麦花药愈伤组织的诱导率最高，幼穗低温预处理 6 d 时胚性愈

伤组织的比例最大。主要是因为，幼穗低温预处理后小麦花药内源激素的含量和

比例发生改变，花粉原来发育方向被阻断，使其由配子体发育途径转向孢子体发

育途径，从而影响小麦花药培养诱导产生愈伤组织的数量和质量[61]。本试验对

不同基因型的小黑麦花药进行幼穗低温预处理 25 d 时，出愈率均最高，但在相

同幼穗低温预处理时间下，不同小黑麦基因型花药的出愈率不同。随着幼穗低温

预处理时间的延长，不同小黑麦基因型愈伤组织出愈率的变化趋势也不同，甘农

1 号小黑麦在幼穗低温预处理 40 d 时，花药的出愈率虽低于 25 d，但高于其余预

处理天数；幼穗低温预处理 15 d 时，花药的出愈率最低。但石大 1 号小黑麦在

幼穗低温预处理 30 d 时，愈伤组织的出愈率虽低于 25 d，但高于其余预处理天

数；幼穗低温预处理 20 d 时，愈伤组织的出愈率最低。 

3.2 花药高温预培养对植物花药愈伤组织诱导率的影响 

花药高温预培养对植物花粉胚和愈伤组织诱导率的影响机理鲜有报道。有的

研究者认为，高温预处理使内源激素和蛋白质的产物发生改变[68]。张跃非等[69]

研究表明，培养前对水稻花药进行高温热击的最适温度为 35℃，最适时间是 24 h。

如果花药进行短时间的、低温热处理对愈伤组织形成和绿苗分化具有有不利影响。

但如果花药进行长时间的高温热处理又会使白化苗数量急剧增加。另外，从暗培

养转入光培养的时间对愈伤组织分化绿苗的产率也有一定影响，转移过早，则再

分化率比较低，出苗率低；转移过迟，则愈伤组织由于老化而颜色变暗或褐化，

使其表面易形成硬壳，进而难以继续分化或分化出白化苗的数量增多，所以愈伤

组织的直径为 2-3 mm 时转移最佳。倪胜利等[10]研究得出，对花药进行适当的高

温培养（5-10 d），可以提高小麦花药的愈伤组织诱导率。胡冬梅[70]研究表明，

对小麦花药进行 32℃的高温培养 8 d，可以显著提高各小麦品种的愈伤组织诱导

频率。吕学莲等[71]研究表明，花药高温预培养使小麦愈伤组织的诱导频率显著
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提高。本试验结果表明，不同小黑麦对花药高温预培养的反应不同：小黑麦品系

P4 的花药经花药高温预培养后，愈伤组织诱导率显著下降，而石大 1 号小黑麦

的花药经花药高温预培养后，出愈率显著增加，预培养 2 d 时出愈率最高。为进

一步确定花药高温预培养对小黑麦花药培养的影响，还需增加参试基因型数量。 

4 结论 

4.1 幼穗低温预处理 25 d 时，参试小黑麦愈伤组织的诱导率最高。 

4.2 花药高温预培养对小黑麦不同基因型愈伤组织诱导率的影响不同。石大 1 号

小黑麦的花药在花药高温预培养 2 d 时，愈伤组织诱导率最高；小黑麦品系 P4

的花药经花药高温预培养后诱导率反而降低。 
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第三章 小黑麦不同基因型的花药培养 

效果研究 
花药培养的效率受很多因素影响，如花粉粒的生育时期，植物基因型，花药

诱导培养基中各激素的含量，以及预处理和诱导时间等[72]。唐选明等[73]利用小

黑麦的单倍体性胚性愈伤组织，获得了再生绿苗。魏凌基等[74]研究发现，蔗糖

浓度低于 4%时，穗结实率随蔗糖浓度的上升而增加。柴守玺等[75]发现，赤霉菌

有毒的代谢物会抑制小黑麦愈伤组织的生长和发育。曹禹等[15]和孙娜等[76]研究

发现，基因型和培养基对冬性小黑麦愈伤组织的诱导率存在显著影响，但部分春

性小黑麦对基因型和培养基的影响差异不显著，同时也表明愈伤组织的诱导率对

激素、碳源的调整存在一定程度的反应，但无显著差异。Marciniak
[8]分析表明，

在不同小黑麦杂交组合的花药培养中，杂种优势较明显。Balatero
[77]分析表明，

出愈率和绿苗分化率都遵循加性-显性模型，没有上位性的影响。Schlegel 等[78]

发现，花药出愈率和绿苗分化率呈显著正相关。但截至目前，有关小黑麦不同基

因型花药培养效果方面的研究较少。为此，本试验拟利用项目组前期研究的小黑

麦花药培养技术，以比较不同小黑麦材料的培养效率，并验证小黑麦花药培养技

术的可靠性性，为小黑麦单倍体育种奠定基础。 

1. 材料与方法 

1.1 材料 

石河子大学选育的石大 1 号六倍体小黑麦品种，甘肃农业大学草业学院选育

的甘农 1 号六倍体小黑麦品种，以及六倍体小黑麦新品系 P4，TZ3，TZ10，TZ12，

TZ23，TZ25，TZ26。 

1.2 试验设计 

将小黑麦新品系 P4，TZ3，TZ10，TZ12，TZ23，TZ25，TZ26，甘农 1 号

小黑麦和石大 1 号小黑麦的幼穗在 4 ºC 冰箱进行 20 d 幼穗低温预处理，花药接



甘肃农业大学 2017 届硕士毕业论文 

25 

种于 CHB 培养基中在 28℃培养箱中暗培养 30 d，统计愈伤组织数量，再转分化

培养基进行分化培养。花药的灭菌，接种，愈伤组织诱导培养，愈伤组织分化培

养，无菌苗移植，以及染色体加倍的方法均同于第二章。 

1.3 数据分析 

花药接种诱导培养基后，统计各小黑麦基因型的胚状体发育状况和愈伤组织

诱导率，愈伤组织接种分化培养基后统计绿苗分化率。 

愈伤组织诱导率=诱导出愈伤组织的花药个数/总接种的花药个数×100% 

绿苗分化率=分化出的绿苗株数/转接的花药愈伤组织的个数×100% 

用 SPSS19.0 软件中单因素随机区组试验设计的统计方法，分别分析小黑麦

不同基因型的愈伤组织诱导率及绿苗分化率的差异显著性。用 EXCEL 进行数据

整理和作图。 

2. 结果与分析 

2.1 小黑麦不同基因型的花药诱导率效果 

如图 3-1 所示，不同小黑麦基因型花药的出愈率不同。TZ26 的花药出愈率

（23.48%）最高，显著高于其余材料，比居于第 2 位的石大 1 号小黑麦高 151.12%。

石大 1 号、TZ25、TZ10 和 P4 的花药出愈率居中， TZ16、TZ23 和 C31 的花药

出愈率最低，且无显著差异。 
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图 3-1 小黑麦不同基因型的花药愈伤组织诱导率 

Fig. 3-1 Callus induction rate for different genotypes of triticale 

2.2 小黑麦不同基因型的绿苗分化率 

小黑麦不同基因型的绿苗分化率不同。TZ26 的绿苗分化率最高，显著高于

其余材料，和花药诱导率一致。P4 的绿苗分化率次之，显著高于其余材料。TZ25

绿苗分化率显著显著高于除 TZ26 和 P4 之外的其余材料。TZ23，TZ10，C31 的

绿苗分化率居中。石大 1 号小黑麦的绿苗分化率最低。 

 
图 3-2 小黑麦不同基因型的绿苗分化率 

Fig 3-2 Seedling rate of different genotypes of Triticale 
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2.3 愈伤组织诱导率和绿苗分化率的相关性 

小黑麦材料的胚发育率和成苗率相关性分析（表 1）表明，小黑麦的胚发育

率和成苗率呈极显著正相关（R=0.97）。 

表 3-1 愈伤组织诱导率和绿苗分化率的相关性系数 

Table 3-1 Correlation analysis between callus induction rate and seedling rate 

 出愈率 Callus induction rate 绿苗分化率 Seedling rate 

出愈率 

Callus induction rate 
1 0.76** 

绿苗分化率 

Seedling rate 
 1 

3 讨论 

据前人研究，植物花药培养力的遗传控制极其复杂，存在各种遗传学效应的

可能，表现为多基因控制的数量性状遗传，包括加性效应、胞质效应、显性效应、

互作效应、及核质互作效应等[79-81]。吕学莲等[71]对 140 份小麦亲本以及其杂种

F1 和 F3 代材料进行花药培养，并对各世代不同基因型的小麦花药培养效果进行

研究，发现小麦材料的花药愈伤组织的出愈率、绿苗分化率及绿苗产率因基因型

的差异而存在显著差异。将花药培养技术应用于小黑麦育种工作后，可以缩短育

种周期，获得稳定遗传性状的植株，但前提是要有花药培养力高、并且具有优良

性状的基因型。有的基因型花药培养力高，但其农艺性状表现为株高较低、生物

量低、分蘖少和种子产量低等，不能应用于育种，但有些农艺性状好的基因型其

花药培养力却较，使花药培养技术得不到应用。所以选择农艺性状好、花药培养

力高的基因型是花药培养技术在育种工作中应用的前提。本试验结果表明，不同

小黑麦基因型进行花药培养时，愈伤组织出愈率及绿苗分化率均存在差异显著，

TZ26 的出愈率及绿苗分化率最高，TZ25 和 P4 的花药培养力次之，并且上述材

料的农艺性状较好，可以作为花药培养的亲本材料。尽管石大 1 号小黑麦愈伤组

织的诱导率较高，但由于分化的白化苗较多，使其绿苗分化率降低。 

花药培养受基因型等因素的影响很大，其在实际生产中的应用受到很大限制，

使许多优良基因型丢失。因此，要提高单倍体育种中优良株系的出现频率，还需

加强对花药培养技术的优化，亲本选配是花药培养育种的关键环节之一。 
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4 结论 

小黑麦品系 TZ26、TZ25 和 P4 的花药出愈率及绿苗分化率较高，显著高于

其余参试材料，可选做花药培养的亲本材料；石大 1 号小黑麦品种的出愈率较高，

但绿苗分化率较低。  
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第四章 小黑麦劣化种质的胚挽救 

效果研究 
种子的“劣化”或“劣变”是指因种子生存能力降低、导致种子丧失活力和

萌发力的不可逆转变化，是伴随着种子贮藏时间延长而发生的、不可避免的过程

[82]。在劣化过程中种子内部发生一系列生理生化变化，种子的各种功能和结构

受到损害[83-85]，其损害程度随时间延长而逐渐加剧，从而导致种子质量下降，种

子活力和生活力下降，甚至丧失[86,87]。这主要是因为，虽然胚具有活力，但胚乳

丧失了为胚萌发提供营养物质的能力，从而使胚由于缺乏营养而失去活力[88]。 

植物胚是一个具有全能性的多细胞结构，通常能够正常发育成熟，而且可以

直接播种形成完整植株。通过离体胚培养，使可能败育或退化的胚获得再生植株，

在植物育种中具有十分重要的理论与实践意义[89,90]。 

胚培养可以追溯到 18 世纪，Charles Bonnet 分离并培养了菜豆和荞麦的胚

并获得了植株[91,92]。较为系统的胚挽救技术开始于 20 世纪初，目前胚挽救技术

已被广泛地应用于小麦[93]、大麦[94,95]、水稻[96]、茄子[97]、油菜[98]、百合[99]、以

及众多果树如桃[100]、葡萄[54,101]、樱桃[102]、苹果[103]、柿[104]、李[105]、柑橘[106,107]

等。Sirkka 等最早进行小黑麦胚挽救技术研究[108]。目前国内外对小黑麦劣化种

子胚挽救技术研究较少。为提高劣化种子的利用率和挽救种质资源，本试验以

10 份澳大利亚小黑麦品种的劣化种子为试材，在体外进行胚培养，以比较各品

种的胚发育率、胚萌发率和成苗率，为小黑麦种质资源挽救提供技术支持。 

1. 材料与方法 

1.1 供试材料 

供试材料为引自澳大利亚 10 个小黑麦品种（Cherokee，While M96-3182-1，

33rd ITSN，DH265，AT315，Rhino，AT574，AT528，32rd ITSN，2090White）

的劣化种子。对照为甘肃农业大学草业学院培育的小黑麦新品系 C24（CK1）和

C31（CK2）的正常种子。 
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1.2 培养基 

1/2MS+2%蔗糖+0.1%麦芽糖+0.5%琼脂，pH 5.8，于 121℃高压灭菌 20 min。 

1.3 种子消毒及接种 

先将参试材料的种子冲洗干净，用次氯酸钠消毒 5-10 min，再用蒸馏水冲洗

干净。将冲洗干净的种子浸泡在蒸馏水中，放置 4℃冰箱 24 h。 

将浸泡的种子在无菌操作台用次氯酸钠消毒 5-10min，无菌水冲洗干净并用

无菌滤纸将种子干燥。用镊子将种皮剥除，然后将胚从胚和胚乳连接处切出，完

整的胚盾片向上接种到培养基中。 

1.4 培养及转接 

将接种好的胚放置于 17℃、光照 16 h、黑暗 8 h 的培养箱中进行培养。当胚

发芽至 3 片叶时，转接到花盆。 

1.5 测定指标及方法 

接种的胚长出绿芽或根须时为胚发育，胚发育率为发育胚的个数占接种总胚

珠个数的百分比[109]。计算公式如下， 

胚发育率（%）=
胚发育数

接种胚数
 100% 

成苗率为成苗数占接种总胚珠个数的百分比。正常苗为具有正常的根、茎和

叶等器官的植株[109]。计算公式如下， 

成苗率（%）=
成苗数

接种胚数
 100% 

1.6 数据分析 

用 SPSS19.0 软件中二因素随机区组试验设计的统计方法，分别分析不同小

黑麦材料间、培养时间和品种培养时间交互作用间胚发育率、胚萌发率和成苗

率的差异显著性。如果差异显著，用 Duncan 法进行多重比较。对小黑麦的胚发
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育率和成苗率进行相关性分析。用 Excel 进行数据整理和作图。 

2. 结果与分析 

由表 4-1 可知，小黑麦材料间，诱导培养天数间以及小黑麦材料间×诱导培

养天数交互间的胚发育率和成苗率存在极显著差异（P<0.01），需进行多重比较。 

表 4-1 小黑麦胚发育率和出苗率的方差分析表 

Table 4-1 Variance analysis on the embryo development and seedling rate of triticale 

指标 index 

F 值 F value 

胚发育率 Embryo development rate 成苗率 Seedling rate 

小黑麦材料间 Within triticale materials 18226.120** 7601.246** 

诱导培养天数间 Within induction days 1425.977** 5730.690** 

小黑麦材料×培养天数间  

Triticale materials ×induction days 

168.532** 488.340** 

2.1 胚发育率 

2.1.1 小黑麦材料间胚发育率的差异 

参试的 12 份小黑麦材料中，2 对照的胚发育率相近，显著高于其余材料；

Cherokee 和 DH265 的胚发育率显著高于其余参试材料；小黑麦材料 2090White、

AT528、While M96-3182-1、AT574 和 AT315 的胚发育率依次降低，且有显著差

异； 33rd ITSN 和、32rd ITSN 和 Rhino 的胚发育率为 0（见表 4-2）。 
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表 4-2 小黑麦材料间胚发育率和成苗率的差异 

Table 4-2 Differences of embryo development and seedling rate for triticale materials 

小黑麦材料 

Triticale materials 

指标 index 

胚发育率Embryo development rate /% 出苗率 Seedling rate /% 

CK1 99.33 a 81.83 a 

CK2 98.83 a 82.50 a 

Cherokee 86.15 b 57.16 b 

DH265 86.56 b 49.00 c 

2090White 63.76 c 41.61 d 

AT528 61.36 d 41.51 d 

AT315 19.01 g 8.23 g 

While M96-3182-1 45.13 e 25.11 e 

AT574 31.79 f 9.31 f 

33rd ITSN 0 h 0 h 

32rd ITSN 0 h 0 h 

Rhino 0 h 0 h 

2.1.2 培养天数间胚发育率的差异 

随着培养天数增加，小黑麦胚的发育率逐渐增加。0-7 d 时，小黑麦材料的

胚发育率显著低于其他培养天数；7-12 d 时，胚发育率增加较快，增加率为 25.4%；

随着诱导培养时间的继续延长，胚发育率增加幅度减缓，27 d 和 32 d 时，胚发

育率无显著差异。各培养天数间胚发育率的差异见表 4-3。 
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表 4-3 诱导培养天数间胚发育率和成苗率的差异 

Table 4-3 The difference between days cultured embryo development rate and seedling rate 

诱导培养天数 

Induction days /d 

指标 index 

胚发育率Embryo development rate /% 出苗率 Seedling rate /% 

7 36.22 e 0 e 

12 45.42 d 22.09 d 

17 48.70 c 36.93 c 

22 53.68 b 43.91 b 

27 55.71 a 47.27 a 

32 56.24 a 47.93 a 

2.1.3 小黑麦材料×培养天数交互作用间胚发育率的差异  

如图 4-1 所示，CK1 和 CK2 的胚发育率在诱导培养 12 d 时已经完全发育，

显著高于其余小黑麦材料。随着诱导培养天数增加，各参试小黑麦材料胚发育率

的变化各异：Cherokee 诱导培养 7 d 的胚发育率较低（57.65%），随着诱导天数

增加，胚发育率逐渐增加，但 12 d、17 d、22 d 时增加缓慢，胚发育率无显著差

异，27 d 时胚发育率显著增加，32 d 时胚发育率增加缓慢，无显著差异；DH265

诱导培养 7 d 的胚发育率较高（83.33%），胚发育率随着诱导天数的增加而逐渐

增加，7 d、12 d、17 d 时增加的较缓慢，胚发育率无显著差异，22 d 时胚发育率

显著增加，27 d 时胚发育率还在增加，但无差异显著，32 d 时胚发育率增加不多，

但较 22 d 时显著差异；2090White 诱导培养 7 d 时，胚发育率较低（31.18%），

12 d 时胚发育率增加速度较快，差异显著，17 d 时胚发育率显著增加，22 d 胚发

育率比 17 d 时高 56.67%，差异显著，随着诱导天数的增加，胚发育率也在增加，

但 22 d、27 d、35 d 的增加缓慢，无显著差异；AT528 的胚发育率随着诱导时间

的增加而逐渐增加，但增加的幅度不大，在诱导培养 7 d 时胚发育率为 56.67%，

12 d 时胚发育率显著增加，诱导培养 12 d、17 d、22 d、27 d 胚发育率增加缓慢，

无显著差异。诱导培养 35 d 时，胚发育率和 27 d 无差异显著，但比 22 d 的胚发

育率显著增加；AT315 在诱导培养 7 d 时，胚发育率较低（5%），12 d 胚发育率

显著增加，17 d 胚发育率增加幅度较大，比 12 d 高 118.95%，12 d 和 17 d 胚发

育率无显著差异，27 d 胚发育率显著增加，和 35 d 无显著差异；While M96-3182-1
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诱导培养 7 d 时胚发育为 11.76%，随着诱导天数的增加，胚发育率逐渐增加，12 

d、17 d、22 d、27 d 胚发育率增加，均有差异显著性，27 d 和 35 d 胚发育率无

显著差异。AT574 诱导培养 7 d 时胚发育率为 0，诱导培养 12 d 胚发育率为 25.56%，

胚发育率随着诱导天数的增加而缓慢增加，诱导培养 17 d、22 d、27 d 胚发育率

显著增加，诱导培养 35 d 胚发育率增加缓慢，无显著差异。 

 
图 4-1 小黑麦材料×培养天数交互作用间胚发育率的差异 

Fig 4-1 Triticale materials×days of inducting culture of difference embryo development rate between interaction 

注：柱形图间不同字母表示差异显著（P<0.05）。下同 

Notes：Different letters on the columns represent significant difference at the 0.05 level (P<0.05).Same of below 

2.2 成苗率 

2.2.1 小黑麦材料间成苗率的差异 

对照材料的成苗率显著（P<0.05）高于其余材料。参试小黑麦材料劣化种子

的成苗率为 8.23%-57.16%，Cherokee 的成苗率最高（57.16%），显著高于其余参

试小黑麦材料；DH265 次之，其成苗率显著高于除 CK1、CK2 和 Cherokee 之外

的其他材料；2090White 和 AT528 的胚成苗率相近，居第 3 位；其余材料的胚成

苗率较低，其差异显著性见表 2。 

2.2.2 诱导培养天数间成苗率的差异 

由表 4-3 可知，诱导培养 7 d 时，小黑麦材料的成苗率为 0。随着诱导培养
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天数增加，成苗率逐渐增加，除 27 d 和 32 d 间小黑麦材料的成苗率无显著差异

外，其余天数间的胚成苗率均有显著（P<0.05）差异。诱导培养 17 d 时，小黑

麦成苗率比 12 d 高 67.18%，22 d 的成苗率比 17 d 高 18.9%，27 d 的成苗率比 22 

d 高 7.65%；诱导培养时间 27 d 后，随着培养时间延长，成苗率增加缓慢。 

2.2.3 小黑麦材料×培养天数交互作用间成苗率的差异 

CK1 和 CK2 在诱导培养 12 d 时已经全部成苗，其成苗率显著（P<0.05）高

于其余小黑麦材料。参试的小黑麦材料在诱导培养 7 d 时成苗率均为 0。Cherokee

诱导培养 12 d 时成苗率较低（6.47%），诱导培养 17 d 时成苗率显著增加，增加

幅度较大，随着诱导天数的增加，成苗率逐渐增加，但诱导培养 22 d，27 d，35 

d 增加缓慢，差异不显著；DH265 在诱导培养 12 d 时成苗率为 0，诱导培养 17 d、

22 d 成苗率显著增加，27 d、35 d 成苗率也在增加，但增加的较缓慢，无差异显

著性；2090White 的成苗率随着时间的增加而呈匀速增加，诱导培养 12 d、17 d、

22 d 成苗率显著增加，27 d、35 d 成苗率增加缓慢，差异不显著； AT528 诱导

培养 12 d 的成苗率较高（40.67%），17 d 成苗率显著增加，22 d、27 d、35 d 的

成苗率增加缓慢，差异不显著；AT315 在诱导培养 12 d 时成苗率为 0，17 d、22 

d 成苗率显著增加，27 d、35 d 成苗率无差异显著性；While M96-3182-1 诱导培

养 12 d 时成苗率为 6.62%，诱导培养 17 d 成苗率显著增加，高于 241.24%，22 d

时成苗率显著增加，27 d、35 d 成苗率增加缓慢，差异不显著；AT574 诱导培养

12 d、17 d 成苗率为 0，诱导培养 22 d、27 d、35 d 成苗率增加，但无差异显著。 
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图 4-2 小黑麦材料×培养天数交互作用成苗率的差异 

Fig 4-2 Triticale materials×days of inducting culture of difference seedling rate between interaction 

2.3 胚发育率和成苗率的相关性分析 

小黑麦材料的胚发育率和成苗率相关性分析（表 4-4）表明，小黑麦的胚发

育率和成苗率呈极显著正相关（R=0.97）。 

表 4-4 胚发育率和成苗率的相关性系数 

Table 4-4 Correlation analysis between embryo development rate and seedling rate 

 胚发育率 Embryo development rate 成苗率 Seedling rate 

胚发育率 

Embryo development rate 
1 0.97** 

成苗率 

Seedling rate 
 1 

2.4 再生苗移栽的幼苗成活率、株高和叶片数 

由表 4-5 可知，对照 CK1 和 CK2 的成活率最高，显著高于其他材料。劣化

种子胚的成活率为 9.55%-69.42%，且有显著差异，其中 Cherokee 成活率最高，

其次为 DH265，AT315 的成活率最低。对照 CK1 和 CK2 的平均株高最高，显著

高于其余参试小黑麦材料。品种 AT528（16.4）平均株高较高，和 CK2 无显著

差异，其次为 Cherokee 和 While M96-3182-1，材料 AT574 的平均株高最低。 

小黑麦品种 AT528 的平均叶片数最高，显著高于其余参试小黑麦材料；其

次为 CK1，Cherokee 和 AT315，3 个品种平均叶片数无显著差异，材料 AT574

的平均叶片数最少，除与 2090White 无显著差异外，显著低于其余参试小黑麦。 
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表 4-5 小黑麦胚培养再生苗移栽的幼苗成活率、株高和叶片数 

Table 5 Survival rate, plant height and the number of leaves for triticale seedlings after embryo rescue 

小黑麦材料 

Triticale materials 

胚珠数 

Ovule 

number/个 

成活数 

Survival 

number/株 

成活率 

Survival 

rate% 

平均株高 

Average plant 

height /cm 

平均叶片数 Average 

blade number 

CK1 200 185 92.5 a 16.71 ab 4.58 b 

CK2 200 187 93.41 a 17.44 a 4 c 

Cherokee 170 118 69.42 b 15.58 c 4.5 b 

DH265 150 90 60 c 8.03 f 2.67 f 

2090White 170 74 43.53 e 12.8 d 3.43 de 

AT528 150 76 50.67 d 16.4 b 5.5 a 

AT315 220 21 9.55 g 10.9 e 4.79 b 

While M96-3182-1 170 53 31.18 f 15.33 c 3.78 cd 

AT574 180 19 10.56 g 4.1 g 3.21 e 

33rd ITSN 180 0 0 h 0 h 0 g 

32rd ITSN 190 0 0 h 0 h 0 g 

Rhino 180 0 0 h 0 h 0 g 

3. 讨论 

植物的基因型作用对于胚培养来说是一个很重要的因素，不同植物种类或品

种胚培养存在很大差异。傅雪琳等[110]研究发现，成熟稻材料间胚愈伤组织诱导

率、质地结构和绿苗再生率有显著差异。王丹菲等[111]用不同百合品种杂交获得

的幼胚为外植体，进行离体胚培养发现，不同杂交组合的胚发育率差异较大。本

试验研究结果表明，参试小黑麦材料胚的发育率和成苗率均显著低于正常种子，

而且由于劣化种子的劣化程度不同，其发育率和成苗率各异，发育率由高到低依

次为：CK2 > CK1 > DH265 > Cherokee > 2090White > AT528 > WhileM96-3182-1 > 

AT754 > AT315，成苗率依次为：CK2 > CK1 > Cherokee > DH265 > 2090White > 

AT528 > WhileM96-3182-1 > AT754 > AT315。从而说明 DH265 和 Cherokee 的劣

化程度较轻，2090White 和 AT528 居中，其余 3 个材料种子的劣化程度较重，而

33rd ITSN、32rd ITSN 和 Rhino 小黑麦种子已经丧失了活力。 
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胚培养时间对胚挽救具有重要作用，张月琴等[112]研究表明，小麦成熟胚培

养 12 d 左右就可以达到理想的分化效果，唐冬梅等[113]研究表明，无核葡萄不同

基因型的胚培养时间不同。本试验结果表明，随着诱导天数增加，参试小黑麦材

料的胚发育率逐渐增加。诱导培养 7-12 d 时胚发育率和成苗率增加幅度较大，诱

导培养 27 d 和 32 d 时小黑麦材料的胚发育率和成苗率无显著差异，说明小黑麦

胚培养的适宜诱导培养时间为 27 d。 

由小黑麦材料×诱导培养天数间的胚发育率和成苗率差异可知，CK1 和 CK2

的胚发育率和成苗率在诱导培养 12 d 时，均达 100%，但劣化小黑麦材料种子在

诱导培养 27 d 时，胚发育率仍没有达到 100%，表明种子劣化对胚萌发有很大影

响。参试的每种小黑麦材料的胚发育率和成苗率随着时间的增加而增加，但增加

的速度不同。材料 Cherokee 的胚发育率在 7-12 d 时增加较快，而 2090White 在

17-22 d 增加快，AT315 和 WhileM96 -3182-1 随着时间的增加呈阶梯式增加，其

余材料的胚发育率显著增加，但幅度不大。小黑麦材料 2090White 和 AT528 的

成苗率在 7-12 d 时增加幅度较大， Cherokee 和 DH265 在 12-17d 时增加快， 其

余材料增加匀速增加。赵占军等[114]研究胚龄对小麦幼胚组织培养效果中表明，

幼胚组织培养最适宜的胚龄为 14-16 d。孙苏阳等[115]研究表明，小麦的萌发率和

成苗率较高时是较适合幼胚培养的时期，为胚龄为 16 d。材料 33rd ITSN，32rd 

ITSN，Rhino 随着诱导培养时间的增加而无变化，可能由于其种子劣化时间较长，

而失去活力。 

4. 结论 

小黑麦材料间胚发育率由高到低依次为：CK2 > CK1 > DH265 > Cherokee > 

2090White > AT528 > WhileM96-3182-1 > AT754 > AT315，成苗率的顺序为：CK2 > 

CK1 > Cherokee > DH265 > 2090White > AT528 > WhileM96-3182-1 > AT754 > 

AT315；小黑麦品种 33rd ITSN、32rd ITSN 和 Rhino 的胚发育率和成苗率均为 0，

完全失活；小黑麦胚培养的适宜时间为 27 d。 
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第五章 结论与展望 

1 主要结论 

1.1 幼穗低温预处理 25 d 时，参试小黑麦愈伤组织的出愈率最高。花药高温预培

养对小黑麦不同基因型愈伤组织出愈率的影响不同。石大 1 号小黑麦的花药在花

药高温预培养 2 d 时，愈伤组织出愈率最高；小黑麦品系 P4 的花药经花药高温

预培养后出愈率反而降低。 

1.2 小黑麦品系 TZ26、TZ25 和 P4 的花药出愈率及绿苗分化率较高，显著高于

其余参试材料，可选做花药培养的亲本材料；石大 1 号小黑麦品种的出愈率较高，

但绿苗分化率较低。 

1.3 劣化小黑麦品种种子胚的发育率和成苗率由高到低分别为：DH265 > 

Cherokee > 2090White > AT528 > WhileM96-3182-1 > AT754 > AT315 和 Cherokee > 

DH265 > 2090White > AT528 > WhileM96-3182-1 > AT754 > AT315，上述材料的

胚发育率和成苗率均显著低于正常小黑麦材料（CK1，CK2）；小黑麦品种 33rd 

ITSN、32rd ITSN 和 Rhino 的胚发育率和成苗率均为 0；劣化小黑麦种子进行胚

培养时，诱导培养的适宜时间为 27 d。 

2 小黑麦花药培养研究展望 

2.1 选择小黑麦花药培养的材料时，可以选择生育时期相差较大的材料，或者采

用分期播种法，这样可以有充足材料进行试验 

2.2 本试验是在项目组前期研究基础上进行的，未对花药的诱导培养基及分化培

养基进行筛选，试验过程中发现有的小黑麦材料诱导率和分化率极低。今后试验

应对培养基进行进一步筛选。 

2.3 本文筛选小黑麦花药培养条件和基因型时，选用材料的遗传背景较窄。在今

后研究中应搜集国内外小黑麦种质资源作为试验材料，选育更多性状优良并适宜

花药培养的材料。 

2.4 本试验对小黑麦的老化种子进行胚挽救研究时发现，3 个小黑麦品种由于种

子劣化时间较长而没有萌发。在今后试验中，可以对培养基进行改良，以检验种
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子劣化时间较长的品种是否完全失活。 
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试验图片 

    

接种花药                          愈伤组织 

          

分化绿苗                       转接单倍体植株 

       

劣化胚萌发                             劣化胚幼苗 
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