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棉花雄性不育材料的组织培养初探 

汤月丰 

(岳阳市农业科学研究所，湖南 岳阳 414000) 

摘 要：利用组织培养方法繁殖棉花不育系。通过优化培养基组合程序研究，对污染较严重的棉花不育系单株材料，先用 70％酒 

精浸泡 10—15 s，倒出后马上用无菌水冲洗 ，加入0．1％升汞灭菌 8rain，用无菌水冲洗5—6次。愈伤组织诱导培养基诱导效果最佳 

的是 MSB+2，4一D 0．1 ms／L+IAA 0．1 m#L+KT 0．1 mg／L，最适合愈伤组织分化的培养基为MSB+IAA 0．1 mg／L+2一IP 3．0 m#L 

+CM 100 ml／L+AC 2．5 g／L。 
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棉花杂交种子的制种手段，目前主要是采用“人 

工去雄授粉法”以及“两系”或“三系”配套育种法，但 

存在用工多、制种产量低、成本高等缺陷。利用组织 

培养繁殖棉花不育系，可以减化繁殖过程，加快育 

种、制种进度，所获得的种苗全部为不育株，杂交制 

种时可以大大提高制种产量。同时也可以进行种质 

资源保存。因此，笔者试图通过组织培养来繁殖棉 

花雄性不育材料，为棉花杂交制种中的不育系繁育 

探索一条新途径。 

1 材料与方法 

1．1 无菌外殖体的获得与清毒灭毒的处理 

供试材料为岳阳市农业科学研究所棉花育种室 

选育出的表现性状优良的雄性不育系单株。棉花组 

织和细胞培养，一般情况下，都是用种子在无菌条件 

下萌发后，获得无菌外殖体。由于多种因素限制，本 

研究所需材料只能从田间种植的不育单株上取得。 

而田间植株带有太多的病菌，外殖体材料消毒灭菌 

时，很难彻底灭菌。为此 ，我们将棉株从田间挖取栽 

人盆中，再移到温室内，喷用杀菌剂，养护一段时期。 

然后切取材料，用洗衣粉充分洗净后，用5种方法消 

毒灭菌。处理 A1：2％次氯酸钠附加 1～2滴吐温 一 

8灭菌 30 rain，无菌水冲洗 3～4次；处理 A2：70％酒 

精浸泡 30 8，倒出后用无菌水冲洗，加入 2％次氯酸 

钠附加 1—2滴吐温 一8灭菌 20～30 rain，无菌水冲 

洗 3～4次；处理 A3：70％酒精浸泡 10～15 s，倒出后 

无菌水冲洗，加人 2％次氯酸钠附加 1～2滴吐温 一8 

灭菌20 30 rain，无菌水冲洗3～4次；处理A4：70％ 

酒精浸泡 10s，倒出后无菌水冲洗，加入 0．1％氯化 

汞附加 1～2滴吐温 一8灭菌 8 min，无菌水冲洗 5～ 

6次；处理 A5：0．1％氯化汞灭菌 10～12 min，附加 1 

～ 2滴吐温 一8，无菌水冲洗 5～6次。将处理好的 

材料，包括茎尖、幼嫩叶片、叶柄、幼小花蕾，吸干水 

后。接种到培养基上培养。一段时期后，进行统计比 

较 。 

培养条件为温度 28℃±1℃，每天光照时间 l2 

h，光照强度2 000 lx。 ’ 

1．2 培养基与培养条件 

基本培养基成分为 MS无机盐、维生素(10．0 

mg／L VBl、1．0 m~／LVB5、1．0 mg／L VB6、1．0 mg／L烟 

酸)、肌醇 100 mg／L、葡萄糖 30 g／L、琼脂7 g／L、Ac 

2．5 g／L。简称为 MSB。pH5．8。愈伤组织诱导、继代 

阶段附加不同浓度的 2，4一D、IAA、KT及 IBA，IAA 

采用过滤灭菌。增殖分化阶段附加 IAA、2一IP、BA 

及水解乳蛋白(LH)、椰子乳(CM)，详见表 1。每一 

处理重复 3次。 

表 1 培养基的组成 

培养基 组成成分含量(~g／L) 应用阶段 
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从表2可以看出，处理A2酒精浸泡时间过长对 

外殖体材料的损伤较大，造成外殖体变褐死亡。对 

茎尖、幼叶等幼嫩组织的灭菌，酒精浸泡时间应掌握 

在 10～15 s以内。升汞灭菌时间太长对外殖体生 

长、分化也有很大的杀伤和抑制作用。对棉花幼嫩 

外殖体灭菌，0．1％升汞灭菌时间以 8 min为最佳， 

污染率低，生长分化情况 良好。处理 A1单独使用 

次氯酸钠灭菌，虽然对外殖体损伤较小，但污染率非 

常高。而单独使用升汞的灭菌效果明显好于次氯酸 

钠。可能是材料污染太严重造成的。配合使用 2种 

以上杀菌剂，可以做到既灭菌较彻底，又对外殖体材 

料损伤较轻。综上所述，灭菌效果最佳方法是 A4， 

先用 70％酒精灭菌 10～15 s，倒出酒精后马上用无 

菌水冲洗，然后加入0．1％升汞灭菌8 min，用无菌水 

冲洗 5～6次。 

表2 不同灭菌方法对外殖体诱导的影响 

2．2 植物生长调节剂对外殖体诱导的影响 

从表 3可以看出，培养基 M1中，IAA的浓度过 

高对愈伤组织诱导有一定的抑制作用，愈伤组织出 

愈率低，生长速度比较慢，愈伤组织松散。降低 IAA 

浓度到 1．Omg／L，愈伤组织出愈率和生长速度都明 

显变好。比较添加 IAA和 2，4一D的培养基培养结 

果，可以看出，添加 2，4一D的培养基愈伤组织出愈 

率高，生长速度快，而且愈伤组织状态紧密适度，有 

利于后期愈伤组织分化成植株。综合来看，培养基 

M3(MSB+2．4一D 0．1 mg／L +IAAO．1 mg／L+K T 

0．1 mg／L+AC 2．5 L)最适合棉花愈伤组织的诱 

导 。 

表 3 不同激素组合对外殖体(茎尖)诱导的影响 

培养基 30 d出愈率(％)30 d愈伤组织生长量 愈伤组织状态 

注：+表示愈伤组织的生长速度，+越多表示生长越快。 

2．3 附加物对茎尖愈伤组织分化的影响 

在愈伤组织分化阶段，添加不同激素和各种附 

加物，结果(表 4)表明，2一IP的分化效果要好于 

BA，添加 CM的分化率要高于添加 LH的培养基。 

因此可以认为，棉花愈伤组织分化的最适培养基为 

M7：MSB+IAA 0．1 mg／L+2一IP 3．0 mg／L+CM 100 

rrd／L+AC 2．5 g／L。 

表 4 不 同附加物对茎 尖愈伤 组织分化的影响 

3 小结与讨论 

在本试验 5种灭菌处理中，灭菌效果最佳的是： 

先用 70％酒精灭菌 10～15 s，倒出酒精后马上用无 

菌水冲洗，然后加入0．1％升汞灭菌 8 min，用无菌水 

冲洗 5～6次。在试验 7种培养基条件下，以MSB+ 

2．4一D 0．1 mg／L+IAA 0．1 mg／L+KT 0．1 mg／L+ 

AC 2．5 g／L最适合棉花愈伤组织的诱导；以 MSB+ 

IAA 0．1 mg／L+2一IP 3．0 mg／L+CM 100 mg／L+AC 

2．5 g／L，最适合愈伤组织的分化。 

棉花属于植株再生最困难的植物之一。棉花组 

织和细胞培养工作起步比水稻、小麦、玉米等作物要 

晚。尽管如此，通过广大科研工作者的不断努力，已 

从多个棉种几十个品种的不同组织和器官培养中获 

得了体细胞胚和再生植株，并且初步建立和完善了 

棉花体细胞胚胎发生和植株再生的试验体系。但由 

于棉花体细胞胚胎发生和植株再生受多种因素的影 

响，形成了棉花细胞 工程和基 因工程的“瓶颈”O棉 

花雄性不育系材料利用组织培养体细胞胚发生和植 

株再生、快速繁殖的研究也鲜见报道。 

岳阳市农业科学研究所对棉花不育系材料的组 

织培养、优化培养基组合、改变培养条件等进行了系 

统研究，获得了较好的效果，从而为棉花生物技术研 

究和棉花育种提供参考。 
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