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6 个烟草杂交组合花药
再生苗的培养和 DH 群体的构建
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摘要: 以 6 个烟草(Nicotiana tabacum L.)杂交组合的花药为实验材料,对各杂交组合花药再生苗出苗状况及培养过

程中添加 H 液体基本培养基对花药出苗状况的影响进行了比较分析;在此基础上,采用质量体积分数 0. 4% 秋水

仙素浸苗法构建加倍单倍体(DH)群体,对加倍处理后不同杂交组合再生苗的成苗率、大田移栽成活率及染色体加

倍率等进行分析,并对杂交组合 DH1 单倍体和加倍单倍体植株叶片气孔保卫细胞叶绿体数的差异进行了研究。 结

果表明:不同杂交组合每枚花药的出苗数、加倍处理后再生苗的成苗率、大田移栽成活率及染色体加倍率有较大差

异。 其中,每枚花药出苗数为 1. 57 ~ 3. 30,杂交组合 DH5 每枚花药的出苗数最多,达到 3. 30 株,显著高于其他 5 个

杂交组合(P<0. 05);加倍处理后再生苗的成苗率为 21. 12% ~ 33. 42% ,大田移栽成活率为 91. 87% ~ 98. 86% ,杂
交组合 DH6 的成苗率和大田移栽成活率最高;染色体加倍率为 6. 64% ~ 10. 78% ,杂交组合 DH4 的染色体加倍率

最高。 花药培养约 15 d 后,添加 H 液体基本培养基能够显著促进杂交组合 DH1 和 DH2 花药出苗。 杂交组合 DH1
单倍体苗和加倍单倍体苗叶片气孔保卫细胞的平均叶绿体数分别为 9. 27 和 17. 46,二者比值接近 1颐2,差异显著。
通过花药培养和染色体加倍处理,分别获得了 6 个烟草杂交组合的 DH 群体。
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Culture of regenerated seedlings from anthers and construction of DH populations of six cross
combinations of Nicotiana tabacum摇 CHEN Xue鄄jun1, PENG Shuang鄄yu1,2, LUO Jian鄄rong1,2, YANG
Yan鄄ming1, XIAO Bing鄄guang1,淤 ( 1. Yunnan Academy of Tobacco Agricultural Sciences, Yuxi
653100, China; 2. Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, China), J. Plant Resour. &
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Abstract: Taking anthers of six cross combinations of Nicotiana tabacum L. as experimental materials,
the emergence status of regenerated seedlings from anthers of different cross combinations and the effect of
adding H liquid basic medium in culture process on emergence status were comparatively analyzed. On
this basis, doubled haploid (DH) populations were constructed by soaking seedling method with 0. 4%
colchicine, and the survival rates of regenerated seedlings and transplanted seedlings in field and the
chromosome doubling rate of different cross combinations after doubling treatment were analyzed. Also,
the difference of chloroplast number in stomata guard cells of seedling leaves of haploid and doubled
haploid of cross combination DH1 was studied. The results show that there are significant differences in
the emergence seedling number per anther, the survival rate of regenerated seedlings after doubling
treatment, the survival rate of transplanted seedlings in field and the chromosome doubling rate among
different cross combinations. In which, the emergence seedling number per anther of six cross
combinations is 1. 57-3. 30, that of cross combination DH5 is the highest with a value of 3. 30 and that is
significantly higher than other five cross combinations (P<0. 05). After doubling treatment, the survival
rate of regenerated seedlings is 21. 12% -33. 42% , that of transplanted seedlings in field is 91. 87% -
98. 86% , those two indexes are the highest in cross combination DH6. And the chromosome doubling

收稿日期: 2010-07-27
基金项目: 中国烟草总公司云南省公司科技项目(06A03;07A04;08A05;2010YN02;2010YN15); 国家烟草专卖局科技项目(110200701023)
作者简介: 陈学军(1970—),男,山西洪洞人,博士,助理研究员,主要从事烟草种质资源研究。
淤通信作者 E鄄mail: xiaobg@ 263. net



rate of six cross combinations is 6. 64% -10. 78% , that is the highest in cross combination DH4. After
anther cultured for about 15 d, adding H liquid basic medium can obviously promote anther emergence of
cross combination DH1 and DH2. The average of chloroplast number in stomata guard cells of seedling
leaves of haploid and doubled haploid of cross combination DH1 is 9. 27 and 17. 46, respectively, the
ratio is close to 1颐2 with significant difference. Using anther culture and chromosome doubling treatment,
DH populations of six cross combinations could be constructed.

Key words: Nicotiana tabacum L.; cross combination; DH population; anther culture; chromosome
doubling; colchicine

摇 摇 烟草(Nicotiana tabacum L.)育种过程中,加倍单

倍体(doubled haploid,DH)在缩短育种进程、提高目

标性状筛选效率及构建数量性状基因定位群体等方

面发挥着越来越重要的作用[1-3]。 目前,利用花药培

养构建烟草 DH 群体的研究已有报道:朱惠琴等[4]构

建了‘G28爷伊‘NC2326爷和‘K326爷伊‘Coker176爷2 个烤

烟杂交组合 DH 群体;柴利广等[5] 构建了‘B37爷 (高
烟碱)伊‘LAB21爷(低烟碱)和‘B37爷(中抗黑胫病) 伊
‘B67爷(感黑胫病) 2 个 DH 群体。 但是,尚未见以不

同类型栽培烟草杂交组合后代为材料进行烟草 DH
群体构建的相关研究报道。

烟草 DH 群体构建的方式通常是先将花药培养

成再生植株,然后再利用秋水仙素进行人工处理使染

色体加倍。 虽然目前有关烟草花药培养的技术已经

比较成熟,但要想获得大量加倍单倍体苗、建立烟草

DH 群体尚有一定的难度。
鉴于此,作者在前人实验的基础上对花药培养步

骤进行简化,并改进了 DH 群体构建方法,选择在品

质方面表现突出的不同类型烟草品种作为杂交亲本

开展 6 个杂交组合 DH 群体的构建,为下一步开展特

色烟叶品质育种、遗传连锁图谱构建及在烟草常规育

种工作中开展单倍体育种奠定研究基础。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

供试的烟草杂交组合为‘红大爷 伊‘Hicks爷、‘红
大爷伊‘K326爷、‘红大爷 伊‘白肋 21爷、‘红大爷 伊‘巴斯

玛爷、‘白肋 21爷伊‘TN86爷和‘巴斯玛爷 伊‘沙姆逊爷,分
别以 DH1 ~ DH6 表示。 所有杂交组合于 2008 年 12
月 10 日移栽至云南省烟草农业科学研究院试验基地

温室内,2009 年 3 月 20 日植株开始陆续现蕾时,选
取处于花粉单核中、后期的花蕾(花冠刚露出花萼或

两者平齐),将花蕾置于 4 益冰箱中冷藏,备用。

1. 2摇 方法

1. 2. 1 摇 花药培养 摇 在超净台上小心剥去花萼及花

冠,将花药直接接种到装有 H 基本培养基[6](不含生

长激素)的兰花培养瓶中,每瓶 50 枚花药,于温度

25 益、光照时间 14 h·d-1、光照度 4 000 lx 的条件下

培养。 接种 35 d 后统计出苗的花药数。 然后将具有

2 ~ 4 片真叶的再生苗分别转接到 MS 基本培养基中,
每瓶转接约 30 株苗。
1. 2. 2 摇 添加 H 液体基本培养基对花药出苗状况的

影响摇 选取开花较早的杂交组合 DH1 和 DH2 的花

药,按上述方法前处理并接种培养,约 15 d 后添加

20 mL H 液体基本培养基,对照则不添加 H 液体基本

培养基,在上述条件下培养 20 d 后统计每枚花药的

出苗数。 每处理 100 枚花药,各重复 3 次。
1. 2. 3摇 染色体加倍处理及再生苗大田移栽摇 待再生

苗长至高 3 ~ 4 cm(4 ~ 6 片叶)时,采用秋水仙素浸

苗法(秋水仙素质量体积分数为 0. 4% ) [4] 进行染色

体加倍处理,浸苗时间为 48 h。 取出小苗,用清水洗

去根部残余的培养基后移植于漂浮育苗盘 ( 长

66 cm、宽 34 cm,每盘有 162 个直径 3 cm 的育苗孔)
上;将育苗盘置于育苗池(长 7. 4 m、宽 1. 3 m)中,覆
盖塑料薄膜保湿炼苗 7 d 后将幼苗移到大棚温室中

培养;30 d 后移栽至大田中,株距 30 cm、行距 50 cm,
采用常规栽培措施。 统计各杂交组合的处理苗数、成
苗数(温室培养 30 d)、 大田移栽苗成活数(移栽后

7 d)及染色体加倍苗数,并计算成苗率、大田移栽成

活率及染色体加倍率。 染色体加倍苗数以开花期观

察的不同倍性苗的叶片、花器官形态及结实情况为

准。
1. 2. 4摇 单倍体苗和加倍单倍体苗叶片气孔保卫细胞

叶绿体数测定摇 选取 DH1 单倍体苗及其加倍单倍体

苗,于移栽后 8 ~ 13 片真叶时取植株顶端向下第 5 片

叶 ,撕取叶下表皮置于载玻片上并滴加质量浓度

5. 00 g·L-1的碘-碘化钾(质量比 1 颐4)溶液染色,加
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盖玻片后在 40 倍显微镜下统计气孔保卫细胞内的叶

绿体数;每一叶片随机选取 5 个气孔保卫细胞观察统

计叶绿体数并计算平均值。
1. 3摇 数据统计分析

烟草杂交组合花药再生苗的成苗率、大田移栽成

活率及染色体加倍率的计算公式分别为:成苗率 =
(加倍处理后成活的再生苗数 /用于加倍处理的再生

苗数)伊100% ;大田移栽成活率 = (大田移栽后成活

的再生苗数 /加倍处理后成活的再生苗数) 伊100% ;
染色体加倍率 = (染色体加倍的植株数 /大田移栽后

成活的再生苗数)伊100% 。
采用 SAS 8. 0 分析软件对实验数据进行统计和

方差分析。

2摇 结果和分析

2. 1摇 烟草杂交组合花药出苗数的比较

6 个烟草杂交组合的花药在接种 1 个月左右开

始出苗,各杂交组合的出苗数见表 1。 6 个杂交组合

接种的花药数为 4 766 ~ 6 949 枚,出苗数为 9 061 ~
15 925 株。 其中,DH6 花药的出苗数最少,为 9 061
株;DH5 接种的花药数并不是最多,但出苗数最多,
达到 15 925 株。 6 个杂交组合每枚花药的出苗数差

异较大,其中,DH5 的每枚花药出苗数最多,达到

3. 30 株,显著高于其他杂交组合(P<0. 05);另外 5
个杂交组合每枚花药的出苗数为 1. 57 ~ 2. 01 株,各
杂交组合间无明显差异(P>0. 05)。
2. 2摇 添加 H 液体基本培养基对烟草杂交组合花药

出苗的影响

在花药培养约 15 d 后添加 H 液体基本培养基,
DH1 和 DH2 每枚花药的平均出苗数分别达到 3. 45

表 1摇 6 个烟草杂交组合花药出苗数的比较1)

Table 1摇 Comparison of emergence seedling number of anthers of six
cross combinations of Nicotiana tabacum L. 1)

杂交组合编号
No. of cross
combination

花药数
Anther
number

出苗数
Emergence

seedling number

每枚花药出苗数
Emergence seedling
number per anther

DH1 5 714 9 518 1. 67b
DH2 4 766 9 562 2. 01b
DH3 6 710 12 089 1. 80b
DH4 6 949 12 148 1. 75b
DH5 4 820 15 925 3. 30a
DH6 5 766 9 061 1. 57b

摇 1)同列中不同的小写字母表示差异显著(P<0. 05) 摇 Different small
letters in the same column indicate the significant difference(P<
0. 05) .

和 3. 52,均高于各自未添加 H 液体基本培养基的对

照组(2. 21 和 2. 03),差异达显著水平(P<0. 05)。
2. 3摇 烟草杂交组合花药再生苗的染色体加倍率及成

苗率的比较

6 个烟草杂交组合的 47 763 株花药再生苗经加

倍处理后移栽至大田,不同杂交组合的成苗率、大田

移栽成活率及染色体加倍率见表 2。 经加倍处理后

各杂交组合再生苗的成苗率为 21. 12% ~ 33. 42% ,
其中,DH3 的成苗率最低,为 21. 12% ;DH6 的成苗率

最高,为 33. 42% 。 各杂交组合植株的大田移栽成活

率都在 90% 以上,其中,DH6 的大田移栽成活率最

高, 为 98. 86% ; DH3 的大田移栽成活率最低,为
91. 87% 。 DH1 ~ DH6 再生苗的染色体加倍率为

6. 64% ~ 10. 78% ,其中,DH5 的染色体加倍率最低,
为 6. 64 % ;DH4 的染色体加倍率最高,为 10. 78 % 。
摇 摇 通过上述的花药培养、染色体加倍处理及大田移

栽等一系列步骤,获得了 6 个烟草杂交组合的 DH 群

体,包含的加倍单倍体株数为 126 ~ 203 株。

表 2摇 经加倍处理后 6 个烟草杂交组合花药再生苗成苗、大田移栽成活及染色体加倍状况的比较
Table 2摇 Comparison of seedling, surviving of transplanted in field and chromosome doubling status of regenerated seedlings from anthers of six
cross combinations of Nicotiana tabacum L. after doubling treatment

杂交组合编号
No. of cross
combination

处理苗数
Number of

treated seedling

成苗状况
State of seedling

数量
Number

百分率 / %
Percentage

大田移栽苗成活状况
Survival state of transplanted

seedling in field

数量
Number

百分率 / %
Percentage

染色体加倍苗状况
State of chromosome
doubling seedling

数量
Number

百分率 / %
Percentage

DH1 7 347 2 130 28. 99 2 082 97. 75 203 9. 75
DH2 6 555 2 044 31. 18 1 992 97. 46 146 7. 33
DH3 8 269 1 746 21. 12 1 604 91. 87 126 7. 86
DH4 7 865 1 729 21. 98 1 624 93. 93 175 10. 78
DH5 10 390 2 835 27. 29 2 651 93. 51 176 6. 64
DH6 7 337 2 452 33. 42 2 424 98. 86 192 7. 92
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2. 4摇 烟草杂交组合 DH1 单倍体苗及其加倍单倍体

苗叶片气孔保卫细胞叶绿体数的比较

DH1 单倍体苗及其加倍单倍体苗叶片气孔保卫

细胞中的叶绿体数分别为 5 ~ 13 和 16 ~ 19,平均数分

别为 9. 27 和 17. 46;二者的比值接近 1颐2,且差异显著

(P<0. 05)。 朱惠琴等[7] 认为,烟草气孔保卫细胞叶

绿体数随染色体倍性的提高而增加,气孔保卫细胞中

的叶绿体数可作为烟草染色体倍性的鉴定依据。 根

据本研究结果也可对烟草杂交组合染色体加倍单倍

体苗的倍性进行鉴定。

3摇 讨摇 摇 论

3. 1摇 花药培养及染色体加倍方法的改进

与常规花药培养方法相比,作者在无菌环境下用

无菌镊子剥去花萼及花冠后直接将花药接种到 H 基

本培养基上进行培养,无需对花药进行消毒处理,减
少了操作过程中对花药的损伤,提高了花药的出苗数

并极大降低了污染率,简化了操作步骤。 同时,在培

养过程中向已培养约 15 d 的烟草花药培养瓶中滴加

20 mL H 液体基本培养基,既使花药出苗数得到显著

提高又无需转瓶,提高了培养效率,也减轻了劳动强

度,对大规模开展花药培养具有一定的意义。
本研究中,作者对花药再生苗的染色体加倍步骤

也进行了一定的简化,直接用质量体积分数 0. 4% 秋

水仙素对单倍体苗进行浸苗,48 h 后将处理苗取出并

清洗后直接转移到漂浮育苗盘上,再经室内保湿锻炼

1 周后移至温室中培养 30 d,然后将植株移栽到大田

中,这样的操作步骤既提高了工作效率又降低了污染

率。 另外,用于加倍处理的秋水仙素比较昂贵,在用

秋水仙素处理时将培养基倒扣(生长点向瓶底,培养

基向瓶盖),可节省试剂的用量。 同时,将已经使用过

1 次的秋水仙素灭菌后重复使用 1 次,可以节省试剂

损耗,但此方法对 DH 群体成活率及染色体加倍率的

影响有待进一步实验研究。
3. 2摇 花药培养及 DH 群体构建中存在的问题

在本研究中,接种 1 个月左右花药开始出苗,不
同批次、不同培养瓶及不同群体间的出苗状况差别极

大。 例如,个别批次几乎所有杂交组合的花药均未出

苗;同一培养瓶中有些花药出苗几十株,有些只有

1 至几株,有些花药甚至不出苗。 这一现象可能与培

养基配制、消毒步骤、花药选取时间、花药部位及花

药的生理状况有关。在整个培养过程中共诱导出

68 303 株再生苗,其中的 2 200 株出现白化现象,由于

这些白化苗不能正常进行光合作用,在育种上没有利

用价值,造成一定的浪费。 虽然白化苗的产生可能是

基因型决定的,但也不排除温度过高的影响。
如今,花药培养技术已作为一种常规手段应用于

育种工作中,但由于研究的对象和内容尚不够广泛深

入,这项技术还没有达到完全成熟的地步。 目前,花
药培养技术存在的主要问题是:1)白化苗的产生会影

响花药培养效果,虽然有研究者对此进行了一些研

究,但是尚未找到能从根本上克服白化苗形成的方

法;2)染色体加倍技术有待进一步改进。
本研究中,在进行大批量花药再生苗染色体加倍

时,采用的是秋水仙素浸苗法,经加倍处理后再生苗

的成活率仅约 30% ,不可避免地造成加倍单倍体优异

材料的丢失,而且存活再生苗的染色体加倍率均不到

11% ,有些甚至更低。 因而,在烟草单倍体育种实践

中,建议采用离体快繁方法开展单倍体加倍研究[8],
这将对加速烟草品种选育具有重要意义。
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