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　　摘　要:综述了影响大白菜游离小孢子培养的主要因素:材料的基因型 、小孢子发育时期 、亲

本植株的生理状况 、培养技术以及胚状体发生及植株再生等的研究情况。同时也对大白菜游离

小孢子培养技术发展前景进行了展望。
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　　大白菜是十字花科芸薹属中最重要的蔬菜作物之

一 ,是异花授粉植物 , 杂种优势十分明显。但是 ,近年来

常规育种的不足在实际工作中日渐明显。因此 ,各国学

者开始寻找育种的新途径和新方法。游离小孢子培养

技术是近年来兴起的一门加快育种进程的新方法。它

具有单细胞 、单倍体和较高胚胎发生率及较高同步性等

特点 ,通过这种途径可以迅速获得纯合双单倍体 ,进而

获得纯合亲本系统 ,大大加快育种进程。

1　供试材料对小孢子胚胎发生的影响
1.1　供体材料的基因型对小孢子胚胎发生的影响

基因型是影响小孢子胚胎发生率的关键性因素。

不同基因型的供体材料在同样试验条件下 ,胚状体产量

不同。基因型对白菜小孢子胚胎发生能力的决定作用

体现在两个方面:第一是基因型的反应范围。曹鸣庆等

报道 ,将17个基因型大白菜进行培养 ,有16个基因型获

得小孢子胚 , 反应范围 94%[ 1] ;栗根义等用 13份大白

菜进行游离小孢子培养 , 其中 12份得到了小孢子胚 ,

反应范围为 93%
[ 2]
。曹鸣庆认为大白菜是具有较强游

离小孢子胚胎发生能力的栽培植物种
[ 1]
。但是也有相

反的报道 , 如许艳辉等的试验 ,大白菜37个基因型中只

7个得到胚状体 ,比率为 18.9%
[ 1]
。基因型对白菜小孢

子胚胎发生能力的决定作用体现的另一方面是胚胎发

生频率的差异。曹鸣庆研究发现 , 产胚胎量最高的基因

型平均每个花蕾产胚359.28个 ,而产胚量最少的基因型

每个花蕾平均产胚胎仅为0.6个
[ 1]
。其他研究者也有相

似的报道 ,张凤兰认为不同基因型的大白菜胚状体发生

能力有明显差异[ 3] 。在对四倍体大白菜植株的游离小

孢子培养中同样证明基因型对小孢子胚胎发生能力有

显著影响。芸薹属的其它植物中也普遍存在不同亲本

类型的材料 , 小孢子培养的效率有差别的现象。由此可

见小孢子胚胎发生能力同其它遗传性状一样 , 是一种受

基因调控的遗传特性。

1.2　亲本植株的生理状况对小孢子胚胎发生的影响

亲本植株的生理状况对胚状体诱导频率有直接影

响。曹鸣庆研究发现 ,供试母株的生长条件是大白菜游

离小孢子培养技术成败的关键。生长在 10 ～ 25℃控温
温室的材料 , 小孢子胚产量较高 , 每个花蕾平均为

129.91个;生长在温度日变化在 10 ～ 35℃条件下田间的

材料 , 小孢子胚产量明显下降 , 每个花蕾平均为38.31

个 , 为前者的 29.5%[ 1] 。张凤兰在大白菜小孢子培养

中 ,以生长在14～ 16 h日照及15 ～ 20℃的温度条件下的

供体植株胚状体发生率和植株再生率高[ 3] 。因此 ,应将

试验材料放在光照 、温度条件可以严格控制的人工气候

室中栽培为最佳。

1.3　小孢子发育时期对小孢子胚胎发生的影响
选择合适的花粉发育时期是提高花粉植株诱导频

率的重要因素。胚胎发生的激发启动 , 大致发生在单核

中期至单核靠边期这一暂短的发育过程中。据报道大

白菜游离小孢子培养中 , 诱导胚状体发生的小孢子所处

最佳时期是单核后期。该时期的小孢子最大特征是有

一个大的中央液泡 , 占整个细胞的 50%以上。细胞核

被挤压到靠近细胞壁 , 细胞质相对不透明 ,其内含有丰

富的核糖体 , 随机分布着大量的粗面内质网 、线粒体 、质

体等颗粒。曹鸣庆发现 , 蕾长与小孢子发育进程密切相

关。当大白菜花蕾长为 2.0 ～ 2.5 mm时 ,小孢子正处于

单核中期至单核晚期(单核靠边期),此时小孢子胚产量

最高;蕾长2.6～ 3.9 mm时 , 9.12%的小孢子处于单核
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中期 ,70.0%的小孢子处于单核靠边期 , 小孢子胚产量

次之;蕾长小于2.0 mm或大于3.9mm时 , 均不能诱导

小孢子胚[ 4] 。因此 ,严格选择适宜时期的小孢子是能否

培养成功的关键问题之一。

2　培养技术对胚胎发生的影响
2.1　预处理和预培养方法对小孢子胚胎发生的影响

为了提高花粉培养的效率 ,通常对试验材料进行预

处理。预处理包括:离心 、低温 、高温 、射线 、甘露醇预处

理或预培养等方式 ,其目的就是从生理生化上改变细胞

生理状态 、改变其分裂方式和发育途径。高温预处理在

白菜游离小孢子培养中也收到了良好的效果 ,试验证

明 ,接种后33 ～ 35℃, 暗培养 24 h , 对胚状体诱导的效

果最为理想。据报道 ,花粉培养温度一般以 25℃为宜 ,

但许多研究表明变温处理 ,即在高温下处理一定的时间

之后再转至低温培养有利于提高胚状体的诱导率。刘

公社等认为在大白菜游离小孢子培养开始时 , 12 h高温

处理能大大促进小孢子均等分裂 , 24 h的高温处理则能

大大提高小孢子胚的诱导率
[ 5]
。同时他们在试验中还

发现 ,高温处理有效地抑制了小孢子的配子体发育途

径 ,提高了单核小孢子核对称分裂的频率 ,认为小孢子

对预培养敏感的时期是最初 24 h ,更长时间并非必要。

2.2　培养基类型对小孢子胚胎发生的影响

在大白菜游离小孢子培养中 , 绝大多数研究者采

用NLN基本培养基 , 只有张凤兰采用BM基本培养基 ,

而这 2种培养基中大量元素 、微量元素的含量是一样

的 , 差别仅在于 BM 培养基的烟酸 、叶酸 、生物素 、维生

素B1 、维生素 B6 、甘氨酸等有机附加物的含量是 NLN

培养基的一半 , 且其中不含肌醇。Sato认为 , 大量元素

含量对胚胎产量有重要影响 , 减半的 NN大量元素(即

NLN大量元素)比NN更有效
[ 6]
。在激素作用方面 , 有

些学者研究了 NAA 和BA 对白菜游离小孢子胚胎发生

的影响 , 试验结果不一。许艳辉报道 , 6-BA 对大白菜

小孢子胚胎发生有一定的促进作用 , 最佳浓度为 0.2

mg/ L;但是对难成胚的基因型 , 6-BA作用不大
[ 7]
。Sato

认为不含激素的培养基与加有 0.5 mg/ L NAA +0.05

mg/ L 6-BA 的培养基对胚状体诱导效果相同
[ 6]
。

2.3　接种密度对小孢子胚胎发生的影响

试验证明 ,接种密度是小孢子培养能否成功的一个

至关重要的因素 ,但也是在试验操作中常常被忽略的问

题。每毫升培养基接种1.5 ～ 2个花蕾的小孢子较适宜 ,

每毫升 2个花蕾的小孢子较适宜 ,每毫升超过 2个花蕾

其产胚胎率下降 ,甚至不能形成胚状体。陈玉萍研究表

明每皿 5 ～ 10个花蕾较好[ 8] 。据官春云报道 ,每毫升

NLN培养基中接种 1个花蕾的产胚率达 5.11% ,而接

种0.75个花蕾的小孢子和 1.25个花蕾的小孢子的处

理 , 胚胎发生率分别为 2.34%和 1.86%[ 9] 。因为适宜

培养的花蕾数目 ,可能与操作方法有关 ,所以较为准确

的接种密度应该利用血球计数板观测出的小孢子密度。

一般认为 2×104 ～ 4×104个/mL密度最合适 ,而最近的

研究表明 1×10
5
～ 2×10

5
的密度最为合适。

3　胚状体发生及植株再生研究
3.1　胚状体发生及植株再生

大白菜小孢子一般在培养 1 ～ 3 d开始第 1次细胞

分裂 ,7～ 11 d可形成大量肉眼可见的球形胚 , 15d左右

可形成心形 、鱼雷及子叶形胚随后可形成鱼雷形 、子叶

形胚。胚状体的发育并不同步 ,同时还会出现许多畸形

胚。当各种类型的胚状体转移到改良的 MS 培养基或

B5培养基时 ,其再生植株的能力有很大差异。子叶型、

鱼雷形胚再生胚率高 ,心形胚少数能再生植株 ,球形胚

和异常胚不能进一步发育。周伟军发现胚状体转移到

固体培养基后立即进行低温诱导(2℃),常温(24℃)光

下培养能很好地萌发并直接、迅速地再生成苗 ,继代后

可长成完全正常的再生植株。低温诱导处理 10 d ,其萌

发率和成苗率均显著高于无低温处理的品种[ 10] 。

Fletcher等报道 ,对培养 3周以上的子叶形胚进行特定

的逆境胁迫(ABA处理 、切除子叶、使胚干燥45 min),能

够明显提高植株的再生能力
[ 11]
。

3.2　染色体加倍技术

大白菜小孢子经培养所产生的单倍体小植株常常

表现高度不孕 ,为了使之能正常结籽 ,与育种实践相结

合 ,必须诱导染色体加倍。染色体加倍的方法有人工加

倍和自然加倍。自然加倍的频率在不同植物中有较大

的差异。张凤兰等报道 ,大白菜经由小孢子培养产生的

小孢子植株自然加倍率在 50%～ 70%
[ 12]
。如需人工加

倍 , 主要用0.2～ 4.0 mg/g 秋水仙碱处理单倍体植株使

之加倍。

4　存在问题与展望
经过国内外学者数十年的研究探索 ,大白菜游离小

孢子培养的技术已越来越完善 ,胚状体的诱导频率也有

了显著提高 ,这些都为游离小孢子的广泛应用奠定了基

础。在大白菜杂种优势育种中 , 现在主要用常规自交的

方法纯化亲本。要育成纯合可利用亲本需要5 ～ 7 a;而

采用游离小孢子培养技术 , 在2 ～ 3 a内即可获得完全

纯合的等基因纯系 , 可大大缩短育种年限 , 提高育种效

率。此外 , 游离小孢子培养方法还可以应用于诱变和突

变体筛选 、基因转化等研究 , 通过花粉培养建立的双单

倍体群体更是分子标记和基因图谱的理想材料。

大白菜游离小孢子培养研究虽然取得了很大进展 ,

但是由于小孢子培养技术本身的机理 、小孢子培养的启

动等方面还不很清楚 ,还没有建立起完善的 、高频的再

生体系 ,故使这一技术的应用受到了很大限制。今后应

不断加强理论研究和试验技术两方面的工作 , 深入研究
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小孢子发育的调控机理 ,进一步研究各种因素对胚胎发

生、小孢子胚胎萌发和再生植株加倍的影响;不断改进

培养方法和培养条件以及培养基配方 , 建立稳定 、高效

地获得纯合二倍体的游离小孢子培养体系。可以相信 ,

游离小孢子培养技术与传统育种技术的有机结合必将

成为常规育种的一个重要组成部分。
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The Newest Research Development of the Culture of Chinese Cabbage Free Small Spores
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Abstract:summarizes the main factors which affected the culture of china cabbage isolated microspore culture , material

genotype , the microspore grow th time , the parent materialphy siological condition , the culture.

Keywords:Chinese cabbage;Free microspore cultivate;Embryoid

135


