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大白菜游离小孢子胚诱导及植株再生
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摘　要：以１５个大白菜［犅狉犪狊狊犻犮犪犮犪犿狆犲狊狋狉犻狊ｓｓｐ．犘犲犽犻狀犲狀狊犻狊（Ｌｏｕｒ．）Ｏｌｓｓｏｎ］自交系和杂交种为试材进行

游离小孢子培养，研究了影响胚状体发生及植株再生的几个主要因素。结果表明，有１２个品种的游离小孢子

在ＮＬＮ１３液体培养基上诱导出胚；各品种间小孢子胚产量差别很大，每个花蕾产胚在０．２５～６５．４个之间；

将成熟的子叶形胚及时转移至再生培养基上，对提高植株获得率至关重要；在ＮＬＮ１３液体培养基上附加０．２

ｍｇ·Ｌ
－１的６ＢＡ对胚状体的发生和发育有促进作用；Ｂ５＋０．２ｍｇ·Ｌ

－１６ＢＡ＋０．０２ｍｇ·Ｌ
－１ＮＡＡ的培养

基有利于小孢子胚发育成植株；１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ·Ｌ
－１ＮＡＡ为小孢子植株生根最适宜的培养基。
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（Ｌｏｕｒ．）Ｏｌｓｓｏｎ］是原产于中国的一种重要蔬菜

作物，杂种优势明显。游离小孢子培养是一种在

单细胞水平上获得双单倍体纯系的方法，可在较

短的时间里获得优良纯系［１］，加快一代杂种的选

育进程。因此，游离小孢子培养是创造稳定变异

材料的理想方法，虽然大白菜上已有小孢子培养

成功的报道［１２］，然而对影响小孢子胚发生和发育
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因素的研究［３８］普遍表明，基因型是影响大白菜游

离小孢子培养的重要因素。不同基因型材料的培

养条件不完全相同，因此，大白菜游离小孢子培养

是一项长期性的工作。本研究在前人研究的基础

上，以自育大白菜材料为试材，对影响大白菜游离

小孢子胚状体的诱导和植株再生的主要因素进行

进一步研究，旨在优化培养体系，创制新的育种材

料，扩展这一技术在大白菜育种实践中的应用。

１　材料与方法

供试材料（表２）由西北农林科技大学园艺学

院大白菜课题组提供，其中羞月由种子市场购得，

其余均为自育材料或品种。供试材料于１２月中

下旬分两批育苗，前后相隔２０ｄ，２月下旬定植于

西北农林科技大学园艺学院试验田，３月下旬到４

月底取花蕾。参照Ｓａｔｏ等
［９］的方法分离、纯化小

孢子。调整小孢子密度为１×１０５ 个·ｍＬ－１。将

小孢子悬浮液分装至６０ｍｍ×１５ｍｍ培养皿中，

每皿３ｍＬ。于３３℃ 下暗培养２４ｈ，再转入２５℃

恒温箱中暗培养。在培养过程中每天取少量培养

材料观察小孢子的分裂情况。２周后可见小孢子

胚形成。小孢子培养３周后，将形成的子叶型胚

状体，置２５℃，３０００ｌｘ、１６ｈ／ｄ光照条件下培养，

当胚状体转绿后，即将胚状体转到固体再生培养

基Ｂ５。上述试验均设３次重复。

２　结果与分析

２．１　小孢子在离体培养中的发育特征

大白菜小孢子在 ＮＬＮ１３培养基中经３３℃

高温处理２４ｈ以后，部分小孢子开始膨大，形状

为圆球形，个别为卵圆形（图１Ａ）。３ｄ后，少数

圆球形膨大的小孢子出现第１次细胞分裂，部分

小孢子出现脱壁现象。小孢子分裂方式多为对称

性分裂（图１Ｂ），个别为不对称分裂（图１Ｃ）。７

ｄ后可在显微镜下观察到细胞多次分裂形成的小

细胞团（图１Ｄ）。１０ｄ后肉眼可见球形胚形成，

１５～１８ｄ可形成从圆球形至子叶形不同发育时

期的胚（图１Ｅ）。

　　Ａ．小孢子膨大 Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅｓｅｘｐａｎｓｉｏｎ；Ｂ．细胞均等分裂Ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｉｎｅｑｕａｌ；Ｃ．细胞不均等分裂Ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｉｎｕｎｅｑｕａｌ；Ｄ．细胞分

裂形成的细胞团Ｃｅｌｌｍａｓｓｄｉｖｉｄｅｄｆｒｏｍｃｅｌｌｓ；Ｅ．发育不同步的胚状体Ｅｍｂｒｙｏｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓ；Ｆ．小孢子培养３周后形

成的胚状体Ｅｍｂｒｙｏｓｃｕｌｔｕｒｅｄｆｒｏｍｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅｓｆｏｒｔｈｒｅｅｗｅｅｋｓ；Ｇ，Ｈ．小孢子胚芽分化及植株再生 Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅｐｌｕｍｕｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ａｎｄｐｌａｎｔｌｅｔｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ；Ｉ．再生植株诱导生根Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｒｏｏｔｓｆｒｏｍｓｈｏｏｔｓ；Ｊ．移栽成活的植株 Ｗｅｌｌｇｒｏｗｎｔｒａｎｓｐｌａｎｔｓ

图１　小孢子离体发育过程及植株再生

犉犻犵．１　犐狊狅犾犪狋犲犱犿犻犮狉狅狊狆狅狉犲狊犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犻狀狏犻狋狉狅犪狀犱狆犾犪狀狋犾犲狋狊狉犲犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀

２．２　基因型和激素成分对小孢子胚诱导的影响

２．２．１　培养基激素成分对小孢子胚诱导的影响

　在培养基中添加不同的植物生长调节剂对大白

菜小孢子胚诱导的影响不同（表１）。本试验在前
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人报道的最佳激素浓度的基础上，共设５个处理，

每处理重复３次，每个重复３皿。结果表明对于

易出胚的材料添加０．２ｍｇ·Ｌ
－１ＢＡ可以极显著

提高０５Ｓ５０和０８Ｓ２７４小孢子胚的诱导率，但是随

着６ＢＡ浓度的增大到０．３ｍｇ·Ｌ
－１时反而对胚

诱导有抑制作用。不加激素的培养基的小孢子胚

诱导次之，而添加０．３ｍｇ·Ｌ
－１ＢＡ和０．０５ｍｇ·

Ｌ－１６ＢＡ＋０．５０ｍｇ·Ｌ
－１ＮＡＡ 的诱导效果最

差，基本不出胚，添加０．０５ｍｇ·Ｌ
－１的ＩＢＡ诱导

出的胚少且都是畸形胚。而对于难出胚的材料

（如秦白３号）添加６ＢＡ或其他激素没有任何效

果。

表１　不同培养基对大白菜小孢子胚产量的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲犱犻狌犿狊狅狀狋犺犲狔犻犲犾犱狅犳犿犻犮狉狅狊狆狅狉犲犲犿犫狉狔狅狊犻狀犺犲犪犱犻狀犵犆犺犻狀犲狊犲犮犪犫犫犪犵犲

培养基

Ｍｅｄｉｕｍ

每花蕾胚数Ｅｍｂｒｙｏｓｐｅｒｂｕｄ

０５Ｓ５０ ０８Ｓ２７４ 秦白３号ＱｉｎｂａｉＮｏ．３

ＮＬＮ１３＋０．２ｍｇ·Ｌ－１ＢＡ １７．５８ １３．３７５ ０

ＮＬＮ１３ １０．３３ １．６２５ ０

ＮＬＮ１３＋０．０５ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ ０．５ ０ ０

ＮＬＮ１３＋０．３ｍｇ·Ｌ－１ＢＡ ０．２５ ０．１２５ ０

ＮＬＮ１３＋０．０５ｍｇ·Ｌ－１ＢＡ＋０．５０ｍｇ·Ｌ－１ＮＡＡ ０ ０ ０

表２　不同基因型大白菜对小孢子胚产量的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狀狅狋狔狆犲狊狅狀狋犺犲

狔犻犲犾犱狅犳犿犻犮狉狅狊狆狅狉犲犲犿犫狉狔狅狊犻狀

犺犲犪犱犻狀犵犆犺犻狀犲狊犲犮犪犫犫犪犵犲

基因型

Ｇｅｎｅｔｙｐｅ

每皿培养
花蕾数

Ｎｏ．ｏｆｂｕｄｓ
ｐｅｒｄｉｓｈ

平均每皿
产胚数

Ｎｏ．ｏｆｅｍｂｒｙｏｓ
ｐｅｒｄｉｓｈ

平均每花
蕾产胚数

Ｎｏ．ｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｓ
ｐｅｒｂｕｄ

羞月Ｘｉｕｙｕｅ ４ ２６１．６ ６５．４

０５ＢＲＦ１４４ ４ ６７．３３ １６．８３

０８Ｓ２７４ ４ ４４．５７ １１．１４

０５Ｓ５０ ４ ３０．３８ ７．５９

０８Ｓ２４５ ４ ２９．８３ ７．４５

秋早５０
Ｑｉｎｚａｏ５０

４ ５．３ １．３３

秋早６０
Ｑｉｕｚａｏ６０

４ ４．５ １．１３

０６Ｚ４４ ４ ３ ０．７５

０６Ｊ３１ ４ ２ ０．５

０８Ｓ５５５ ４ １．６７ ０．４２

０８Ｓ４１２ ４ １ ０．２５

０８Ｓ２８９ ４ １ ０．２５

０８Ｓ２４２ ４ ０ ０

０８Ｓ２５４ ４ ０ ０

秦白３号

ＱｉｎｂａｉＮｏ．３
４ ０ ０

２．２．２　基因型对小孢子成胚的影响　基因型对

大白菜游离小孢子胚状体的发生有很大的影响。

由表２可以看出，在基于上述最佳激素浓度的基

础上，供试的１５个基因型中有１２个获得了小孢

子胚，占培养材料的８０％。不同基因型间小孢子

形成胚的数量有很大差别（图１Ｆ），产胚量最高

的是羞月，平均每花蕾产胚６５．４个，最少的是

０８Ｓ５５５、０８Ｓ４１２、０８Ｓ２８９和０６Ｊ３１，平均每个花蕾

产胚均在 ０．５５个以下，二者相差１１７倍。而

０８Ｓ２４２、０８Ｓ２５４和秦白３号均未诱导出胚。这与

以往曹鸣庆［３］、栗根义等［１］研究的结果相似。试

验还发现有的材料如０８Ｓ２５４和０８Ｓ２４２，虽然有

少数细胞发生分裂，但未能继续分裂成胚。可见，

筛选出易出胚的基因型试材是游离小孢子培养成

功的关键。

２．３　小孢子植株再生

２．３．１　胚状体在培养基中滞留时间对小孢子成

苗率的影响　取培养１５、２１、２５、３０、４０ｄ的子叶

形胚，分别接种于再生培养基 （Ｂ５ 附加３％ 蔗

糖，１．２％琼脂，ｐＨ５．８），３周后统计成苗率。结

果表明，成熟小孢子胚在 ＮＬＮ液体培养基中滞

留时间的长短对后面胚分化影响很大。胚状体在

培养基中停留时间过长时，转入分化培养基上只

有少部分成苗，多数可能因培养基中营养不足、子

叶胚所处的环境湿度过高、或有的胚因褐化死亡

产生某种有害物质等原因，造成子叶胚提前衰老

或褐化死亡，从而降低了再生植株能力。在液体

培养基中培养２１ｄ的胚在Ｂ５ 琼脂培养基上发育

最好，３周后７５％的胚发育成幼苗。培养３０ｄ的

子叶胚成苗率仅有１．５％，而在液体培养基中培

养４０ｄ的胚转到Ｂ５ 培养基上不能成苗。这一结

果表明，及时将成熟的子叶形胚转移至再生培养

基上，对提高植株获得率至关重要，这与刘凡［１０１１］

报道相一致。

２．３．２　植物生长调节剂对小孢子胚芽分化的影

响　将所有出胚的小孢子胚接种于附加不同浓度
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６ＢＡ、ＮＡＡ和ＧＡ３ 的Ｂ５ 培养基上（含蔗糖３％，

琼脂１２％）。结果表明（表３），单独添加ＧＡ３ 有

一定的芽诱导作用，但出芽率较低。在 ＮＡＡ浓

度相同的条件下，随着６ＢＡ浓度的增大，胚状体

的出芽率快速增大，而高浓度的６ＢＡ反而会抑

制出芽，其中在添加０．２ｍｇ·Ｌ
－１６ＢＡ＋０．０２

ｍｇ·Ｌ
－１ＮＡＡ的Ｂ５ 培养基上胚状体分化速度快

且出芽率高，而且分化率达到７５％；在添加０．２

ｍｇ·Ｌ
－１６ＢＡ＋０．０１ｍｇ·Ｌ

－１ＮＡＡ的Ｂ５ 培养

基上分化速度相对添加０．２ｍｇ·Ｌ
－１６ＢＡ＋

０．０２ｍｇ·Ｌ
－１ＮＡＡ的要慢，出芽率也相对低；在

添加０．３ｍｇ·Ｌ
－１６ＢＡ＋０．０２ｍｇ·Ｌ

－１ＮＡＡ的

Ｂ５ 培养基中胚芽的分化速度最慢，分化率只有

４．０３％。因此，Ｂ５ 培养基上附加０．２ｍｇ·Ｌ
－１６

ＢＡ和０．０２ｍｇ·Ｌ
－１ＮＡＡ是大白菜小孢子胚芽

分化的适宜培养基。

表３　培养基中不同激素配比对小孢子胚芽分化的影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犺狅狉犿狅狀犲犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狊犻狀

犿犲犱犻狌犿狅狀犿犻犮狉狅狊狆狅狉犲狆犾狌犿狌犾犲犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀

ＮＡＡ
／（ｍｇ·Ｌ－１）

６ＢＡ
／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＧＡ３
／（ｍｇ·Ｌ－１）

出芽率／％
Ｂｕｄｄｉｎｇｒａｔｅ

０ ０ ０．０５ １１．５

０ ０ ０．１ ３５．４

０ ０ ０．２ ２８．３

０．０１ ０．１ ０ ２３．１

０．０１ ０．２ ０ ４９．５

０．０１ ０．３ ０ ８．３

０．０２ ０．１ ０ ２０．３

０．０２ ０．２ ０ ７５

０．０２ ０．３ ０ ４．０３

２．３．３　大白菜小孢子植株生根和移栽　将长出

３～５片真叶的再生植株转接到１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ

·Ｌ－１ＮＡＡ的培养基上生根，１５ｄ后统计，其生

根率为１００％（图１Ｉ）。将生长健壮的植株移入

装有基质的营养钵中，移栽时洗净根上的培养基，

栽后喷水并用塑料膜或塑料杯子覆盖，保持其湿

度。１０～１５ｄ可成活（图１Ｊ），在温度稍低的秋季

１０月上旬移栽，成活率可达９０％以上。

３　讨 论

３．１　不同基因型小孢子胚发育速度及形态学变

化

不同基因型的小孢子其发育速度不同，易出

胚材料的小孢子比难出胚的发育快且同步性好、

整齐健壮，如０５Ｓ５０（图１Ｆ）。而难出胚的材料小

孢子经热激培养后小孢子无明显变化。有的材料

如０８Ｓ２５４和０８Ｓ２４２的小孢子经热激培养２４ｈ

后大部分都膨大，虽与易出胚材料无明显差别，但

继续培养后不继续分裂并逐步失活而不能形成小

孢子胚。这说明其小孢子具有启动倾向，由于某

种原因致使其不能继续发育成胚状体，其原因有

待进一步研究。

　　本研究发现易出胚材料一般在培养１～３ｄ

小孢子开始第１次细胞分裂，７～１０ｄ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，而栗根义等［１］报道鱼雷及子叶形

胚出现较晚（４０ｄ形成鱼雷及子叶形胚），这可能

与材料有关。本试验还发现胚状体的发育并不同

步，通常是原胚、球形胚、心形胚、鱼雷形胚及子

叶形胚并存（图１Ｅ），同时还有许多畸形胚出现。

３．２　激素成分对小孢子胚诱导的效果

在培养基中，激素的成分对诱发细胞生长与

分裂起重要作用。外源激素主要分为两大类，一

是细胞分裂素类，二是生长素类。在大白菜游离

小孢子培养中，外源激素对胚形成的影响至今没

有取得一致的结果［９，１２］。本试验结果表明，添加

０．２ｍｇ·Ｌ
－１６ＢＡ可以提高胚的诱导率，但是它

对难出胚的材料仍没有效果，而高浓度的６ＢＡ

反而对易出胚的材料抑制其出胚，这与徐艳辉［５］

报道相一致。有些易出胚的材料不加任何激素也

能出胚（如０５Ｓ５０），添加０．０５ｍｇ·Ｌ
－１ＩＢＡ或

０．３ｍｇ·Ｌ
－１６ＢＡ时反而出胚少或不出，而且添

加ＩＢＡ时出胚全部都是畸形胚，培养基中添加

０．５ｍｇ·Ｌ
－１ ＮＡＡ ＋０．０５ｍｇ·Ｌ

－１ＢＡ时不

出胚，这与李岩等［１２］报道的不一致。可见，外源

激素不一定是胚胎发生的必要因素，添加适当的

激素可以提高易出胚的胚产量，尚没有找到能使

难出胚的材料出胚的激素配比。

３．３　植物生长调节剂对小孢子胚芽分化的影响

在Ｂ５ 培养基上培养小孢子胚，丛生芽的产

生主要受植物生长调节剂节剂配比的影响。各处

理丛生芽诱导率有很大差异。在Ｂ５ 培养基上附

加０．２ｍｇ·Ｌ
－１６ＢＡ和０．０２ｍｇ·Ｌ

－１ＮＡＡ的

胚分化速度最快，而且分化率达到７５％，这与蒋

武生等［６］的报道相一致。附加０．１ｍｇ·Ｌ
－１ＧＡ３

的分化速度虽然慢，刚接种到培养基的子叶胚只

膨大不分化，但是分化出的均为健壮且整齐的绿

苗，这与张亚丽等［１３］报道不相一致。结果表明，

随着６ＢＡ增加到０．２ｍｇ·Ｌ
－１，胚芽分化率随
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其提高而提高，而增加到０．３ｍｇ·Ｌ
－１时，分化率

反而降低。随着 ＮＡＡ 浓度的增加其分化率越

低。说明ＮＡＡ和６ＢＡ的浓度超过一定量均对

胚的分化率有一定的抑制作用。本试验还发现

０８Ｓ５５５材料的小孢子经胚性愈伤化，从愈伤组织

上分化出不定芽（图１Ｇ，Ｈ），由５个胚成苗１４２

株，其分化率远远超过了一般品种。可见，此品种

具有极强的分化再生能力和较高的分化率。
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