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花药离体培养中若干问题的研究进展

刘国民
�海南大学农学院

，
海 口 �������

摘 要 本文对花药离体培养中小袍子雄核发育
、

花粉二型性及异常花粉的胚胎发生潜力
、

以

及变温处理的效果
、

作用机制等方面的研究进展进行了系统综述
，
并就某些问题提出了笔者的

看法
�
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�
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�
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� 引 言

����年
，

美国密执安大学的科学家 �
�

�
�

����� 最初提出了培养高等植物花粉的设想
，

以

便探索花粉在离体条件下的生长潜力 〔 ’ �

����年
，
���

�
和 �

���������� 最先在被子植物毛叶

曼陀罗 ���� “
�� �’��朋��� �的花药培养中获得了胚状体 �����年

，

他们通过细胞学观察进一步

证实这些胚状体是起源于花粉细胞的单倍体�’一 ’ 〕� 由于大量获得单倍体植株对于育种实践以

及对于遗传学
、

细胞学
、

细胞生物学以及植物生理学等方面的基础研究均具有重要意义
，
����

等人的发现引起了各国学者的广泛注意
�

近 �� 年来
，

花药离体培养的研究进展很快
，

目前已经

由 ���多种植物通过花药培养获得了单倍体植株
，

其中以茄科和禾本科居多
�

我国在花药培

养这一研究领域中
，

特别是在应用方面
，

目前处于国际领先地位
�

在已获得花粉植株的 ��� 多

种植物中
，

有 ��� 的物种是在我国首先取得成功的
�

花药培养涉及到多学科内容
�

限于篇幅
，

本文不打算对这一领域的研究进展作一全面的文

献综述
，

只就几个重要问题的进展作适当介绍
，

并在讨论某些问题时提出笔者的一些看法
�

� 花药离体培养中小抱子的雄核发育

目前
，

多数学者习惯把小抱子或花粉沿泡子体途径发育成为花粉植株的过程称为
“
雄核发

育
”
��������������

�

这 个定义与雄核发育的原始定义有 出 入
�

在 �
�

���� ������ 和 �
�

������

����� 合编的《� ���������� ��������》中
， ��、���������� 一词是指单雄生殖 �或称孤雄生殖�

，

即

在雌雄配子结合前
，

卵细胞解体
，

由精子发育成新个体
�

因此
，

这些个体是单倍体
，

只有父本的

染色体
�

����������� ������ 将雄核发育一词定义为
“
精子在卵细胞质中发育成为单性胚

”
���

，

其含义与《� ���������� �� ������》中的定义相同
�

国内有的学者主张用
“
花粉胚胎发生

”
�������，

��������������来表示由小抱子或花粉发育成为花粉植株的过程 �黄斌
，
����� 〔‘ 二� 不过

，

鉴于
“
雄核发育

”
一词已在花药培养研究领域中通用

，

本文仍沿用
“
雄核发育

”
来表示这一过程

�

早期关于小抱子雄核发育的研究工作的主要目的在于摸清由花药培养获得的小植株是花

药体细胞起源还是由小抱子起源的问题
�

����年
，
���

� 和 ����������� 由毛叶曼陀罗花药
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培养获得单倍体植株后
，

随即便率先开展了雄核发育的研究工作
�

����年
，

他们观察到由毛叶

曼陀罗小抱子形成胚状体的全过程
，

由此便确定了小植株是起源于花粉
�

随后
，

由于花药培养

在其他物种上陆续取得了成功
〔’一 ‘ ·

�
· ’ · ’ 一 ”

· ’�一 ’ 。 ，

人们对小抱子形成花粉植株的形态发生过程

进行了比较详细的观察
，

发现了雄核发育的多种途径
，

并观察到雄核发育过程中出现一些异常

的核行为和有丝分裂
，

如核融合
，

核同步分裂
，

核内有丝分裂等等
�

这种细胞学上的变异可以解

释有时花药培养中产生部分多倍体或混倍体植株的原因
，

同时
，

也为人们把出现染色体变异的

后代植株应用到作物改良上去提供了细胞学依据 〔‘ 」�

目前
，

一般是根据小抱子第一次分裂的情况将雄核发育分为 � 途径�不均等分裂�和 �途

�均等分裂�两大类
，

其中 � 途径又可以根据第二次分裂及其以后的情况细分为 �一 � 途径
、

� 一� 途径
、

�一 �� 途径�又称 �途径�及 � 途径等类型
�

�� �途径 小抱子第一次分裂为均等分裂
，

形成两个大小相近的细胞 �或游离核�
，

以后
，

由这两个细胞 �或游离核�连续分裂产生单一类细胞组成的多细胞花粉或多核花粉
�

这种分裂

方式在水稻
、

小麦
、

玉米
、

曼陀罗
、

杨树物种中均有存在 〔 ‘ · ’ · ’ 一 ’ ‘ �

�� � 途径 小抱子的第一次有丝分裂仍按配子体方式进行
，

为不均等分裂
，

形成营养细

胞和生殖细胞 �或营养核与生殖核�
�

这种途径又可以细分为以下几种类型
�

�一� 途径 多细胞花粉�或多核花粉�由营养细胞 �或营养核�衍生而成
，

生殖细胞 �或

生殖核�有时不分裂
，

有时分裂 �一�次
�

因此
，

在这类花粉中往往可以观察到生殖细胞 �或生

殖核 �的存在
�

这种发育途径在 小麦���
’ ‘ 二、

大麦�’�〕 、

黑麦汇” 二、

小黑麦�‘ ’二、

水稻口 ‘ 、 ‘，二
、

玉米 〔 ’�三、

烟

草���
、

颠茄匡
、

辣椒 〔 ” 几 、

以及兰麻「’ �了等物种中存在
·

�一� 途径 即在具有营养细胞和生殖细胞的花粉中
，

生殖细胞进行多次分裂形成胚状

体
，

营养细胞不分裂
，

或者仅分裂数次而形成胚柄结构
�

由生殖细胞形成的细胞群其核致密
，

染

色后着色较深
，

容易同营养细胞衍生而来的细胞群区分开来
�

��������������在天仙子中首

先发现了这种途径「�，二，

在水稻和玉米中只观察到生殖细胞的多次分裂
，

尚未见到胚状体产生
�

� 一 �� 途径 又称 �途径
，

即花粉内的营养细胞和生殖细胞独立分裂
，

形成两类细胞

群
，

各群的子细胞都类似其母细胞
�

在水稻和 玉米中已观察到这种途径的存在叫
�

此外
，

���������� 等������在大麦中还发现了所谓
“
分隔单位

” ������������ �����花粉
�

在这种花粉

中
，

生殖细胞和营养细胞的共同发育以一种更为特殊的形式表现出来
，

不仅可以区分为两种细

胞群
，

而且可观察到营养细胞核的游离核区
，

核之间还可发生融合
�

营养细胞的分裂常常发展

成为胚柄结构
，

有时也形成胚状体
�

通常
，

胚状体由生殖细胞分裂而成
，

它们不形成游离核区
，

也不发生核融合「��二
�

� 途径 生殖细胞和营养细胞通过核融 合后共同形成多细胞花粉
，

故由此产生非单倍体

植株
�

����������等������ 曾观察到毛叶曼陀罗的生殖核经核内复制
，

在分裂中期形成双分

染色体
，

并与分裂中期的营养核染色体排列在一个赤道板上
�

由该材料产生的花粉植株得到了

三倍体 ‘” ��

曾君社等������在小麦中观察到分裂中期生殖核与营养核靠近
，

彼此的染色体交

错排列的核融合现象�‘二
�

此外
，

胡含等在小麦的花粉植株中发现有五倍体和十二倍体等植株
，

并推断是雄核发育过程中发生核融合的结果 〔 ‘ ” 」 �

根据现有的报道材料来看
，

大多数植物的雄核发育是多途径的
�

例如
，

在水稻中已观察到

�一 �
、

�一 �
、

� 一 �� 和 � 途径�‘
、 ’ ‘ 、

” �
在小麦中观察到 �

、

� 和 � 途径 〔‘ · ’ · ’ ‘ · ’�二，

潘景丽等

������还观察到
，

在小麦中除了 �
、

�
、

� 途径外
，

还存在着 �一 型分裂途径
，

即均等的生殖性
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细胞型
�

单核花粉第一次有丝分裂后产生两个大小相似
、

染色质均匀凝聚状的生殖核
，

它们继

续分裂形成多细胞花粉�’ ‘
一

�
在大麦中已观察到 �一�

、

�一 �� 和 � 途径 “ �
·
�，·

�� �在玉米中已

观察到 �一�
、

�一��
、

�一� 和 �途�‘
· ’旧〕 �等等

�

产生雄核发育多途径现象的原因是比较复杂

的
，

目前尚无公认的确切解释
�

笔者认为
，

不能用单一原因来解释多途径现象的存在
，

至少
，

以

下三个方面的原因直接或间接地影响到雄核发育的方式
�

首先是物种和基因型的原因
，

这是内因
�

为什么有些物种有两条
、

三条甚至四条途径
，

而另

一些物种 �如夭仙子
、

颠茄等�只有一条途径� 从内因上分析
，

只能说是与不同的物种有关
�

此

外
，

在同一物种中
，

例如小麦
，

朱至清等������
、

曾君扯等������ 由于实验所用的材料不同
，

则

分别报道小麦的雄核发育是以 � 途径为主和以 � 途径为主 〔‘
· ’ · ’ ‘ 〕� 看来

，

这种差异是 由于小麦

花药供体植株的基因型不同而造成的
�

其次是花药离体后所经遇的处理条件
�

����
��等������ 曾报道

，

在毛叶曼陀曼中
，

按配子

体发育时
，

小抱子分裂的纺锤体是纵轴垂直于花粉萌发孔对侧的细胞壁
�
启动雄核发育的小抱

子纺锤体其纵轴则平行于萌发孔对侧的细胞壁
�

低温或其他条件的影响可使纺锤体平行于萌

发孔对侧的小抱子数 目增多
，

即有更多的花粉启动雄核发育��途径�「
‘ �

�

第三是与接种时小饱子所处的发育阶段有关
�

不少研究者发现
，

小饱子间期的 ��

期和二

胞花粉间期的 �
，
期是启动雄核发育的关键时期 〔‘ ” ，」�

例如小麦花药培养中接种的通常是单核

中
、

晚期的小抱子
，

正处于 ��

期
�

因此
，

在小袍子的间期受诱导因素的影响
，

形成以 �途径�均

等分裂�为主的雄核发育方式
�而烟草通常接种即将进行有丝分裂的小抱子

，

接种后不久第一

次有丝分裂即完成
，

故只有下一个细胞周期的 ��

期才能启动雄核发育
，

所以
，

其雄核发育以

� 途径 �不均等分裂�占优势
�

何定纲等������用不同发育时期的小麦花药进行试验
，

结果表

明
，

在单核中
、

晚期
，

单核早期及四分体时期的花药中
，

二核花粉中均等分裂类型的比例分别为

��
�

�写
，

��
�

��
，

��
�

��〔�」�

这证实
，

小麦的雄核发育方式是以 �途径为主还是以 � 途径为主
，

确实与接种时小抱子所处的发育阶段有关
�

近年来发现
，

雄核发育过程具有明显的阶段性
，

这一发现能使提高诱导频率的工作根据发

育阶段分步进行
，

逐步搞清各个阶段的主要因素
，

使工作一步步深入
�

例如
，

陈之征等������在

油菜��������
，。 ��� �花药培养中发现

，

从小抱子发育成肉眼可见的胚状体的过程
，

可以分为

几个明显不同的阶段
，

各个阶段对培养条件�特别是激素水平
、

糖浓度及培养温度�的要求明显

不同
�

他们根据雄核发育过程的阶段性对培养方法和程序作了较大改进
，

大幅度提高了胚状体

的诱导率 �达 ����以上�〔
�，〕 �

小抱子雄核发育的研究到 目前为止已有近 �� 年历史
�

总的来看
，

与花药培养中其他方面

诸如培养条件的改进
、

培养基改良以及培养材料的扩大等相比较
，
进展是比较缓慢的

�

曾君扯

������认为
，
主要原因是由于雄核发育研究中存在以下三个难以克服的困难

�

第一
，

在连体条

件下花药内的小抱子处于同一发育途径�配子体途径�的高度同步状态
�在离体条件下则转变

为多途径发育�配子体途径
、

不同抱子体途径及其他形式�的不同步状态
�

第二
，

花药个体间对

培养的反应差异极大
�

第三
，

在大多数物种中
，

诱导小抱子启动雄核发育的频率都很低
�

第一个

困难使得人们难以用一些先进的现代生物学技术去深入研究某些生化过程 �后两个困难则往

往造成研究结果不一致而众说纷云 〔‘�� 然而
，

研究雄核发育的启动机理又是很重要的
，
它不仅

有助于了解细胞脱分化和再分化的机理
，

而且对于将花药培养更有效地用于作物改良具有十

分重要的意义
�

�因此
，

在这一领域中
，

仍需科学工作者进行大量艰苦的探索
�
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�
�

花粉的二型性及异常花粉的胚胎发生潜力

所谓花粉二型性 ������������是指在花粉成熟过程中
，

除正常花粉群体外
，

还有一部分

异常花粉
，

其特征是
�

发育落后
，

体积一般较小
，

细胞质稀薄
，

染色浅
�

异常花粉在进行第一次有

丝分裂时生殖细胞壁不呈弧形而是平直的
，

营养细胞再分裂 �这次有丝分裂有时也可因纺锤体

轴向改变而产生均等细胞或均等核
�

这两种发育方式类似于花药离体培养时小抱子雄核发育

的 � 途径和 �途径
�

���������� ������认为这类异常花粉是潜能的胚胎发生花粉 ����������

����������� �������
，

并将其命名为 � 花粉
�
由于这类花粉体积小

，

故也有人称之为小花粉��

花粉
， �������������又 由于其细胞质稀薄

，

不积累淀粉
，

染色浅淡或不着色
，

故还有人称之为

不染色花粉���花粉
，������� �������

·

异常花粉的发现迄今已有一个世纪的历史 ’‘ 二，

但对其胚胎发育潜力的研究则是 �� 年代中

期才开始的
�

目前 已在多种植物中发现 了异常花粉
，

包括小麦 ����’����� �����’���� �、

大麦

�����
��� ���卯�� ��

�

幼�������
、

黑 麦 ������� ���
���� �

、

营草属 ���������
���� �

、

牡丹属

�����，��’� �
、

瑞香属 ���少，������ �
、

黄精属 ����夕��，。 ��，� �
、

紫露草属 �������
��，吐�� �

，

等等
�

李憋学������在芍药栽培品种
“
大富贵

”
中观察到

，

异常花粉的发育是极不同步的
�

及至开

花时
，

在同一个花药中几乎无例外地都包含有处于不同发育阶段的异常花粉
�

经统计
，

各类异

常花粉所占的比例分别为
�

单核 �
�

�� �二核 ��
�

��
�
三核 ��

�

�� ��一�核 �
�

��
�

芍药异常花

粉的雄核发育既可按 �途径进行�均等分裂途径�
，

也可按 � 途径进行�不均等分裂途径
，

同时

存在有 �一�
、

�一� 和 �一�� 途径 �
�

而且还观察到由于核融合现象而产生二倍化的异常花

粉 〔�� �

异常花粉产生的原因 目前尚无统一的解释
�

���������������
，
����� 曾推测二型花粉产

因的内因可能是与减数分裂末期 �的轴向改变有关
，

但李您学 ������对芍药花粉后期 �
、 、

末

期 �的分裂轴向进行观察
，

并没有看到多种分裂轴向的存在 〔川
、

周俊彦������认为
，

在正常的

连体花药中
，

少数的小抱子可能由于所处的局部条件的变化 �包括遗传方面的或生理上的变

化�
，

改变了它们正常的发育途径
，

后来在连体条件下即形成不正常发育的花粉
�

申于在连体花药的花粉中往往可以观察到超数有丝分裂形成多细胞花粉或多核花粉
，

这

种异常花粉与离体培养过程中形成的早期花粉胚在形态上极为相似
�而且

，·

在已得到花粉胚的

茄科和禾本科植物中都发现有花粉二型性
，

故有人认为异常花粉是花粉胚的唯一的或重要的

来源
�

尽管这一观点 目前仍有争议
，

但物种间诱导胚状体频率的高低在一定程度上确实受花粉

二型性的影响
�

认为异常花粉启动雄核发育的主要证据有
�
��胚胎发生花粉与异常花粉形态大

小相近
�

例如
，
����������等������观察到

，

烟草品种 ������ 胚胎发生花粉平均直径为 ��
�

�

拼
，

异常花粉为 ��
�

�拼
，

二者极为接近
�而正常花粉则为 ����� 拼 �据曾君社��

‘ �

��异常花粉出

现的频率与胚胎发生花粉的频率有一定相关性
�

例如
，
���� ������在大麦

、

�����
�
和 ������

������在烟草中都观察到异常花粉比例和花药培养中愈伤组织或胚状体诱导率的相关性
�

��

胚胎发生花粉和体内异常花粉一样
，

都具有细胞质稀薄及染色浅等特点
�

��如采用 �������液

密度梯度离心
，

将烟草异常花粉与正常花粉分离开来
，

然后培养异常花粉
，

即可获得胚状体

�������等
，
�����

�

迄今也发现有许多证据不支持这一观点
�

例如
，

目前已有许多学者报道
，
一些植物的小抱

子发育对于环境条件等因素的变化是十分敏感的
�

花药培养研究工作中的各种处理因素
，

诸如
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低温
、

离心
，

甚至简单地将植株从基部剪断插于水中
，

均可有效地提高花粉胚状体�或愈伤组

织�的诱导频率
�

潘景丽等������在小麦中观察到
，

当培养基中加入外源激素时
，

异常花粉百分

率剧增
，

比连体条件下的 比率高出数十倍�‘ “ 二
�

如果说具有胚胎发生潜力的花粉在个体发育早

期已经确定
，

那么
，

在激素的作用下
，

为什么异常花粉数 目会剧增呢�为什么变温处理等措施能

够大幅度提高胚状体诱导频率呢�另外
，

在大多数禾本科植物中
，

接种的是含有单核中
、

晚期的

花粉
，

此时花粉间在形态上和着色深度上看不到明显的差异
�

甚至在培养以后的胚胎发生花粉

中
，

其细胞体积大小和细胞质染色程度等方面与配子体途径的花粉也没有明显的差异�曾君

扯
，
�����

�

因此
，
�������������认为

�“
不能把异常花粉当作花粉胚唯一的或主要的来源

” ‘” 三�

这是有一定科学根据的
�

� 变温处理的效果及其作用机制

本文所指的变温处理包括低温预处理
、

低温后处理以及热击����� ������ 处理
�

所谓低温

预处理
，

是指在接种之前将材料用零上低温处理一段时间后再行接种
�
所谓低温后处理

，

是指

花药材料接种之后
，

先置于低温条件下培养一段时间
，

然后再移至正常温度下继续培养 �热击

处理则是指花药材料接种之后
，

先在较高温度下�一般为 ����� ℃ �培养数天
，
然后再移至正

常温度下继续培养
�

近年的研究表明
，

在多数物种的花药培养中
，

上述几项变温措施均可在不

同程度上提高花粉愈伤组织或花粉胚状体的诱导率
，

或者可以提高花粉植株的再生频率
�

就现

阶段所报道的资料来看
，

以低温预处理措施应用得较多
，

其原因
，

一方面是由于方法简便
，

另一

方面则是效果普遍较好
�

下面着重讨论低温预处理的效果及作用机制
，

对于低温后处理和热击

只作一般介绍
�

自从 ����
�� ������ 首次报道用低温处理毛叶曼陀罗的花药能显著提高花粉胚状体诱导

频率以来
，

不少研究者相继在水稻
、 〔‘ 。 ’ “ 二、

小麦 ’‘ ， ” · ” 二、

大麦��� 〕 、

构祀��’ 」等多种作物的花粉培养

中获得了类似的结果
�

目
·

前
，

低温预处理 已成为一项广为采用的提高诱导率的措施
�

例如
，

王敬

驹 ������用 �� ℃处理稻穗 �� �
�

使花粉愈伤组织的发生频率 由对照的 �
�

�� 提高到 ��
�

���顶
�

潘景丽等������用 ��� ℃ 低温处理离体麦穗 �� 卜
，

在 �个培养基组合中
，

低温处理

对愈伤组织的诱导率及成苗率有明显作用
，

尤其是附加 ���
、

激动素和酪蛋白水解物的培养

基中效果更加显著
，

愈伤组织诱导率达 ��
�

��
，

成苗率达 �
�

��
，

而对照则为零汇” 〕 �

中国科学

院遗传研究所������用两种类型的小麦材料�春麦和冬麦�和两种培养基���和土豆培养基�

试验
，

所得出的结果是一致的
，

即采用 ��� ℃ 处理 �� �的材料
，

其花粉愈伤组织的诱导频率

均比对照提高一倍左右
�

经低温预处理的春麦材料���培养基�其愈伤组织诱导率为 ��
�

��
，

而对照的则为 ��
�

�� �经低温预处理的冬麦�土豆培养基�其愈伤组织诱导率为 �
�

��
，

而对照

的则为 �
�

������
�

不同研究者在对材料进行低温预处理时所使用的温度有较大的差异
，

这主要是由于不同

材料对处理所需的适宜温度和时间是不相同的
�

根据现有的报道材料来看
，

处理温度一般在 �

��� ℃ 范围内
，

处理时间最短的只有几个小时
，

最长的则达 ��一�� 天
�

就不同物种来说
，

水

稻大体在 �一�� ℃ ，

处理 �一���小麦在 ��� ℃ ，

处理 ���天 �大麦在 ���℃ ，

处理 ��一��

天 �玉米在 ���℃ ，

处理 �一�� 天
�

另一个值得注意的问题是
，

同样一个材料
，

由于处理温度不

同
，

所需的适宜处理时间也是不一样的一般说来
，

较低的温度需要较短的处理时间
，

较高的温

度则需要较长的时间
�

例如
，

王续衍等������在粕稻的花药培养中发现
，

用 �一� ℃处理
，

以 ��
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天为宜
�用 ��� ℃处理

，

以 ��一�� 天为宜
�
用 ���� ℃ 处理

，

以 巧��� 天为宜
�

他们发现温

度与处理时间之 比与愈伤组织诱导率呈直线回归关系
，

并由此提出了所谓
“
温时比

”
概念�据陈

英�〔
��

�

关于低温后处理的研究 目前报道不多
�

胡忠等������将发育适时的水稻花药接种到培养

基上后
，

先用 � ℃低温处理 ���天�后处理 �
，

然后再转移到 �� ℃培养
，

结果显著提高了愈伤

组织诱导率
�

并观察到
，

对于经过了预处理的材料再进行后处理也同样有效 〔’二�

赵成章 ������

在水稻花药培养中发现
，

用 ���℃低温后处理 ���� 天
，

愈伤组织诱导率和绿苗分化率较对

照有所提高
�
但若用同样的温度和处理时间进行低温预处理

，

前处理各组的效果明显地高于后

处理各组的效果
�

这可能是由于花药接种后在处理过程中已有大量花粉死亡 �����
，

而低温

预处理的花药中绝大部分花粉保持存活的缘故〔‘二�

低温处理能够提高花药培养效率的作用目前已为大家所公认
，

但对其作用机制
，

则至今尚

无统一解释
�

不同研究者往往基于 自己的实验结果
，

强调在某一方面的作用
�

笔者认为
，

低温处

理可能是同时在以下几个方面综合影响小抱子的雄核发育过程
�

首先
，

低温处理改变了花药中某些物质代谢过程
，

使之朝着有利于饱子体发育的方向转

变
�

例如
，
�

�

�������� 等 ������发现
，

烟草花粉第一次有丝分裂时出现游离氨基酸含量高峰
，

低温处理时游离氨基酸含量有所增加
，

这有利于花粉胚的形成 �据梁海曼���弓
�

顾淑荣����� �观

察到
，

正常的构祀花药
，

从四分体中期到单核中期
，

花药内壁均积累有大量淀粉
，
而经过低温处

理的花药
，

其壁内的淀粉粒则完全消失「’ ‘二�

物质代谢的改变是通过酶活性和作用方向的改变

来实现的
�

因为细胞内的物质代谢过程是在酶的催化下进行的
，

而酶的活性强弱明显地受温度

的影响
，

不同的酶其最适温度范围有所不同
，

例如
，

催化淀粉水解为可溶性糖的淀粉磷酸化酶

在较高温度下��� ℃ 以上�活性较弱
，

而在较低温度下���� ℃ �则表现出较强的水解活性
，

故可促使较多的淀粉水解为可溶性糖
，

从而为花粉脱分化提供丰富的营养物质
�

在常温下
，

构

祀的花药内壁细胞及花粉内的细胞质分布和蛋白质染色都比较均匀
，

结构清晰
�
而经过低温处

理后
，

则其细胞质凝聚
、

蛋白质染色不均匀
，

结构亦不清晰 〔’ ‘」�

所有这些变化
，

可能均与低温改

变了酶的催化活性或作用方向有关
�

其次
，

低温导致花药内源激素水平发生变化
�

����
������ ������ 观察到

，

烟草花药在低温

处理过程中内源 ��� 浓度明显上升
�

黄斌������在大麦中观察到
，

经 � ℃ 低温处理 �� 天或

�� 天后再接种的花药
，

培养 �� 天后花丝几乎完全不可见 �而未经低温处理的花药则具有较长

的花丝 �� ����
�

但经高压液相色谱分析
，

新鲜花药和经过低温处理的花药其 ��� 含量并

无明显区别
�

据此他推测可能是 由于低温处理导致 ��� 以外的其他内源激素的含量发生了

变化
，

进而影响花粉愈伤组织的形成
�

��
�� ������ 观察到

，

低温可诱导乙烯产生
，
乙烯产生的

迟早和幅度则因品种而异
�

��。 ������认为
，

大麦的花粉胚胎发生需要适量的乙烯存在 �’�
�

低

温究竟是导致哪一种或哪一些内源激素的含量发生变化
，

看来与物种和基因型有关
�

这个问题

尚需进一步研究
�

第三
，

低温能够在一定程度上抑制花药离体后小饱子的衰败
，

使小抱子存活的时间延长
，

从而有较多的小袍子启动雄核发育
�

赵成章������研究了低温处理对花药的生理效应
，

发现在

处理的最初 �天
，

花药在 �一�℃ 低温下的呼吸强度缓慢下降
，

直到第 �� 天基本稳定在 �� 川�

��花药的水平上
�而常温下花药的呼吸强度则直线下降

，

第 巧 天降至 �� 川���花药
�

这表明
，

低温预处理可降低花药的呼吸强度
，

减少物质消耗
，

延长花药寿命
�

黄斌 �����
，
�����观察到

，
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大麦幼穗在适宜的低温处理条件下
，

绝大多数小抱子保持其活力
�

例如
，

经 � ℃处理 �� 夭后
，

仍有 ���以上的成 活小抱子或花粉
�

在 �������� 大麦品种中
，

新鲜花药在培养第 �天 已有

���以上的退化或空瘪花粉
，

而经过预处理的花药在第 �天退化空瘪花粉低于 ���工找
�

经过

预处理的水稻花药在培养过程中花粉退化亦较新鲜花药缓慢
�

有人甚至发现
，

水稻的花药在低

温处理过程中其重量仍有所增加
，

并认为所增加的物质是来自其他组织或器官
�

总的来看
，

这

些反应均有利于抑制花粉的衰败
，

有利于启动雄核发育
�

第四
，

低温造成小抱子孤立化
�

������
�
�� 等������发现

，

在低温处理过程中
，

药壁细胞和

绒毡层逐渐退化解体
，

经处理后的花药中小抱子与药壁组织和绒毡层极容易分开
，

而新鲜花药

中的小抱子则与绒毡层紧密相连 〔” 二� 黄斌������认为
，

在连体条件下
，

绒毡层的作用不仅在于

给发育中的小抱子提供养料
，

而且很可能提供指导小抱子沿配子体途径发育的信息
�

通过低温

等手段打破小抱子与绒毡层的密切联系
，

使小饱子孤立化
，

很可能对小抱子由配子体发育途径

转向抱子体发育途径起着重要作用
�

热击处理最初于 �� 年代用于动物材料
�

在高等植物方面
，

热击处理的研究是 �� 年代才逐

渐开展的
，

目前 已取得了引人注目的效果
�

���
��� ������ 发现

，
用 �� ℃处理水稻 ���� 的离体

小穗 巧 ���
，

可以明显提高花药愈伤组织诱导率
�

���� ������观察到
，

用 �� ℃ 处理 ����

后
，

再在 �� ℃ 下进行 �天低温处理
，

可以明显提高水稻花药培养的效率
，

其中高温处理主要

是提高了愈伤组织诱导率
�

����� ������ 在小麦花药培养中观察到
，

如果接种后先在 �� ℃

下培养 �天
，

再转入 �� ℃ 下继续培养
，

可以明显提高愈伤组织诱导率和绿苗分化率
，

尤其是

后者 �但若最初在 ��
�

�下培养
，

则导致花药损伤
�

热击处理对于花药所产生的生理生化效应是

多方面的
，

难以具体认定
�

目前一般认为
，

热击是起着抑制原有表达程序
，

有利于新表达程序启

动的作用
�

因此
，

应该注意热击后续步骤的配合�据梁海曼�
�
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