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大白菜游离小孢子培养中若干因素对胚状体诱导和植株再生影响
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　　摘　要:以多种类型的大白菜品系及 F1 为试材 , 探索了若干因素对大白菜游离小孢子培养效

果的影响。结果表明:不同基因型的大白菜游离小孢子的成胚能力差异极大 ,产胚量最高的基因型

达到 187个/皿 ,最低的为 0个/皿;NLN-13 液体培养基中 BA 的浓度为 0.2mg/L(毫克/升), 有利
于小孢子胚状体的发生;NLN-13 液体培养基中添加少量活性碳可明显促进小孢子胚状体的形

成;大白菜小孢子植株在 1/2MS+3%蔗糖+0.8%琼脂+0.1mg/ ml(毫克/升)NAA的生根培养基

上生根良好 ,将已生根的小孢子植株移到 1/ 2壤土+1/2 粪土的盆中便可成活与生长。
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　　大白菜游离小孢子培养做为植物生物技术领域中细
胞工程和基因工程研究的重要内容一直受到国内外学者

们的普遍关注 ,培养所产生的单倍体经过加倍后获得双

单倍体是大白菜育种的新方法并已引起育种工作者们的

广泛重视。关于影响大白菜游离小孢子胚胎发生的因素

及植株再生有过少量报道[ 1 ～ 10] 。但对液体培养基成份

对大白菜游离小孢子胚胎发生的影响还未见报道。本试
验对东北地区生长在自然条件下的大白菜小孢子胚胎发

生及小孢子植株的再生 、扩繁 、生根 、移栽问题进行研究 。

1　材料和方法
1.1　材料

1.1.1　供试材料全部由辽宁省农业科学院十字花科研

究室提供的大白菜自交系 、品系及 F1 , 共计 37 份 , 包含
直筒型 、包头型中的早 、中 、晚熟的多种类型。均采用小

株栽培方式 ,于每年 2 月初于日光温室中育苗 , 4 月上中
旬定植田间 ,用国产日记温度计记录田间昼夜温度变化。

1.1.2　大白菜品系沈快 325-1 、沈快 325-2 、早白 15-

1 、早白 15-2 、改良快菜的经游离小孢子培养获得的胚
状体及小孢子植株。

1.2　方法

1.2.1　于初花期至盛花期自大白菜母株的主枝 、一级侧
枝上取大小适宜的花蕾 ,以 30 个为一组 ,放入 25ml的小

三角瓶中 ,加入 70%的乙醇溶液表面消毒 30s(秒), 无菌
水冲洗一遍 , 然后用 20%的安替福民溶液表面消毒

15min(分), 无菌水冲洗三遍 , 加入 5ml(毫升)B5 液体洗
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涤培养基(蔗糖浓度为 13%), 用玻璃棒挤压花蕾 , 使小
孢子游离于 B5洗涤培养基中 , 用 50μm(微米)孔径的尼

龙网过滤 , 收集滤液于离心管中 , 1000r·min-1离心 3min

(分), 小孢子沉积于离心管底部 , 弃去上清液 , 加入 5ml

(微米)B5 洗涤培养基悬浮小孢子 , 再离心。 如此重复三
次 , 最后倒掉上清液 ,加入 NLN-13 液体培养基(蔗糖浓

度为 13%且已抽滤灭菌)悬浮小孢子 , 用血球计数板计

数 , 用 NLN-13 液体培养基将小孢子浓度调至 1 ～ 2×
105 个/ ml(毫升)。将小孢子悬浮液分装于直径为 60mm

(毫米)培养皿中 , 每皿 2ml(毫升), 石腊膜封口 , 每个处
理分装 4 皿 , 设三次重复。 33℃条件下暗培养 1d(天)后

转入 25℃条件下继续暗培养 , 15d(天)后统计胚状体数
目。

1.2.2　将有胚状体产生的培养皿移出培养箱见光 1 ～
3d(天),胚状体变绿后取子叶型胚接种到分化培养基上 ,

50d(天)后统计成苗数;选取生长正常的小孢子植株 , 切

下带有腋芽及一片叶片的器官接种到 0.8%琼脂 +
0.1mg/L KT+0.5mg/ L(毫克/升)BA+3%蔗糖的 MS

培养基上 , 两周后统计成活率;将扩繁及再生成活的小孢
子植株接种到 1/2MS+0.1mg/ L(毫克/升)NAA+0.8%

琼脂+3%蔗糖的培养基上 ,两周后统计生根率。

2　结果与分析
2.1　基因型对大白菜游离小孢子胚胎发生的影响

不同基因型的大白菜小孢子胚胎发生能力差异很

大。供试的 37 个基因型的大白菜包含了直筒型和包头

型中早 、中 、晚熟的多种类型 , 结果有 7 个基因型得到了

胚状体 , 胚状体产量差异很大。产胚量由高到低依次为:
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沈快 325-1 , 产胚量为 187 个/皿 , 沈快 325-2 ,产胚量
为 168 个/皿 ,早白 15-1 和早白 15-2 , 产胚量为38 个/

皿 ,改良快菜 , 产胚量为 14 个/皿 ,亚蔬一号 , 产胚量为 7

个/皿 , 214-1 产胚量为 3 个/皿 , 辽白七号 , 产胚量为 1

个/皿 , 其余 30 个基因型无胚状体产生(见表 1)。

大白菜游离小孢子培养不同基因型

表 1　 的小孢子成胚数目

序号 品种名称 成胚数目 序号 品种名称 成胚数目

1 超级夏王 0 20 改良 19号 0

2 亚蔬一号 7 21 秋早 60 0

3 豫圆50 0 22 改良德丰 0

4 夏阳白菜 0 23 辽白八号 0

5 夏　光 0 24 绿丰 70 0

6 夏　辉 0 25 绿丰 75 0

7 改良快菜 14 26 绿丰一号 0

8 沈快一号 0 27 绿丰二号 0

9 东亚快菜 0 28 199-2 0

10 小杂60 0 29 214-1 3

11 小杂61 0 30 214-2 0

12 秋珍白一号 0 31 218-1 0

13 秋珍白二号 0 32 沈快 325-1 187

14 秋珍白六号 0 33 沈快 325-2 168

15 秋珍白七号 0 34 早白 15-1 38

16 中白六号 0 35 早白 15-2 38

17 胶白四号 0 36 231-1 0

18 顶　上 0 37 辽白七号 1

19 鲁春白一号 0

2.2　BA 对大白菜游离小孢子胚胎发生的影响

表 2　BA对大白菜游离小孢子培养小孢子成胚的影响

基因型

产
胚
数

BA浓 度 0

mg/L

0.05

mg/ L

0.1

mg/L

0.2

mg/ L

0.4

mg/L

超级夏王 0 0 0 0 0

鲁春白一号 0 0 0 0 0

亚蔬一号 0 0 1 9 0

辽白七号 0 0 0 1 0

绿丰一号 0 0 0 0 0

　　以超级夏王 、鲁春白一号 、亚蔬一号 、辽白七号 , 绿丰

一号为试材 ,以 NLN-13 为基本培养基加入 BA 使其浓

度分别为 0、0.05 、0.1、0.2 、0.4mg/ L(毫克/升), 进行游
离小孢子培养 , 15d(天)后统计成胚数。表 2 的结果表

明:BA 对大白菜小孢子胚胎发生有一定的促进作用 , 供

试的 5 个基因型有两个基因型得到了小孢子胚 , 当 BA

的浓度为 0.2mg/ L(毫克/升)时 , 各基因型的产胚量最
高 ,其中亚蔬一号为 9 个/皿 , 辽白七号为 1 个/皿 , 但是

对难以成胚的基因型 , BA 的作用似乎不大。

2.3　活性碳对大白菜游离小孢子成胚的影响。

以改良快菜 、早白 15-1 、亚蔬一号为试材 , 以 NLN

-13 为基本培养基 , 加少量活性碳 , 使其浓度分别为 0 、

0.01 、0.02、0.04mg/ml(毫克/毫升)进行大白菜游离小
孢子培养 , 15d(天)后统计成胚数 , 结果见表 3。 供试三

个基因型均有胚状体发生。当活性碳浓度为 0.02mg/ ml

(毫克/毫升)时 , 各基因型产胚量最高 , 改良快菜为 112

个/皿 ,早白 15为 26 个/皿 , 亚蔬一号为 7 个/皿。当活
性碳浓度超过 0.04mg/ ml(毫克/毫升)时 ,则对胚状体发

生有抑制作用。上述结果说明 , 在 NLN-13 液体培养基

中添加适量活性碳有利于促进大白菜小孢子胚状体的形

成 , 其适宜浓度为 0.01 ～ 0.02mg/ml(毫克/毫升)。

表 3　活性碳对大白菜游离小孢子培养小孢子成胚影响

基因型

产

胚

数

活
性
碳
浓
度

CK
0.01

(mg/ mL)

0.02

(mg/ mL)

0.04

(mg/ mL)

改良快菜 2 0 12 0

早白 15-1 0 12 26 0

亚蔬一号 0 0 7 0

2.4　基因型对大白菜小孢子胚状体植株再生的影响

(见表 4)将沈快 325-1 、改良快菜 、早白 15-1 中已

变绿的子叶型胚分别接种到 1.0%琼脂的 Ms0 分化培养

基上 , 50d(天)后统计成苗数 ,结果表明:基因型对大白菜

小孢子胚状体再生成苗的影响较大 ,供试的三个基因型
中 ,成苗率最高的为沈快 325 -1 自交系 , 成苗率为

80%, 成苗率最低的为早白 15 自交系 , 成苗率为 67%。
从表 4 的结果还可以看出 , 三个基因型的成苗率差异很

大 , 但胚状体的成苗率均较高 ,达到了一半以上。

表 4　基因型与大白菜小孢子胚状体成苗的关系

项 目

基因型
改良快菜(F 1) 沈快325-1 早白 15-1

接种胚数 28 30 36

成苗数 20 24 24

成苗率(%) 71 80 67

2.5　大白菜小孢子植株的扩繁 、生根和移栽

选取再生正常的小孢子植株 , 切下带有腋芽及一片
叶片的器官 , 接种到 0.8%琼脂+3%蔗糖+0.1mg/ L(毫

克/升)KT+0.5mg/ L(毫克/升)BA 的 Ms 固体培养基

上 , 记录其生长状况 , 15d(天)后统计成活率。(见表 5)

结果表明小孢子植株无性扩繁比较容易 , 尽管各基因型

间的成活率有差异 , 但小孢子植株无性扩繁的成活率均
达到 80%以上 ,成活率最高的基因型沈快 325-1 达到

了 92.5%。将再生成功的小孢子植株接种到 1/ 2MS +
0.8%琼脂+0.3%蔗糖+0.1mg/ L(毫克/升)NAA 的生

根培养基上 , 记录其生长状况 , 15d(天)后统计生根率。
(见表 5)小孢子植株的生根率均较高 , 沈快 325-1 的生

根率为 95%, 早白 15-1 的生根率为 85%。将已生根的

试管苗去掉三角瓶塞 , 在室内锻炼 2 ～ 3d(天)后 , 移栽到
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成份为 1/2 壤土+1/2 粪土基质的花盆内 , 适当遮阴并
注意水分管理 , 15d(天)后统计成活率。(见表 5)供试的

两个基因型的小孢子植株成活率均达到 100%。因此 ,
在外界环境条件适宜的情况下 , 尽早将小孢子植株移出

培养瓶 ,有利于其成活和生长发育。

大白菜游离小孢子培养小孢子植株的

表 5　 扩繁 、生根 、移栽结果

项 目

基
因
型

处理
扩　繁 生　根 移 　栽

沈快325-1 早白15-1 沈快325-1 早白15-1 沈快325-1 早白15-1

接种株数 40 40 100 100 20 20

成活(生根)数 37 33 95 85 20 20

成活(生根)率 92.5% 82% 95% 85% 100% 100%

3　讨论
前人研究结果表明:基因型对大白菜游离小孢子培

养的影响很大 ,这与本试验的研究结果是一致的 , 小孢子

培养成败的关键是基因型的选择。前人研究还认为应用
大白菜游离小孢子培养技术能够在较宽的基因型范围内

以较高的产胚量获得小孢子胚 ,本试验对 37 个不同基因

型的大白菜进行了游离小孢子培养 , 品种类型包含了从

早熟到晚熟 ,从春结球到秋白菜的多种类型 , 结果只在为

数不多的几种基因型上得到了小孢子胚 , 比率为
18.9%。这与前人的研究结果不尽相同。出现这种结果

的原因不能单纯地归结为基因型 ,基因型是小孢子胚胎

发生起动与否的内在因素 ,而影响小孢子成胚的其它因
素尚有许多 ,这些因素也包含了小孢子起动与否的外在

因素 ,只有在内外条件均适宜的情况下 , 才会有小孢子胚
胎的形成。本试验中还发现 ,在 NLN-13 液体培养基中

添加适量的活性碳对大白菜小孢子胚状体的诱导有明显

的促进作用。这与前人在禾本科作物中的研究结果一
致。活性碳对小孢子胚胎发生有促进作用 , 可能是吸附

了小孢子培养过程中产生和释放的有毒物质。
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早春瓜菜幼苗无生长点的原因

李 德泽
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腋处 , 选留一个较健壮的侧芽 ,让其迅速生长形成新的主

茎 , 对以后的产量没什么影响 ,若幼苗已衰老应考虑重新
播种育苗。
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1.加强防寒保温 , 增加光照 ,提高室温。
2.加强幼苗管理 , 待幼苗恢复正常生长 , 喷 1～ 2 遍大民

绿兴。

3.适时定植 , 促使新根发生。
4.适时整枝 , 选留健壮侧芽代替主茎。

(黑龙江省齐齐哈尔市蔬菜研究所 , 161041)

1995 , 14(4):326 ～ 331.
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