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N+注入对同源四倍体水稻花药 

组织培养体系的影响’ 
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摘要：选择三种同源四倍体水稻为实验材料，研究了氮离子注入对其花药诱导愈伤分化成苗 

组织培养体系影响．结果显示，低剂量范围(1-0×10 ～2．0×10 N ／era。)的N 注入能明显提 

高愈伤诱导率．其可能原因为：低剂量N+注入可使花药组织的膜透性增强，新陈代谢加快，从 

而使诱导率增加．另外，无论注入剂量大小，N+注入都能明显改善愈伤生长状态，抑制其褐化 

衰老的进程，还能提高绿苗分化率．对此，从生化角度进行了一定的理论分析． 
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低能离子(30~180 keV)注入生物体诱变育种技术，作为一种新型诱变育种技术，相比传统的辐 

射诱变育种技术具有轻损伤、高突变率、广突变谱、安全性等特点，现已应用于多种粮食作物及经济作 

物的诱变育种，并取得可喜的经济和社会效益n ．但此技术应用于诱变育种，大多注入对象都是作物 

种子，对于以组织培养材料为注入对象的研究还不多见．如果能把离子注入技术和组织培养技术有效 

集成形成一种创新的集成技术，那样既丰富了离子束生物工程学的内容，也为诱变育种提供一种新方 

法． 

组织培养单倍体育种是加速杂种后代稳定，缩短育种年限，提高选择准确性的一种好方法．花培 

技术应用于育种，关键是要大量获得可供选择的二倍体植株，其决定因素是绿苗率与加倍率的乘积． 

而同源四倍体在进行花药培养时，所诱导的花粉植株不需人工和自然加倍即可直接获得二倍体，这无 

疑大大增加了育种的选择群体，提高了育种效率．另外，同源四倍体花粉培养能够形成各种非整倍 

体。 ．由此可见同源四倍体水稻花培在育种上的重要价值．本文探讨了N+注入对同源四倍体水稻花 

药组织培养体系的影响，并进行了一定的理论分析． 

1 材料和方法 

1．1 材料 

供试材料为IR36四倍体、紫血稻四倍体、AP 四倍体，以下分别用IR36(4N)、紫血稻(4N)、AP 

(4N)表示．各种生化试剂来自上海sangon公司． 

1．2 方法 

1．2．1 实验所用培养基 花药愈伤诱导和继代培养基为N6“ 基本培养基，加水解乳蛋白400 mg／L、 
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肌醇i00 mg／L、蔗糖50 g／L、8 g／L琼脂、2，4～D 2 mg／L、K r 0．5 mg／[ 、NAA 0．2 mg／I 、6一BA 0．2 

mg／L、玉米素(ZT)0．2 mg／I ．分化培养基采用基本培养基MS，附加水解乳蛋白800 rag／ L、肌醇100 

rng／L、蔗糖 30 g／L、KT 2 mg／L、NAA 0．5 mg／L、6一BA 0．2 mg／L、玉米素(ZT)0．2 mg／L．小苗培 

养基为1／2 MS基本培养基，加NAA 0．2 mg／L．以上各培养基的pH值均调到5．8，高温(121．13℃) 

灭菌 20 rain． 

1．2．2 N 注入处理 随机选择小孢子处于单核靠边期的新鲜幼穗分成各处理组和对照组，8～10 

℃低温处理7～15 d．消毒处理后，分别浸入 1 的DMSO溶液中，室温下浸泡20 rain．无菌滤纸吸干 

水分后，各处理组在超净台上剥开颖壳，露出花粉，开口朝上接受能量为25 keV不同剂虽N 的脉冲 

式注入处理．注入剂量范围为1．0×10 ～4．0×10 N ／cm。．每处理组间隔1．0 x 10̈ N ／cm ．对照组 

同样放入靶室中，但不接受离子注入处理．无菌条件下将离予注入过的处理组和对照组花药接种于愈 

伤诱导培养基上，每2周继代⋯次，继代3～4次后，转入分化培养基．分化小苗长至3 cm高后，转入小 

苗培养基培养2～4周，移栽入大田． 

j．2．3 数据统计 上述实验重复三次，分别计算以下指标，统计平均值． 

愈伤组织诱导率：愈伤组织块数／接种花药数×】O0 

绿苗分化率=分化绿苗愈伤组织块数／转接愈伤组织块数×100 

愈伤组织增重倍数一(n+1次继代时愈伤重量～n次继代时愈伤重量)／n次继代时愈伤重量 

2 结果与分析 

2．1 N 注人对花药诱导愈伤和分化成苗的影响 

实验结果显示，N 注入对诱导率有显著的影响．低剂跫：11．0×10 ～2．o×10̈N ／cm )注入能显 

著提高同源四倍体水稻花药愈伤诱导率．在N 注入剂量为3．0×10 N ／cm。时诱导率下降明显，N 

注入剂量继续升高到4．0×10 N ／cm。时，诱导率骤降．例如，IR36(4N)的诱导率由对照的10．3 下 

降到4．3 ．N+注入能明显提高愈伤的绿苗分化率，无论离 注入剂量大小，三个同源四倍体水稻材 

料各处理组愈伤的绿苗分化率都比对照高，紫血稻(4N)N 注入剂最为1．0×10 N’。／cm 的处理组相 

比对照增加最多为5．5个百分点，IR36(4N)N 注入剂 为4．0 x 10 N ／cm 的处理组相比对照增加 

最少，也有2．6个百分点(表 1)． 

表1 不同剂量N 注人同源四倍体水稻花药愈伤诱导率和绿苗分化率 

Table 1 Callus—induced rate and differentiation rate of CK and treatments 

注 ：0为未经 离子注 入的对照组 ；l～4为随注入 剂量 增加 的各 处理组． 

2．2 N 注人对花药愈伤生长的影响 

愈伤生长状况的好坏直接影响之后的绿苗分化再生．我们用一定时间内愈伤增重倍数来定量衡 

量愈伤生长的快慢．从我们的实验结果可知，N 注入能使愈伤增重加快．在同一次数继代时，注入剂 

量范围为 1．0×10̈～4．0×10̈ N ／cm。的各N 注入能明显提高愈伤组织增重倍数，说明N 注入能 

明显加快愈伤组织的生长速度(表2)． 

N 注入花药后，除了使其诱导的愈伤生长速度有所加快外，还能提高愈伤的质量．形态观察表 

明，愈伤在继代初期无明显差异，均为淡黄色团块．经-===三次继代，N 注入处理组和对照组之间表现出 

明显差异，对照愈伤出现质地疏松、粒状非胚性愈伤组织特征，而且颜色逐渐变暗，进而褐I匕；N 注入 
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处理组愈伤仍然保持鲜黄、组织紧密、瘤状的胚性愈伤组织特征．经4次继代培养时，对照愈伤都不同 

程度地出现严重褐化现象，N 注入各处理组愈伤才出现轻微褐化现象． 

表2 不同剂量N 注人同源四倍体水稻花药愈伤组织增重倍数 

Table 2 W eight multiple of callus increased CK and treatments 

注：B1～B3为随愈伤继代次数增加的各愈伤增重倍数 ；O为未经离子注入的对照组；1～4为随注入剂量增加的各 

处 理 组 ． 

图1 花药诱导的愈伤组织块 

Fig．1 Anther induced Callus 

图2 转接继代培养的愈伤组织块 

Fig．2 Callus of transferring into succeeding medium 

图3 愈伤组织芽点分化转绿 

Fig．3 Green growth point of callus differentiation 

4 在小接培养基上生长的分化再生植株 

Fig．4 Differentiation plant on seedling medium 
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3 讨 论 

3．I 低剂量N+注人增加花药愈伤诱导率 

低剂量范围(1．0X10 ～2．0×10 N+／cm。)的N+注入能明显提高同源四倍体水稻材料的愈伤诱 

导率．我们分析其可能原因是低剂量离子注入对生物体的刺激效应所导致，根据前人的结果，离子注 

入可使活体组织的膜透性增强，新陈代谢加快，促进组织生长 ．在实验里表现为低剂量离子注入使 

花药的愈伤诱导率增加． 

在注入剂量增加到较高范围(3．0×10 ～4．0×10 N̈ ／am。)时，N+注入会使愈伤诱导率有所下 

降．这可能是因为离子注入对花药的损伤作用所致，DMSO随注入剂量增加真空失水保护效应的变 

化可能是关键因素．注入剂量较高时，离子注入会在样品表面刻蚀形成许多孔洞，这些孔洞会加剧水 

分的散失，DMSO的保护已基本失去作用．此时在愈伤诱导率上的表现为骤降． 

3．2 N+注人提高愈伤质量、加快愈伤生长 

N+注入能明显改善愈伤组织的质量，抑制褐化衰老的进程，并且能提高愈伤的产愈量和绿苗分 

化率．就以上现象的可能机理分析如下：众所周知，离子注入能增加生物体内自由基的含量 ，为了使 

体内自由基的含量保持在一个比较稳定的状态，以免受自由基的伤害．自由基的增加会刺激胚芽内超 

氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(cAT)、过氧化物酶(PO【I)的活性增强，相应一些非酶类 自由基清 

除物质如谷胱甘肽的含量也有所增加，在注入剂量还不能使：生物体受到严重的或致死突变时，离子注 

入就会促进愈伤的生长，也相应会提高愈伤的绿苗分化率． 
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Effect of N+Implantation on Autotetraploid Rice 

Anther Tissue Cul ture 
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Abstract：The effect of N十implantation on autotetraploid rice anther tissue culture is studied 

with 3 materials．As a result，N+implantation of lOW dosage(1．0×10 ～2．0×10 N ／cm。)can 

heighten callus—induced rate．The reason is that the effect of low dosage N implantation can 

stimulate membrane permeability and metabolism of anther tissue culture．Callus quality is distinctly 

improved，and browned process and caducity of callus are．,；lowed down，and the callus productivity 

and green seedling differentiation rate are improved aftel。N implantation．This phenomenon is 

analized from the viewpoint of biochemistry． 

Key words：autotetraploid rice；anther；N+implantation；tissue culture 
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