
玉米花药培养
一

诱导胚状体
‘
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证明高等植物细胞存在全能性的最惊人的事实
，
就是培养植物体细胞可以分化成胜状

体
，
并进而再生成整株植株

。

自����年��
�����等人用胡萝 卜细胞悬浮培养获得胚状体后

，

胚状体的研究在国际上引起广泛重视 “ ’ 。

目前在花药培养和组织培养中具有胚状体分化

能力的种子植物已达���种
、

��科
、

��属 “ ’ 。

我国广西农学院和甘肃农业大学����年分别

从玉米花粉愈伤组织得到了可继代繁殖的无性系
，
但尚未得到结实成熟植株 “ ’ ‘ � ’ 。

我所在��������。年共获得玉米花粉胚状体�
， 。��多块

、

分化出绿苗�
，���多株

，
移

栽��。多株
，
成活�� 。多株

， ����年��穗 自交结实
� ‘ ’ ，

有的已配制成增产幅度较大的测交

种
。

在此基础上
，
我们又经����一���。二年多的��种培养基

，
经过几十次反复试验

，
先后

共获得��个能继代繁殖的胚状体无性系
。

胚系��一���已繁殖胚状体���，���块
，
胚系��一

�
、

��一��共得到了近��万块胚状体与����株绿苗
，
移栽成活��株

，
�株自交结实

，
经小

苗根尖染色体检查
，
�� � ��的居多

。

同时
，

得到 �个异交与侧交果德
。

上述研究
，
为建

立一个稳定的能继代繁殖的无性系提供了资料
，
为继续大幅度提高玉米花药培养中绿色植

株的诱导率和实现玉米快速无性繁殖
，
提供了新的线索

。

材 料 和 方 法

两年共接种单三��
、

单复��
、

单复��火 胚���
、

九单 � � 京��
、

��黄��� 胚�连�等材

料��份
。

选取单核早期的花药
，
按常规方法接种

。

诱导培养主要采用正交试验法组配的��种培养基
〔 ‘ ’ ，

还有 � 。 、

玉培
、
���

、

五一 �等培

养基
。

分化培养基主要采用正
。
十�

。
� ����

�

�十石油助长剂�
�

�十 ��
�

��� ������ 蔗糖

��
。

胚状体无性系的继代繁殖及绿苗培养主要采用正
� ‘
和正

。
两种培养基

。

诱导胚状体

的温度为��一��℃ ，
诱导无性系的温度 �一��℃ ，

胚状体无性系继代培养的温度��一��℃ 。

培养基每天用 日光灯补充照明��小时
。

根尖染色体检查
�

先用�
�

��秋水仙素处理
，
然后用铁矾苏术精法染色制片

，
胚性细

胞团的形态直接进行活体观察
。

当无性繁殖的绿色植株 �� �叶时
，
在招一�� ℃的半地下温室里栽培

。

�参加此项研究的有
�

杨振堂
、

陈泽光� 参加部分研究的有张挂兰
、

王玉霞
、

刘志本
、

张增明
、

田惠香等
。

此项研究曾得到北京大学朱徽教授的指导
，

谨致谢意
。
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结 果 与 分 析

目前
，

许多研究者指出
，
在花药培养中直接诱导胚状体比诱导愈伤组织成苗有三个优

点
�
即数量多

、

速度快
、

结构完整
。

两年来
，
我们共获得�

，

�� 。多块胚状体
，
绘制出�

，

��仓

多块胚状体外部形态图
，

观察近�
，���个花药

，
试图摸索出花粉胚状体的来源

、

形态发

生
、

胚状体的外部形态和成苗率的关系
，
从而

，

提高玉米花药培养效率
。

�
、

玉米花粉胚状体的发生

����年郭仲深等首次报道了有关玉米雄核发育的研究结果
，

并指出
�

玉米小抱子发育

主要有四条途径
�

即营养细胞发育途径
� 生殖细胞发育途径 �

营养细胞和生殖细胞同时发

育途径 � 花粉均等分裂
‘ “ ’ 。

为了进一步探索小抱子发育成胚的主要途径
，
����年我们把

培养 �
、
�

、
�

、
�

、

单三��的花药分期同卡诺固定液固定
，
然后用席夫试剂染色

，
用正体

制片法镜检
。

除观察了小抱子的不同发育途径外
，

还详细统计了各类小抱子发育类型的百

分率
。

表 � 玉米花药培养小抱子不 同发育类型
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观察统计结果表明
，
玉米小抱子发育除个别类型 �多个游离核

、

带有微核的游离核
、

不规则的核裂
、

块裂
、

带状分裂 �外
，
主要有上述四种类型 �表 � �

。

其中营养核发育

占��� � 生殖核发育占�
�

��� 营养核与生殖核同时发育占�
�

��� 均等分裂占�
�

��
。

在

这四种途径中
，
第一与第四种是小抱子发育成 胚的主要途径

，
在均等分裂中以单核均等分

裂发育成胚的可能性大
。

另外
，
我们在观察中发现

，
部分小抱子在发育成胚状体的过程中

，
培养 �一 �天的单

核花粉
，
经第一次有丝分裂

，
形成两个不均等核

，

营养核大而染色均匀
。

两周后观察
，
它

在花粉细胞中的位置多数位于中央
，

少数位于一端
，
呈球型或心型发育

。

有的在一个花粉

细胞内可见到两个原始胚
。

这种由营养核形成的原始胚的细胞团发育很快
，
达到一定体积

时
，
将花粉壁撑破

，

进入药室里
�
花粉在发育的各个时期

、

它们之间或与药壁组织之间是

有联系的
。
�一 �周发育成熟

，
突破药壁的胚状体

、

它的类似胚柄的器官仍与药壁紧密相

连
。
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�
、

胚状体的外部形态与成苗的关系

玉米花药培养中
，

由于基因型与外界培养条件的影响
，

胚状体的形态
、

特征是多种多

样的
。
���与典型的合子胚相似

，
可区分出盾片

、

胚芽
、

胚根和胚轴等
，
这种类型的胚状体

，

因品种不同数量多少而不同
。

在单三��
、

单复蛇这两个材料中
一

出现的萌发胚较多
，
转移

后���可以分化成苗
，
移栽率可达叻 �以上� �� �球形

、

香蕉形等变态胚状体
。

这类胚

占的比例数很多
，
转移到适宜培养基上只有���可以分化成苗

，
移栽率不到�� �� ��

·

�

透明
、

油包状胚
。

这种胚转移后
，
大多成苗少或不成苗

，
�� �钟形成筒形胚状体

。

这种

胚 �� �可以分化 出胚根和胚芽
，
但不能继续生长 � �� �多子叶或连体胚

。

这种胚都可

长成多子叶或连体苗
，
一主根或多根

，
但很少正常发育 �详见表 � �

。

虽然有的孪生连体

胚植株可以长到开花期
，
但由于姐妹株之间互相影响

，
很少 自交结实

。

表 � 胚状体的形态与成苗率的关系

��二一结

二 伏 休一殆
目

果
一
�一

宕��
、
�

转移块数

个

分化成苗数

�株�

移栽苗数

�株�

分 化 率

�男�

移 栽 率

�另�

在玉米花药培养中
，
由小袍子发育成胚状体是常见的

，
但胚状体一般都不能继代培

养
，

其繁殖能力随着分化成苗而消失
。

因此
，
如何建立一个稳定的并能继代繁殖的胚状体

无性系
，
尽快地获得大量沌系

，

是所有组织培养工作者的共同愿望
。

我所于��了�年 �月从单三��和单复��中获得了 �个 能 继 代 繁殖 �次以上的胚性细胞

团
，
其中��一���经��次继代繁殖

，
仍然繁殖旺盛

，
并保持分化紫色芽鞘的稳定性

。

经观

察
，
属胚伏体无性系

。

���。年 �力
，
又从单复�� � �����花粉胚状体中得到了 �个不同类型的胚性细胞团

。

其中胚系 �
、
�胚系��已继代繁殖��代 以上

，

获得绿苗����株
，
移栽成法��株

，

有的已

经结实
。

这些胚性细胞函就外部形态而言
，

大致可以分为三种类型
�

�� �集落或团块较

为松散
，

胚伏体之���虽有联系
，

但容易剥离
。

单个胚状体有分化根与紫色芽鞘的能力
，
进

一步培养只能形成白化苗
，
如胚系��一���� �� �胚性细胞团外部形态同上

，
继代培养

时繁殖能力喂强
，
并可分化出恨

、

茎
、

叶完整的绿苗
，
如胚系��一���

�� �团块紧密
，

连体的胚伏体不易分离
，
有为发育成多子叶的菜花样小苗

，
有的在苗丛里也可以形成正常

植株
，
如胚系�� �

。

为了进一步探讨胚状体无性系的形成与影响繁殖速度的因素
，
我们还进行了以下几方

面的研究
。

�
、

胚状体无性系的形成与基因型的关系

我们����年在玉米花粉植株约遗传性及杂交优势的研究中发现
，
玉米花粉胚的形成与

材料约基因型有关
，
这种基因型是可以遗传的

，
花粉胚状体植株杂交后代有较高的形成胚

吉林农业科学



状体和绿色植株的潜能
‘ 了 ’ 。

表 � ��������。年几种胚性细胞团的来源与繁殖状况

， 胞 · 代 ，

…
材 料 � 源 成 胚 率

胚 � 苗
�男�

诱 导

共鉴养基

继 代 培

养 代 数

继 代 培

养 日 期

繁 殖 胚

状体块数
成苗情况
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。
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�
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�

�

少量白苗

少 最

������
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甲 ��一 ��

单复��� �����

即

��
�

� 正 ��

正 ��

� �

正 �‘

正，

�

。一 。�
�

。…
�
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�

�

��了

���

�

仑一肚
�

�
�

卜
，��

��
丈�

�

�口� ��

扇尸俪
�
��肠������

从表 另可以看出
�
���在我们获得的��个胚性细胞团中

，
有 �个来 自单三��

，
�个穿 自单

复��
。

这两个材料都是以
“
海白

”
花粉胚状体植株做母本的杂交后代

。

其中���。年获得的

�个胚系都是由单复�� � �����同一基因型形成的
。

�� �这些材料花药形成胚状体的频

率都很高
，

其平均诱导率分别为��
�

��
、

��
�

��
、
��

�

��
。

这些材料在本所试验条件下
，

从花药诱导 出的全部是不同形态的胚状体
，
有的突破药壁时就可继续发育成胚性细胞团

。

�� �在花药培养中易形成胚性细胞团的基因型
，
通过有性杂交可 以将其特性遗传给杂交

后代
。

�
、

胚状体无性系的形成与培养条件的关系

�� �培养基与胚状体无性系形成

①诱导与分化培养基的影响
培养基是影响胚性细胞团产生的又一重要因素

。

从 图�可见
�

在我们获得的��个能继代

繁殖的胚性细胞团中
，

分别是在�个培养基

中形成的
。

培养基中大量无机盐的含量差

别很大
，
从��������到��������都可诱发

胚原细胞形成无性系
� �������������之

间差异不够明显
。

而
“
正

，”

培养基大量无机

盐含������� �时
，
诱导数量最多

。

这一

培养基
，
�

、
� �凡。 。

�
、

夕 ���
、
�

、

��
、

�
、
��克分子当量浓度分别为��

�

�
、

��
、

�
�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、

�
�

�
。

另外
，
培养基中细胞

分裂素和生长素的含量及相互间的搭配
，

也对诱发胚性细胞团的形成有 着 重 要 影

响
。

在上过的 �种培养基中
， �种培养

基 �正
， 、

正
，。 、

正
，� 、

正
�� 、

玉培 � 均

����遭����。��导诱胚牲细脆杯块数

��正 �。 声�五�年 、 � 。 正 �匕 二 屯

量无
单仁

机盆总量》
�

少��其

图 � 诱导茶养基大量无机盐的含

量对胚性细胞团形成的影响
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附加了�� �����和耳�� ���� �
。

另 外
，
酪阮水解物和水解乳蛋白

，
对无性系的形成

也有良好作用
。

②继 出培养墓的影响
胚性切胞司形成以后

，
如何实现继代繁殖

、

提高繁殖倍数
，
增加绿苗频率

，
培养基起着

重要作用
。

在我们试验的��种继代培养基中
，
除环特培养基�大量无机盐含量���������

外
，
其他各种培养基都可进行增殖

，

但由于培养基的种类和附加物质不同
，
表现出差异

。

由表 �可 以看出
�

表 � 培养基对胚状体无性系增殖的影响
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�

�������� �� �另

正 。 于� �十 ��人�
�

�� ����
�

�

� ��肠��干 ��
�

�� �� �买

正 �十 � �� 工� 人�
�

�� ����
�

�

胚系丫�一��� � ��

一�自”����，白�‘��

��

����

����

胚系��一��

月
一

��江���� �� �男
��

�

�

正
， 、
培养基可随胚性切胞团个数增多

、

但发育速度慢些
，
一般是散落形的粒状集落

。

而正
� 、

正
。
培养基可使胚状体边繁值 边完成个体 发育

，
培养 �周的 团块鲜重 明显高于

正
�� 。

在蔗糖浓度 �一 ��的试验中
，
较低的蔗糖浓度可 以提高繁殖倍数

，
而蔗糖浓度

��可促进胚状体与呆苗的 形 成
。

活性炭对胚性细胞团的形态发生及绿苗形成有显著效

果
，

加 。 �

��的炭可使萌发胚的数量提高一倍
，
绿苗形成速度明显加快

。

此外
，
温度可影响

胚性细胞困的繁殖倍数
，

在�����℃的培养条件下
，
�周可繁殖��倍以上

。

夜间 �℃ 、

白

天��℃的变温培养 ，
可促进胚性细胞团的形成

。

�� �胚状体无性系单细胞或部分组织培养

为了进一步证明胚状体无性系单细胞或胚状体部分组织发育成再生植株的全能性
，
我

们将������鲜重 �的胚系��一��细胞团
，
放在 � �的蔗糖溶液中

，
用注射器内管研磨

，

直至全部磨碎为止
。

然后
，
用四层纱布过滤将滤液分装于正

。
固体培养基上�每瓶 �����

再将纱布上的 碎片
，

接种在 相同为 培养基上
，
同时对照一起在 温度�����

‘℃条件下培

养
，
其全部澡作均在无菌条件下进行

。

试验结果 �表 � �表明
，
单细胞在正

。
固体培养

基上没能再生成细胞团
。

组织碎片培养 �天后明显增殖
，
�周可形成形态分明的完整胚

，

有的开始萌发
，
��天可再生成 �厘米的绿色小植株

。

与对照相比
，
破碎组织 由于在培养中

需要一恢复期
，
所以增殖与分化速度慢

，

增值高峰出现迟
。

�
、

胚状体无性系的成苗过程

我们用活体或压碎法
，
观察了无性系胚状体的发生过程

。

在各个发育时期胚状体的表

吉林农业科学



表 � 胚状体无性系组织碎片及单细胞培养植株再生情况

瓶 号 �处 理
培 养 �� 天

增殖倍数 �倍�

再 生 完 正

胚 数 �个�
绿芽数 �个�

再生植株数

�个�

增殖高峰出现

时间 �天�

单 细 胞

即

甲

组织碎片

即

甲

细 胞 团

�
�

�

�
�

� � � ��、 ��

‘，，曰，山

��������������

层都可以看到与表皮垂直发育的细胞
。

在胚状体内或连体胚之间都可以形成类似分生组织

区和活化细胞群
。

这些细胞的原生质浓
、

核很大
，
分裂速度很快

，
而且具有分生和分化同时

进行的特点
，
只是因条件不同表现的主次关系不同

。

据观察
，
胚状体无性系中每一个细胞

，

都相当于一个胚原细胞
，
只要条件适宜

，
它们都有再生植株的能力

，
在其发育过程中细胞

之间是有联系的
，
是互补的

。

还有嵌合在一起的各种形状的变态胚
。

由胚性细胞团发育成的胚状体
，
与花粉胚一样

，
具有多样性和不同步性

。

在同一培养

基上可以同时看到球形
、

心形
、

香蕉形胚和萌发胚以及小苗
。

在胚状体
、

芽
、

苗的基

部
，
又可重新长出胚状体

。

萌发了的胚状体如果条件适宜即可长出完整的绿色植株
。

其繁

殖力成苗过程大致如图 �所示
‘ � ’ 。

图 � 胚状体无性系和胚状体发育成苗的过程

说明
� �

、

花药 �
、

胚状体 �
、
�

、

胚性细胞团 �
、

老化的胚性团块 �
、

多细胞原胚

�
、

�
、

��
、

��
、

��
、
��

、

��分别为钟形
、

连体胚
、

多子叶胚
、

球形
、 ’
肾形等变整胚

�一巧
、

胚状体成苗过程 �。 、

��花粉胚或无性系胚发育成的植株

����年第 �期



从图 �大致可以看出
，
玉米花药培养诱导 出的花粉胚状体

，
有的可以直接发育成苗�

有的在发育成苗的同时
，
接触培养基的部分

，
由于胚原细胞活化而形成胚性团块

，

其中有

些同合子胚和花粉胚相似而成苗� 也有的发育成筒形
、

连体
、

多子叶胚
，
虽然能萌发出

根与叶
，
但大多数为变态苗

，
还有一大部分为球形

、

肾形变态胚
·，
有的不能萌发或只能生

根
。

胚状体或胚状团块由于得不到足够营养也能衰老死亡
。

如果把老化了的细胞团及时转

到新鲜培养基上
，
又可形成新的胚性团块及胚状体

。

从胚性细胞中产生的各种胚状体及细

胞团都可继代繁殖
，
互相转换

，
以致反复进行

。

�
、

胚状体无性系繁殖倍数与成苗率的差异及幼苗移栽

通过对���。年获得的 �个能继代繁殖的无性系的观察发现
，

各系虽然都是来 自同一亲

本
，
但因培养基不同

，
它们的外部形态和繁殖倍数及成苗率的差异很大

。

从表 �可以看

出
，
胚系��一 �成苗数及移栽成活率较高

，
幼苗质量好

，
但繁殖倍数低

。

不同胚状体无性系繁殖倍数及成苗率的差异

转移块数
分化绿苗数

琳�
苗�胚 �多�

成活绿苗数

�抖
�

�

戍活苗�总苗数

���

几︸���仙
��‘民�一乙户沙�叨胚系��一 �

胚系��一��

��
�

���

���
，

���

���

���

��

��

而胚系��一��继代繁殖能力很强
，
幼苗成活率也较高

。

上述两个系的胚状体大多都有

发育成绿苗的能力
，
但由于在继代繁殖中

，
个休之间的密度较大

，
存在着分生与分化之间

的竞争
。

只有那些以分化为主
，
而又得到足够营养

、

水分及空气的胚状体
，
才能发育成完

整的绿苗
。
�，�。年��月�����月��月

，
我们在获得的�

，
���株绿苗中

，
选取��株健壮绿首进

行移栽
，
目前成活��株

，
成活率达�� �

。

我们采取的具体办法是
�

�� �壮苗
。

其方法有二
�

一是将拥挤在绿苗周围的团块挤走 �不要伤根 �
，
再倒入

一定量成份相同的新鲜培养液� 二是对已长出心叶的绿苗
，
将根部团块轻轻剥落于原瓶

，

再放入半固体的正
。
分化培养中 �洋菜�

�

�一�
�

�� �
，
待绿苗长到 �片叶

，

根系发达时移

栽
。

�� �移栽
。

首先将苗放入 自然光照的温室中
，

打开瓶盖
，
练苗 �� �夭

，
然后将苗

轻轻取出
，
直接放入 �� �炭� �� �的床土中移栽 �根不用水洗 �

，
再把试管中的培养

基放入离根�
�

�寸的地方
，
浇正

。
培养液���毫升左右

，
边浇边覆土

，
加罩 �一 �天

，
不遮

光
。

温度保持在��一��℃左右
。

待小苗长出 �一 �片心叶时
，
用�

�

��秋水仙素和。 �

��二

甲基亚矾混 合液 ��
� � �滴心 �早晚各一次

，
连滴 � 日 �

，

进行加倍处理
。

早晚补充光

照共��小时左右
。

目前成活绿苗已有十一穗结实
，
其中 �株 自交结实

，
来源于同一胚系的

材料整齐一致
。

问 题 与 讨 论

一
、

关于胚状体和胚状体无性系的发生问题

目前大多数玉米花培工作者认
�

为
，
从玉米花粉细胞分裂分化形成花粉植株

，
基本上有

两种类型
�

一是从花粉分裂分化形成 胚状体
�
另一种是花粉分裂后形成 愈伤组织

� � ’ 。

吉林农业科学



目前国内获得的 �个能继代繁殖的胚性细胞团是由花粉愈伤组织形成的
‘ ” ’ 〔 ‘ ’ 。

通过我

们几年来的观察
，
在本所试验条件下

，

花粉细胞分裂
，
分化形成胚状体

，
随后发育成

绿色植株是唯一途径
。

胚状体无性系
，
是在内外因共同作用下

，
由胚状体胚原细胞的分裂

繁殖与分化形成的
。

它是由胚原细胞
，
多细胞原胚直到成熟胚组成的集落

。

由于这一集

落
，

胚状体各个发育时期及每一部位
，
特别是表皮细胞

，
都可繁殖出新的个体

，
所以外部

形态常常表现出团状结构
。

胚状体无性系形态发生的细胞学观察表明
，
胚性细胞团是由集

落在一起的发育不同步的大多是变态的胚性体组成的
，
它们都有再生力和繁殖力

，
能够

继代繁殖
，
有的并表现出再生绿色植株的细胞的能力

。

因此
，
我们认为

�

在玉米花药培养

中建立胚状体无性系是可能的
。

但关于胚状体无性系的发生
，
还涉及到多学科的理论问

题
，
有待继续研究和探讨

。

二
、

关于胚状体无性系的利用问题

谷明光等报道
‘ ” ’

愈 伤 组 织 无 性 系 在 长 期 继代繁殖中
，
染色体倍性变化很小

，

�� � ��的占��纬
。

我们通过对胚性系��一���
、

胚系��一��的根尖染色体检查也表明
，

培养 �一��代的根尖
，

染色体 �� 二 ��的居多
，

也有一部分多于��或少于��的
，
表现出相

’

对遗传稳定性
。

此外
，
来自同一亲本的无性系之间

，

由于培养条件不同又表现出不向的特

点
。

如胚系��一 �
、

��一��绿苗健壮
，
叶鞘较长 � 而胚系��一 �

，
叶鞘很宽

，
苗多为丛

生
，
多子叶状

。

成活绿苗的株型
、

叶形
、

叶色在物候期上也表现显著差异
。

因而花粉胚性

细胞无性系的建立
，
不仅为玉米这一主要的粮食作物实现快速无性繁殖

，
快速繁育纯系

，

提供了新的方法 ， 而且
，
也为植物细胞学

、

实验胚胎学
、

发育遗传学
、

生理生化等学科的

理论研究
，
提供了 良好材料 � 为单倍体育种

、

诱变育种
、

抗病育种
、

杂交优势利用等
，

开辟了新的途径 � 为高等植物选种提供崭新的途径
。
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