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水稻花药培养技术及其研究进展
赵沙沙　田永宏　陈　波　房振兵　潘高峰

（湖北省襄阳市农业科学院，襄阳 441057）

摘要：水稻花药培养是水稻育种中重要的技术手段。从材料基因型、取材时期与低温预处理、培养基种类、激素配比、碳源、

其他添加剂、培养条件等方面总结了水稻花药培养技术的研究进展，分析了现阶段花药培养存在的问题，并对未来的研究方向

作出了展望。
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水稻花药培养是采用无菌操作技术，把发育到

一定时期的水稻花药接种到人工培养基上，通过改

变花粉粒的发育程序诱导脱分化形成愈伤组织，然

后使愈伤组织再分化形成单倍体植株的过程。单倍

体植株经过秋水仙碱或自然加倍，成为完整的二倍

体植株。将花药培养与其他育种技术相结合，可以

快速纯合育种材料，有效缩短育种周期，提高选择效

率，加快育种进程 [1]。

1　水稻花药培养发展概况
日本学者新关（Niizeki）和大野（Oono）于 1968

年利用花药培养技术首次获得水稻单倍体植株 [2]，

开启了水稻花药培养研究的先河 [3]。1970 年，我国

开始水稻花药培养的研究，并于 1975 年第 1 次利

用花药培养技术育成了粳稻新品种单丰 1 号 [4]。20
世纪 80 年代中期，研究者们开始将花药培养技术应

用于水稻育种，先后育成了中花系列、龙粳系列和花

育系列等粳稻品种以及后续的其他品种 [5]。但是应

用花药培养技术选育的籼稻品种还比较少，到 20 世

纪末仅有 5 个，其中江西农科院 4 个、江西农业大学

1 个，推广面积都不大 [2]。目前，通过花药培养技术

育成的常规水稻品种已有 40 多个 [6]。近年来，随着

研究的不断深入，水稻花药培养技术也在逐步完善，

并与其他技术相结合应用在遗传育种上，已经成为

生物技术育种中相对成熟、实用而有效的技术 [2]。

2　影响水稻花药培养效率的技术要点
在实际操作过程中，由于受基因型、培养基组
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育种和品种转化能力、持续的资金投入和补给实力、

规模化的生产成本优势和精细的加工质量、精准有

效而有力度的营销推广能力、良好的企业管理制度

和种业风险控制能力。这场比赛是综合实力的较量，

不是单项比赛。也许你的企业以上条件都具备，也

许只具备几个方面，重要的是你要明白——做强才

能做大，协同作战优于单打独斗，系统和完善才能无

懈可击。最后能生存的有两种企业，科研、资金雄厚

的种业巨头及有地方特色的中小企业。

“品种井喷”是品种审定制度改革的必然结果，

品种审定制度改革不能停步也不会停步，近几年来

品种审定制度改革解决的主要矛盾是品种参试难、

通过审定难、品种审定标准单一问题。随着这些矛

盾的解决，品种同质化等问题又会成为主要矛盾，因

此科研创新是种业人的责任和历史使命，也是推动

种业发展永恒的主旋律。
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成以及培养环境的影响，水稻花药培养仍然比较困

难，尤其是籼稻花药培养力过低，获得的再生植株群

体较小，育种选择受到较大的限制，对后续研究产生

很大影响。因此，提高花药培养效率，适当扩大花

药培养后代群体，对水稻花药培养育种成败至关重 
要 [7]。提高水稻花培效率，有必要处理好整个过

程的每一个环节，完善和优化水稻花药培养技术 
体系。

2.1　基因型选择　基因型对水稻花药培养力的影

响最大。一般认为，花药培养力的大小为糯稻 > 粳

稻 > 粳籼杂交稻 > 籼型杂交稻 > 籼稻，但同一类型

的不同品种之间也存在较大差异 [8]。籼稻花药培养

力一般偏低，平均愈伤诱导率只有 0.5%，一般不会

超过 5%，有些材料甚至不能诱导出愈伤组织或者

难以得到再生植株 [9] ；绿苗分化率仅有 0.1%~1.0%，

平均 0.5%[2]。与籼稻相比，粳稻类型更容易被诱导，

愈伤诱导率可以达到 40%，一般也会超过 10%[10]。

苗立新等 [11-12] 的研究表明，不同水稻材料之间的花

药培养效率存在明显差异，F1 的花培效率通常会介

于双亲之间而偏向母本。如果双亲的花培效率高，

则 F1 的效率也会较高。通常，如果亲本材料有花培

效率高的粳稻血缘，F1 的花培效率也会较高。因此，

可以通过筛选基因型，积累花培效率较高的水稻材

料，用粳稻品种作为桥梁亲本，配制优异的杂交组合

来获取较大量的花培后代群体。

2.2　取材与低温预处理　研究普遍表明，水稻花药

培养的最佳时期是单核靠边期，过早或过晚取穗都

会影响愈伤诱导率 [13]。田间取材的最佳时间一般

为晴天的 8：00-10：00 或 16：00-18：00，此时花粉

发育正处于分裂盛期 [14]。田间取穗时可通过某些

器官的形态指标来判断花药的发育时期。通常，幼

穗苞大而不破，剑叶与倒二叶的叶枕距为 8~13cm，

多数颖壳已接近成熟大小呈现黄绿色，花丝长度为

颖壳的 1/3~1/2。但在不同类型的水稻材料中，这种

形态指标会有所变化。因此，在实际操作过程中，应

首先参考植株的形态指标，然后通过镜检结果来确

定花粉发育的确切时期，以大部分花粉处于单核靠

边期为宜。

取材后的低温预处理可以明显提高水稻花

药培养的愈伤诱导率。低温处理的作用机制是延

缓花粉的退化、维持花粉发育的生理环境、提高内

源性生长素水平并降低乙烯水平、启动雄核发育 
等 [3]。方法是将幼穗的叶片剪去大部分留叶鞘，用

75% 的酒精棉球擦拭表面进行消毒，然后用干净

的湿纱布包裹放入保鲜袋中，置于冰箱中冷藏。以

往的研究表明，一般低温 8~10℃，预处理 7~10d，
培养效果比较好，最长不超过 20d[4]。另外，不同

材料低温处理的最适温度和最适时间也会略有 
不同 [9]。

2.3　培养基配制　培养基分为诱导愈伤培养基和

愈伤分化培养基，这两种培养基的组成及配比十分

重要，直接影响花药培养力。培养基中基本培养基、

激素、碳源和有机附加物等各种组分相互作用相互

影响，目前，还很难找到一种可以适用于各种类型水

稻材料的万能培养基。

2.3.1　基本培养基　水稻花药培养中应用的基本培

养基种类很多，如 N6、马铃薯培养基、合 5、SK3、通
用、M8 和改良 M8 等。用不同的培养基培养同一材

料，会表现出不同的花培效果。通过大量实验及比

较分析，在诱导愈伤阶段，N6 培养基适用于粳稻 [15]、 
合 5 适用于籼稻 [16]、SK3 适用于籼粳杂交 [17]、通

用和 M8 对籼稻和粳稻均较适用 [18] ；在愈伤分化

阶段，不论籼稻或粳稻，MS 培养基均比较适用。在

实际应用中，应该根据不同类型的水稻材料，适当

调整培养基的各种组分及配比，以获得最佳培养 
效果。

2.3.2　激素配比　培养基中外源激素的种类及比

例在水稻花药培养过程中起着至关重要的作用，合

理调节 KT、2，4-D、NAA 和 6-BA 等激素的用量

和比例可以提高水稻花药培养的效率。通常，在诱

导愈伤阶段以生长素类为主，一般用 2，4-D、NAA
等，其中 2，4-D 是诱导愈伤组织最有效的物质；愈

伤分化阶段以细胞分裂素类为主，一般用 6-BA、

KT 等。研究表明，使用复合激素较使用单一激素

效果更好，不同材料的最适激素种类及比例有很大

差异 [4]。郭书巧等 [19] 以 3 个籼粳杂交组合 F1 和粳

稻品种武运粳 8 号为试验材料，结果表明 2.0mg/L  
2，4-D+1.0mg/L NAA+0.2mg/L KT 为最佳的激素诱

导配比，2.0mg/L 6-BA+0.5mg/L KT 具有更好的分化

效果。向发云等 [20] 以 5 个籼稻杂交组合 F1 的花药

为材料，发现 2.0mg/L 2，4-D+3.0mg/L NAA+1.0mg/L  
KT 诱 导 愈 伤 效 果 较 好，2.0mg/L KT+0.5mg/L 
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6-BA+0.5mg/L NAA 分化效果较好。张艳敏等 [21] 以

3 个粳稻品种为材料，研究表明诱导愈伤组织的最佳

组合为 2.0mg/L 2，4-D+0.5mg/L NAA+1.0mg/L KT。
2.3.3　碳源　早期研究人员通常用蔗糖作为水稻花

药培养的标准碳源，适宜浓度为 3%~6%[4]。随后研

究表明，在水稻尤其是籼稻的花药培养中，麦芽糖作

为碳源诱导愈伤效果要优于蔗糖，并且诱导出的愈

伤组织具有更好的分化效果 [13，22]。朱永生等 [23] 的

研究也得出相似结论，并证明混合使用蔗糖和麦芽

糖（3% 蔗糖 +3% 麦芽糖）有更好的花培效果。使

用混合碳源比使用单一碳源的效果要好，原因可能

是混合碳源在诱导愈伤过程中满足了不同发育阶段

糖类代谢的不同需求 [9]。

2.3.4　其他成分　培养基中其他成分的添加也会影

响愈伤诱导及分化。研究表明，在培养基中添加天

然活性物质如马铃薯提取液、椰子汁、玉米汁、丝瓜

伤流液等和有机添加物如山梨醇、水解酪蛋白、酵母

汁、脯氨酸等，对提高籼稻绿苗产出率有较为明显的

效果 [24]。活性炭是常用的添加剂，丁元丰等 [25] 研

究表明活性炭可以显著增加水稻组合的苗高、根长、

根数和鲜重，有利于花培苗的生长与分化。在籼稻

诱导愈伤阶段是否添加脯氨酸存在争议，大多数人

认为添加适当浓度的脯氨酸后，可以提高籼稻的愈

伤组织诱导率 [26]。

2.4　接种与培养　用 75% 的酒精将稻穗表面消

毒，然后剥除苞叶，将合适的带枝小穗在新配制的

10% 次氯酸钠溶液中浸泡 10~20min，期间不时振荡

搅拌，然后用无菌水冲洗 4~5 次，用无菌滤纸吸干

水后，用“剪颖抖药法”在无菌条件下把花药接种到

诱导愈伤培养基上，每皿接种 200~300 枚花药。在

26~28℃的黑暗条件下培养，接种 30~60d 内统计愈

伤组织块数。

将已长出的 2~3mm、淡黄紧凑的新鲜愈伤转移

至分化培养基中进行光照培养，光培养的光照强度

为 1000~l500Lx，光照时间为 10~12h/d，室温保持在

26~28℃，分化培养 45d 内统计绿苗丛数和白苗丛

数。计算愈伤诱导率、绿苗分化率、白苗分化率、分

化率以及绿苗产率，以确定培养材料花药培养力的

大小。计算公式如下。

愈伤诱导率（%）=
诱导出愈伤组织的花药数

接种总花药数
×100

绿苗分化率（%）=
分化出绿苗的愈伤组织数

接种愈伤组织总块数
×100

白苗分化率（%）=
分化出白苗的愈伤组织数

接种愈伤组织总块数
×100

绿苗产率（培养力）（%）= 愈伤诱导率 × 绿苗分化率

分化率（%）= 绿苗分化率 + 白苗分化率

2.5　壮苗与炼苗　当幼苗长至 2~3cm 高时，将其转

移至生根培养基中壮苗。培养约 7d 后幼苗根长达

1.5~2.5cm，打开瓶盖炼苗 3d，然后清洗根部培养基，

将较老叶、黄根剪去，用清水继续养苗 3~5d 后，移

栽到大田进行常规管理。

3　水稻花药培养存在的问题
水稻花药培养是以系统选育与杂交育种为基

础，利用植物组织培养技术发展起来的一项育种

新技术。与分子标记辅助选择、转基因等其他分

子生物学技术相结合，可以培育出优质、高产、多

抗、广适的优良新品种，但目前影响水稻花培效率

的遗传机理尚不清楚，在实践中仍然存在许多技术 
困难。

水稻花药培养整个过程步骤繁琐、周期长、工

作量大，并且绿苗产率不高，尤其是籼稻更低，有些

材料甚至不能诱导出愈伤组织或者难以得到再生植

株，从而阻碍了花药培养技术在籼稻育种上的应用。

一般认为，绿苗产率受基因型影响最大。目前，常用

的方法是从综合性状优良的水稻材料中，筛选出绿

苗产率高的材料，再配制优异的杂交组合进行培养

来获取较大量的花培后代群体。

在花药培养过程中，由于取材时期、培养基组

分和培养条件等因素的影响，往往会存在花药褐化

和白化苗的问题。在诱导愈伤早期花药常常会褐化，

小孢子由于得不到充足的营养而退化，从而影响愈

伤组织的诱导形成。为减少褐化，除了取材时要选

择大部分花药处于单核靠边期的幼穗外，还应注意

适宜的光照强度、光照时间和培养温度。在绿苗分

化阶段，通常还会产生大量的白化苗。已有不少报

道表明，花药的生长状态和培养条件均可以影响白

化苗分化率。在诱导培养基中，适当降低培养基中

无机盐浓度和锰的含量，适量调整 2，4-D 或者 KT
的激素配比 [27]，既能提高愈伤诱导率，同时又能降

低白苗分化率。在愈伤诱导和分化阶段，在不影响

正常生长和分化的前提下降低温度，减少光照也可



2020年第10期 专题论述 13

以降低白苗分化率。

4　水稻花药培养的展望
目前，大部分水稻的绿苗产率仍然很低，尤其

是籼稻，远远不能满足育种需要。提高水稻花药培

养效率，不仅要选择综合性状优良、花药培养力高的

水稻材料，还要完善和优化水稻花药培养技术体系。

供体材料确定后，应在田间取材的最佳时间选取大

部分花粉处于单核靠边期的幼穗，为后期的花培过

程奠定良好的基础。在低温预处理过程中，一般情

况下 8~10℃低温预处理 7~10d。诱导愈伤和绿苗

分化阶段，除了根据不同类型的水稻材料选择合适

的基本培养基、最适激素种类及配比、复合碳源和其

他成分外，还应注意合适的光温条件，这对花药培养

效率有明显的影响。总之，不同材料的适宜培养条

件各不相同，所以要在实际工作中不断摸索，寻找某

种或某类材料的最佳培养条件。此外，在获得幼苗

后，注意移栽前要炼苗，移栽后加强田间管理，以提

高成苗率。

基于目前水稻花药培养的研究现状和存在问

题，在今后的工作中，应该完善和优化水稻花药培养

技术体系，在保证花培效率的同时，尽量使花药培养

流程标准化、简单化、快速化。此外，还要拓宽水稻

花药培养技术在水稻育种工作中的应用，它不仅可

以快速纯合有益基因，应用于传统育种工作中，而且

可以与分子标记辅助选择、基因工程等其他分子生

物学技术相结合，加速优良新品种的选育与应用。
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