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十字花科作物游离小抱子技术研究进展
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早在 20 世纪 70 年代末
,

我国已有通过大白菜花药培养

获得单倍体植株的报道
,

但几十年过去了
,

花药培养技术并没

有在十字花科作物上大力推广
,

究其原因
,

花药培养基因型限

制范围狭窄
,

且受体细胞影响较大
,

所以至今未能推广开
。

与

植物花药培养相 比
,

游离小抱子培养消除了小抱子和花药壁
、

绒毡层细胞之间可能存在的营养竞争现象
,

使得能在更大基
因型范围内

,

以更高的频率诱导小抱子胚胎发生
。

由于培养

的是已经分离纯净的小抱子
,

所产生的再生株
,

全部来 自于小

抱子
,

无论它是单倍体亦或是双单倍体
,

由其所获双单倍体植

株
,

在遗传上是纯合的
,

可以加速目标选择性状的稳定
。

小抱

子数量巨大
,

易分散
,

还能方便地进行诱变处理和突变体筛选

研究
。

选择的突变小抱子可能经胚胎发生直接得到纯合突变

体
,

有利的隐性突变能得到表达
,

避免了常规育种中隐性基因

因不能及时表达而丢失
。

1 影响胚状体发生因素及其再生植株的诱导
1

.

1 供体植株
1

.

1
.

1 供体植株生长的光
、

温条件 提供花蓄的供体植株的

生理状况对小抱子胚胎发生是至关重要的
。

国外供体植株是

在人工气候室里生长的
,

光温条件可以严格控制
,

所以产胚率

很高
,

同步性很好
。

国内没有这样好的条件
,

只能依靠 自然条

件
,

所以 自然条件下的光温就很重要
,

大部分实验表明多数基

因型的供体植株生长在 日照 14 h一 18 h (小时 )和温度 巧 ℃

一 2 0 ℃时较为适宜
,

在这样的光温条件下
,

较容易诱导胚胎

发生
,

小抱子胚产量较高
。

特别是对小抱子胚胎发生能力较

差的基因型
,

供体植株生长环境适宜与否
,

对胚产量的影响格

外明显
。
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2 株龄 无论是二倍体品种
,

还是四倍体品种
,

株龄对

小抱子胚胎发生率影响显著
。

植株主花枝和一级侧枝的花蕾
少量开花到一级侧枝的花蕾已有 23/ 开花之前 ( 即盛花期 )

,

采集适宜花曹进行小抱子培养是最佳时期
。

1
.

1
.

3 连续摘除将开花的花蓄 为避免不适宜取材的大花

蓄消耗营养
,

使幼小花蕾及适宜取材花蕾发育良好
,

进行人工

连续摘除将开花的花蕾
,

能明显提高小抱子胚胎发生率
。
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4 花蓄的大小 小抱子所处的发育时期是影响游离小

抱子培养成败的又一个关键因素
。

小抱子胚胎发生是在单核

中期到单核靠边期
。

进行游离小抱子培养时
,

可 以通过花蕾

长度这一形态指标来估计小抱子所处的发育阶段
。

但是供体

植株的生长状况以及基因型的不同导致花蓄的长度也不同
。

白菜的花蕾长度一般在 2 m m 一 3 m m (毫米 )
,

甘兰型 油菜一

般在 3 m m 一 4
.

5 m m (毫米 )
。
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5 前期低温处理花奋 低温预处理花蕾
,

可以提高品种
的成胚量

。 一 20 ℃低温处理 10 h 一 24 h( 小时 )
,

有利于小抱

子成胚
。
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2 培养基
1
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.

1 培养基中加人活性炭 N L N 培养基中添加适量的活

性碳
,

对提高小抱子胚胎发生率有明显作用
。

尤其是对胚胎

收稿日期
:
2 0 0 3 一 0 1 一 2 0

发生难的基因型效果更显著
。

适宜添加量为 0
.

05 m g / m l一

0
,

1 m g / m l( 毫克 /毫升 )
。

添加适量活性炭对提高胚状体发育

整齐性也有明显作用
,

有助于形成子叶型胚
。

加活性炭可以

克服毒性物质的危害
,

由于不同的基因型早期释放的有毒物

质不同
,

活性炭的作用效果有很大差异
,

低胚胎发生率的基因

型往往释放有毒物质的能力比胚胎发生率高的基因型要强得
多

,

所以加活性炭的效果明显
。
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2 N L N 培养基中蔗糖浓度 培养基中适宜的渗透压有

利于小抱子胚发生
,

实验表明
,

N L N 培养基中所含蔗糖浓度
13 %

,

对甘兰型油菜胚状体诱导和发育的综合效果最好
。
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3 培养基中小抱子浓度 不同品种间的最适小抱子培

养浓度有一定差异
,

各品种都有 自己适宜小抱子浓度
。

在适

宜浓度下
,

小抱子成胚率高
,

整齐性好
。
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4 培养基的水份 培养基水份状况不但影响着植株再
生率

,

还影响着小抱子胚的发育形态
。

适宜的培养基水份状

况有利于胚的存活和生长
。

成熟小抱子胚如果在液体培养基

中滞留
,

就不能满足小抱子胚萌发前对相对干燥环境的生理

需求
,

从而影响以后的正常生长和发育
。
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5 培养基的通气性 小抱子在培养两周后
,

由静止培养

改为 60 or m in
一 ’
振荡培养

,

可以改善液体培养基的通气性
,

使
子叶胚率大大提高

,

胚也更健壮
,

提高了胚发育的同步性和胚

质量
,

促进了胚在成苗培养基上的直接成苗
。
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3 热激处理

将提取分装好的小抱子培养皿置于 33 ℃ 暗培养 24 h一

72 h( 小时 )
,

后转人 25
’

培养箱继续暗培养
。

33 ℃ 的高温热

激
,

促进胚状体诱导
,

提高诱导频率
。

2 胚状体发生过程中细胞学特点
接种时小抱子为圆球形

。

高温预处理组中
,

经过 1 d( 天 )

的培养后
,

活小抱子膨大
,

保持圆球形
。

其分裂频率高
,

脱壁

率也高
,

连续分裂逐渐形成多细胞团
,

培养 9 d( 天 )后
,

小抱子

发育成肉眼可见的胚
,

l5 d( 天 )可形成大量的球形胚和心形

胚
,

40 d( 天 )形成鱼雷形及子叶形胚
。

而未经高温预处理的

小抱子严重液泡化并伴随细胞死亡
,

没有诱导出胚
。

3 小抱子培养技术在育种上的应用
河南农科院已经利用游离小抱子技术培育了多个品种

。

北京及天津的科研单位也正在利用小抱子技术进行 自交系的

纯化工作
。

而且北京市蔬菜中心还利用大白菜的小抱子胚状

体获得了抗除草剂转基因植株
。

总之
,

游离小抱子技术对蔬菜育种工作将有很大的贡献
。

此外
,

在进行系统诱变
,

抗性突变体筛选等方面也将大有作

为
。

参考文献
:

【1] 曹鸣庆
,

李岩
,

刘凡等 基因型和供体植株生长环境
,

对大白菜游

离小抱子胚胎发生的影响 [J 〕
.

华北农学报
,

19 93
,

8( 4)
:
1一 6

,

〔2] 栗根义
,

高睦枪
,

赵秀山等
.

高温预处理对大白菜游离小抱子培

养的效果【J〕
,

实验生物学报
.

第 26 卷第 2 期
.

【3」 申书兴等
.

提高大白莱小抱子胚胎发生及植株获得率的几个因

素研究 [ J〕
.

河北农业大学学报
,

19 9 9
,

第 2 2 卷第 4 期
、
10

.


