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摘要:以 4个番茄 F 1 代杂交种的花药为试材 ,通过正交试验设计 ,研究不同材料基因型 、不同低温

处理时间 、不同浓度的 2 ,4-D 、蔗糖和硝酸银对番茄花药培养中组织褐化和愈伤组织生成的影响。

结果表明:硝酸银和材料基因型是组织褐化的主要影响因素 ,其次是 2 , 4-D ,而蔗糖和低温处理的

影响较弱。06-176经低温 48h 处理 ,培养基中添加 2 , 4-D 0.1mg/L 、蔗糖 120 g/L 和硝酸银

50μmol/ L 是减轻组织褐化的最佳培养组合;而 2 , 4-D 是愈伤组织生成最主要的影响因素 ,其次

是材料基因型和低温处理 ,蔗糖和硝酸银的影响较弱。06-506经 24 h低温处理 ,培养基中添加

2 ,4-D 1.0mg/L 、蔗糖 30g/L 和硝酸银 50μmo l/L 是提高愈伤组织发生率的最佳培养基组合 。
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Abstract:Four F1 hybrids o f tomato were used in the experiment w ith M S as the basal medium to

study the ef fects of g eno types , low temperature ,2 ,4-D , sucro se and AgNO3 on the anthe r culture

of tomato through or thogonal tests.The resul ts show ed that AgNO 3 and genotypes w as the most

ef fective element fo r brow ning of the tissues , follow ed by 2 ,4-D w ith the least ef fective element

fo r sucrose and low tempe rature.T he optimized combinat ion of reduce brow ning of the tissue s

w as de rived w ith low temperature 48 h ,0.1mg/ L 2 ,4-D , 120 g/ L sucrose and 50μmol/ L Ag-

NO 3 on 06-176;2 , 4-D have a higher ef fect on callus yields , follow ed by geno types and low

temperature w ith the least ef fective element fo r sucro se and A gNO 3.The optimized combination

of improve callus yields was derived w ith low temperature 24 h ,1.0mg/L 2 ,4-D , 30 g/L sucro se

and 50μmol/L AgNO 3 on 06-506.
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　　关于番茄花药培养早在 20世纪 70年代国外就

有报道
[ 1 , 2]
。近年来 ,培养基的组成及培养方法不

断得到改进和优化。但是 ,番茄花药培养中诸多问

题仍未解决:①组织褐化严重。在花药培养 10 ～

20 d ,由于细胞表面氧化 ,以及花药培养中会产生乙

烯 ,并出现严重的组织褐化现象 ,而褐化会严重影响

组织活力 ,降低出愈率和愈伤分化率;②愈伤组织诱

导率低 。目前 ,在激素种类和配比上存在较大争
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论[ 3 ～ 9] ,碳源 、低温处理等因子对番茄花药培养中愈

伤组织诱导的作用和影响程度尚不明确 。同时 ,硝

酸银能有效减轻组织褐化 ,促进胚状体的发生 ,这在

十字花科和禾本科多种作物的花药培养中已得到了

证实 [ 10 , 11] ,但在番茄花药培养中 ,上述因素的作用

未见有相关报道。通过正交试验 ,针对目前番茄花

药培养中存在的问题 ,就培养中部分因素对番茄花

药培养中组织褐化和愈伤组织诱导率的影响进行了

系统研究 ,旨在提高番茄花药培养效率 ,为提高番茄

单倍体育种水平提供理论基础 。

1　材料和方法

1.1　材料

供试材料为用辽宁省农科院蔬菜所配制的组合

06-174 , 06-176 和 06-506 , 06-509 ,共 4 个 F 1

代杂交种 ,于 2006 年 7 月下旬播种 , 8 月定植于辽

宁省农科院蔬菜研究所日光温室中 ,常规田间管理 ,

花期取材。

1.2　方法

于盛花期上午 8:00 —10:00 ,取健壮植株上的

花蕾 ,用流水冲洗 30min。选择小孢子发育处于单

核期(花药长度为 4 ～ 6mm)的花蕾 ,用 70%的乙醇

消毒 10 ～ 30 s ,0.1%HgCl2 处理 5 ～ 10min ,然后无

菌水冲洗 3次 ,接种在以 MS 为基本培养基 ,附加不

同浓度处理的 2 , 4-D 和蔗糖的培养基上 , 琼脂

60 g/L , pH 5.8。用 Pa rafi lm 封口膜封口 ,25℃恒温

光照培养。

1.3　试验设计

为了同时考虑多因子 、多水平的影响 ,采用正交

试验 L16(45)设计[ 14] ,各因子水平设计如表 1所示 。

表 1　供试因素及水平

因子水平 A(材料) B(2 , 4-D , mg/ L) C(低温处理 , h) D(蔗糖 , g/ L) E(硝酸银 ,μmol/ L)

1 06-174 0.1 0 30 0

2 06-176 0.5 24 50 10

3 06-506 1.0 48 80 50

4 06-509 1.5 72 120 100

共 16组试验 ,每组试验接种花药 100枚 。

1.4　数据统计与分析

自接种 10 d开始 ,每 5d调查一次褐化指数和

愈伤组织发生数 ,均调查 4 次。花药褐化等级为 ,

0级:花药不变色;1级:花药略变褐;2级:花药变褐

色;3级:花药深褐 ,近黑色 。褐化指数取平均数 ,愈

伤组织数取 4次累计总数 。褐化指数=[ ∑(褐化级

数×褐化花药数)/总花药数×总褐化数] ×100;愈

伤组织诱导率=(产生愈伤组织花药数/接种花药

数)×100%。

正交实验数据借助 DPS 系统分析软件分析处

理 , R= k i - kj ,其中 ki , k j 分别是该因子不同水

平平均值中的最大值和最小值 , R为极差分析法中

平均极差 。对各个因子对不同试材花药培养影响的

试验结果做极差分析和方差显著性分析 ,并对极差

分析中前三位因子的各水平的差异显著性进行比较

分析 。

2　结果与分析

2.1　不同处理蕃茄花药褐化指数和愈伤组织诱导

率的正交试验结果及极差分析

　　从表 2和表 3可知 ,各因子对褐化指数大小影

响的顺序是硝酸银>材料>2 , 4-D>蔗糖>低温

　　表 2　不同处理蕃茄花药褐化指数和愈伤组织

　　　　　诱导率的正交试验结果

处理 A B C D E
褐化

指数

愈伤组织
诱导率
(%)

1 1 1 1 1 1 1.87 3.21

2 1 2 2 2 2 1.84 30.05

3 1 3 3 3 3 0.87 30.18

4 1 4 4 4 4 0.98 18.66

5 2 1 2 3 4 0.87 0.00

6 2 2 1 4 3 0.73 18.63

7 2 3 4 1 2 1.88 19.42

8 2 4 3 2 1 1.89 16.55

9 3 1 3 4 2 2.04 1.89

10 3 2 4 3 1 2.23 20.98

11 3 3 1 2 4 1.50 29.88

12 3 4 2 1 3 1.21 29.76

13 4 1 4 2 3 1.01 0.00

14 4 2 3 1 4 1.27 25.46

15 4 3 2 4 1 2.23 26.12

16 4 4 1 3 2 2.19 19.69
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处理 ,对愈伤组织诱导率大小影响的顺序是 2 , 4-D

>材料>低温处理>蔗糖>硝酸银 。从极差分析的

结果可知 , A 2B1C3D4E3 是降低组织褐化的最佳试

验组合 , A 3B3 C2 D1E3 是提高愈伤组织诱导率的最

佳组合。而表 2试验结果中第 6 ,3 ,5处理组合的褐

化指数最小 ,第 3 ,2 ,11 ,12 ,15 , 14处理组合的愈伤

组织诱导率最高 ,接近最优组合 。由于正交设计是

一种均一性设计 ,不可能含有所有处理组合 ,因此最

佳组合没有在试验中显示出来 。

　　表 3　不同处理番茄花药褐化指数和愈伤组织诱导率

　　　　　的极差分析

项目 Kij A B C D E

褐化指数 K1 5.56 5.79 6.29 6.23 8.22

K2 5.37 6.07 6.15 6.24 7.95

K3 6.98 6.48 6.07 6.16 3.82

K4 6.70 6.27 6.10 5.98 4.62

R 0.40 0.17 0.06 0.07 1.10

愈伤组织
诱导率

K1
　

82.10
　

5.10
　

71.41
　

77.85
　

66.86
　

K2 54.60 95.12 85.93 76.48 71.05

K3 82.51 105.60 74.08 70.85 78.57

K4 71.27 84.66 59.06 65.30 74.00

R 6.98 25.13 6.72 3.14 2.93

2.2　不同处理番茄花药褐化指数和愈伤组织诱导

率的方差分析

为进一步探讨处理间及各因子水平之间的差

异 ,进行方差分析 , 取显著水平 P =0.05 和 P =

0.01 ,结果列于表 4 、表 5。表 4的方差分析结果表

明:硝酸银浓度间和不同材料间存在极显著差异 ,

2 ,4-D浓度间存在显著差异。由此可见 , 5 种因素

中 ,硝酸银和材料基因型是花药褐化指数大小的主

要影响因素 ,2 , 4-D浓度次之 ,而蔗糖和低温处理

对它影响不大。

表 4　不同处理番茄花药褐化指数的方差分析

变异来源 SS DF MS F F0.05 F0.01

A 0.49 3 0.16 54.15＊＊ 4.76 9.78

B 0.06 3 0.02 7.21＊ 4.76 9.78

C 0.01 3 0.00

D 0.01 3 1.27

E 3.82 3 0.00 425.15＊＊ 4.76 9.78

误差 0.02 6

总变异 4.39

　注:＊表示差异显著 , ＊＊表示差异极显著

表 5　不同处理番茄花药愈伤组织诱导率的方差分析

变异来源 SS DF MS F F0.05 F0.01

A 128.56 3 42.85 7.05 9.28 29.46

B 1574.46 3 524.82 86.33＊＊ 9.28 29.46

C 91.16 3 30.39 5.00 9.28 29.46

D 24.74 3 8.25 1.36 9.28 29.46

E 18.24 3 6.08

误差 18.24 3 6.08

总变异 1837.15

　注:＊表示差异显著 , ＊＊表示差异极显著

　　同样 ,从表 5的方差分析结果来看 , 2 ,4-D浓

度间存在极显著差异 ,是花药培养中愈伤组织诱导

率的主要影响因素;而材料间 、低温处理间和蔗糖浓

度间的差异不显著 ,对愈伤组织诱导率的影响相对

较低。

2.3　不同处理番茄花药褐化指数和愈伤组织诱导

率的主要影响因子不同水平差异显著性分析

由极差分析和显著性分析的结果进一步对花药

褐化 、愈伤组织诱导率的主要影响因子各水平差异

显著性进行比较(表 6 ,表 7)。从表 6中 A 、B 、E 因

子各水平的显著性分析结果可知 ,A 因子水平 3与

水平 4之间差异不显著;水平 1与水平 2 之间差异

也不显著;而水平 3 ,4与水平 1 ,2之间差异极显著。

B因子水平3与水平 4之间差异不显著 ,与水平 2 ,1

之间差异显著;水平 4与水平 2之间差异不显著 ,与

水平 1之间差异显著;水平 2与水平 1 之间差异不

显著。E因子水平 1与水平 2之间差异不显著 ,但

与水平 3 , 4之间差异均极显著 。因此 ,在番茄花药

培养过程中 ,硝酸银和材料基因型是影响组织褐化

的关键 。硝酸银在水平 1 , 2时褐化指数高 ,浓度为

50 ～ 100μmol/ L 适宜培养;材料 06-174 和 06-

176较 06-506和 06-509褐化程度低 ,适合花药

培养;而 2 , 4-D 为 0.1mg/ L 时 ,对减轻组织褐化

有利。

　　同样 ,由表 7中的显著性分析可知 ,A 因子水平

3 , 1与水平 4差异不显著 ,而与水平 2差异显著;B

因子水平 2 ,3 , 4之间差异不显著 ,而与水平 1之间

差异极显著;C 因子水平 2 与水平 4 之间差异

显著 ,而与水平3 , 1之间差异不显著 。因而 ,材料

06-506和 06-174花药培养愈伤组织诱导率高;

2 ,4-D 0.5 ～ 1.5mg/L 愈伤组织诱导率较高 ,诱导

效果最好;而 24 ～ 28h 的低温处理对提高愈伤组织

诱导效果较好。
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表 6　影响褐化指数的 A, B, E因子不同水平的差异显著性分析

A(材料) 均值 5% 1% B(2 , 4-D) 均值 5% 1% E(硝酸银) 均值 5% 1%

3 1.75 a A 3 1.62 a A 1 2.06 a A

4 1.68 a A 4 1.57 ab AB 2 1.99 a A

1 1.39 b B 2 1.52 b c AB 4 1.16 b B

2 1.34 b B 1 1.45 c B 3 0.96 c C

表 7　影响愈伤组织诱导率的 A , B,C因子不同水平的差异显著性分析

A(材料) 均值 5% 1% B(2 , 4-D) 均值 5% 1% C(低温处理) C因子 5% 1%

3 20.63 a A 3 26.40 a A 2 21.48 a A

1 20.53 a A 2 23.78 a A 3 18.52 ab A

4 17.82 ab A 4 21.17 a A 1 17.85 ab A

2 13.65 b A 1 1.28 b B 4 14.77 b A

3　结论与讨论

材料的褐化一直是困扰花药培养的一个不利因

素。以往在十字花科和禾本科多种作物花药培养中

有报道 ,硝酸银对减轻组织褐化 、促进胚状体和愈伤

组织的发生有利[ 10 , 11] 。本试验结果表明:在番茄的

花药培养中 , 50 ～ 100μmol/L 的硝酸银对减轻组织

褐化作用显著。另外 ,材料基因型也是影响组织褐

化的一个重要因子 ,同样培养条件下 ,不同材料的褐

化指数不同 。而高浓度的 2 ,4-D对组织褐化也有

一定影响 , 可能与花药培养中乙烯的产生量有

关[ 12] 。

本研究发现 ,0.5 ～ 1.5mg/L 的 2 ,4-D有利于

愈伤组织诱导率的提高 , 这与以往报道高浓度

2 ,4-D有利于愈伤组织诱导的结论一致
[ 13]
。在本

试验所研究的几个因子中 ,材料基因型也是愈伤组

织诱导的重要影响因素 ,不同基因型愈伤组织诱导

率不同。花蕾进行 24 ～ 48 h 的低温处理对愈伤组

织发生有很好的促进作用 ,这与前人研究结果一

致
[ 15]
。其机理可能是 ,低温处理可在一定程度上延

缓小孢子退化 ,提早雄核发育 ,并增加参与雄核发育

小孢子的比率 ,从而有利于愈伤组织的发生。适当

的蔗糖浓度可提高愈伤诱导率 ,而本试验的结果却

不太明显 ,这可能与其他因子的交互作用有关 。

本研究为减轻番茄花药培养中组织褐化和提高

愈伤诱导率 ,筛选了一个优化的培养组合。关于因

素之间的交互作用对诱导率的影响 ,本试验还没有

安排 。因此 ,要清楚各因素间的交互作用 ,还必须进

一步安排试验。关于雄核发育机理和愈伤组织诱导

植株细胞学鉴定有待于进一步研究 。
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