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红花檵木花粉单倍体愈伤组织的诱导与培养 
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摘 要：为通过红花檵木单倍体愈伤组织获得红花檵木全基因组序列，在红花檵木‘细叶玫红’减数分裂和小孢

子发育进程研究的基础上，初步明确了与小孢子不同发育时期相对应的花蕾外部特征，筛选出‘细叶玫红’单核

靠边期花粉进行花药愈伤组织培养。诱导培养基以 SNGM为基本培养基，添加 2.5 mg/L NAA +0.5 mg/L 6–BA+30 

g/L 蔗糖；花粉愈伤组织培养的最优培养基为 B5 培养基，添加物同诱导培养基；花药愈伤组织悬浮培养体系为

B5液体培养基，添加物同诱导培养基，转速为 110 r/min，培养温度为 25 ℃。经流式细胞仪检测， 檵红花 木花粉

愈伤组织最大吸收峰值约为叶片愈伤组织的 50%；用染色体压片计数法观察到叶片愈伤组织细胞染色体数为 24

条，花粉愈伤组织为 12条，单倍体细胞占 63.1%，表明 檵红花 木‘细叶玫红’花粉经诱导培养出的愈伤组织为单

倍体愈伤组织。 
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Abstract: For obtaining the complete genome sequence of Loropetalum chinense var. rubrum, haploid callus was 
induced and cultivated based on previous data of meiosis and microspore development of Loropetalum chinense var. 
rubrum ‘xiyemeihong’. The outer characteristics of the flower bud corresponding to specific development stages were 
primarily determined and monocaryotic phase of ‘xiyemeihong’ was selected for induction of haploid callus. SNGM 
medium supplemented with 2.5 mg/L NAA, 0.5 mg/L 6–Benzyladenine and sucrose concentration 30 g/L turned out to be 
the optimum callus-induction medium. And B5 medium with supplements the same to the induction medium was the 
optimum medium for semi-solid-state cultivation of pollen callus and for liquid cultivation of anther callus under the 
rotation speed of 110 r/min and the temperature of 25 ℃. Flow cytometry showed that the absorption peak of the pollen 
callus was about half of that of the leave callus (the control). Chromosome counting indicated haploids of pollen callus 
possessed 12 chromosomes while diploids 24 and haploids were detected in 63.1% of pollen callus cells.  
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红花檵木(Loropetalum chinense var. rubrum)系
金缕梅科(Hamamelidaceae)檵木属常绿灌木或小乔
木[1−2]，是檵木的芽变[3]。目前，红花檵木新品种
主要是从扦插苗自然变异后代中定向选择而获得
[4−5]。这种通过自发突变或者人工诱导突变选育新

品种的方式具有偶然性，需要花费大量的人力和物

力，而通过花粉培养获取单倍体材料可在较短时间

内获得新的育种材料，大大加速育种进程。 
单倍体材料具有较高的利用价值，如控制杂种

后代分离、提高选择效率、简化遗传分析和作为转

基因材料等，已有不少关于单倍体材料的研究[6−15]

的报道，但尚未见有关红花檵木花药培养的报道。
供体材料的基因型、生长条件、花期和小孢子发育

时期、逆境处理及培养基组成等是影响花药培养的

重要因素[16]。笔者对 檵红花 木花粉单倍体愈伤组织

的诱导与培养进行研究，旨在为红花檵木的育种、
遗传转化等提供参考依据。 

1 材料与方法 

1.1 材  料 

红花檵木‘细叶玫红’为湖南农业大学园艺园
林观赏植物教学基地红花檵木资源圃的 3年生植株。 

基本培养基为添加 6 g/L琼脂糖和 30 g/L蔗糖
的MS、SNGM和 B5培养基，pH为 5.8。 
主要仪器为Motic Images Advanced 3.2数码成

像显微镜 BA400(自带 moticam2306相机)和流式细
胞仪(Partec PA)。 

1.2 小孢子发育的观察 

于 2009年 9月至 2010年 3月进行花药愈伤组
织诱导试验。取 3个不同生长发育时期的红花檵木
花蕾，压片观察不同发育时期小孢子的发育情况。 
压片时用蒸馏水清洗花蕾，用 1.5%的醋酸洋红

染色直接压片法，在显微镜下观察，并拍照记录。 

1.3 花药愈伤组织的诱导 

1) 花蕾材料预处理。用黑色塑料袋包好花蕾，
置于 4 ℃冰箱中冷藏 3 d。 

2) 花蕾消毒和剥取花药。在蒸馏水中加几滴清
洁剂清洗花蕾，再用蒸馏水清洗花蕾 4遍；在超净
工作台上用体积分数 70 %的乙醇表面消毒 30 s，再
用质量分数 0.1 %的 HgCl消毒 10 min，并添加 5滴

T−80，然后用无菌水冲洗材料 4遍，每遍冲 1、3、
6、9 min。在垫有无菌纸的Motic SMZ−168体式显
微镜下将花药剥出，注意避免损伤、损坏花药，并

把花丝去除干净。 
3) 花药接种和花药培养。把剥出的花药接种于

盛有 25 mL 固体培养基的塑料无菌一次性培养皿
中，每皿接种 20粒花药。以MS、SNGM为基本培
养基，分别附加不同浓度(0、0.5、1.0、1.5、2.0、
2.5、3.0 mg/L)的 NAA和 0.5 mg/L 6−BA，在 33 ℃
条件下热激处理 3 d。继代培养的所有处理均以MS
为基本培养基，植物生长调节剂组合不变，继代培

养材料在温度 25 ℃，光照度 3 000 lx的条件下，每
天 12 h光照和 12 h黑暗培养 10 d，再将材料转移到
温度 25 ℃的黑暗条件下培养。 

1.4 花药愈伤组织培养 

花药愈伤组织培养分为半固体培养和悬浮培养。 
1) 半固体培养。在上述试验基础上，以MS和

B5培养基为基本培养基，添加 0.5 mg/L 6−BA+2.5 
mg/L NAA，在温度 25 ℃条件下黑暗培养。 

2) 悬浮培养。以 B5培养基为基本培养基，添

加 0.5 mg/L 6−BA+2.5 mg/L NAA，在 25 ℃黑暗条
件下培养，转速为 110 r/min。 

1.5 花药愈伤组织倍性检测 

1) 流式细胞仪检测。红花檵木花粉愈伤组织的
染色体组倍性检测参照文献[17−18]的方法。 

2) 染色体压片检测。取悬浮培养 3 d的花药愈
伤组织和半固体培养 7 d的叶片愈伤组织，参照改
良苯酚品红染色压片法，在显微镜下观察二者的染

色体，拍照，计数。 

1.6 数据统计与分析 

用 Excel 2003进行数据统计。 

2 结果与分析 

2.1 红花檵木花蕾和小孢子发育的外部特征 

因红花檵木花药、花瓣和萼片全部为红色，故
无法确定花药的颜色及其细微的变化。经观察，红

花檵木花蕾和小孢子发育的外部特征表现为：当红
檵花 木花蕾的小花肉眼可区分时，其小孢子处于小

孢子母细胞时期；当花蕾上的小花膨大、花萼开始

生长，花冠头部开始变白时，其花粉处于二分体至
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四分体时期；当花萼有裂开的迹象，花冠头部变白

区域增大时，其花粉处于单核靠边期；当花萼张开、

花瓣开始展开时，其花粉发育至二核期或形成成熟

的花粉粒。 

2.2 不同发育时期红花檵木花蕾小孢子的发育 

红花檵木小孢子发育进程如图 1 所示。红花檵
木每朵花由 5～10朵小花聚生在同一个花柄上，每
朵小花中有 4～6 个花药贴生在小花柄上。在红花
檵木小孢子发生和花粉的发育过程中，同一花粉中
不同的花药基本处于同一发育时期(图 1−1、2、3、
5、6)；红花檵木减数分裂过程中胞质分裂为连续型，
即减数分裂后形成细胞壁，接着进入第 2次分裂(图
1−1、2、4)；其连续分裂后形成的四分体不在同一
平面上，呈三角锥型(图 1−3)。 

 
1  末期 I；2  后期 II；3  四分体形成期；4  单核中期(单核靠边

期)；5  二核期；6  成熟花粉粒。 

图 1  红花檵木花粉减数分裂的细胞学观察(10×40) 
Fig.1  Cytological observation of anther meiosis of Loropetalum 

chinense var. rubrum (10×40) 

2.3 花粉愈伤组织的诱导率 

表 1结果显示，起始培养基为 SNGM的诱导效
果要好于 MS 培养基。红花檵木花粉愈伤组织的诱
导率与 NAA 浓度有关，其中，以 SNGM 为基本培
养基，添加 2.5 mg/L NAA+0.5 mg/L 6−BA的诱导率
最高，为 31.75%。 

表 1 培养基类型和生长调节剂浓度对单倍体愈伤组

织诱导的影响 

Table 1  Effects of concentration of growth regulators and basic 

media on haploid callus induction 

质量浓度/( mg·L−1) 基本 
培养基 6−BA NAA 

接种花 
药数/粒 

愈伤

数/个
诱导 
率/% 

0.5 0.0 80 0 0.00
0.5 0.5 80 1 1.25
0.5 1.0 80 1 1.25
0.5 1.5 80 7 8.75
0.5 2.0 80 10 12.50
0.5 2.5 80 15 18.75

MS 

0.5 3.0 80 9 11.25

0.5 0.0 80 1 1.25
0.5 0.5 80 7 8.75
0.5 1.0 80 10 12.5
0.5 1.5 80 15 18.75
0.5 2.0 80 21 26.25
0.5 2.5 80 25 31.75

SNGM 

0.5 3.0 80 14 17.50

2.4 花药愈伤组织的培养 

诱导出的红花檵木花粉愈伤组织分别在MS和

B5培养基上培养的结果(图 2−1～6，封三) 显示：

在MS培养基上培养 20 d后，愈伤组织松散，呈水

渍状(图 2–1，封三)，培养时间越长，衰老、褐化现

象越明显(图 2–3，封三)；在 B5培养基上培养的花

粉愈伤组织呈白色的球状颗粒(图 2–2，封三)，在

B5培养基上继代 5次后的花粉愈伤组织呈白色的颗

粒状(图 2–4、5，封三)；随继代培养时间的增加，

其花色素苷的含量增加，愈伤组织颜色加深(图

2–6，封三)。 

红花檵木花粉愈伤组织的悬浮培养结果(图

2−7、8、9，封三)显示：经初始培养和第 1次悬浮

培养，可得到大量的悬浮培养细胞；得到的花粉愈

伤组织细胞悬浮系可以进行大量增殖，其培养基为

B5+0.5 mg/L 6−BA +2.5 mg/L NAA +30 g/L蔗糖。 

1 2

43 

5 6
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2.5 花药愈伤组织的倍性 

由图 3可知，红花檵木叶片愈伤组织在 422.5 V
电压条件下的最大吸收峰值约为 98，而花粉愈伤组
织的最大吸收峰值约为 57，这表明由花粉诱导愈伤
组织的染色体数目约为由叶片诱导愈伤组织染色

体数目的 50%，故初步判断红花檵木花粉愈伤组织

为单倍体愈伤组织。经染色体压片观察，红花檵木
花粉愈伤组织细胞的染色体数目为 12 条，单倍体
细胞占 63.1%，而其叶片愈伤组织细胞染色体数目
为 24 条。结合细胞流式仪检测结果，可断定红花
檵木‘细叶玫红’花粉经诱导培养出的愈伤组织为
单倍体愈伤组织。 

 

 
A  叶片愈伤组织；B  花粉愈伤组织。 

图 3 红花檵木叶片愈伤组织和花粉愈伤组织的倍性检测结果 

Fig.3  Determination of chromosome ploidy in leave and anther calluses of Loropetalum chinense var. rubrum 

3 结论与讨论 

本试验以红花檵木的花药为外植体，成功得到
了由花药形成的愈伤组织，并由此建立了红花檵木
花粉愈伤组织的悬浮系，这既为红花檵木新品种的
选育提供了新的途径，也为开展红花檵木基因组学
研究提供了丰富的材料。同时，在试验中观察到，

经多代培养的红花檵木花粉愈伤组织的花色素苷
含量显著增加，这可为红花檵木次生代谢产物的研
究提供材料。本试验中没有得到由红花檵木愈伤组
织分化的组培苗，这是否与需要较高的激素水平有

关还有待研究。 
在花药培养过程中，不同基因型之间的差异较

大。在本试验的预备试验中对 4个品种红花檵木花
粉进行了培养，其中只有红花檵木‘细叶玫红’得
到了花粉愈伤组织。这与辣椒花药培养的结果[17]

一致。 
小孢子发育时期是决定花药培养成功与否的

重要因素。在本试验预备试验中，笔者对处于小孢

子时期、单核靠边期以及发育成熟期的红花檵木花
粉粒分别进行了培养，发现只有单核靠边期的花粉

粒出现了愈伤组织，这与文献[14]和文献[18]的结果
一致。处于单核靠边期红花檵木花粉的外部特征表
现为花萼有裂开的迹象，花冠顶部变白区域较二分

体至四分体时期增大。无法通过花粉粒的外部特征

来判断小孢子发育的时期。 
在花药培养时，不同培养基培养的花药存在一

定的差异[19]。在培养基中添加一定浓度的植物生长

调节剂对成功诱导部分高等植物花粉愈伤组织起

关键作用[20]。本试验中，在其他条件相同的情况下，

以SNGM为基本培养基的培养效果比以MS为基本
培养基的效果好；在 SNGM基本培养基中添加 2.5 
mg/L NAA+0.5 mg/L 6−BA可得到较高的愈伤组织
诱导率。 
除了选择合适的培养材料和培养基外，适当的

逆境胁迫处理对花粉培养的成功起着重要的作用[6]。

本试验结果表明，将红花檵木的花蕾在冰箱中 4 ℃

A
B 



 
 

636                 湖南农业大学学报(自然科学版)  http://www.hnndxb.com               2011 年 12月 

暗处理 3 d后，再将剥离花蕾接种在培养基上 33 ℃
热激处理 3 d，可以有效打破花粉的配子体发育模
式，使其朝向体细胞增殖方向发育，产生愈伤组织。 
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