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摘 要 采用 6 个加工番茄 F1 为试验材料，研究不同浓度和不同时间甘露醇预处理对形成加工番茄花药愈伤组织的

影响。结果表明：利用甘露醇预处理加工番茄花药时，有 3 个杂交组合在 0.2 mol/L 甘露醇培养基上诱导 4 d 时，花药

愈伤组织诱导率显著高于未进行甘露醇预处理的；有 2 个杂交组合在 0.4 mol/L 甘露醇培养基上诱导 4 d 时，花药愈伤

组织诱导率显著高于对照；而杂交组合 20040805×P1 在 0.2 mol/L 或 0.4 mol/L 甘露醇培养基上经过 4 d 的预处理，花

药愈伤组织诱导率均极显著高于对照。说明不同基因型加工番茄花药培养利用甘露醇预处理时，需要采用不同的浓度

和处理时间。 
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Abstract In this study, six F1 hybrids of processing tomato were chose as experimental materials to study the effects of different 

concentration and different time of mannitol pretreatment on the anther of processing tomato. The results showed that. when using 

mannitol to pretreat anther, the callus induction rate of three hybrids cultured in the 0.2 mol/L mannitol medium for four days were 

significantly higher than that in no pre-mannitol treatment, while the another two hybrids cultured in the 0.4 mol/L mannitol medium 

for four days were significantly higher than that in the control treatment. The callus induction rate of hybrid combination 

20040805×P1 cultured in the 0.2 or 0.4 mol/L mannitol medium for four days were significantly higher than which in control. These 

results indicated that the anther culture of processing tomato with different genotypes. It need different concentrations and processing 

time in the mannitol pretreatment. 

Keywords Processing tomato, Anther culture, Mannitol, Callus Induction Rate, Genotype

研究背景 

水番茄作为一种模式植物，在植物生物学研究

领域占有重要地位(曹慧颖等, 2012)。单倍体诱导技

术作为现代高效育种体系的主要组成部分一直是

番茄遗传育种领域的研究热点，通过组织培养技术

来扩大物种的遗传基础也已成为新种质资源形成

的重要手段(张志仙等, 2015)。 

在离体培养条件下,花粉改变其正常发育进程

转向产生愈伤组织和植株,为研究高等植物的突变

和细胞遗传开辟了新的途径(Carlson, 1970; Nillson 

and Wettstein, 1970)。育种上用花药培养产生单倍

体，单倍体再进行染色体加倍获得双单倍体可克服

杂种性状的分离。花粉和花药培养与常规多代自交

系杂交相比具有快速获得纯系，效率高、周期短且

纯系稳定等特点(申娟等, 2008)。研究发现对接种的
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花药进行预处理，可有效提高花粉愈伤组织的诱导

率。对花药进行预处理的研究目前主要集中在高

温、低温及离心等因素上，而对甘露醇预处理加工

番茄花药的研究较少。在国内的研究报道中，发现

用甘露醇预处理马铃薯、大麦等花药，进行离体培

养在一定范围内可以增加愈伤组织诱导率。 

目前通过花药组织培养技术进行单倍体育种

仍未能广泛应用于各种农作物育种中，在番茄上虽

然有花药培养获得单倍体以及双单倍体植株的报

道，但研究表明在栽培番茄的重要基因型中花药培

养技术并不能普遍应用。为了提高番茄花药培养愈

伤组织诱导率，前人主要从培养基类型、激素种

类、基因型等方面进行了研究，而采用甘露醇对花

药进行预处理的报道较少。本研究通过对加工番茄

花药进行不同浓度、不同时间甘露醇的预处理，探

讨甘露醇预处理对加工番茄花药愈伤组织诱导率

的影响，旨在优化加工番茄花药培养体系，提高培

养效率，以期为加工番茄花药培养提供理论依据。 

1 结果与分析 

甘露醇预处理对加工番茄花药愈伤组织诱导

具有显著影响，不同基因型之间经甘露醇预处理

后，其花药愈伤组织诱导率也有差异。当甘露醇浓

度超过 0.6 mol/L，无论处理多少天，加工番茄花药

的愈伤组织诱导率均为 0(表 1~表 6)。 

1.1甘露醇预处理对杂交组合 1愈伤组织诱导的影响 

所有处理中只有甘露醇浓度在 0.4 mol/L、预处

理时间在 4 d 时，杂交组合 1 的花药愈伤组织诱导

率达到最大值 92.33% (表 1)，极显著高于对照，其

他处理的愈伤组织诱导率均极显著低于对照，且随

着甘露醇处理浓度及处理时间的增加，甚至无法形

成愈伤组织，如 0.6 mol/L 甘露醇预处理时间达到 6 

d 以上时愈伤组织诱导率为 0，浓度为 0.8 mol/L

时，无论处理几天，均没有愈伤组织形成。 

1.2甘露醇预处理对杂交组合 2愈伤组织诱导的影响 

甘露醇预处理对杂交组合 2 愈伤组织诱导率的

影响与杂交组合 1 有相同趋势(表 2)。即甘露醇浓度

在 0.4 mol/L 时，预处理时间为 4 d 时，杂交组合 2

的花药愈伤组织诱导率极显著高于对照，达到最大

值 94.67%，其他处理的愈伤组织诱导率均极显著低

于对照，且随着甘露醇处理浓度及处理时间的增

加，甚至无法形成愈伤组织。 

1.3甘露醇预处理对杂交组合 3愈伤组织诱导的影响 

杂交组合 3 对甘露醇预处理比较敏感(表 3)，当

甘露醇浓度为 0.2 mol/L、0.4 mol/L 时，预处理时间

4 d 时，花药愈伤组织诱导率均达到 100.00%，甘露

醇浓度为 0.2 mol/L预处理 6 d时花药愈伤组织诱导

率也极显著高于对照。当甘露醇浓度为 0.4 mol/L

时，预处理时间 2 d 时，杂交组合 3 的花药愈伤组

织诱导率与对照相同，其他处理的均极显著低于对

照。当浓度超过 0.8 mol/L 时，无论处理几天，均

没有愈伤组织形成。因此杂交组合 3 采用 0.2 mol/L

甘露醇预处理 4 d 是提高花药愈伤组织诱导率较为

合适条件。 

1.4甘露醇预处理对杂交组合 4愈伤组织诱导的影响 

对于杂交组合 4，用 0.4 mol/L 甘露醇预处理加

工番茄花药进行愈伤组织诱导具有较好的效果(表

4)。预处理时间为 2 d、4 d 时，杂交组合 4 的愈伤

组织诱导率高于对照且差异极显著，预处理 1 d 时

虽愈伤组织诱导率大于对照，但没有显著差异。其

他处理的愈伤组织诱导率均极显著低于对照，且随

着甘露醇处理浓度及处理时间的增加，甚至无法形

成愈伤组织，0.6 mol/L 甘露醇预处理时间达到 6 d

以上时愈伤组织诱导率为 0，浓度为 0.8 mol/L 时，

没有愈伤组织形成。 

1.5甘露醇预处理对杂交组合 5愈伤组织诱导的影响 

甘露醇浓度 0.2 mol/L 预处理 4 d，杂交组合 5

的花药愈伤组织诱导率达到 81.00% (表 5)，极显著

高于对照；甘露醇浓度为 0.4 mol/L、预处理 1 d 时，

花药愈伤组织诱导率达到最大值 83.33%，与对照差

异极显著，预处理时间在 2 d 时愈伤组织诱导率与

对照相比没有显著差异。其他处理的愈伤组织诱导

率均极显著低于对照，同样高浓度的甘露醇预处理

后杂交组合 5 的花药愈伤组织诱导率为 0。 

1.6甘露醇预处理对杂交组合 6愈伤组织诱导的影响 

杂交组合 6 的花药不经过甘露醇预处理(表

6)，愈伤组织诱导率较低，只有 16.56%，有 10 个

处理的愈伤诱导率都极显著高于对照，其中浓度为

0.2 mol/L 预处理 4 d，愈伤组织诱导率达到了

100.00%，浓度为 0.4 mol/L 预处理 2 d 愈伤诱导率

达到 95.33%，两处理间差异不显著。因此 0.2 mol/L

甘露醇预处理 4 d 可以作为杂交组合 6 预处理的最

佳浓度和时间。 
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表 1 甘露醇预处理对杂交组合 1 愈伤组织诱导(%) 

Table 1 The callus induction rate of mannitol on of hybrids 1 (%) 

组合 1 

Group 1 

1 d 2 d 4 d 6 d 8 d 

0.2 mol/L 

0.4 mol/L 

0.6 mol/L 

0.8 mol/L 

11.69±6.26 hI 

50.67±0.68 dD 

33.00±0.67 eE 

0.00±0.00 iJ 

18.33±1.33 gGH 

67.00±0.00 cC 

24.11±0.11 fFG 

0.00±0.00 iJ 

52.00±2.00 dD 

92.33±3.93 aA 

17.00±0.00 gHI 

0.00±0.00 iJ 

53.33±1.67 dD 

31.67±1.33 eE 

0.00±0.00 iJ 

0.00±0.00 iJ 

50.00±0.00 dD 

28.67±2.60 eEF 

0.00±0.00 iJ 

0.00±0.00 iJ 

CK 85.44±2.28 bB 

注: 数字后小写和大写字母分别表示在 5%和 1%水平上的差异显著性 

Note: The capital and lowercase letlers after digital denote respectively 5% and 1% level of difference significance 

表 2 甘露醇预处理对杂交组合 2 愈伤组织诱导(%) 

Table 2 The callus induction rate of mannitol on “Genotype 2”(%) 

组合 2 

Group2 

1 d 2 d 4 d 6 d 8 d 

0.2 mol/L 

0.4 mol/L 

0.6 mol/L 

0.8 mol/L 

34.33±0.88 fF 

44.33±2.85 eE 

32.67±0.33 fF 

0.00±0.00 iI 

50.00±0.00 dD 

50.67±0.33 dD 

17.33±0.33 hH 

0.00±0.00 iI 

55.33±2.73 cC 

94.67±2.73 aA 

17.00±0.00 hH 

0.00±0.00 iI 

21.67±0.33 gG 

16.67±0.33 hH 

0.00±0.00 iI 

0.00±0.00 iI 

17.00±0.00 hH 

17.00±0.00 hH 

0.00±0.00 iI 

0.00±0.00 iI 

CK 67.00±0.00 bB 

注: 数字后小写和大写字母分别表示在 5%和 1%水平上的差异显著性 

Note: The capital and lowercase letlers after digital denote respectively 5% and 1% level of difference significance 

表 3 甘露醇预处理对杂交组合 3 愈伤组织诱导(%) 

Table 3 The callus induction rate of mannitol on “Genotype 3”(%) 

组合 3 

Group 3 

1 d 2 d 4 d 6 d 8 d 

0.2 mol/L 

0.4 mol/L 

0.6 mol/L 

0.8 mol/L 

33.67±0.67 hG 

58.67±1.33 dD 

0.00±0.00 jI 

0.00±0.00 jI 

51.67±1.67 eE 

66.67±0.33 cC 

17.00±0.00 iH 

0.00±0.00 jI 

100.00±0.00 aA 

100.00±0.00 aA 

38.67±0.67 gF 

0.00±0.00 jI 

83.67±0.67 bB 

48.67±1.33 fE 

0.00±0.00 jI 

0.00±0.00 jI 

50.00±0.00 efE 

33.00±0.00 hG 

0.00±0.00 jI 

0.00±0.00 jI 

CK 66.67±2.00 cC 

注: 数字后小写和大写字母分别表示在 5%和 1%水平上的差异显著性 

Note: The capital and lowercase letlers after digital denote respectively 5% and 1% level of difference significance 

表 4 甘露醇预处理对杂交组合 4 愈伤组织诱导(%) 

Table 4 The callus induction rate of mannitol on “Genotype 4”(%) 

组合 4 

Group 4 

1 d 2 d 4 d 6 d 8 d 

0.2 mol/L 

0.4 mol/L 

0.6 mol/L 

0.8 mol/L 

16.67±0.33 hG 

83.33±0.33 bB 

16.67±0.33 hG 

0.00±0.00 iH 

32.67±0.33 efEF 

98.33±1.67 aA 

25.67±1.20 gF 

0.00±0.00 iH 

51.00±0.58 cC 

94.33±5.67 aA 

33.00±0.00 efEF 

0.00±0.00 iH 

38.33±2.91 eDE 

44.33±1.76 dCD 

18.00±0.58 hG 

0.00±0.00 iH 

32.33±0.67 fEF 

34.67±0.88 efE 

0.00±0.00 iH 

0.00±0.00 iH 

CK 78.24±2.99 bB 

注: 数字后小写和大写字母分别表示在 5%和 1%水平上的差异显著性 

Note: The capital and lowercase letlers after digital denote respectively 5% and 1% level of difference significance 
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表 5 甘露醇预处理对杂交组合 5 愈伤组织诱导(%) 

Table 5 The callus induction rate mannitol on “Genotype 5”(%) 

组合 5 

Group 5 

1 d 2 d 4 d 6 d 8 d 

0.2 mol/L 

0.4 mol/L 

0.6 mol/L 

0.8 mol/L 

33.33±0.33 eE 

83.33±2.03 aA 

22.33±1.20 fF 

0.00±0.00 hH 

44.33±2.40 dD 

64.67±2.33 bB 

48.67±1.33 cCD 

0.00±0.00 hH 

81.00±1.15 aA 

44.33±3.48 dD 

16.33±0.67 gG 

0.00±0.00 hH 

51.67±1.67 cC 

17.33±0.33 gFG 

0.00±0.00 hH 

0.00±0.00 hH 

34.00±1.53 eE 

15.00±2.00gG 

0.00±0.00 hH 

0.00±0.00 hH 

CK 63.89±1.42 bB 

注：数字后小写和大写字母分别表示在 5%和 1%水平上的差异显著性 

Note: The capital and lowercase letlers after digital denote respectively 5% and 1% level of difference significance 

表 6 甘露醇预处理对杂交组合 6 愈伤组织诱导(%) 

Table 6 The callus induction rate of mannitol on “Genotype 6”(%) 

组合 6 

Group 6 

1 d 2 d 4 d 6 d 8 d 

0.2 mol/L 

0.4 mol/L 

0.6 mol/L 

0.8 mol/L 

27.67±0.88 hG 

58.67±4.91 eD 

0.00±0.00 kJ 

0.00±0.00 kJ 

72.33±0.33 cB 

95.33±2.60 bA 

19.67±1.76 iH 

0.00±0.00 kJ 

100.00±0.00 aA 

65.00±1.15 dC 

45.00±2.65 fE 

0.00±0.00 kJ 

34.33±1.33 gF 

27.33±2.85 hG 

12.67±1.45 jI 

0.00±0.00 kJ 

33.00±0.00 gFG 

14.67±2.33 ijHI 

0.00±0.00 kJ 

0.00±0.00 kj 

CK 16.56±0.87 ijHI 

注: 数字后小写和大写字母分别表示在 5%和 1%水平上的差异显著性 

Note: The capital and lowercase letlers after digital denote respectively 5% and 1% level of difference significance 

2 讨论 

对接种花药进行预处理，是在生理生化方面改

变细胞生理状态，形态方面改变小孢子极性分布以

及分裂方式和发育途径，以提高花药的诱导率，通

常采用的方式是高温预处理、低温预处理、预培养

和离心预处理等(蒋青青, 2012)。有人在低温环境下

对培养前的小孢子进行了甘露醇预处理，将含有单

核期小孢子的花药在含甘露醇的培养基上进行培

养，发现小孢子可进行正常生长，并在培养 30 d 后

得到多核细胞(Bal 等, 2005)。有研究也发现随着甘

露醇浓度的增加，诱导产生的愈伤组织呈现先增后

减的趋势(蒋青青, 2012)。本试验也通过甘露醇预处

理加工番茄花药，得到较高的愈伤组织诱导率，发

现当浓度为 0.2~0.4 mol/L 时，不同基因型加工番茄

的花药愈伤组织诱导率增有上升趋势，而 0.6~0.8 

mol/L 时愈伤组织诱导率呈下将趋势，这与前人研

究结果基本一致。 

有人利用甘露醇预处理对花楸体细胞胚进行

诱导，发现未成熟的合子胚经 1 mol/L 甘露醇预处

理 24 h后,接种在添加 0.5 mg/L 6-BA (6-苄氨基腺嘌

呤, 6-Benzylaminopurine)、0.2 mg/L 2,4-D (2,4-二氯

苯氧乙酸, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid)和 4%蔗糖

的 MS(Murashige and Skoog medium)培养基上培养

可产生大量体胚,体胚诱导率可达 84%，显著高于未

经甘露醇预处理的 (诱导率为 38%) (沈海龙等 , 

2008)。本研究通过研究甘露醇预处理加工番茄花

药，发现用浓度为 0.2 mol/L 或 0.4 mol/L 的甘露醇

培养基预处理 4 d 时，大部分参试组合的花药愈伤

组织诱导率极显著高于对照，与其结果一致。当甘

露醇浓度达到 0.6 mol/L 时，加工番茄花药愈伤组

织诱导率明显降低，甘露醇浓度达到 0.8 mol/L 时，

加工番茄花药愈伤组织诱导率为 0，在马铃薯花药

离体培养研究中，甘露醇预处理对愈伤诱导率的影

响也表现为随着处理浓度及天数增加，愈伤组织诱

导率先上升后下降(姜丽静等, 2014)。 

试验表明，甘露醇预处理加工番茄花药浓度较

为适宜时，花药愈伤组织诱导率最高可达

100.00%，如 0.2 mol/L、0.4 mol/L 甘露醇预处理 4 d

时杂交组合 20040805×P1花药愈伤组织诱导率均能

达到 100.00%；综合来看，0.2~0.4 mol/L 甘露醇预

处理加工番茄花药 4d 时对大多数基因型愈伤组织

诱导率都有极显著的提高作用。这与禾谷类作物饥

饿协迫一般采用适当浓度甘露醇处理，25℃温度条

件下大麦花药在 0.3~1.5 mol/L 甘露醇溶液下处理
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3~4 d，大麦小孢子培养胚胎发生和植株再生显著

增加，甘露醇浓度在 0.3~0.7 mol/L 之间时高温加

饥饿预处理能诱导小麦胚胎发生的结果一致 (赵

爱菊等, 2008)。 

不同材料的花药经过甘露醇预处理，对花药愈

伤组织的诱导效果因基因型不同而有所差异(武晓

红等, 2015)。这可能是因为不同作物的基因型不

同，对甘露醇预处理的效果也有所不同，本研究也

发现，经甘露醇预处理后杂交组合 20040805×P1、

P1×P2 的花药愈伤组织诱导率可以达到 100.00%；

组合 P2×20040805、P3×P2、20040805×P3 也在 90%

以上，P1×P3 的花药愈伤组织诱导率(83.33%)虽没

有其他组合高但也极显著的高于对照，这与武晓红

等人研究结果一致：即甘露醇预处理因不同基因型

而效果不同。 

3 材料与方法  

3.1 试验材料 

试验所用材料为 P2×20040805 (组合 1)、P3×P2 

(组合 2)、20040805×P1 (组合 3)、20040805×P3 (组

合 4)、P1×P3 (组合 5)、P1×P2 (组合 6) 6 个杂交组

合，由石河子大学加工番茄育种课题组提供。试验

材料于 2014 年 9 月种植在石河子大学农学院试验

站温室,12 月采集加工番茄花药进行试验。室内试

验于 2014-2015 年在石河子大学农学院组织培养

室、温室和“新疆特色果蔬生产”重点实验室完成。 

3.2 试验方法 

选择小孢子发育时期为单核靠边期的花蕾，采

集后的花蕾用自来水冲洗 5~6 遍，70％的酒精灭菌

30 s，15％NaOCl 加两滴吐温消毒 10 min(白玉娥等, 

2015)，将加工番茄花药接种在不同浓度甘露醇培养

基上，处理时间分别为 1 d、2 d、4 d、6 d、8 d。

预处理培养基为 MS+0.5mg/LNAA(naphthalene 

acetic acid, 萘乙酸 )+1 mg/L6-BA (6-苄基嘌呤 , 

6-Benzylaminopurine)+40 g/L 蔗糖+甘露醇，甘露醇

浓度设为 0.2 mol/L、0.4 mol/L、0.6 mol/L、0.8 mol/L。

预处理结束后接种在基本培养基 MS+0.5 mg/L 

NAA+1.0 mg/L 6-BA+40 g/L 蔗糖上继续培养，以没

有经过甘露醇预处理作为对照。pH 值 5.8 (张丽杰

等, 2015)，接种密度为每 50 mL 的三角瓶 6 个花

药，每处理接 6 瓶。培养温度(25±1)℃，黑暗培养

7 d 后转至光照培养箱中继续培养，培养温度为

(28±1)℃，光强 2 000 Lx，光照时间为 16 h/d。25 d

后记录愈伤组织数，统计分析不同处理加工番茄花

药愈伤组织诱导率。 

3.3 结果观测与数据处理 

愈伤率(%)=产生愈伤组织数花药数/接种花药

数×100% 

加工番茄愈伤诱导率用 F检验进行差异显著性

分析，多重比较使用新复极差法，显著水平取 0.05

和 0.01。 
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