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转草酸氧化酶基因的甘蓝型油菜 (Brassica napus L. )

的苗期人工春化条件探索
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摘　要: 对 4种转草酸氧化酶基因甘蓝型油菜 (Brassica napus L. )苗期人工春化条件进行研究的结果表明 ,

春性和冬性半冬性转基因油菜移栽后 , 4～ 6叶期经适当低温处理后均可正常开花结实 ;转基因苗不移栽直接

在试管中经适当低温处理也可以通过春化阶段 ;春性转基因油菜的春化处理时间长短与开花时间早晚有关 ,

春化处理时间最长的 ,开花也最早 ,与开花株率关系不大 ;冬性半冬性转基因油菜的开花株率与春化处理时间

长短呈正相关 ; 4～ 6叶期转基因半冬性油菜通过春化阶段需时 35～ 40 d以上 ,转基因冬性油菜通过春化阶段

需时 50 d,且适当延长春化时间能促进花期提前。
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Study on Artif icial Vernalization Condition of Rapeseed

(Brassica napus L. ) with Oxalate Oxidase Gene
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Abstract: Arti ficial v ernaliza tion technique of four oriental cultiva rs of transgenic rapeseeds( Brassica

napus L. ) in seedling stag e w as studied. The resul ts show ed that: spring and winter rapeseed (Bras-

sica naus L. ) , in thei r four o r six-leaf stag e, can flow er by proper low tempera ture treatment day s, as

w ell as aseptic seedlings. The f low ering ra te of the spring rapeseed w as less influenced by the treat-

ment days, w hi le tha t of the winter and semi-w inter rapeseed w as influenced by th e t rea tment day s;

Semi-winter rapeseeds(Brassica napus L. ) a t four o r six -leaf stage needed 35～ 40 days t reatments to

pass vernalization, and the effect w as improved by prolonging t reatment days, while w inter rapeseeds

needed 50 d.
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　　陕西地区甘蓝型油菜的主栽品种多为半冬性

和冬性品种 ,其抽薹、成花需要经过春化过程和适

当的光周期诱导。 半冬性和冬性油菜一般在冬季

自然低温条件下通过春化 ,一年只能种植一季 ,受

时令的限制 ,获得的转基因油菜一般等到冬季才

移栽使其完成春化阶段 ,这不仅严重影响分子育

种进程 ,而且会因夏季组培操作易污染带来损失。

孙超才等 [1, 2 ]分别对萌芽种子、子叶期幼苗和三叶

期幼苗进行人工春化条件探索 ,关于转基因油菜

人工春化至今未见报道。本实验室在春季获得一

批转草酸氧化酶基因的冬性及半冬性油菜 ,转基

因试管生根苗已长至 3～ 4叶期 ,移栽成活后均已

长至 4～ 6叶期 ,此时如何有效的进行人工春化处

理是值得研究的问题。
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1　材料与方法

1. 1　试验材料

供试材料为冬性甘蓝型油菜 ( Brassica napus

L. )“ P137” ,半冬性甘蓝型油菜“ 03709”、“ 03603”

和春性甘蓝型油菜“ 04Y335” (“ P137” ,“ 04Y335”

由陕西省大荔杂交油菜研究中心提供 ;“ 03709” ,

“ 03603” 由原陕西省农科院经作所提供 )。分别对

这 4种材料进行根癌土壤杆菌介导的草酸氧化酶

基因转化 ,获得 75株转基因苗 ,后经扩繁为本试

验材料。未转入草酸氧化酶基因的油菜苗为对照。

1. 2　试验方法

春化室设在西北农林科技大学小麦中心 ,在

密闭条件较好的房间里安装 2台窗式压缩机 ,供

昼夜轮流降温使用 ;室内配备若干上、下四层带照

明设备的木制培养架 ,光源采用日光灯 ,光照强度

为 2 000 lx ,温度为 2～ 4℃ ,光照时间 20 h /d。

试验一的材料为移栽于花盆中 4～ 6叶期的

转基因苗 ,春化处理时段分别设 20 d, 30 d, 35 d,

40 d, 50 d, 60 d,以未转基因的组培苗为对照。春

化结束后 ,置于昼 /夜 25℃ /20℃和 16 h /8 h光暗

的温室中 ,待植株现蕾和开第一朵花时记录日期 ,

统计开花株率。

试验二的材料为转基因试管生根苗 ,在三角

瓶中直接人工春化 (对照为未转基因的组培苗 )。

春化处理时间见表 1。春化结束后 ,移栽于盆中 ,

置于昼 /夜 25℃ /20℃和 16 h /8 h光暗的温室中 ,

统计开花株率。

2　结果与分析

2. 1　不同春化时间对转基因油菜春化效果的影

响

春性油菜的春化处理时间长短与开花时间早

晚有关 ,春化处理时间最长的 ,开花也最早 ,与开

花株率关系不大。 图 1、图 2表明: 春性油菜

“ 04Y335”随着春化处理时间延长 ,开花提前 ,但

其开花株率变化不大。 冬性半冬性转基因油菜的

春化处理时间长短与开花时间的早晚及开花株率

都有关。在保证油菜完成春化的前提下 ,春化处理

时间越长 ,冬性半冬性油菜的开花时间就越早 ,当

春化处理时间远远超过其完成春化所需天数时 ,

这种开花早晚差距逐渐缩小。冬性半冬性油菜的

春化处理时间长短与开花株率成正相关。

图 1　油菜开花与春化时间的关系

Fig. 1　 The relationsh ip between flower and

vernalization of oilseeds

图 2　油菜春化天数与现蕾早晚的关系

Fig. 2　 The relat ionship between budding and

treatment days of vernalization

　　同时可以看出 ,在 2～ 4℃条件下 4种甘蓝型

4～ 6叶期油菜经适当低温处理可以正常开花结

实。冬性油菜 “ P137”和半冬性油菜“ 03603”、

“ 03709”四种油菜材料的开花时间均随春化处理

时间的延长而提前 ,而且通过相同天数春化处理

后 ,春性材料“ 04Y335”现蕾开花早于半冬性材料

“ 03603”、 “ 03709”的 , 半冬性 材料 “ 03603”、

“ 03709”现蕾开花早于冬性品种“ P137”。 冬性材

料“ P137”春化处理 40 d后开花率大于 60% , 50 d

后开花率达 100% ;半冬性品种 “ 03603”春化 30 d

后开花率为 100% ,而另外一个半冬性品种

“ 03709”春化 35 d开花率达 100% 。
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2. 2　转基因油菜试管苗春化结果

由表 1可见 ,转基因油菜苗在试管中经适当

低温处理也可以通过春化阶段 ,后正常开花结籽。

冬性材料“ P137”试管苗在 2～ 4℃条件下春化 50

d后正常开花结实 ,半冬性材料“ 03603”、“ 03709”

春化 30～ 35 d后亦正常开花结实 ,而且四种油菜

材料随春化天数的增加 ,现蕾日期均有所提前。本

试验表明转基因试管苗 ,经适当低温处理可以正

常开花结籽 ,而且其体积小 ,占地面积小 ,比转基

因盆栽苗便于操作。但试管苗在长时间的春化处

理过程中易造成转基因苗污染 ,而利用盆栽苗进

行春化不存在此类问题 ,但此法操作不便。试管苗

完成春化后 ,现蕾和开花的时间比组培苗移栽花

盆后再春化的要晚 ,但春化天数愈长 ,这种差别愈

小。 2种方法均有效可根据试验条件灵活选择。

表 1　油菜试管苗开花与春化时间的关系

Table 1　 The relationship between f lower and vernalization for aseptic seedlings

材料
Material

( Fou r-leaf s tage)

处理天数
Treatmen t
days

总株数
Total
plan ts

开花株数
Flow er
plants

开花 /%
Rate of
bloom

现蕾日期
/ (月 /日±天 )
Date of budding

开花日期
/ (月 /日±天 )
Date of bloom

冬性油菜 P137 Winter 50 12 12 100 8 /06± 2 8 /15± 1

30 7 0 0

20 10 0 0

半冬性油菜 Semi-Winter 50 12 12 100 8 /05± 3 8 /15± 1

30 7 2 28 8 /10± 1 8 /17± 1

20 9 0 0

半冬性油菜 03603 Semi-Winter 50 10 10 100 8 /04± 2 8 /11± 3

35 9 9 100 8 /07± 1 8 /14± 2

20 6 0 0

春性油菜 04Y335 Sp ring 40 11 11 100 7 /25± 3 8 /04± 1

30 9 9 100 7 /30± 1 8 /06± 0

20 5 3 60 9 /9± 1 9 /16± 0

3　讨 论

3. 1　油菜的春化材料的选择

低温对植物开花诱导一般可在种子萌发或在

植物生长的任何时期进行 ,有时甚至可在母体正

在发育的幼胚时期进行 ,而有的植物只有在绿体

植株生长到一定大小 ,才能感受低温 [3 ]。

依据作物接受低温的时期不同 ,划分为 2种

春化类型:一类是种子春化型 ,即在种子萌动时就

接受低温春化 ,如大白菜、萝卜等 ;而另一类是绿

体春化型 ,如甘蓝、洋葱等 ,植株需生长到一定大

小才能感应低温而完成春化作用 [4, 5 ]。油菜人工春

化处理以种子春化为主
[5 ]
, 2～ 3叶期春化

[1, 2 ]
孙

超才等有报道 ,本试验结果表明 , 4～ 6叶期冬性

油菜经适当低温处理均可以正常开花结实 ,结合

前人 [2, 5 ]的研究 ,说明油菜在种子 ,子叶期 , 3～ 6

叶期均可通过春化。种子阶段春化不需要光照 ,而

苗期春化需要光照设备。另外试验中还发现 ,在春

化处理同时给予油菜长日照可以加快油菜的生育

进程。

3. 2　油菜人工春化处理时间的确定

油菜的开花率及现蕾早晚与春化天数有关 ,

而春化天数的确立与诸多因素有关 ,如选择的春

化材料所处的生育阶段、材料春冬性质等。即使同

为半冬性油菜但基因型不同的材料所需春化的时

间也有所差异: 半冬性油菜“ 03709”和“ 03603”分

别需 35 d和 30 d。孙超才 [1 ]等利用冰箱冷藏室 ( 2

～ 4℃ )对油菜萌芽种子进行春化的试验结果表

明 ,冬性油菜需 50 d以上完成春化。本研究中冬

性油菜“ P137”在 2～ 4℃和 20 h /d光照条件下与

其相差一周以上 ,其差异是由于春化时期不同产

生的还是由于冬性品种基因型差异引起 ,有待进

一步的研究。

3. 3　转入的草酸氧化酶基因对油菜苗期春化的

影响

本实验的结果表明 ,草酸氧化酶基因的转入

与否和春化通过率并无直接关系 ,但在本试验中

发现个别春化材料既抽薹开花亦结荚 ,但荚空无

籽 , (已转入草酸氧化酶基因的油菜苗和未转化成

功的均有 )。推测可能是由于外源基因随机插入导

致败育 ,或是组培过程中发生突变所致。本试验以

转基因油菜为研究对象 ,其遗传背景可能存在一

些差异 ,其内在机理尚需进行深入研究。
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异系数 30. 42% (表 3)。此性状是单株产量中变异

最大的一个数量性状 ,相关分析表明 ,它与单株产

量为极显著正相关 (r= 0. 8064)。单荚粒数是一个

稳定的产量性状 ,单荚粒数量多 8. 0个 ,最少为

4. 0个 ,极差 4. 0,平均 6. 1个 ,变异系数为 13.

61% ,是在单株产量中变异系数最小的 ,相关分析

与单株产量正相关 ,但不显著 (r= 0. 0801)。百粒

重也是一个比较稳定的产量性状 ,百粒重最大

14. 9 g ,最小 7. 9 g ,极差 7. 0,平均 10. 2 g ,变异系

数为 16. 18% ,相关分析与单株产量相关不显著

(r= 0. 0936)。从以上分析结果可以看出 ,构成小

豆单株产量的主要因素是单株荚数 ,其次是百数

重和单荚粒数。

3　讨 论

通过对黑龙江省 239份小豆种质资源农艺性

状鉴定与评价 ,明确了该省保存小豆种质资源主

要以籽粒红色、中粒类型为主栽品种 ,但根据目前

生产的需求 ,应加强大粒类型品种的创新。在熟期

选择上要根据各地区的生态特点和栽培水平 ,以

中熟品种为主 ,适当搭配早熟和晚熟类型品种。在

小豆种质创新和利用上 ,要想获得高产新种质 ,必

须选择结荚性强的品种 ,才能收到良好的效果。
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