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　 　 摘要：　 为研究葫芦花药愈伤组织诱导的影响因素，筛选出最适宜诱导葫芦花药愈伤组织的培养条件，以 ３ 个

葫芦品种为试验材料，观察不同低温预处理、热激处理以及激素和活性炭处理对花药愈伤组织诱导率及生长的影

响。 结果表明，不同基因型愈伤组织诱导率差异显著；最佳预处理方法是 ４ ℃低温预处理 ２ ｄ，３３ ℃高温热激暗培

养 １ ｄ；ＭＳ 培养基添加２，４⁃Ｄ和 ６⁃ＢＡ 能诱导出愈伤组织，愈伤组织按外观和质地分为 ６ 种类型，随着激素浓度增加

愈伤组织诱导率递增，添加 １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ＋２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ 和 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ＋２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ 的培养基最有利于

诱导愈伤组织；ＭＳ 基本培养基不能诱导愈伤组织，活性炭抑制花药诱导愈伤组织。 说明，在添加了适量浓度的

２，４⁃Ｄ和 ６⁃ＢＡ 的 ＭＳ 培养基上能成功诱导出葫芦花药愈伤组织。
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　 　 葫芦［Ｌａｇｅｎａｒｉａ ｓｉｃｅｒａｒｉａ（Ｍｏｌｉｎａ） Ｓｔａｎｄｌ．］为葫

芦科（Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ）葫芦属，一年生攀援草本植物，
又名瓠瓜、瓠子、扁蒲、蒲瓜、夜开花等［１⁃２］。 葫芦是

适宜嫁接的优良砧木。 葫芦科植物的常规遗传育种
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方法存在育种周期长、难度大以及遗传性状不稳定

等问题。 单倍体育种技术为缩短育种年限、提高育

种效率提供了可能，但在葫芦科蔬菜作物中，自发产

生单倍体的频率极低［３⁃４］。 花药培养是获得单倍体

及纯合体的有效途径。 近年来，花药离体培养的研

究进展很快，目前已经有多种植物通过花药培养获

得了单倍体植株，其中以十字花科、茄科和禾本科居

多［５⁃６］。 在葫芦科蔬菜中，从 ２０ 世纪 ８０ 年代初，科
研工作者相继开展了西瓜、甜瓜、丝瓜、黄瓜等花药

培养的研究，瓜类蔬菜作物通过离体雄核发育途径

生产单倍体难度较大， 只有西瓜的花药培养较为成

功［７］。 薛光荣等［８⁃９］通过西瓜花药培养获得了单倍

体植株，但愈伤诱导率仅有 ０􀆰 ５％，但同时发现愈伤

组织易褐变且诱导率不高；魏瑛［１０］ 在 ４ ℃和 １０ ℃
的低温条件下对西瓜花药进行预处理， 降低了花药

壁愈伤组织的形成，提高了花药愈伤组织的诱导率；
陶正南［１１］对甜瓜进行花药培养，采用单核中后期的

花蕾，在添加了 ＫＴ（激动素）、６⁃ＢＡ（６⁃苄氨基腺嘌

呤）和 ＮＡＡ（萘乙酸）的 ＭＳ 培养基或 Ｎ６ 培养基上

成功获得了完整再生植株。 Ｋｕｍａｒ 等［１２］ ２００３ 年成

功获得了黄瓜单倍体植株，但诱导频率仍然很低，难
以用于育种实践。 花药培养通过花药诱导愈伤组

织，进一步分化成再生植株，但葫芦花药培养研究未

见报道。 本研究通过探索葫芦花药发育途径和培养

过程中不同因子对葫芦花药愈伤组织发生频率的影

响，以确定最适宜葫芦花药培养的条件，为建立葫芦

花药离体再生体系进而培育葫芦单倍体植株奠定

基础。

１　 材料和方法

１．１　 试验材料

供试葫芦品种为超丰 Ｆ１、京欣砧 １ 号、横溪砧

木 １ 号，由江苏省农业科学院蔬菜研究所瓜类研究

室提供。 挑选饱满均匀的葫芦砧木种子置于 ５５ ℃
温汤浸种 ８ ｈ，清洗干净后用纱布包裹，于 ２８ ℃催芽

４～５ ｄ，露白后播于消毒的营养基质中，至三叶一心

时移栽到江苏省农业科学院蔬菜研究所试验大棚，
采用常规的田间管理。
１．２　 预处理方法的筛选

１．２．１　 低温预处理 　 在各品种葫芦植株进入盛花

期时，采集小孢子发育至单核期的花蕾（花蕾直径

大小在 ６􀆰 ３～ ６􀆰 ７ ｍｍ），用湿纱布包裹，放入塑料袋

中，进行 ４ ℃低温预处理，设置 ４ 个处理，处理时间

分别为 ０ ｄ、１ ｄ、２ ｄ、３ ｄ。 处理结束后，用 ７０％酒精

先将花蕾浸泡 ４０ ｓ，无菌水清洗 ３ 遍，再用 １０％（质
量体积比）次氯酸钠溶液表面消毒 ５ ｍｉｎ，最后在无

菌条件下用无菌水冲洗 ３ 遍，然后剥取花药接种于

ＭＳ 培养基上。 每个处理接种 ６０ 瓶，每瓶接种 ６ 颗

花药。
１．２．２　 热激处理　 在葫芦花药 ４ ℃低温预处理不

同天数后，每个处理的 ６０ 瓶花药再分为 ４ 组，每组

１５ 瓶，３ 组分别置于 ３０ ℃、３３ ℃、３５ ℃恒温箱暗培

养 １ ｄ 后，再转移至组培室进行培养，培养条件为温

度 ２５ ℃，光 ／暗周期 １６ ｈ ／ ８ ｈ，光照度３ ０００ ｌｘ。 同

时设置未经处理的对照组。 培养 ３０ ｄ、６０ ｄ 后统计

花药的成活率。 低温预处理时间结合热激处理共

１６ 个组合（表 １）。

表 １　 低温预处理与热激处理的 １６ 种组合

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｓｉｘｔｅｅｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

４ ℃低温预处理
时间（ｄ）

热激处理温度（℃）

２５ ３０ ３３ ３５

０ Ｔ１ Ｔ５ Ｔ９ Ｔ１３

１ Ｔ２ Ｔ６ Ｔ１０ Ｔ１４

２ Ｔ３ Ｔ７ Ｔ１１ Ｔ１５

３ Ｔ４ Ｔ８ Ｔ１２ Ｔ１６

１．３　 培养方法的筛选

１．３．１ 外源激素 　 诱导培养基成分为 ＭＳ＋激素＋３０
ｇ ／ Ｌ 蔗糖＋８ ｇ ／ Ｌ 琼脂，添加不同浓度的 ２，４⁃Ｄ 和 ６⁃
ＢＡ ２ 种外源激素，每个激素浓度分为 ４ 个梯度，分
别为 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ、１􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ、１􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ、２􀆰 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ，
共 １６ 种培养基（表 ２），ｐＨ 值调至 ５􀆰 ８。 每个基因型

的葫芦植株取样后预处理采用筛选出来的最佳预处

理方法，在 ４ ℃低温预处理后接种于 １６ 种培养基，
再经热激处理后置于 ２５ ℃光培养。 每种培养基 ３
个重复，每个重复接种 ２０ 个花药。 定时观察，３０ ｄ
后统计花药愈伤组织诱导率。
１．３．２　 活性炭　 在表 ２ 的 １６ 种诱导培养基的基础

上，每种培养基添加 ５％活性炭，采用 ＭＳ＋激素＋３０
ｇ ／ Ｌ 蔗糖＋８ ｇ ／ Ｌ 琼脂＋５％活性炭组成的培养基。 每

个基因型的葫芦植株取样后进行预处理，４ ℃低温

预处理后接种于添加了活性炭的 １６ 种培养基，再经
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热激处理后置于 ２５ ℃光培养。 每种培养基 ３ 个重

复，每个重复接种 ２０ 个花药。 定时观察，３０ ｄ 后统

计花药愈伤组织诱导率。

表 ２　 诱导培养基选用的 １６ 种激素组合

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｓｉｘｔｅｅｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｎｄｕｃｉｎｇ

ｇｏｕｒｄ ｃａｌｌｕｓ

６⁃ＢＡ 浓度
（ｍｏｌ ／ Ｌ）

２，４⁃Ｄ 浓度（ｍｏｌ ／ Ｌ）

０．５ １．０ １．５ ２．０

０．５ Ｈ１ Ｈ５ Ｈ９ Ｈ１３

１．０ Ｈ２ Ｈ６ Ｈ１０ Ｈ１４

１．５ Ｈ３ Ｈ７ Ｈ１１ Ｈ１５

２．０ Ｈ４ Ｈ８ Ｈ１２ Ｈ１６

１．４　 继代培养

将长势好的愈伤组织转移至基本分化培养基：
ＭＳ＋１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ＋２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ＋３０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ 蔗

糖＋８ ｇ ／ Ｌ 琼脂，继续培育。
１．５　 统计分析

３０ ｄ 后统计和分析以上各处理中葫芦花药形

成的愈伤组织诱导率并描绘其相应的形态特征。 利

用 ＤＰＳ 统计软件进行单因子方差分析。 花药存活

率＝未褐变死亡的花药数 ／接种花药总数×１００％；愈
伤组织诱导率 ＝ 愈伤组织产生数 ／接种花药总

数×１００％。

２　 结果与分析

２．１　 不同预处理对花药存活率的影响

取样后，对葫芦花蕾先进行 ４ ℃低温处理，接种

后结合热激处理，再置于 ２５ ℃下光培养，期间对花

药进行观察。
在培育 ３０ ｄ 时，各基因型的花药均呈嫩绿色，

体积略有膨大，形态未产生明显改变，未产生愈伤组

织。 培育至 ６０ ｄ 时，仍未诱导出愈伤组织，花药的

成活率如表 ３ 所示。 在 １２ 种预处理下，分别对各基

因型的花药成活率进行显著性差异分析，３ 个基因

型的花药在 Ｔ１１ 处理下均存活率最高，存活率分别

为超丰 Ｆ１ ３６％，京欣砧 １ 号 ３２％，横溪砧木 １ 号

２４％，与其他处理差异显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 在仅 ４ ℃低

温预处理时（Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４ 处理），花药成活率极低，基
本死亡；在仅有热激处理时（Ｔ５、Ｔ９、Ｔ１３ 处理），随
着温度提高，花药的成活率有所提高。 当低温预处

理与热激处理结合使用时，花药的成活率有一定的

提高，Ｔ１１ 处理均达到最高值。 以超丰 Ｆ１ 为例，在
无低温预处理和热激处理时（Ｔ１ 处理），花药成活率

为 ０；在仅低温处理时（Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４ 处理），成活率为

０～４％；在仅热激处理时（Ｔ５、Ｔ９、Ｔ１３ 处理），成活率

为 ０～１２％；在低温预处理结合热激处理时（Ｔ６～ Ｔ８，
Ｔ１０～Ｔ１２，Ｔ１４～Ｔ１６ 处理），成活率为 ０～３６％。 本研

究中热激处理效果比低温处理效果显著，但低温处

理与热激处理结合更能促进葫芦花药的活力，提高

花药的成活率。 最佳预处理方法是花蕾经过 ４ ℃低

温预处理 ２ ｄ，接种后 ３３ ℃热激暗培养 １ ｄ，再转移

至 ２５ ℃光培养。

表 ３　 不同低温预处理与热激处理组合对葫芦花药成活率的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｐｒｅ⁃
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ
ｏｆ ｇｏｕｒｄ ａｎｔｈｅｒ

组合
成活率（％）

超丰 Ｆ１ 京欣砧 １ 号 横溪砧木 １ 号

Ｔ１ ０ｆ ０ｄ ４ｅ

Ｔ２ ０ｆ ０ｄ ０ｆ

Ｔ３ ４ｅ ０ｄ ０ｆ

Ｔ４ ０ｆ ０ｄ ０ｆ

Ｔ５ ０ｆ ０ｄ ０ｆ

Ｔ６ ０ｆ ０ｄ ０ｆ

Ｔ７ １２ｄ ０ｄ ０ｆ

Ｔ８ ３２ａｂ １６ｂ ０ｆ

Ｔ９ ８ｄ １６ｂ ４ｅ

Ｔ１０ ２４ｃ ０ｄ ４ｅ

Ｔ１１ ３６ａ ３２ａ ２４ａ

Ｔ１２ ２８ｂｃ ８ｃ ８ｄ

Ｔ１３ １２ｄ ０ｄ １２ｃ

Ｔ１４ ０ｆ ０ｄ ４ｅ

Ｔ１５ ０ｆ ０ｄ １６ｂ

Ｔ１６ ０ｆ ０ｄ ０ｆ

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５、Ｔ６、Ｔ７、Ｔ８、Ｔ９、Ｔ１０、Ｔ１１、Ｔ１２、Ｔ１３、Ｔ１４、Ｔ１５、Ｔ１６ 见
表 １；同一列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　 不同培养基对葫芦花药愈伤组织诱导的影响

２．２．１　 不同培养基对愈伤组织诱导率的影响 　 由

表 ４ 可以看出，所有激素组合配制的培养基都能诱

导出愈伤组织，同一基因型在不同浓度激素处理中花
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表 ４　 不同培养基对葫芦花药愈伤组织诱导率的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｇｏｕｒｄ
ａｎｔｈｅｒ ｃａｌｌｉ

培养基
愈伤组织诱导率（％）

超丰 Ｆ１ 京欣砧 １ 号 横溪砧木 １ 号

Ｈ１ ２０．０ｌ ５５．６ｊ ７５．０ｆ

Ｈ２ ６３．０ｉ ８７．３ｆ ９２．３ｃｄ

Ｈ３ ９１．１ｄ ８５．４ｇ ９０．２ｄ

Ｈ４ ５８．０ｊ ８６．７ｆ ９５．２ｂｃ

Ｈ５ １８．５ｌ ３５．９ｌ ７０．５ｇ

Ｈ６ ９５．２ｃ ９３．３ｄ １００．０ａ

Ｈ７ ９８．４ａ ９３．３ｄ ９５．０ｂｃ

Ｈ８ ８８．５ｆ ９３．４ｄ ９８．３ａｂ

Ｈ９ ６６．１ｈ １００．０ａ ７９．７ｅ

Ｈ１０ ８０．６ｇ ８２．０ｉ １００．０ａ

Ｈ１１ ９０．０ｅ ９８．１ｂ ９６．７ａｂ

Ｈ１２ ９６．７ｂ ９６．７ｃ １００．０ａ

Ｈ１３ ５８．５ｊ ８３．３ｈ ８０．３ｅ

Ｈ１４ ４４．３ｋ ４５．９ｋ ７０．５ｇ

Ｈ１５ ９８．１ａ ９１．７ｅ ９６．７ａｂ

Ｈ１６ ９６．７ｂ ９３．５ｄ １００．０ａ

Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６、Ｈ７、Ｈ８、Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１、Ｈ１２、Ｈ１３、Ｈ１４、Ｈ１５、
Ｈ１６ 见表 ２；同一列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

药培养的愈伤组织诱导率存在差异性。 超丰 Ｆ１ 花

药培养愈伤组织诱导率较高的激素处理是 Ｈ７ 和

Ｈ１５，诱导率分别为 ９８􀆰 ４％、９８􀆰 １％。 在 Ｈ１２ 和 Ｈ１６
培养基上，其愈伤组织诱导率均达到 ９６􀆰 ７％，与 Ｈ７
和 Ｈ１５ 差异显著 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 而 Ｈ６ 诱导率为

９５􀆰 ２％，以上 ５ 种组合的激素培养基产生的愈伤组

织诱导率均达到 ９５％以上，较适宜诱导超丰 Ｆ１ 花

药产生愈伤组织。 对京欣砧 １ 号的花药诱导愈伤组

织，Ｈ９ 诱导率最高，达 １００％，其次是 Ｈ１１、Ｈ１２，诱
导率分别为 ９８􀆰 １％、９６􀆰 ７％。 横溪砧木 １ 号在 Ｈ６、
Ｈ１０、Ｈ１２ 和 Ｈ１６ 培养基上花药的愈伤组织诱导率

均为 １００％，在 Ｈ８、Ｈ１５、Ｈ１１ 和 Ｈ４ 培养基上花药的

诱导率均高于 ９５％，此基因型较易产生愈伤组织，
所有 的 培 养 基 中 诱 导 的 愈 伤 组 织 最 少 的 也

有 ７０􀆰 ５％。
不同基因型在相同激素浓度处理时，花药培养

愈伤诱导率也有差异。 不同的基因型，其最适激素

浓度不同。 由表 ４ 可知，各基因型的花药在 Ｈ１２ 培

养基上的诱导率都在 ９５％以上，Ｈ１２ 培养基较利于

诱导葫芦花药愈伤组织。 诱导出愈伤组织的概率随

着 ２， ４⁃Ｄ 浓度增加而递增，在 １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ 和 ２􀆰 ０
ｍｇ ／ Ｌ浓度时最高。 添加 ６⁃ＢＡ 浓度在 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 时

产生愈伤的频率较高，不同品种间稍有波动。 故

１􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ２， ４⁃Ｄ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ 和 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ
２，４⁃Ｄ＋２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ 组合利于诱导愈伤组织。 相

反，Ｈ１、Ｈ５ 和 Ｈ１４ 激素组合的培养基对各基因型的

花药愈伤组织诱导率均比较低。
２．２．２　 不同培养基对愈伤组织形态特征的影响 　
花药培养诱导的愈伤组织形态特征描述见表 ５。
按照外观和质地划分，主要有 ６ 类型，Ｉ 类：绿色不

透明愈伤组织，结构致密，贴近花药表皮生长缓

慢，整体体积较小（图 １Ｃ）；Ⅱ类：嫩绿色愈伤组

织，结构疏松，增殖生长快体积大，表面相对光滑，
分散性、均一性、通透性均较好（图 １Ｇ）；Ⅲ类：黄
绿色愈伤组织，疏松块状，增殖生长快体积大，分
散性、均一性、通透性均较好（图 １Ｈ）；Ⅳ类：白色

不透明的瘤状愈伤组织，结构致密，个体有大有小

（图 １Ｂ、１Ｅ）；Ⅴ类：白色半透明愈伤组织，结构疏

松，在嫩绿色愈伤表层生长（图 １Ｄ）；Ⅵ类：黄色愈

伤组织，由淡黄色透明状转变为黄褐色半透明愈

伤，很快便褐变死亡。
不同激素浓度对产生不同形态的愈伤组织有显

著影响。 激素浓度较低时，愈伤组织诱导率低，愈伤

组织膨大缓慢，体积较小，易产生绿色致密愈伤组织

（图 １Ｃ）。 当 ２，４⁃Ｄ 浓度低时，较易产生白色愈伤，
在 Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４ 培养基中，京欣砧 １ 号出现了白色致

密不透明的瘤状愈伤组织（图 １Ｂ、图 １Ｅ），个体有大

有小；横溪砧木 １ 号在 Ｈ２ 培养基上也诱导出白色

愈伤组织（图 １Ｄ），但结构疏松，白色愈伤组织可以

明显看出是从嫩绿色愈伤组织上长出的。 随着浓度

递增，培养基上诱导出的多为嫩绿色和黄绿色愈伤

组织，其体积相对较大，增殖生长迅速，浓度越高长

势越快，但也有些诱导出黄色愈伤组织褐变死亡的。
在培育 ４０ ｄ 后，愈伤组织生长缓慢，将部分转接到

基本分化培养基上促进分化，原先生长缓慢的愈伤

组织又开始迅速膨大，但仍未分化出胚状体，表明

２，４⁃Ｄ 和 ６⁃ＢＡ ２ 个激素能不断促进葫芦花药愈伤

组织增殖生长。
２．３　 基因型对葫芦花药愈伤组织诱导的影响

由表 ４ 和图 １ 可以看出，超丰 Ｆ１、京欣砧 １ 号

和横溪砧木 １ 号这 ３ 个基因型愈伤组织诱导率差异
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表 ５　 不同培养基诱导的葫芦花药愈伤组织形态特征

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｇｏｕｒｄ ａｎｔｈｅｒ ｃａｌｌｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ

培养基序号
超丰 Ｆ１ 京欣砧 １ 号 横溪砧木 １ 号

颜色 疏密度 大小 颜色 疏密度 大小 颜色 疏密度 大小

Ｈ１ 绿色 致密 小 绿色 致密 小→中 黄色 疏松 中

Ｈ２ 绿色 致密 中 黄绿
白色

致密
致密

中 嫩绿
白色

疏松
疏松

小→大

Ｈ３ 嫩绿 疏松 小→大 白色 致密 大 黄绿 疏松 小→大

Ｈ４ 黄绿 疏松 小→大 黄色
白色

疏松
致密

中 黄绿 疏松 小→大

Ｈ５ 黄绿 致密 小 白色 致密 小 黄色 致密 小

Ｈ６ 黄绿 疏松 中→大 黄绿 疏松 中 黄绿 致密 大

Ｈ７ 黄绿 疏松 大 黄绿 疏松 中 黄绿 疏松 大

Ｈ８ 嫩绿 疏松 大 黄绿 致密 中 黄绿 疏松 大

Ｈ９ 黄绿 致密 小 黄绿
白色

致密
致密

中 黄绿 致密 大

Ｈ１０ 黄绿 致密 小 黄色 致密 小→中 黄绿 疏松 中

Ｈ１１ 黄绿 疏松 中→大 黄色 致密 中 黄绿 疏松 大

Ｈ１２ 嫩绿 疏松 中 黄绿 致密 中 黄绿 疏松 大

Ｈ１３ 黄绿 致密 大 黄绿 疏松 大 黄色 疏松 大

Ｈ１４ 绿色 致密 小 黄绿 致密 小 黄绿 疏松 大

Ｈ１５ 嫩绿 疏松 小→大 黄色 致密 中→大 嫩绿 疏松 大

Ｈ１６ 黄绿 疏松 中→大 黄色 疏松 中 嫩绿 疏松 大

Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６、Ｈ７、Ｈ８、Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１、Ｈ１２、Ｈ１３、Ｈ１４、Ｈ１５、Ｈ１６ 见表 ２；大小等级：小：直径在 ０．２１～０．５０ ｃｍ；中：直径在 ０．５１～ １．００ ｃｍ；
大：直径在 １．００ ｃｍ 以上。

显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 在各培养基上，整体来看横溪砧木

１ 号诱导愈伤组织的频率最高，大部分诱导率在

９０􀆰 ０％以上，最低为 ７０􀆰 ５％，且大都是嫩绿色和黄绿

色愈伤组织；其次是京欣砧 １ 号，诱导率在 ３５􀆰 ９％ ～
１００􀆰 ０％，但易诱导出白色愈伤组织；超丰 Ｆ１ 诱导率

在 １８􀆰 ５％ ～ ９８􀆰 ４％，且诱导出的愈伤组织性状不如

其他 ２ 个基因型好。 此次试验中 ３ 个基因型都没有

能够分化出胚状体和再生植株，但筛选出横溪砧木

１ 号葫芦花药较利于诱导愈伤组织。
２．４　 活性炭对葫芦花药愈伤组织诱导的影响

在花药培养中经常使用活性炭，活性炭的主要

作用是防止花药褐变，提高花粉愈伤组织的诱导率。
但并非所有基因型对活性炭的加入都有反应，有的

基因型的愈伤组织发生能力较强，加入活性炭后愈

伤组织发生率反而下降［１３］。 本试验在不同浓度激

素的培养基中添加 ５％的活性炭，以未添加活性炭

的 Ｈ１～Ｈ１６ 培养基做对比。 在未添加活性炭的培

养基中，花药迅速产生愈伤组织；而添加活性炭的培

养基中，花药仅体积膨大，未诱导出愈伤组织，３０ ｄ
后开始褐变死亡。

３　 讨 论

花药培养技术在十字花科、茄科和禾本科等植

物上已日趋成熟，但瓜类花药培养难度较大，中国在

这方面的研究还很少［１４⁃１５］。 本试验借鉴前人的技

术并加以改进，以葫芦花药为材料，成功诱导出愈伤

组织。 试验采用 ３ 种基因型的葫芦花药进行培养，
发现花药培养在很大程度上受到基因型的影响，不
同基因型花药的愈伤组织的诱导率差异显著。 横溪

砧木 １ 号的花药较京欣砧 １ 号、超丰 Ｆ１ 更适宜进行

培养，利于诱导愈伤组织。 但在进行各种预处理后，
超丰 Ｆ１ 的花药成活率最高，其次是京欣砧 １ 号和横

溪砧木 １ 号，这与愈伤组织诱导率相反，说明花药活

力与花药诱导愈伤组织的能力并不成正相关，花药

活力高并不一定能够诱导出更多的愈伤组织 。
预处理对提高胚状体诱导频率有很好的效果，

经过预处理的花药比较容易培养出花粉愈伤组织或

者胚状体并进而得到完整的植株［１６］。 本试验得到

的最佳预处理方法是花蕾经过 ４ ℃低温预处理 ２ ｄ，
接种后 ３３ ℃高温热激暗培养 １ ｄ，再转移至 ２５ ℃光
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Ａ：接种初期；Ｂ：白色愈伤组织；Ｃ：绿色致密愈伤组织；Ｄ：白色疏松愈伤组织；Ｅ：白色致密愈伤组织；Ｆ：黄色愈伤组织；Ｇ：嫩绿色愈伤组织；
Ｈ：黄绿色愈伤组织。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 １　 不同形态葫芦花药愈伤组织

Ｆｉｇ．１　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｒｍｓ ｏｆ ｇｏｕｒｄ ａｎｔｈｅｒ ｃａｌｌｉ

培养。 仅低温预处理或者热激处理时，花药成活率

低，这个现象在苦瓜花药培养中也有报道，４ ℃冷处

理对愈伤组织诱导率的提高不是绝对的［１７⁃１８］。 当

低温处理和热激处理结合使用时，花药的成活率显

著提高。 预处理时采用 ＭＳ 基本培养基，未添加激

素（２，４⁃Ｄ 和６⁃ＢＡ），花药稍有膨大，但未产生愈伤

组织。 在添加了激素的培养基中成功诱导出愈伤组

织，而在添加了激素和活性炭的培养基中，却出现了

花药稍有膨大，未产生愈伤组织的现象。 表明仅 ＭＳ
基本培养基不能诱导愈伤组织，添加激素能促进花

药诱导愈伤组织，而活性炭抑制花药诱导愈伤组织。
这验证了前人的结论，在丝瓜花药培养的研究中明

确提出活性炭诱导愈伤组织的效果差，有抑制花药

诱导愈伤组织的作用［１９］。
外源激素可促进愈伤组织的发生和分化，因此

激素是花药培养基中的重要成分，通常认为在愈伤

组织培养中脱分化主要使用 ２，４⁃Ｄ，而 ６⁃ＢＡ 和 ＫＴ
则是启动分化的主要激素［２０］。 在添加了不同浓度

的 ２，４⁃Ｄ 和 ６⁃ＢＡ 的 ＭＳ 培养基上，葫芦花药成功诱

导出愈伤组织。 诱导出愈伤组织的概率随着 ２，４⁃Ｄ
和 ６⁃ＢＡ 浓 度 增 加 而 递 增， 得 出 １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ
２，４⁃Ｄ＋２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ 和 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２， ４⁃Ｄ ＋ ２􀆰 ０
ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ 的组合利于诱导愈伤组织。 并且随着激

素浓度增加，产生的愈伤组织增殖生长越快，体积越

大，多为嫩绿色和黄绿色愈伤组织，结构疏松，表面

相对光滑，分散性、均一性、通透性好。 在其他瓜类
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花药培养技术体系探索过程中，证实适当增加 ２，４⁃
Ｄ 浓度能提高愈伤组织诱导率，２，４⁃Ｄ 是作用最明

显的生长激素，适当提高 ６⁃ＢＡ 的浓度可提高直接

增殖率和分化率［２１］。 相反，激素浓度越低越不利于

花药诱导愈伤组织。 后期将长势好的愈伤组织转至

基本培养基，发现愈伤组织只进行增殖生长未进行

分化，说明仅 ２，４⁃Ｄ 和 ６⁃ＢＡ ２ 种激素只能诱导葫芦

花药的愈伤组织生长，若想后续分化出胚状体和再

生植株，还需要进一步探索。
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