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粳稻与几个广亲和品种杂交 F 的花药培养效果 
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摘要 ：对梗稻品种秋光与几个广亲和品种及对照品种 秋光的杂种 F 进行花药培 养，并对其中的一 个组合 

所产生的白化苗做 了 PCR分析 。结果表明 ：【I1杖光是一个培养力很高的品种 ，以秋光作为母本的梗 ／籼交 

组合柏花药培养可以得到较高的培养力(绿苗率与愈伤组织诱导率的乘积)：(2)在供试的杂交组合中，培 

养力高低的一般趋势是：粳(籼)广亲和／籼f粳)广亲和>粳 ／广亲和 粳 >粳 ／粳>粳／籼；(3)与普通籼粳 

交相比，由于广亲和品种的参与提高丁杂种 F 的绿苗分化率，降低了白苗率；出愈率、分化率及培养力与出 

愈速度并无直接关系．选择适合的培养基并及时将愈伤组织转移到分化培养基上进行分化是提高花药培 

养的分化率和培养力的重要保让；(4)混生(或嵌台体)白化苗的形成是在分化初期愈伤组织发生遗传变异 

的结 ，这种变异一经发生，无法用再分化 的方法诱 导绿 苗的形成。 
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Ahstract：Hybrids FI疗omjaponica variety Akihikari crossed wi血 several wide compatibility varieties． 

and with some irwlica Varieties were used for anther culture on N and SK media to compare血e callus 

induction rate， 盯een an d abbino shoots and the culture e币ciency in these FIS with those in Akihikari． 

The result showed that the an血ers of variety Akihikari cultured on N ôr SK media had callusing Fate 

8644％ and 66％ een shoot rate 23．1％ and 16．8％ ，an d culture em ciency 20．0％ and l1 1％ ， 

respectively． whereas an血ers of hybrid FI from Akihikari crosses were more effective on SK3 m edium 

for induction and difierentiation,suggesting that SK3 v~'as a suitable medium for anther culture 0fJaponica 

with n．diC(2 flees．It iS concluded血at ap onica Akihikari iS a vaflety wi血 hi曲 e街ciency in an t|Iel"culture． 

n1e culture efficiency was in the order：japonica(indic WCV ×indica(~aponica)WCV japonica× 

WCV>3'c~onica>japonica xjaponica>japonica×indica Callus velocity had rio direct relation with 

callusing rate．green shoot rate．and anther culture em ciency PCR an alysis showed．albino OF mixed 

albino shoots resulted from genetic varietion at first stage ofcallusing． 
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水稻广亲和品种的发现使亚种间杂种优势的利用成为可能，但是常规选育广亲和品种的方法 

是利用现有的广亲和品种的杂交转育及后代的多代选择与鉴定，不仅育种的周期长，而且多代选 

择必然丢失一些重组类型 。应用花药培养 已为水稻育种”～、遗传分析及籼粳分化 研 究建立 了有 

效的双单倍体(DH．Double haploid)群体 花药培养是生物技术育种的主要技术措施之一 ，花培 DH 

群体有丰富的变异类型，其在育种 E的应用不存在重大障碍”1。关于广亲和品种杂交 F，的花培的 

研究未见详细报道 。为探讨水稻广亲和品种对籼粳交杂种花培效率 的影响 ，建立高效选育广亲和 

品种的花培育种体系，我们对秋光与几个广亲和品种的杂种 F，进行了花药培养，并对花粉植株的 

白苗现象作了 PCR(Polymerase chain reaction)分析。 

1 材料和方法 

材料 粳稻品种秋光及其与广亲和品种 T984、培矮 64、轮回422、02428、IR58、粳稻品种台 

中 65、籼稻品种 IR36和南京 ll的杂种 F1；培矮 64×02428、02428×培矮 64，秋光 ／特青 、台中 65 

(粳 )×特青 (籼 )。 

花药培养 1999年春季配制杂交组合 ，夏季播种 ．9月中下旬取材料进行花药培养 ，以形态 

指标和镜检的方法相结合 ，取花药发育时期为单核期 的穗子，置于 10~1％下预处理 7一l0 d；剥取幼 

穗用 70％乙醇浸泡 3O s．无菌水冲洗 3次 ，0．1％HgCl2浸泡 10—1 5rain，无菌水冲洗 3次 ，置于培养 

皿中吸干水分 ，取出花药接种。脱分化阶段为暗培养 ，温度 为 26—28~C，分化阶段用 2支 4O w 的 日 

光灯 、15 cm 的距离光照 14 h。脱分化培养基为 ：(1)：N6 1] J+2 mglJ| 2，4-D+6％Sucrose+7 gAgar； 

(2)：SKsV SJ+2 mg L～2．4-D-一3 mg L～NAA+6％ Sucrose+7 g Agar。相 应 的 分 化培 养基 分 别 为 ： 

(1)N 1 mg L NAA+2 mg L～KT+3％ Sucrose+4 g Agar+2 g Agarose；(2)MS+l mg L- NAA+2 mg L- 

KT+1 mg L IAA+3％ Su~ose+4 g Aga 2 g Agarose。分别在接种后 60 d统计愈伤组织总数并计算 

愈伤组织诱导率，分化40 d统计绿苗数并计算绿苗分化率和培养力，同时考察杂种 F，的结实率 

愈伤组织诱导率(％)=愈伤组织数 ／接种花药数×100％ 

绿苗分化率(％)=分化绿苗数 ／愈伤组织数×100％ 

培养力(％)=愈伤组织诱导率(％)×绿苗分化率(％) 

白苗率(％)=分化 白苗数 ／分化绿苗白苗总数×100％ 

白化苗与绿苗的 RAPD分析 以 CTAB (cetyllriethylammonium bromide 六烷基三乙基 

溴化铵 )法提取 02428 x培矮 64组合分化的白化苗 、绿苗及相应的愈伤组织的 DNA。 

随机引物扩增 DNA分析 (1)用一经选择在水稻上无多态性的随机引物 Primerl20作为绿 

苗、白苗及其愈伤组织 DNA扩增的引物；(2)PCR反应体系：总反应体积为2O 1，其中模板 DNA 

2O ng，MgC1】2 5 mol,~．dNTP 200~mol／L．随机引物 0．3~mol／L，Taq酶 1u及 10x反应缓冲液 ，反 

应混合液混合均匀后覆盖 2O I矿物油 ，在 PCT-100型 PCR仪(MJ Research Co)进行 DNA扩增 ； 

(3)反应程序 ：94 5 rain一个循环 ；94 1 rain、36℃ 1 rain、72℃ 1．5 min 44个循环 ，最后一个循环 

为 72 7 min；(4)1．5％琼脂糖凝胶，1()0 V电压电泳 2 h．EtBr染胶并在 uV光下观察分析 ，拍照。 

2 结果和分析 

2．1花药培养的结果 

在表 1中，从花药培养的出愈率和绿苗分化率上看 ，同一供试 材料在不同的培养基上得到的 

培养结果不相同，有的适合于N 培养基、有的适合于 SK 培养基。粳稻品种秋光在 N 和 SKs培养 
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基上的出愈率达 86．44％和 66％，绿苗分化率也达 23 1％和 16．8％，培养力分别为 20．O％和 1 1．1％， 

说明秋光是一个培养力很高的粳稻品种，但是相比而言它更适合于用 进行花药培养；而在秋光 

的杂交组合中，除秋光 ／T984相对更适合于 N 外 ，其他 8个组合则更适合于 SK 培养基的诱导与 

分化 ，说明 SK，确实是一个广泛适合于作粳 ，籼杂交组合花药培养的培养基 

表 1秋光殛其与几个广亲和品种杂 交组台的花药培养结果 

Table l The rotes ofcallusing and green shoots in antheF culture ofvariety Akihikarl and its crosses 

组台或品种 组台类型 培养墓 接种花药数量 出愈率 绿 苗分化宰 培养 力 ¨ 白苗率 出愈速度 
Combinations Cross Media No ofincubated Call~ing Green shoots Efficiency Albino rate Days for 50％  

type anther raIe{％) rate(％) (％) 

Akih{karl x J／WCV 

"1-984 

Akihikari× J，W CV 

P ai64 

Akihikari× W CV 

Lunhui422 

Akibikarl× J／WCV 

02428 

Akihikari× J／WCV 

IR58 

kihikari x H1 

Taizhon留65 

Akihikarl× J／[ 

IR36 

Akihikafi × J丌 

Nanjlagll 

Ak_htkafi x J／l 

I eqlng 

zhong65 I 

I eqlng 

Peiai64 × WCW W CV 

02428 

02428 x W CV,％VCV 

Peiai64 

结实率 
Seed~tting 

percentage 

J：如  Ⅱricel l：tmliea rice：WCV：W ide compatibility variety；“ Efficiency：Callusinduction rate green shoot rate 

将杂交组合类型分为四类 ．即粳 ／广亲和(J／WCV)、粳 ／粳(J／J)、粳 ／籼(J／1)和广亲和 ，广亲和 

(WCV／WCV)。在培养力方面，总的趋势是粳(籼)广亲和 ／籼(粳)广亲和 >粳 ，，一亲和 >粳 >粳 ／粳 

>粳 ，籼。在粳 ／籼杂交组合中，典型粳 ，籼组合 ，如秋光 ／IP．36、秋光 ／南京 11、秋光 ／特青 ，它们在 

N 培养基 上．的出愈率较低 ，分化率为 0，在 SK 上虽然有一定的出愈率和 分化率 ，但是培养力仍然 

很低，而同样属粳 ／籼组合的台中65／特青，虽然在 上分化率和培养力为 0，但在 SK 培养基上 

的出愈率和分化率分别高达 53．69％和 31 76％．培养力为 17．05％(表 1)。将出愈率 、分化率与杂种 

结实率结合分析，发现台中65／特青的结实率显著大于其他几个粳 ，籼杂交组合 ；粳 ／粳组合的秋 

光 ／台中 65也适合于在 SK 培养基上诱 导与分化 在广亲和 ／广 亲和组 合中的培矮 64／02428、 

02428／培矮 64中 ，正反交 F．均适于在 SKs培养基上进行花培的诱导与分化 ，虽然在 上诱导率 
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也很高，但分化率却很低。在 SK E培养，以02428为母本的培养力明显大于以培矮 64为母本的， 

表明在这一杂交组合的花培中存在明显的正反效应 (母性效应 )，也许是由于 02428是粳稻细胞质 

的原因： 

以出愈量达到总愈伤数量的一半时的天数表示出愈速度 ，可以发现秋光 ／T984的出愈速度快 ， 

仅 28 d，其他组合(含秋光)出愈速度 为 33—52 d。虽然有的组合在两种培养基上 的出愈速度一致 ， 

如秋光 、秋光 ／T984、台中 65／特青和培矮 64／02428，但它们在两种培养基上 出愈率 、分化率 以致培 

养力都存在较大的差异；而有的组合表现为出愈快的培养力高 ，有的组合则表现为出愈慢的培养 

力高，说明出愈率、分化率及培养力与出愈速度并无直接关系。因此选择适合的培养基并适时将愈 

伤组织转移到分化培养基上进行分化是提高花药培养的分化率和培养力的重要保证。当然在培养 

后期一定时期 ，愈伤组织 由于营养条件的变化，愈伤 的质量会降低，分化率会随之下降。 

2．2 白化苗 DNA的 PCR分析 

白化苗的产生是禾本科植物花药培养的特征之 
一

。 由表 1可见 ，四个籼粳交组合的秋光xlR36、秋 

光×南京 】】、秋光×特青和台中 65x特青在 培养基 

上只有 自苗 、而在 SK 培养基上 的白苗率却相对较 

低。与以上四个籼粳交组合相比，几个广亲和品种参 

与的杂交组合的花 培白苗率明显低得多 ，而且 SK 

上的白苗率更低些。虽然 由于广亲和品种 的参与提 

高了籼粳杂种花培的绿苗分化率，降低了白苗率 ．但 

仍不能改变部分愈伤组织分化 为白苗的分化方 向。 

从总体上看，各类组合的白苗率的大小顺序为籼 ／粳 

>粳 ，粳>粳 ／广亲和 >广亲和 ，广亲和。 

罔 【白化苗与绿苗及其愈伤组织 DNA-PCR比较 
Fig 1 The PCR oFDNA in albino and green 

shoots andtheircalli 

l白化茁愈伤组织 Callifrom albino shoots；2．白化苗 Albino 

shoots；3绿苗 愈伤组织 Callifrom green shoots；4由 3分 

化的绿茁 Green shoots differentiated from 3；5．另一丛绿苗 

愈伤组 织 Calli from an0 er green shoots；6由 5分 化的绿 

茁 Green shoots differentiated from 5 

白化苗 、绿苗及相应的愈伤组织 DNA 的 PCR 

分析结果表明(图 1)，同一杂交组合的白化苗愈伤组织(图 1：1)、绿苗(图 1：4．6)及绿苗相应愈伤组 

织(图 1：3．5)的 PCR的带型相 同，而白化苗 DNA的 PCRjJIlJ少一条带 ，还有一条带很弱 (图 1：2)， 

说明白化苗可能发生 了遗传性变异。观察发现 ，很多在分化早期呈现绿色的愈伤组织也产生 白化 

苗或不能分化成苗 ；分离白化苗基部的绿色愈伤组织再诱导 ，仍不能分化形成绿苗 ，只能分化成 白 

化苗，或不能成苗，这说明在分化初期，愈伤组织发生了遗传性的变异，而且这种变异一经产生或 

形成 ，无法用再分化的方法诱导绿苗的形成 

3 讨论 

3．1 培养材料的基因型对出愈率、绿苗分化率及培养力的影响 

在影响水稻花药培养效率的诸因素 中，作用最强的是接种材料 的基因型 ，水稻不同种 、亚种 、 

品种问花药培养力有明显差异 。沈锦华等ll 报道 ，在栽培稻中培养力的高低顺序是糯 >粳 >粳 ／籼 

>籼 ／籼 ，籼。韦鹏霄等 为(米见详细数据 )，不同类型水稻的花药培养力大小顺序为 ：粳 ／粳杂 

种 >粳稻品种 粳 ／籼杂种 >糯稻品种 >籼 ／粳杂种 籼 ／籼杂种 >籼稻品种 >栽 ／野杂种 >野生 
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稻；在籼型三系杂交稻花培中，组合(杂种 F )的培养力高于不育系；从光(温)敏核不育水稻及两系杂 

交稻组合的花药培养得到的培养力为：粳 ／粳杂种 F。>粳型恢复系>粳型不育系>粳 ／籼杂种Fr>籼／ 

粳杂种 F。 籼 ／籼杂种 FP籼型恢复系>籼型不育系。 

李 自超等” 报道 ，广亲和品种在组织培养适应性方面可表现籼稻和粳稻两亚种的特点。王建平 

等 I认为，广亲和品种无论在其本身直接花培中或在其杂交 F。中都有较好的适应性，品种的广亲 

和性刘于提高籼粳亚种 间杂种 F 的出愈率有明显的正效应。 

本研究认为：不同杂交组合的培养力大tJ,,Jl~序为，粳(籼)广亲和／籼(粳)广亲和 >粳 ／广亲和> 

粳 >粳 ／粳 粳 ／籼 ，这与李 白超等㈣ 王建平等 I的研究结果基本相似 ，说明由于广亲和品种 的参 

与，使得籼粳交F 的花培效率明显提高。分析其主要原因，可能是广亲和品种的参与，使 F 的花粉 

育性明显提高，籼粳杂种优势在花培上得到表现。广亲和品种的参与对于籼粳交组合出愈率有明 

显提高，这说明利用花药培养快速高效选育广亲和品种是可行的，同时提示广亲和品种可能在远 

缘杂交 起桥梁作用 ，这有待进一步研究。 

3．2 培养基的选择 

培养基是植物花药培养中影响培养力的重要因素 ，选用被普遍认为适合于籼粳交杂种花药培 

养的N 和 SK 两种培养基的结果显示，SK 更适合于籼粳交杂种的花药培养，尤其适合于籼、粳广 

亲和品种问杂种的花药培养 。在试验中，我们得到的 02428／培矮 64正反交花药培养的最高 出愈 

率、分化率分别达 96．22％和 84 91％，培养力高达 61．55％，其他与秋光的杂交组合的最高出愈率、 

分化率及培养力也分别达 74 07％、65．75％和 22．22％，这与很多文献【】 51的结果相比，是一个相对 

较高的培养水平 ，充分显示了SK 培养基在籼粳交杂种花药培养上的巨大潜力。这一结果比较理 

想的主要原因可能是 ：(1)选择了合适的培养基 ；(2)在分化培养基中加入 了少量琼脂糖 ；(3)选择 

了培养力高的基 因型和与之相适应的培养基 ；(4)与广亲和品种参与有关 ；(5)可能与铁盐 的配制 

有关 。铁盐在提高花药培养的绿苗分化率方面有重要的作用I 31，因此铁盐的配制也是培养基配制中 

的重要环节。据我们的经验，铁盐在冰箱中保存容易形成沉淀 ，但是如果在配制过程中将铁盐置于 

60—80。c下络合 1—2 h，铁盐便可以在冰箱中长期保存，这也可能是我们得到培养力高的一个重要 

因素 。 

严菊强l】 曾经报道，轮回 422具有较高的培养力，而 02428相对较低，按照一般规律，秋光 ／轮 

回422的培养力应该大于秋光／02428的培养力，但我们的试验结果恰恰相反，无论是在 培养 

基、还是枉 SK 培养基上 ，秋光 ／02428的培养力都大于秋光 ／轮回422的培养力 ，这可能是因为 

02428是一个广亲和性较好的粳稻品种，李兴莲等(1995)也认为 ，02428本身在组织培养上有较好 

的适应性(转自王建平等I 51)。 

3．3 关于白化苗的问题 

广亲和品种的参与使籼粳交组合的花培白苗率比粳粳交组合的低，这一结果与王建平等 和 

王敬驹等” 0的不同，这可能与培养条件和转移分化的时间有关。王敬驹等认为花药接种后最初 8 d 

对高温最为敏感 ，随着高温下培养时间的延长，绿苗分化率大幅下降，白化苗太幅上升 ，据此我们 

认为王建平等” 惭 殴定的暗培养温度(28~C)稍高 ，特别是在 30—50 d之间转移分化也显迟。仔细观 

察发现 ，一些组合在接种后 14 d左右由花药尖端吐露水珠 ，20 d左右即出现愈伤。由统计 出愈速度 
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可以看出，很多组合在 35 d左右已经达到出愈高峰期．．因此我们认为在培养过程中及时转移分化 

愈伤组织是花药培养过程中的一个非常重要 的环节。 

孙敬三等 在研究水稻花粉 白苗和绿苗的蛋 白质和 RNA带谱特征时发现 ，绿色叶片的蛋 白 

质电泳有 1 5条带 ，而 白色叶片只有 l3条带 ，已知缺失两条带 中有一 条为组分 I蛋 白质 ，因此提 

出，花粉白苗的质体 DNA很可能不健全；研究花粉绿苗和白苗植株中核糖体 RNA(rRNA)组成时 

发现 ，与绿苗植株的 rRNA相 比，白苗植株质体核糖体 23S RNA和 16S RNA不存在 。Da：3 研 究表 

明，小麦花粉 白苗质体 DNA有相当大的一段易缺失 区域 ，所检查白苗均具有各种不同程度的缺 

失，但它们均在易缺失区段内。一般白苗质体 DNA分子量仅为绿苗的 1／4，质体 DNA在总 DNA 

中的比例(％)为绿苗的 1／6，拷贝数也比绿苗低得多，而绿苗未见类似的缺失，这与孙敬三等对水稻 

花粉自苗 RNA和蛋白质的研究结果相吻合。试验中我们观察到．白化苗有两种不同的表现形式 ， 

即由愈伤组织直接长 出的白化苗和绿 白苗混生或嵌合体现象 在 02428／培矮 64组合中绿白苗混 

生或嵌合体现象较多 ，通常是在分化初期 ，分化的愈伤组织逐步转成绿色 ，似乎都会分化成绿苗 ， 

但是常常有部分绿色愈伤不能分化成苗，或形成绿白苗混生或嵌合体。我们试图使嵌合体基部的 

绿色愈伤组织再分化出绿苗．以便既提高花培的总出愈率，又提高绿苗分化率，降低白苗率 ，但结 

果均未能战功。对这类白化苗做了PCR分析，结果显示同一杂交组合的白化苗愈伤组织、绿苗及其 

相应愈伤组织的 PCR的带型相同，而与愈伤及绿苗 DNA的PCR带型相比，白化苗 DNA的PCR 

则少一条带 ，还有一条带很弱，据此推测这类白化苗是在愈伤组织分化初期遗传物质发生变异的 

结果 ，因为该 PCR的引物 Primerl20证 明在水稻中不具有 多态性 ，进一步推测这一变异可能是 白 

化苗的 DNA缺失了相应的片段 ，使得 PCR反应不能扩增出来。这又进一步从 PCR这一分子生物 

学的方法上验证了孙敬三等和 Day等的结果 然而由愈伤组织直接长出的白苗更为常见。资料显 

示 ，培养基对愈伤组织分化绿苗或白苗的影响 ，主要是在诱导愈伤组织的发生阶段 ，受分化培养 

基的影响较小 本试验的混生白苗 的 PCR表明，混生白苗的变异发生在分化初期 ，而不在愈伤组织 

的发生阶段 可见两类不同的白化苗的形成原因是不同的，愈伤组织直接分化形成白苗的原因有 

待进一步应用分子生物学的方法做详细的研究 。 
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