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Abstract 
[Objective] Using double heterosis of polyploidization and distant hybridization to select new rice 
varieties is a new breeding strategy. After breeding the polyploid meiosis stability line and solving 
the bottleneck problem of low seed setting rate of polyploidy, the theory and breeding practice of 
polyploid rice urgently need suitable breeding materials. [Method] In this paper, the photoperiod 
and thermo-sensitive genic male sterility of PS001 and polyploid rice restorer line PR-T1 are used 
as experimental materials. They are used to anther and unfertilized ovary culture, and to get their 
diploid, respectively. [Result] In this paper, it creates a set of lines that contains diploid and te-
traploid. The lines are photoperiod and thermo-sensitive genic male sterility and restorer line. 
[Conclusion] It is concluded that the anther and unfertilized ovary culture could be used to rapidly 
purify varieties and shorten the stable time of traits to achieve the purpose of rapid breeding, but 
also to create the appropriate materials for theoretical research. 
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摘  要 

[目的] 利用远缘杂交和多倍体双重优势选育水稻新品种是育种的新途径。在选育出多倍体减数分裂稳定

性品系，解决多倍体结实率低的瓶颈问题后，开展多倍体水稻的理论和育种实践迫切需要合适的育种材

料。[方法] 本文以多倍体水稻光温敏雄性核不育系PS001和多倍体水稻恢复系PR-T1为实验材料，分别

对其进行花药和未受精子房培养而得到二倍体。[结果] 从而构建成二倍体和四倍体配套的光温敏水稻雄

性核不育系和恢复系材料。[结论] 证明了利用花药和未受精子房培养既可以快速纯化品种，缩短性状稳

定年限，达到快速育种的目的，又可以创造合适的用于理论研究的材料。 
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1. 引言 

[本研究的重要意义]世界粮食短缺的危机是一个严峻的问题。虽然近几年杂交水稻育种，选育超级稻

等品种取得重要进展，但距离增产 30%~50%的目标还相当远。在这种形势下，用合适的育种材料来开展

多倍体水稻的理论和育种实践就更具有直接的现实意义和应用价值。[前人研究进展]世界科学家在充分利

用杂种优势、分子育种和 C3 作物 C4 化方面做了大量的研究[1] [2]。从植物自然进化途径及主要粮棉油

作物是多倍体，它们经由二倍体野生种向多倍体栽培种进化的同时，产量成倍增加的自然启示下，蔡得

田、袁隆平、卢兴桂(2001)提出利用远缘杂交和多倍体双重优势选育超级稻的战略[3]。但是遭遇多倍体

水稻结实率低的瓶颈问题。对于水稻结实率低的原因，鲍文奎等[4]认为是生理上营养不正常分布和遗传

因素引起的。[本研究切入点]在历经 20 年研究选育出的二个多倍体减数分裂稳定性(PMeS)品系(专利号 
ZL200410060786.2)后，结实率提高到 70%以上，解决了瓶颈问题[5]。但是在探索高结实等理论问题和选

育杂交品种过程中，缺少 2X，4X 配套的材料。[拟解决的问题]本文充分利用花药培养和未受精子房培养，

可以获得单倍体的优势，选用优良的四倍体光温敏雄性核不育品系 PS001 和四倍体恢复系 PR-T1，进行

花药和未受精子房培养，意在培养出二倍体 PS001-2X 和 PR-T1-2X，从而构成二倍体、四倍体材料体系，

有利于多倍体水稻育种的理论研究和杂种选配应用。 

2. 材料与方法 

2.1. 试验材料 

本文所用材料 PS001 是具有 PMeS 基因、可育期高结实和不育期雄性不育稳定的四倍体品系[3]。它
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是湖北大学蔡得田实验室通过十余年的籼粳杂交和回交选择而选育出具有多倍体减数分裂稳定性

(Polyploid Meiosis Stability, PMeS)基因特性的多倍体水稻品系 PMeS-1 [5]，作为亲本与多倍体水稻光温敏

雄性核不育系培矮 64s 杂交选育而获得的稳定品系–多倍体水稻光温敏核不育系[6]。有研究证实了减数

分裂的稳定是高结实的保障[7]。另一材料多倍体恢复系 PR-T1 为具有 PMeS 基因高结实特性和高产的偏

粳型品系[8]。 

2.2. 方法 

2.2.1. 取材及前处理 
2016 年 8 月中旬，从试验田里取出叶枕距为 2.5~3.5 cm 处于花粉发育的单核靠边期的稻穗[9]，用无

菌水沾湿的纱布包好后，放入干净的塑料袋中封口、置于 4℃冰箱中处理 3~5 天后再进行实验操作。 

2.2.2. 花药和未受精子房培养的诱导培养基 
本试验根据其培养对象不同于普通外植体，而是植物生殖器官的培养[6]，即花药离体培养和子房离

体培养。根据培养的类型和特点，采用了液体培养和固体培养两种，其中液体培养又分为液体管式漂浮

法和液体摇瓶法。固体诱导培养基用的是水稻 SK3 培养基[10]，激素用的是 2,4-D + KT [11]两种不同的

固体培养基；液体培养基采用水稻 SK3 培养基，激素只用二甲四氯苯氧乙酸(MCPA)，用的方法是管式

漂浮法和液体摇瓶法两种。 

2.2.3. 愈伤组织诱导 
将经低温 3~5 天处理的幼穗置于在超净工作台上，经 70%酒精处理 30 S~60 S 时间后，用无菌水清

洗一次，之后用 0.1%升汞溶液处理 8 min，然后挑取顶尖淡绿色、下部乳白色的颖花(单核靠边期) [11]，
用尖镊子去掉颖壳，将带有花药和子房的无壳颖花接种在上述诱导培养基中。 

培养材料都先放入 35℃的培养箱中暗培养三天，后放入 26℃~28℃的培养箱中暗培养[12]。其中液

体摇瓶法的培养基放入 35℃、100 r/min 的摇床中暗培养三天，后调低培养温度至 26℃~28℃、转速不变

继续暗培养。液体培养材料在 10 天左右可观察到子房明显膨大的现象，40 多天后可见子房破裂后出现

淡黄色小颗粒愈伤，后逐渐变大。固体培养材料在 40 天左右可见开裂的花药上出现淡黄色小颗粒愈伤，

后逐渐变大，同时伴随有子房组织膨大的现象。 

2.2.4. 分化出苗和生根培养 
待诱导的愈伤组织生长良好、呈现淡黄色、松紧适度时，将愈伤组织接转入分化培养基中分化培养

直到长出绿苗，分化培养基 MS + 1 mg/L 2,4-D + 2 mg/L KT + 0.2 mg/L NAA，28℃光照培养，当绿苗至

10 cm 左右时，再接种到生根培养基中 28℃光照培养，生根培养基为 1/2MS + 0.5 mg/L 6-BA + 0.6 mg/L 
NAA 及 0.02%活性碳。 

2.2.5. 炼苗移栽 
生根的绿苗经打开瓶塞加水。在常温下炼苗 3 天后，将试管苗根部培养基洗净后，即可移栽到大田

间。 

3. 研究结果与分析 

3.1. 多倍体水稻花药和子房的固体培养 

图 1 展示了多倍体水稻花药培养和未受精子房培养及出苗过程。当固体培养的多倍体水稻材料在 10
天左右即可看到明显的子房膨大现象，但花药仅少数膨大(图 1(a))；40 天左右可见开裂的花药上出现淡 
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(a) 膨大的子房和花药；(b) 膨大子房和花药挑出的愈伤组织；(c) 愈伤组织分化出苗；(d) 生根后成完整试

管植株；(e) 试管苗的根尖染色体观察，2n = 2x = 24。 

Figure 1. The callus and plantlets from anther and unfertilized ovary culture in solid culture 
method 
图 1. 固体培养下的花药和未受精子房培养出愈伤组织和分化出苗 

 
黄色小颗粒愈伤，后逐渐变大，同时伴随有子房组织膨大裂开出愈伤组织的现象(图 1(b))。40 天后将生

长良好、呈淡黄色、松紧适度的愈伤组织挑按于分化培养基上培养，历经 25 天后逐渐分化出芽苗(图 1(c))；
再将其转入到生根培养基中分化出根以致形成完整的试管植株(图 1(d))，取小植株的根尖经染色体检查后

确定它们为二倍体苗，2n = 2x = 24 (图 1(e))。 

3.2. 不同液体培养方式对花药未受精子房培养的影响 

实验中采用了两种方式培养，即液体漂浮培养和液体摇瓶培养，其效果有很大差异。 
周嫦、杨弘远等对未受精子房培养有深入的研究，发现在未受精子房的诱导中二甲四氯苯氧乙酸

(MCPA)具有显著作用[13]。蔡得田等对野生稻和光温敏核不育系进行过研究，发现这两种水稻的花药培

养和未受精子房培养之间存在明显差异。并建议液体培养基用管式漂浮法容易出愈伤。借鉴这一结果和

方法，在诱导培养基里加入 0.2 mg/L 的二甲四氯苯氧乙酸(MCPA)诱导愈伤，与固体 2,4-D + KT 的诱导

方法进行对比。 
PS001 为光温敏核不育系，所取的材料比 PR-T1 恢复系要多一些。虽然在液体培养基(图 2)里普遍可

(a)                                                        (b)                                                    (c)

(d)                                                                                        (e)
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见子房膨大，但摇瓶的液体培养基里花药及膨大的子房都因自身重力下沉而淹没，基本没有子房破裂出

现愈伤组织，可是在管式漂浮法培养中出现子房膨大、破裂并长出愈伤的现象。比较液体和固体培养，

可见表 1 和表 2 呈现出的两个品系间的培养效果差异和培养方式效果差异。光温敏核不育系 PS001 和恢

复系 PR-T1 分别做了 403 个和 181 个带有花药和子房的颖花接种。 
如表 1 所示，光温敏核不育系 PS001 在在激素 2,4-D + KT 的固体培养基中出现了 5 个愈伤。在液体

摇瓶中仅仅有一个花药长出了愈伤，但这个愈伤在后期分化的时候，逐渐发黑死掉，可能是愈伤由于自

身重力在液体培养基里面浸没的时间太长，而失去了活性。在液体管式静置法的培养基里，长出了 2 个

愈伤。如表 2 所示，恢复系 PR-T1 在固体培养基中出现了 16 个愈伤；在液体培养基管式静置法时长出了

2 个愈伤；在液体摇晃方法的培养基里，由于膨大的子房，后来在摇晃中都沉到瓶底，之后花药和膨大

的子房在瓶底都逐渐变黑死掉。 
光温敏核不育系 PS001 的 403 个颖花中，诱导率在 1.98%；恢复系 T1 的 181 个颖花中，诱导率在

9.94%，愈伤组织诱导率差异有 5 倍，这可能与 PS001 是不育系正处于不育期有关，也可能与品种本身

基因型有关[14]，更可能与取材时正与当时持续高温时期重合相关。 
根据实验数据看：光温敏核不育系 PS001，用激素 2,4-D + KT 的固体培养基较为适宜。激素对恢复

系 T1 的影响并不大。在培养方式上，由上述实验数据来看，固体培养最好，液体管式静置的方法次之。 

3.3. 花药诱导出苗和绿苗率的研究 

如表 3 所示，对这两个品系进行出苗和绿苗率的统计显示，光温敏核不育系 PS001 的诱导出苗和绿

苗率都很低，绿苗率只有 5.18%；而恢复系 PR-T1 的出苗率也不是很高，但是绿苗率比 PS001 还是高约

3.5 倍。这些数据表明了，不同材料分化出苗的能力不同，分化速度也有差异，仍有些愈伤尚且在分化阶

段，难以出苗，同时其诱导出绿苗和白化苗的能力也不同，特别是 PS001 在固体 2,4-D + KT 培养基上比

液体管式 MCPA 培养基出愈伤多，但所出的白化苗尤其多(如图 2(e))，看来 2,4-D 和高温促进形成白化苗，

在多倍体水稻培养中也得到证明[15]。 
 

 
(a) 管式漂浮培养的子房和花药；(b) 管式漂浮法培养的膨大子房和花药愈伤组织；(c) 愈伤组织分化出苗；(d) 摇
瓶培养的子房和花药(可见沉没的子房和花药)；(e) 培养中出现的白化苗。 

Figure 2. Anther and unfertilized ovary in the liquid culture  
图 2. 液体培养中的花药和未受精子房 

 
Table 1. Callus induction of PS001 in anther and unfertilized ovary culture in solid and liquid culture method 
表 1. PS001 在固、液方式下花药及未受精子房出愈伤情况 

 出愈伤数 花药及子房总数 出愈率 

固 5 247 2.02% 

液(管) 2 102 1.96% 

液(摇) 1 54 1.85% 

(a)                             (b)                              (c) (d)                                            (e)
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Table 2. Callus induction of PR-T1 in anther and unfertilized ovary culture in solid and liquid culture method  
表 2. PR-T1 在固、液方式下花药及未受精子房出愈伤情况 

 出愈伤数 花药及子房总数 出愈率 

固 16 125 12.8% 

液(管) 2 30 6.67% 

液(摇) 0 26 0% 

 
Table 3. The comparison of the seedling induction rate and green plantlet rate in anther culture of two lines 
表 3. 两个品系的花药诱导出苗和绿苗率的比较 

品系编号 绿苗数 白化苗数 总苗数 绿苗率 

PS001 17 311 328 5.18% 

PR-T1 15 67 82 18.29% 

4. 讨论 

4.1. 多倍体水稻花药及未受精子房培养可以获得单倍体 

由于目前人口的增加，耕地的减少，世界粮食短缺的严重危机，要求人们开展水稻育种的新思路[16] 
[17] [18] [19]。众多学者研究表明，花药培养的出愈率和分化率是由材料的生理状态[20]、培养基、培养

条件、外植体和材料的基因型等多种因素控制[21]。但是多倍体水稻的花药培养研究较少。程治军[22]等
曾利用四倍体水稻普通品系存在减数分裂不稳定而易出现变异的特性而选育突变体。周嫦、杨弘远[13]
等对未受精子房培养有深入的研究，蔡得田等曾获得野生稻和光温敏核不育水稻品系的植株。本实验，

成功地证明了四倍体水稻花药和未受精子房培养都能够获得单倍体即二倍体植株，为构建 2X，4X 材料

体系和杂交配组提供了有利条件。 

4.2. 培养基成分和培养方式的影响 

一般花药离体培养之前会对材料进行不多于 8 天的低温预处理，以降低花药褐变率[23]。实验操作更

加要严格无菌，暗培养初期必须接受热激处理[12]温度在 35℃为宜，之后放到 26℃~28℃的培养箱中培

养。本实验用到的花药及子房培养的诱导培养基，是以水稻 SK3 培养基为基础，不过据文献显示，大多

表明用蔗糖和麦芽糖作碳源的比单独只用蔗糖的培养效果要好[24]，本实验其比例为 1:1。对于激素浓度，

本实验采取的终浓度是 2,4-D 1 mg/L + KT 0.5 mg/L；MCPA 是 0.2 mg/L。这些激素都比其他外植体培养

的激素浓度低，采用激素浓度过高则抑制其后分化生长[25]，这也是花药离体培养的一大特点，与未受精

子房漂浮培养只用很低 MCPA 浓度的特点(周嫦等)相符合。 

5. 结论 

本实验就花药和未受精子房的培养方式上，表明了固体培养最好，其次是液体管式漂浮法。恢复系

PR-T1 出愈率比光温敏核不育系 PS001 高，绿苗率恢复系 PR-T1 也高，表明了出愈率、绿苗率与材料本

身特性有关，另绿苗率也与激素浓度有关。本实验成功地证明了四倍体水稻花药和未受精子房培养都能

够获得单倍体即二倍体植株。为后期的 2X，4X 成套体系的建成，多倍体水稻育种理论研究和杂交选配

提供良好材料。 
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