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摘 要：小麦赤霉病是全球性小麦病害，严重影响小麦产量和品质，赤霉菌产生的毒素进一步威胁人畜安全，培育抗病

品种是控制小麦赤霉病危害的根本途径。植物细胞工程技术可创造新的遗传变异、加快育种进程，已经广泛应用于小麦

抗赤霉病育种。概述了体细胞无性系变异诱导、花药培养、小麦与玉米杂交培育加倍单倍体以及幼胚培养一年多代快速

成苗等植物细胞工程技术研究进展，着重介绍了其在抗小麦赤霉病育种中的应用。最后对未来发展趋势做了展望，植物

细胞工程结合分子育种技术将在小麦抗赤霉病品种培育中发挥更重要的作用。
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Abstract：Fusarium head blight is a worldwide destructive disease affecting the yield and quality in wheat，and Fusarium myco‑
toxin further threatens the health of human and livestock. Wheat resistant cultivars breeding is effective to control the disease.
Plant cell engineering can produce novel genetic variation and accelerate the breeding process and has been successfully applied
in wheat breeding for the resistance to Fusarium head blight. We reviewed the progress of plant cell engineering technologies
such as somaclonal variation induction，anther culture，double haploid creation and immature embryo culture，and the applica‑
tion of these technologies in wheat breeding for the resistance to Fusarium head blight. Combination of plant cell engineering with
molecular breeding will play a more important role in wheat breeding for the resistance to Fusarium head blight.
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植物细胞工程是以植物细胞全能性为理论基

础，以植物组织与细胞培养为技术支持，在细胞和

亚细胞水平对植物进行遗传操作，从而实现对植

物的改良和利用[1]。小麦赤霉病是危害全球小麦

产量和品质最重要的病害之一，致病菌侵染后产

生的镰刀菌毒素进一步威胁着人畜健康与安全，

培育与推广抗赤霉病品种是控制小麦赤霉病危害

的根本途径[2]。抗赤霉病育种与其他性状育种一

样，是不断创造变异、选择变异和稳定变异并培育

出新品种的过程。利用细胞工程创造新的体细胞

收稿日期：2021‑06‑16；接受日期：2021‑07‑15
基金项目：国家现代农业产业技术体系项目（CARS-03）。

联系方式：王永刚 E-mail: Yg.Wang@yzu.edu.cn； *通信作者 马鸿翔 E-mail: mahx@yzu.edu.cn



王永刚，等：植物细胞工程在小麦抗赤霉病育种中的应用

无性系变异，以及利用花药培养或胚拯救技术稳

定变异在加速抗赤霉病育种进程方面发挥了重要

作用。

1 体细胞无性系变异的诱导

植物组织培养脱分化再分化过程中产生的变

异称作体细胞无性系变异[3]，是植物组织培养过

程中的普遍现象，对各种植物体细胞无性系变异

后代的分析已经证明，绝大多数变异是可遗传的，

可在育种上加以利用。高明尉等[4]以小麦幼胚为

外植体育成了具有高产早熟抗病耐湿的小麦品种

核组8号。

1.1 影响体细胞无性系及变异发生的因素

影响体细胞无性系发生的主要因素包括基因

型、外植体和培养条件等。基因型是影响体细胞

无性系发生的重要因素，基因型对出愈率影响较

小，主要影响绿苗分化率，绿苗分化率在基因型之

间差异可达 4倍以上[5]。幼穗、幼胚、成熟胚、茎段

和节等不同组织为外植体的体细胞变异诱导和分

化方面存在明显差异，以幼胚为外植体的绿苗分

化率最高，其次为幼穗，再次是成熟胚和茎段，节

最低[6-7]。

体细胞无性系变异频率受基因型和外植体影

响。对体细胞无性系R1和R2代变异性状调查发

现，不同性状和供体品种的变异频率差异很大，苏

麦 3号总变异频率仅为 50%，而扬麦 3号变异频率

可达到73%[5]。

1.2 以DON为选择压筛选细胞无性系变异

脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol, DON）
是小麦赤霉病病菌侵染小麦后产生的次生代谢产

物，DON积累有利于赤霉病的扩展，试验证明，敲

除病菌毒素产生关键酶基因Tri5的突变体菌株侵

染寄主后病小穗率显著降低，扩展受到抑制[8]。

离体培养试验表明，将幼胚愈伤组织置于添加

DON毒素的培养基上继代培养，两周后大部分细

胞的生长和分裂受到抑制，抗病品种与感病品种

的幼胚愈伤组织在毒素选择压下均出现愈伤组织

褐化。毒素浓度为 0.6×10-4 mol·L-1时，高抗赤霉

病品种望水白的愈伤组织褐化率明显低于中抗品

种 温 州 红 和 尚 和 感 病 品 种 Alondra，在

0.8×10-4 mol·L-1毒素浓度时，温州红和尚品种的

愈伤组织褐化率显著低于感病品种Alondra，分别

为 72.3%和 84.1%[6]。以 DON为选择压在苏麦 3
号和绵阳 11的抗性比较中也得到类似结论[9]。培

养过程中对诱导出的愈伤组织以分生孢子定量接

种鉴定愈伤组织抗病性，可进一步将愈伤组织分

为感病和抗病两种不同类型，在后代材料的赤霉

病抗性上，由感病愈伤组织分化出的植株均表现

出感病、无抗病植株，由抗病愈伤组织产生的植株

则抗病与感病均有，在愈伤组织阶段进行抗病鉴

定可大量淘汰感病材料[10-11]。

加入培养基筛选的毒素可以使用纯DON毒

素或者赤霉病病菌提取的粗毒素[12]。毒素对细胞

毒害能力与处理浓度和时间有关，提高浓度和延

长时间均会导致愈伤组织诱导率和绿苗分化率剧

降，直至培养细胞全部死亡。为了提高细胞突变

体的抗性，人们尝试采用从低毒素含量到高毒素

含量的胁迫培养筛选方法[13]。如将感病品种

Alondra 幼 胚 或 幼 胚 愈 伤 组 织 置 于 添 加 了

0.4×10-4~1.0×10-4 mol·L-1 DON毒素的培养基上筛

选培养，经过 2~3次筛选后将在毒素下存活并生

长的愈伤组织转移至添加相同或更高浓度的毒素

培养基上继续筛选，经过多次筛选最终获得耐毒

素的细胞系[14]。

1.3 体细胞无性系变异的分子与细胞学检测

体细胞无性系变异检测是探讨其变异规律、

验证变异的稳定性、鉴定筛选有利变异并最终应

用于育种工作的重要环节。体细胞无性系变异选

择并非对所有作物都有效，相对而言，更适用于营

养繁殖作物如马铃薯、甘蔗、香蕉等[15]，但已有报

道证明，体细胞无性系变异选择对小麦同样有

效。以宁麦 3号、苏麦 3号和扬麦 3号等 5个小麦

品种经体细胞组织培养的再生植株当代及其自交

后代为供体材料进行分子与细胞学检测，过氧化

物酶和酯酶同工酶电泳发现体细胞无性系存在大

量酶谱变异[16]。小麦体细胞再生株（R1）染色体变

异分析发现R1代有丝分裂表现为染色体数量变

异，常见的有 2n-2类型，其次为 2n-1类型，也有

少数为 2n+1或 2n-4等变异类型，再生植株R1花
粉母细胞减数分裂过程中出现单价体、多价体、染

色体桥、落后染色体、断片和微核等异常现象[17]。

分子标记多态性研究发现，宁麦 3号与抗赤霉病

的体细胞无性系宁 895004在分子水平上具有显

著差异[18]。扬麦 158与其经幼胚组培产生的两个

抗赤霉病突变系间的AFLP分析同样发现了多个
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位点的变异[19]。

1.4 体细胞无性系变异培育抗赤霉病小麦品种

江苏省农业科学院利用宁麦 3号、扬麦 3号、

扬麦 5号和扬麦 158等农艺性状优良且丰产稳产

品种的幼胚、幼穗及其培养物，幼胚经脱分化形成

愈伤组织再脱分化成苗，得到绿苗 3 000丛，经过

选择和鉴定，获得了一批抗小麦赤霉病且农艺性

状优良的育种材料。以宁麦 3号为供体获得体细

胞无性系变异，经农艺性状及赤霉病抗性鉴定，育

成了生抗 1号，于 1999年通过江苏省品种审定。

以扬麦 158幼胚为外植体，诱导再生成苗，经农艺

性状和抗病性鉴定，育成了赤霉病抗性较供体显

著提高的小麦品种——生选 3号[20]（图 1），于 2001
年通过江苏省品种审定。

2 加倍单倍体培育与应用

有性杂交是有目的培育抗赤霉病品种的有效

途径。有性杂交后代重组基因型的纯合速度影响

着常规育种的效率。为了加快基因型纯合速度，

加倍单倍体技术在抗赤霉病育种中得到了研究与

应用。

2.1 花药培养诱导加倍单倍体

培养基和基因型是影响花药培养效果的重要

因素。不同基因型绿苗产出率差异很大，Alondra
与苏麦 3号相比绿苗产出率相差 10倍[6]。不同杂

交组合的花药培养出愈率和绿苗分化率也存在显

著差异，最高出愈率达 85.32%，最低 4.0%，绿苗分

化率最高达 17.9%，最低为 0。杂交组合父本、母

本对 F1花粉绿苗产量的影响明显，以扬麦 158为
母本、望水白为父本的 F1 代花粉绿苗比例为

6.79%；以苏麦 3号、繁 60096为父本的 F1代花粉

绿苗比例分别是 1.62%和 0.99%。不同世代小麦

花药培养的遗传效应分析发现出愈率主要受显性

效应影响，而绿苗分化率以加性和显性效应为主，

也存在上位效应和基因间的互作[21]。培养基比较

试验中，C17和W14两种培养基较适合小麦花药

培养，添加低浓度生长调节剂 4PU‑30可改善愈伤

组织质量，从而提高绿苗分化率[22]。

花药培养诱导加倍单倍体技术已成功用于赤

霉病抗性遗传改良。江苏省农业科学院利用花药

培养诱导双单倍体技术结合常规育种选育出了生

抗 2号、生选 6号等赤霉病抗性改良的小麦新品

种。其中生选 6号是以矮秆、大穗、中感赤霉病的

宁麦 8号为母本，以高产、中抗赤霉病的弱筋小麦

宁麦 9号为父本，杂交种子经花药培养、诱导单倍

体、秋水仙素获得加倍，后代经性状鉴定与田间筛

选，于 2008年通过国家品种审定（图 2）。据国家

区试 2005—2009年的鉴定结果，在 421个参试品

种（系）中，22个品种（系）在一年鉴定中达到“抗”，

而生选6号连续两年鉴定结果都为“抗”[23]。

图1 生选3号选育过程

Fig.1 Breeding process of Shengxuan 3
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2.2 玉米授粉诱导小麦加倍单倍体

玉米授粉诱导加倍单倍体的原理是：小麦玉

米杂交后，在最初的 3次细胞分裂中来自玉米花

粉的染色体被逐渐排除掉，仅剩下 21条来自母本

小麦的染色体，形成了小麦单倍体胚，单倍体胚培

养成苗经染色体加倍可获得纯合的加倍单倍体。

玉米基因型、玉米与小麦花期的匹配度、

2,4‑D处理及培养条件影响着玉米授粉诱导加倍

单倍体的效率。广甜 2号（甜玉米）、中北 407（普

通玉米）、爆裂玉米和中糯 2号（糯玉米）的得胚率

分别为35.7%、10.3%、8.7%和5.9%[24]。甜玉米、糯

玉米、普通玉米得胚率逐步降低[25]。小麦与玉米

杂交必须保证花期相遇，常采用分期播种并配合

适当的设施条件以及加强肥水管理等方法来调节

花期，或利用夏季气温较低地区的繁殖以解决小

麦与玉米花期不遇的问题。玉米花粉的新鲜度也

影响得胚率，以开花第 1天取得的玉米花粉对小

麦授粉得胚率最高，此后逐渐降低[26]。玉米花粉

授粉的小麦胚乳严重败育或异常退化，使得杂种

幼胚在生长发育早期因胚乳营养供应不足而夭

亡，可应用 2,4‑D处理授粉后的杂交穗或小花，促

进小麦子房发育膨大，直至能进行离体培养。

2,4‑D的处理方法中以喷洒柱头法得胚率高，其次

为节间注射法，100 mg·L-1的 2,4‑D浓度得胚率

最高[27]。

玉米授粉诱导产生的单倍体胚还需进行胚拯

救，胚拯救成苗效率受胚龄、幼胚大小及培养条件

的影响[28-29]，在授粉后 12~16 d选择 0.5~1.0 mm的

幼胚进行离体培养可获得更高的成苗率[30]。此

外，幼胚离体培养产生的单倍体植株须经加倍获

得纯合的加倍单倍体，用秋水仙素溶液对具有

2~3个分蘖的单倍体植株进行浸根处理，并向其

中加入 20 mL·L-1的二甲基亚枫（DMSO）的处理效

果更好[31]。

江苏省农业科学院在玉米授粉培育加倍单倍

体研究基础上育成了抗赤霉病的小麦品种宁麦

20。宁麦 20是以矮秆、多穗、抗赤霉病新品系

Y18为母本，与高产、中抗赤霉病、高抗小麦黄花

叶病的生选 4号为父本杂交，经玉米杂交的染色

体消失技术创制加倍单倍体，经性状鉴定筛选培

育而成，于 2012年通过江苏省品种审定（图 3）。

经多年人工单花滴注接种鉴定和省区域试验指定

单位鉴定，宁麦 20赤霉病抗性达到“抗”级。2009
—2011年江苏省 2年区域试验鉴定结果显示，宁

麦 20赤霉病反应级为 0.95~1.2，抗病对照苏麦 3
号为0.9~1.1[32]。

3 幼胚培养快速成苗

促进作物的发育进程是加快作物育种速度、

提高作物改良效率的重要方向。王海波等[33]提出

利用“幼胚培养”省去种子发育时间，通过理化调

图2 生选6号选育过程

Fig.2 Breeding process of Shengxuan 6
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控加快植株发育速度的作物快速发育技术。利用

幼胚离体培养技术打破种子休眠，加快植株生长，

可实现一年多代的育种目标，对于利用分子标记

辅助选择转移抗赤霉病QTL位点尤为重要。

3.1 幼胚培养快速成苗影响因素

胚龄是培养成苗的重要因素，小麦花后 8~16
d的幼胚均能培养成苗，胚龄越大成苗率越高，以

花后 12~14 d的幼胚培养较好[34]。培养基及激素

配比也影响幼胚成苗，以 12 d胚龄的幼胚进行培

养，向培养基中添加 0.1 mg·L-1萘乙酸（NAA）后幼

胚成苗率、生根苗率、平均根长、茎粗等性状显著

高于其他浓度，且侧根数量也多[34]，在培养基中添

加 2,4‑D，生根率则随着 2,4‑D浓度的增加而显著

降低。添加麦芽提取物可显著促进幼胚萌发和生

长，表现为成苗率高、根系生长快、侧根多、幼苗茎

粗、植株高、单株根数多[34]。同时在培养基中添加

0.5%麦芽提取物和 0.1 mg·L-1的NAA时，除幼胚

苗根长高于单一使用麦芽提取物的处理外，其余

性状没有显著差异[35]。

3.2 幼胚培养结合标记辅助选择培育抗赤霉病

小麦材料

以抗赤霉病小麦品种苏麦 3号为赤霉病抗性

供体，感赤霉病小麦扬麦 15为轮回亲本，采用幼

胚离体培养和分子标记辅助选择相结合将苏麦 3

号的主效抗赤霉病QTL向扬麦 15转移，提高后代

材料的赤霉病抗性。对杂交或回交后代在苗期提

取DNA进行分子标记检测，保留阳性植株与扬麦

15进行回交，授粉后 12~14 d取麦穗剥出籽粒经

75%乙醇消毒 30 s和 0.1%氯化汞消毒 10~15 min
后，无菌水冲洗 3~5次，在无菌条件下剥出幼胚，

将幼胚尖端向下接种在培养基上，放入 25℃培养

室中培养，接种 4 d后置于 2~4℃条件下春化 15 d，
然后移栽至盆钵中生长。利用生长室和温室，13
个月内完成了 5代回交，接着在生长室内进行自

交，获得了稳定的育种材料。对亲本材料扬麦

15、苏麦 3号以及回交高代材料进行单花滴注接

种鉴定，发现携带与苏麦 3号主效QTL连锁分子

标记的 BC5F4代植株病小穗率在 16.72%~40.08%
之间，而对照扬麦15的病小穗率为48.75%[36]。

4 展望

植物细胞工程应包括胚胎培养、加倍单倍体、

体细胞无性系变异、原生质体培养、体细胞杂交、

组织培养快速繁殖、细胞悬浮培养及固定化细胞

培养等[1]，本文着重总结了以抗小麦赤霉病育种

为目标在植物细胞工程技术方面的研究与应用进

展。实践表明，运用体细胞无性系变异的诱导、加

图3 宁麦20选育过程

Fig.3 Breeding process of Ningmai 20
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倍单倍体培育和幼胚快速成苗等细胞工程技术可

增加遗传变异范围，提高常规育种效率，20多年

来已经育成了生抗 1号、生抗 2号、生选 3号、生选

4号、生选 6号、宁麦 20等小麦品种，分别通过国

家或省小麦品种审定。育成品种的赤霉病抗性较

供体或对照品种均有所提高，其中生选 6号和宁

麦 20在国家和省统一品种试验的病害抗性鉴定

中表现为抗赤霉病[23,32]。

细胞工程技术在小麦育种中应用也存在着一

定局限性，比如，体细胞无性系突变的多方向性、

遗传稳定性、部分基因型再生困难,以及在组织培

养中的变异愈伤组织再生能力下降等都是该技术

应用于小麦育种所面临的问题[37]。加倍单倍体培

育是杂交后基因型快速纯合的重要途径，花药或

小孢子离体培养诱导阶段受诸多因素影响，体外

再生的优化同样复杂而困难，存在基因型依赖性

和单倍体诱导率低等问题[38]。小麦与玉米杂交的

染色体消失法避免了小麦基因型的限制，是目前

在小麦育种中应用较多的加倍单倍体培育方

法[39]。近年发展起来的不依赖于离体培养的靶向

着丝点操纵法（targeted centromere manipulation,
CENH3），通过 CENH3的靶向调控导致不同作物

的纺锤体附着缺陷，进而导致单倍体诱导系的缺

失，类似于玉米的诱导系，有可能在将来的育种中

得到应用[40]。

植物细胞工程是建立在现代生物科学和工程

技术基础上的技术，其发展有赖于植物学、植物生

理学、遗传育种学、基因组学、分子生物学、植物营

养学等学科的发展与进步。随着学科的发展，植

物细胞工程技术不限于植物组织和细胞培养直接

在育种上的应用，而更多地在小麦赤霉病抗性遗

传机制和分子机制研究的基础上，利用细胞生物

学、系统生物学、基因组学、蛋白组学、代谢组学等

研究成果，与分子标记辅助选择、遗传转化或基因

组编辑等分子育种技术相结合，在分子水平上对

小麦赤霉病抗性进行遗传改良[41-42]。
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