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摘 要:为了提高小麦DH系创制效率,以11个小麦杂交组合的F1 代为材料,比较分析了两种培养基

(NPB-99和CHB)下小麦花药的诱导效率以及三种浓度秋水仙素处理(4、6和8g·L-1)下单倍体的染色体

加倍效率,并利用SDS-PAGE对获得的DH株系进行优质亚基检测。结果表明,CHB培养基花药诱导效率

优于NPB-99培养基。在三种秋水仙素浓度中,6g·L-1 诱导单倍体加倍的效率最高。在所获得的33个

DH系中共鉴定出16个株系携带优质亚基组合(1/7+8/5+10或1/7+9/5+10),且具有较好的烘焙品质,

可作为小麦品质育种的种质资源。
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Abstract:InordertoimprovetheconstructionofwheatDHlines,theF1generationof11wheathybrid
combinationswasusedasmaterialstocompareandanalyzetheinductionefficiencyofwheatanthers
undertwomedia(NPB-99andCHB)andthechromosomedoublingefficiencyofhaploidsunderthree
concentrationsofcolchicinetreatments(4,6and8g·L-1).Thehigh-molecular-weightgluteninsub-
units(HMW-GS)oftheobtainedDHlineswereidentifiedbySDS-PAGE.Theresultsshowedthat
theantherinductionefficiencyofCHBmediumwasbetterthanthatofNPB-99medium.Theconcen-
trationof6g·L-1colchicinewasmoreefficientininducinghaploiddoubling.Atotalof16linescar-
ryingpriorHMW-GScombinations(1/7+8/5+10or1/7+9/5+10)wereidentifiedfromthe33DH
lines,withgoodbakingquality,whichcouldprovidegeneticresourcesforsubsequentwheatquality
breedingresearch.
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  麦谷蛋白是小麦贮藏蛋白的主要成分之一, 主要 由 高 分 子 量 谷 蛋 白 亚 基(high-molecular-



weighgluteninsubunits,HMW-GS)和低分子量

谷蛋白亚基(low-molecular-weightgluteninsub-
units,LMW-GS)组成[1]。其中,HMW-GS是决

定小麦加工品质、面团流变学特性及面团微结构

的重要因素[2],选育出具有优质亚基组合类型的

小麦是育种者的目标之一[3]。控制小麦 HMW-
GS的基因位于小麦第一同源染色体的长臂上,
统称为Glu-1 位点,包括Glu-A1、Glu-B1 和Glu-
D1[4]。HMW-GS基因的等位变异、组合、相对表

达量显著影响面粉的最终用途[2]。通过遗传育种

有目的地改良小麦 HMW-GS的组成,通常需要

遗传纯系。双单倍体(doublehaploid,DH)技术

可以从杂合子亲本中一步产生纯合子,而且优良

性状可以稳定遗传,后代不会发生性状分离,因而

可根据育种目标从群体中选择优良的纯系[5],育
种效率明显优于采用7~8代自交的传统育种方

法。
单倍体诱导和随后的基因组加倍是DH技术

所需的两个主要步骤[6]。自1971年中国科学院

遗传所首次获得小麦单倍体花粉植株以来[7],应
用花药培养技术进行小麦品种改良受到人们的普

遍重视[8]。相关学者相继对影响小麦花药培养的

因素、单倍体植株加倍技术等进行了研究,使这项

技术逐渐趋于成熟,并与常规育种技术、远缘杂交

技术、诱变技术和转基因技术相结合,在种质资源

创制、育种等方面发挥了积极作用[9-15]。该技术

通常包含脱分化、再分化等几个培育程序,需要大

量的体外操作,培养成本高。为进一步提高花药

培养效率和简化培养程序,国内外的科学家希图

建立起一种更为简便、快速、高效的一步成苗培养

法[16]。目前该项技术研究已有突破,绿苗诱导率

可达到与常规的多步成苗法相当的水平[17]。但

花药培养在具体应用中存在一些问题,如愈伤诱

导率还不够高,一步成苗频率较低且可重复性较

差,染色体加倍率较低,尤其是供体材料的基因型

对于花药培养效率的影响较大[11,18]。因此,对小

麦花药培养过程中的影响因素进行研究,开发更

高效的花药培养系统,对小麦DH系的创制具有

重要意义。本研究以11个小麦杂交组合的F1 代

为材料,比较分析两种培养基(NPB-99和CHB)
下小麦花药的诱导效率以及三种浓度秋水仙素处

理(4、6和8g·L-1)下单倍体的染色体加倍效

率,并利用SDS-PAGE对获得的DH株系进行优

质亚基检测,以期为小麦DH技术优化以及该技

术在优质育种上的应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 供试材料

花药离体培养的材料选自本实验室2021-
2022年种植于陕西省咸阳市杨陵区的11个杂交

组合的F1 代植株(表1)。

表1 试验材料

Table1 Wheatmaterialstested

序号
Serialnumber

杂交组合
Hybridcombination

代号
Code

1 藁优5218/小偃22
Gaoyou5218/Xiaoyan22 Q1

2 小偃22/藁优5218
Xiaoyan22/Gaoyou5218 Q2

3 师栾02-1/周麦18
Shiluan02-1/Zhoumai18 Q9

4 周麦18/师栾02-1
Zhoumai18/Shiluan02-1 Q10

5 小偃22/济麦44
Xiaoyan22/Jimai44 Q15

6 济麦44/小偃22
Jimai44/Xiaoyan22 Q16

7 新麦26/周麦18
Xinmai26/Zhoumai18 Q20

8 郑麦103/新麦26
Zhengmai103/Xinmai26 Q23

9 新麦26/郑麦103
Xinmai26/Zhengmai103 Q24

10 郑麦103/济麦44
Zhengmai103/Jimai44 Q25

11 济麦44/郑麦103
Jimai44/Zhengmai103 Q26

1.2 试验方法

1.2.1 取材及预处理

2021年10月种植F1 杂交后代,正常进行田

间管理。次年4月初小麦进入孕穗期后,用DA-
PI对小孢子染色确定材料发育时期[19]。当麦穗

中大部分小孢子处于单核靠边期,从小麦穗下第

二茎节处将麦穗折下,用黑色塑料袋包裹严实,带
回实验室。将茎秆修剪到合适的长度,基部浸泡

于蒸馏水中,置于4℃黑暗条件下,低温预处理

12d。

1.2.2 材料的消毒与接种

从低温预处理过的材料中剥出完整幼穗,

75%乙醇消毒1min,再用0.1%的升汞(HgCl2)
溶液震荡消毒5min,最后用无菌蒸馏水将麦穗

冲洗干净。用镊子将幼穗中部的花药轻轻地取
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下,接种于 NPB-99[20]、CHB[21]两种诱导培养基

上。NPB-99和CHB培养基均为半固体培养基,
附加1.5g·L-1 植物凝胶(pH5.8),CHB培养

基还附加0.5mg·L-12,4-D和0.5mg·L-1

KT[22]。

1.2.3 花药培养

将接种过花药的培养基置于BSG-400型号

的光照培养箱中,32℃下暗培养3d。然后,将培

养基转移至组培室,26℃暗培养至愈伤形成。30
d后培养基表面愈伤组织生长良好,部分花粉胚

形成并直接萌发形成幼苗,此时揭去遮光帘,室内

自然光下继续培养。45d后统计每瓶中接种花

药数量、愈伤组织数量、绿苗数量、白苗数量,并计

算愈伤组织诱导率、绿苗率和白苗率。愈伤组织

诱导率=愈伤组织块数/接种花药数×100%;绿
苗率=绿苗数/接种花药数×100%;白苗率=白

苗数/接种花药数×100%。

1.2.4 生根与壮苗培养

将得到的绿苗转入生根培养基[23],置于组培

室进行生根培养,培养温度26℃,光照强度2000
Lx,光照时间16h/8h(昼/夜),待绿苗生长出2
cm左右根系时,即可转入附加2mg·L-1 多效

唑的 MS基本培养基。绿苗在原环境壮苗培养一

周后,转移到春化培养箱,4℃春化30d。

1.2.5 单倍体的鉴定

取1g左右的小麦叶片,在预冷培养皿中加

入1.5mLMgSO4 裂解液[24],用刀片朝一个方向

切,材料被切成薄片;接着用400目的滤膜将培养

皿内的解离液过滤到1.5mL离心管中,置于4
℃冰箱中,孵育5min;之后4℃、1000r·min-1

离心5min,弃上清后再加入100μL预冷的解离

液和150μL预冷的DAPI染料(4μg·mL-1),
置于冰上避光染色10min[25]。将制备好的样品

装入CytoFLEX型号的流式细胞仪并记录数据。

1.2.6 单倍体加倍

春化后,将含有健壮幼苗的锥形瓶置于室温

下缓苗一段时间。接着配制浓度为4、6和8g·

L-1 秋水仙素溶液,溶液过滤除菌后,向每瓶(250
mL锥形瓶)培养基表面添加2mL无菌秋水仙素

溶液,20℃黑暗条件下处理12h,处理结束后,将
材料从培养基中取出,在流动自来水下冲洗4~6
h,移栽到温室。此时幼苗要注意遮荫保湿,待其

从秋水仙素毒害效应缓解后,转为常规的小麦温

室栽培管理。统计存活株数和结实株数,并计算

加倍率和成活率。加倍率=加倍后结实株数/加

倍处理的单倍体苗数×100%;成活率=加倍后存

活株数/加倍处理的单倍体苗数×100%。

1.2.7 DH株系HMW-GS组成

DH 单 株(DH0)的 籽 粒 收 获 后,用1.5%
H2O2 处理24h,种植于西北农林科技大学小麦

试验田,每行播种30粒种子,行长1.5m,行间距

0.2m。2023年6月收获株系,提取33个株系籽

粒中的麦谷蛋白,以中国春和师栾02-1为对照,
用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)对DH 小麦的 HMW-GS组成进行检测

分析[3]。

1.2.8 DH株系品质测定

采用丹麦FOSS分析仪器公司生产的 Kjel-
tecTM8400全自动凯氏定氮仪测定籽粒粗蛋白

含量;采用瑞典波通公司的GM2200型号的面筋

数量与质量测定系统测定材料湿面筋含量;沉淀

值按照NY/T1095-2006测定。

1.3 数据统计与分析

用Excel2021、SPSS2019软件对数据进行

统计分析。

2 结果与分析

2.1 不同培养基对花药诱导效率的影响

11种供试材料在CHB培养基上的愈伤组织

诱导率为6.74%~42.95%,在NPB-99培养基上

的愈伤组织诱导率为6.59%~37.92%,CHB培

养基的愈伤组织诱导率平均值(26.65%)约为

NPB-99培养基(19.14%)的1.39倍(表2)。诱

导过程中,CHB和NPB-99培养基均出现了花药

一步成苗的现象(图1),绿苗率分别为0.05%~
3.56%和0.13%~2.15%,平均值分别为1.28%
和0.97%(表2),且CHB培养基在诱导过程较早

出现了愈伤和芽苗(图1A),然而存在的不足是白

化苗比例(1.67%)也相对较高。综合分析来看,

CHB培养基诱导效率较高。

2.2 不同秋水仙素浓度下单倍体加倍的效果

经流式细胞仪检测,单倍体植株的DNA含

量位于110道附近(图2A),DH植株的DNA含

量位于220道附近(图2B)。因此,可以经流式细

胞仪检测实现单倍体植株和DH植株的鉴定,进
而用于秋水仙素加倍效果评价。
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表2 不同培养基对小麦花药诱导效率的影响

Table2 Effectofdifferentmediaonantherinductionefficiencyofwheat

基因型
Genotype

CHB
接种花药数
Numberof
anthers
inoculated

愈伤组织诱导率
Callus
induction
rate/%

绿苗率
Greenplant
rate/%

白苗率
Albino
seedling
rate/%

NPB-99
接种花药数
Numberof
anthers
inoculated

愈伤组织诱导率
Callus
induction
rate/%

绿苗率
Greenplant
rate/%

白苗率
Albino
seedling
rate/%

Q1 701 32.20abc 1.03ab 0.98a 1659 27.05bcd 0.41ab 0.68ab
Q2 746 27.38abc 0.85ab 2.53a 1338 10.05ab 0.78abc 0.61ab

Q9 2515 40.70bc 0.90ab 0.49a 2168 37.92d 1.64cd 1.57abc
Q10 1436 25.70abc 0.80ab 1.14a 1968 20.45abc 0.77abc 0.86abc

Q15 405 18.13abc 2.14bc 0.55a 874 14.70abc 1.41bcd 1.90abc
Q16 1019 42.95c 3.56c 5.87b 1030 30.22cd 2.15d 2.54c

Q20 1531 11.90ab 0.05a 0.87a 2488 10.67ab 0.13a 1.45abc
Q23 781 6.74a 0.27ab 0.27a 1122 15.84abc 0.49ab 0.31a
Q24 1140 22.64abc 0.47ab 0.74a 2873 10.93ab 1.38bcd 0.73ab

Q25 969 32.85abc 2.28bc 2.53a 1198 26.07bcd 1.07abcd 2.31bc
Q26 1110 31.96abc 1.69abc 2.40a 3410 6.59a 0.40ab 0.67ab

平均值 Mean 1123 26.65 1.28 1.67 1830 19.14 0.97 1.24

  同列数值后不同字母表示存在显著性差异(采用Duncan法,P<0.05)。下同。

Differentlettersafterthevalueswithinthesamecolumnsindicatesignificantdifferences(Duncanmethod,P<0.05).Thesamebelow.

  A~B:在CHB培养基上培养28d、45d时,愈伤组织生长及花药一步成苗情况;C~D:在NPB-99培养基上培养28d、45d时,愈伤

组织生长及花药一步成苗情况。

A-B:WhenculturedonCHBmediumfor28dand45d,callusgrowthandantherone-stepseedlingformation;C-D:Whencul-

turedonNPB-99mediumfor28dand45d,callusgrowthandantherone-stepseedlingformation.

图1 基因型Q9花药在不同培养基上的培养情况

Fig.1 CultureofgenotypeQ9anthersondifferentmedia

  用浓度为4、6和8g·L-1 秋水仙素溶液处

理320株单倍体植株后,存活73株,加倍成功

33株,加倍率为2.20%~17.62%,成活率 为

11.71%~32.39%(表3)。在不同浓度的秋水仙

素处理下,单倍体植株的成活率、加倍率均存在显

著差异。用4g·L-1 秋水仙素处理后,单倍体植

株的成活率为32.39%,加倍率为2.20%,虽然植

株成活率高,但加倍效率低;8g·L-1 秋水仙素

处理后,单倍体植株的成活率为11.71%,加倍率

为7.12%,虽然存活下来的植株大都能被成功加

倍,但植株存活率低,加倍效率不高;6g·L-1 秋

水仙素处理后,单倍体植株的成活率为30.79%,
加倍率为17.62%,加倍率效率高于其他两个

处理。
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图2 流式细胞仪检测结果

Fig.2 Resultsofflowcytometryanalysis

表3 不同浓度下秋水仙素加倍效率差异

Table3 Doublingefficientofcolchicinewithdifferentconcentrations

浓度
Concentration/
(g·L-1)

处理株数
Numberof
plantstreated

成活株数
Numberof

survivingplants

结实株数
Numberof

fruitingplants

成活率
Survivalrate/%

加倍率
Doublingrate/%

4 101 32 4 32.39b 2.20a

6 109 27 19 30.79b 17.62b

8 110 14 10 11.71a 7.12a

2.3 DH后代群体中HMW-GS的类型和频率分布

经SDS-PAGE检测,对花药培养获得的33
个株系在3个位点上共鉴定出1、7+8、7+9、5+
10和2+12等5种类型 HMW-GS(图3)。在

Glu-A1 位 点 上,1 亚 基 出 现 的 频 率 最 高,占

100%;在Glu-B1位点上,7+8和7+9亚基出现

的频率分别为42.42%和57.58%;在Glu-D1位

点上,5+10和2+12亚基出现频率为48.48%和

51.52%。这些亚基在DH株系中形成4种不同

的HMW-GS组合类型(表4)。其中,亚基组合为

1/7+8/5+10的DH株系有7个;亚基组合为1/

7+9/2+12的DH株系有10个;亚基组合为1/7+
8/2+12的DH株系有7个;亚基组合为1/7+9/

5+10的DH株系有9个。根据 HMW-GS评分

标准[26],10分的亚基组合为(1/7+8/5+10),9
分的亚基组合为(1/7+9/5+10),均较优的亚基

组合。DH株系中含有两种亚基组合的比例分别

为21.21%和27.27%,说明所获得DH株系中优

质株系比例较高,可用于小麦品质改良。

表4 DH株系亚基组合类型及分布比例

Table4 Combinationtypesanddistribution
ratioofDHsubunits

亚基组合类型
HMW-GS

combinationtype

样本数
Samplesize

比例
Ratio/%

1/7+8/2+12 7 21.21

1/7+9/2+12 10 30.30

1/7+8/5+10 7 21.21

1/7+9/5+10 9 27.27

  经过品质分析,16份具有优质亚基组合的

DH系的籽粒粗蛋白含量、湿面筋含量和沉淀值

分别为13.03%~15.61%、28.10%~34.89%和

35.05~41.19mL(表5),均达到了中强筋小麦

品质标准(GB/T17320-2013)(蛋白质含量≥
13.00%,湿面筋含量≥28%,沉淀值≥35mL),
进一步说明这16份材料具有较好的营养和加工

品质,可为后续的品质育种研究提供种质资源。
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  1:中国春;2:师栾02-1;3~13:部分DH株系。

1:ChineseSpring;2:Shiluan02-1;3-13:SomeDHlines.

图3 部分DH系籽粒HMW-GS电泳图

Fig.3 ElectrophoreticmapofHMW-GSingrainsofpartialDHwheatlines

表5 具有优质亚基组合的种质资源

Table5 Germplasmresourceswithhighqualitysubunitcombination

株系
Line

亚基组合类型
HMW-GScombinationtype

粗蛋白含量
Crudeproteincontent/%

沉淀值
Zelenysedimentationvalue/mL

湿面筋含量
Wetglutencontent/%

Q9-1 1/7+8/5+10 13.92±0.13 38.37±0.12 29.65±0.29

Q9-2 1/7+8/5+10 14.06±0.26 38.77±0.11 29.89±0.45

Q9-13 1/7+8/5+10 15.19±0.08 41.19±0.14 32.95±0.09

Q9-14 1/7+8/5+10 13.26±0.38 37.65±0.30 28.67±0.56

Q10-1 1/7+8/5+10 14.74±0.10 39.43±0.12 31.41±0.21

Q16-1 1/7+8/5+10 15.61±0.34 40.23±0.33 34.89±0.54

Q26-1 1/7+8/5+10 14.42±0.31 38.95±0.39 32.35±0.13

Q1-1 1/7+9/5+10 13.57±0.12 37.46±0.04 29.21±0.11

Q1-2 1/7+9/5+10 13.97±0.09 40.06±0.05 28.90±0.17

Q9-4 1/7+9/5+10 14.25±0.24 39.39±0.23 30.81±0.34

Q24-1 1/7+9/5+10 13.03±0.27 35.05±0.22 28.10±0.09

Q24-4 1/7+9/5+10 14.74±0.34 40.14±0.48 31.48±0.67

Q24-5 1/7+9/5+10 14.96±0.31 40.65±0.08 32.33±0.57

Q24-9 1/7+9/5+10 13.74±0.05 35.56±0.16 30.86±0.09

Q24-11 1/7+9/5+10 13.49±0.17 36.61±0.15 30.01±0.40

Q25-2 1/7+9/5+10 13.91±0.19 35.16±0.23 29.53±0.20

3 讨论

3.1 小麦花药培养一步成苗

花药一步成苗可以让离体培养的花药组织的

花粉细胞在一种培养基上同时完成脱分化和再分

化过程,直接分化出完整植株。有研究发现,小麦

花药在液体培养基 W14GD(W14添加0.5mg·

L-12,4-D及40g·L-1 葡萄糖)和 W14Gd(W14
添加0.5mg·L-1毒锈啶及40g·L-1 葡萄糖)
上,28℃暗培养35d左右可直接成苗,成苗率为

0.17%~1.02%[11]。在CHB培养基中添加0.5

mg·L-12,4-D及0.5mg·L-1KT后,有花粉

胚的形成并直接萌发形成具胚芽鞘、根和叶的健

壮苗,成苗率为0.26%~1.74%[22]。此外,苯乙

酸(phenylaceticacid,PAA)也具有促进花药愈伤

组织直接分化成苗的潜力,在诱导培养基中附加

PAA能有效地促进花药愈伤组织直接分化成

苗[16]。本研究花药培养过程中NPB-99和CHB培

养基均能使花药一步成苗,绿苗率分别为0.13%~
2.15%和0.05%~3.5%。对于CHB培养基因

添加0.5mg·L-12,4-D和0.5mg·L-1KT后

花药一步成苗原因已有研究;而NPB培养基上的
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小麦花药一步成苗可能是因为含有利于小麦花药

一步成苗的植物激素2,4-D、KT和PAA。利用

花药一步培养成苗法,可缩短培养周期,获得绿苗

质量高,移栽后生长快且健壮;获得的愈伤也可继

续进行分化培养,产生更多单倍体植株。目前小

麦一步成苗技术还不够成熟,成苗率较低。因此,
进一步探索花药一步成苗技术,提高花药培养效

率,对小麦DH系的创制具有重要意义。

3.2 培养基表面添加秋水仙素加倍效率

染色体加倍是获得纯合子和稳定的二倍体植

株的必要条件[27]。秋水仙碱最初是从秋水仙的

种子和球茎中提取的,长期以来一直用于单倍体

植物的人工基因组加倍[28]。常用的秋水仙素浸

泡分蘖节法需要大量的秋水仙素溶液且工作量较

大,培养基表面添加秋水仙素不仅能获得较高的

加倍效率,而且操作流程简单[29]。本研究中,相比

于4g·L-1 和8g·L-1 的秋水仙素处理,6g·

L-1 秋水仙素处理的加倍率效率较高,单倍体植

株的成活率为30.79%,加倍率为17.62%。因

此,在培养基表面添加6g·L-1 秋水仙素可有效

实现单倍体植株染色体加倍,并获得较高的加倍

率效率。

3.3 DH系HMW-GS组成研究

高分子量麦谷蛋白亚基组成的分析和鉴定是

小麦种质资源遗传多样性的评估[30]、优质品种

(系)选育、推广种植和加工生产的重要基础工

作[31-33]。鉴定小麦 HMW-GS组成的方法有很

多,如SDS-PAGE、高效液相色谱(highperform-
anceliquidchromatography,HPLC)、PCR分子

标记法等[2]。其中,SDS-PAGE操作简单、经济,
是 HMW-GS 检 测 的 常 用 方 法。本 研 究 采 用

SDS-PAGE对花药培养获得的33个株系进行了

检测,这些株系均聚合有4个以上的亚基。其中

拥有优质亚基组合类型(1/7+8/5+10和1/7+
9/5+10)的DH株系有16个,进一步还需要对这

16份材料进行多年多点的表型性状鉴定及品质

检测,为HMW-GS标记在小麦育种实践的应用

提供支持。
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