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摘要 :游离小孢子培养已经成为油菜遗传育种和生物工程的重

要内容。由于影响游离小孢子形态发生的因素较多 ,尤其是生

长在大田环境下的植株 ,小孢子发育不一致 ,游离小孢子形态

发生产生频率低 ,因此形态发生诱导率低仍然是限制该技术广

泛应用的一个问题。为此 ,深入和全面了解影响小孢子形态发

生能力及再生体系的各种因素 ,掌握这一领域的研究动态和今

后发展的方向 ,有助于优化油菜小孢子的再生体系、促进油菜

育种。本文总结了油菜游离小孢子形态发生的研究进展 ,并认

为应用分子技术克服小孢子离体形态发生障碍有极大的发展

潜力。

关键词　油菜　游离小孢子　离体培养　单倍体

游离小孢子培养是指在人工条件下离体诱导小孢

子产生胚胎 (或先产生愈伤组织后再诱导产生胚胎 ) ,

再由诱导出的胚胎培养成再生植株的技术。小孢子培

养是单倍体育种的重要手段之一。单倍体是指含有配

子染色体数的植物体 ,即指植物细胞核内染色体组经

一次或几次减数分裂直到不能再进行自然减数分裂的

最基本染色体数的量级。自然界高等植物单倍体出现

的频率很低 ,比如 ,棉花 0. 000 33%～0. 002 5% ,小麦

0. 48% ,玉米为 0. 005% ,油菜 0. 3%。我国已在小麦、

水稻、玉米、烟草、甘蔗、甜菜、油菜等 40多种植物中获

得了花粉单倍体植株 ,其中小麦、玉米、甘蔗、甜菜、橡

胶、柑桔等 19种作物由我国首先培育成功 [ 1 ]。

小孢子通过离体培养和染色体加倍获得纯合二倍

体 ,成为遗传稳定的品系。在育种上 ,可缩短育种周

期 ,增加重组基因型的选择几率 ,这是因为数量性状应

用于选择的加性遗传变异所占比重较大 ,也没有主效

基因的显性效应 ,使得组合内的基因型易于区别 ,世代

间的选择效应更大 ;在物种进化研究上 ,可研究各染色

体组之间的同源或部分同源的关系 ,从而对物种之间

的亲缘关系和物种进化作研究 ;在遗传分析上 ,单倍体

是研究基因性质及其作用的良好材料 ,利用畸变类型

可确定连锁群及基因量的效应等遗传学研究 ;在基因
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定位方面 ,双单二倍体群体 (DH群体 )的等位基因都

是固定的 ,可以用于新标记的作图并重复进行检验 ,特

别适合于抗性等数量性状的分析 ,是一个永久性的群

体。因此 ,把单倍体及加倍单倍体应用于分子生物学

和基因工程 ,特别是应用于 QTL测定和构建作物分子

遗传图谱、筛选和克隆植物基因等 ,以最终获得其知识

产权 ,将是本世纪各国研究和开发的竞争重点和热点。

自 1982年 L ichter
[ 2 ]首次培养成功甘蓝型油菜小

孢子以来 ,小孢子培养技术在油菜上的应用日益成熟。

在品质育种方面 ,利用小孢子离体培养早期筛选低

(高 )芥酸、低硫甙葡萄糖苷的基因型 ,再通过单倍体

加倍技术和结合传统育种手段可获得低 (高 )芥酸、低

硫甙葡萄糖苷的品种 [ 3 ]
;在品种选育方面 ,华中农业

大学和中国农科院油料所利用小孢子培养技术选育出

“华双 3号”[ 4 ]和“中双 9号”[ 5 ]品种等 ;在诱变育种和

突变体筛选方面 ,其研究和应用越来越广泛 [ 6～12 ]
,如

利用小孢子培养阶段将草酸作为抗性诱变剂进行抗菌

核病材料的筛选 [ 8, 9 ]等。同时 ,油菜小孢子培养还用

于基因转化 [ 13, 14 ] , DH群体来构建遗传图谱、基因定位

等。因此 ,单倍体育种有着广阔的应用前景。

游离小孢子培养已经成为油菜遗传育种和生物工

程的重要内容。在国内 ,也已建立了一些有效的技术

体系。但是 ,由于影响该技术的因素较多 ,尤其是生长

在大田环境下的植株 ,小孢子发育不一致 ,胚产生频率

不稳定或难以得到胚状体 ,因此胚状体诱导率低仍然

是限制该技术广泛应用的一个问题。因此 ,了解影响

小孢子胚胎发生能力及再生体系的各种因素 ,以及这

一领域的研究进展 ,有助于采取有效措施优化油菜小

孢子的再生体系 ,将这一技术更为广泛地应用于育种

和基础研究。油菜游离小孢子再生体系包括基因型、取

样时间、低温预处理、消毒、分离小孢子、高温处理 (热

激 )、小孢子染色体加倍、诱变处理、静置培养、震荡培

养、生根培养等几个方面 ,下面就这些影响因子逐一论

述 ,以期对开展这方面研究的同行提供参考。

1　基因型

供试材料基因型是影响小孢子胚状体产量的最主

要因素。这一结果在甘蓝型油菜 [ 15～26 ]、芥菜型油

菜 [ 27 ]和白菜型油菜 [ 28～30 ]上均有报道。不同品种间甚

至同 一 品 种 内 的 个 体 间 , 诱 导 频 率 差 异 显

著 [ 16～17, 31～33 ]。春性材料的产胚量高于冬性材料 [ 21 ]。

周永明和 Scarth
[ 22 ]在供试的 8个甘芥种间杂种材

料中有 4个对培养有反应 ;刘泽等 [ 34 ]报道 ,基因型间

小孢子胚一次性成苗率的变幅为 11. 5%～61. 5% ;饶

勇等 [ 17 ]对 9个甘蓝型杂交油菜组合的 F1代进行离体

小孢子培养 ,结果小孢子胚状体产生的变幅在 0～30

个 /花药之间 ;王汉中等 [ 25 ]通过对 42份甘蓝型油菜的

研究表明 ,不同基因型材料的小孢子产胚率存在明显

差异 ,平均每蕾产胚变幅为 0～11. 67个 ;张国庆等 [ 35 ]

研究甘蓝型油菜小孢子基因型影响植株的再生 ,不同

材料间百分率为 9. 5%～37. 5%。朱家成等 [ 20 ]对 78

个甘蓝型油菜材料进行了离体小孢子培养 ,其中仅 5

个材料获得了再生植株。因此 ,小孢子成胚明显受基

因型的影响。此外 ,在芸薹属的几种植物中利用分子

标记技术 ,已证实了基因位点控制了胚产量和再生能

力 [ 36, 37 ]
, Cloutler等 [ 38 ]也在甘蓝型油菜品种中鉴定出

与小孢子培养反应有关的 RFLP区段等。

有研究表明 ,油菜离体小孢子胚胎发生能力具有

较高的遗传力 (80%以上 ) ,小孢子培养的胚胎发生能

力是可以遗传的 ,表明其胚产量主要由遗传因素决

定 [ 19, 34, 39 ]。李恂等报道 [ 40 ]
,高胚产量的双亲 , F1杂种

胚产量也高 ,低胚产量的双亲 , F1杂种胚产量也低 ,高

胚产量与低胚产量的亲本杂交 ,杂种的胚产量似乎受

母本的影响较大。高胚产量的材料 ,胚出现时间最早 ,

鱼雷状胚较多 ,小孢子发育的同步性较好 ;而其他材料

出现胚的时间较晚 ,鱼雷状胚较少 ,多为心形胚、球状

胚或一些畸形胚 ,小孢子发育同步性差。周永明和

Scarth的研究结果也表明 [ 16 ] ,种间杂种小孢子胚的形

成 ,很大程度上取决于两个种亲本的胚胎发生能力。

如所用的两对亲本具有较强的胚形成能力 ,它们的杂

种也具有相对较高的胚产量。一些材料的正反交间胚

产量明显差异表明 ,细胞质对杂种小孢子胚胎发生起

作用 ;但另外一些材料的正反交组合间却不显著 ;而改

变供体植株的种植条件 ,正反交间的差异也随之缩小。

张凤兰和高田义人认为 [ 19 ]
,甘蓝型油菜小孢子胚发生

能力由基因的加性和显性核效应控制 ,以加性效应为

主 ,受具加性效应的 2个基因位点控制。正反交的胚

发生能力无显著差异 ,小孢子胚发生能力不受细胞质

因子的影响。因此 ,细胞质对杂种小孢子胚胎发生的

作用是与品种和栽培条件有关。

一般而言 ,杂种 F1代小孢子产胚率具有明显的杂

种优势 ,或与具高胚发生能力的亲本相近 ,或与双亲中

亲值接近 ,这可能与所用的材料遗传背景的差异有

关 [ 19, 23, 31, 34 ]。可以通过将无胚或难成胚材料的品种与

高胚发生能力的品种杂交的手段 ,将控制高胚发生能

力的遗传因子导入到无胚发生能力的基因型中 ,通过

遗传改良的方法扩大能诱导出小孢子胚胎发生的基因

型范围 [ 23, 19 ]。
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甘蓝型油菜为常异交作物 ,品种群体或由品种杂

交形成的 F1有一定程度的异质性 ,因此 ,同一材料不

同单株间胚状体发生能力亦有差异。因此 ,小孢子培

养最好单株取材 ,特别对难成胚材料或对培养反应低

的材料 ,通过在群体内多选株试验和单株培养 ,有可能

从中筛选得到反应较好的植株 [ 23, 31 ]。

2　取样

2. 1　供体植株生长环境

供体植株的来源有生长室 (人工气候室 )、温室和

大田。来自生长室的供体植株 ,其初花期花蕾中处于

单核期至双核期的小孢子占 95% ,无三核期小孢子 ,

小孢子成胚率高 ;而取自普通温室的供体植株 ,同一发

育时期的花蕾中处于单核期至双核期的小孢子百分数

只占 75% ,三核期小孢子占 21%
[ 41 ]

;而取自大田供体

材料污染率高、小孢子发育时期不统一且活力差 ,小孢

子培养的脱分化启动及胚状体诱导均较困难 [ 42, 43 ]
,因

而能培养成功的基因型数量及其产胚频率明显降低。

花蕾中小孢子发育的一致性对胚状体的再生有很

大影响 ,即单核晚期的小孢子多 ,胚状体再生频率高 ;

反之小孢子发育一致性差的材料 ,胚状体再生频率

低 [ 44 ]。供体植株种植在生长室中比种在温室的植株

花蕾小孢子同步化程度较高 ,有利于找到最佳时期接

种 ,同时小孢子核质指数高 ,新陈代谢活跃 ,有利于孢

子脱分化 ,促进胚胎发生 [ 45 ]。

供体植株生长的温度条件是影响小孢子培养的重

要因素 ,植株生长在较低的温度条件下 ( 10 ℃白天 ,

5 ℃黑夜周期 )有利于胚状体的形成 ,能显著改善杂种

小孢子胚产量和质量 [ 15～16, 25, 42, 45 ]。周永明和 Scarth报

道 [ 16 ] ,当供体植株种植在昼 /夜温度为 21 /16 ℃条件

下 ,两个白菜型油菜亲本 ,一个具有相对较高的胚产

量 ,而另一个在多次重复试验中均对培养无反应。但

是 ,当把其种植在低温 (昼 /夜温度 10 /5 ℃)条件下

时 ,两者间的差异明显缩小。分期播种对胚状体形成

无明显不利影响 ,并能延长供花期 [ 46 ]。

2. 2　取样时期

在油菜游离小孢子培养中 ,小孢子的发育时期是

影响小孢子培养的关键因素。研究表明 ,油菜小孢子

培养的最佳时期是单核晚期 (单核靠边期 )和二核早

期。在此之前进行培养 ,由于小孢子缺乏相应的机制

而不能感受培养条件的诱导 ,因此不能启动胚胎发生

途径 ;当小孢子发育到近成熟花粉时 ,由于雄配子体已

过度分化 ,也不能诱导启动胚胎发生途径 [ 47 ]
;此外 ,发

育过晚的小孢子会产生某种有毒物质抑制胚状体的产

生 ,所以发育过早或过晚取样的小孢子都不宜小孢子

的胚胎发生 [ 44～45, 48 ]。

确定单核期小孢子发育的最适宜的取样时期有 4

种方法 :

(1)镜检 :确定小孢子发育时期的最直接、有效的

方法是镜检。通过醋酸洋红压片或荧光染色观察 ,镜

检小孢子发育时期 ,选取处于单核晚期至二核早期的

小孢子进行培养。

(2)花蕾大小 :花蕾大小反映小孢子发育进程 ,也

是小孢子发育时期的外部形态标志。有研究认为 ,以

蕾长 2. 0～3. 0 mm较好 [ 20, 25, 28, 40, 46 ]
;另一些报道认为 ,

2. 5～3. 5 mm
[ 21, 31, 49 ]或 3～4 mm的花蕾处于单核靠边

期 [ 7, 32, 50, 51, 52 ]
,还有些报道则认为 ,大小为 3. 8～4. 5 cm

的花蕾中 ,单核晚期小孢子占 75%以上 ,小孢子发育

一致性高 ,再生胚状体最多 [ 45, 50 ]。这些差异可能是由

于所用材料的基因型不同而造成的 ,与植株的生长环

境也有一定关系。

(3)开花时间 :大部分研究报道 ,最适宜取样时间

为主花序第 1朵花开后 3～7 d,此时小孢子核质指数

高 ,新陈代谢活跃 ,有利于孢子脱分化 ,最适合于培养

且成胚率较高 [ 15, 40, 42, 44, 46, 49, 50 ]。牛应泽等报道 [ 49 ]
,主

花序第 1朵花开后 6天左右 , 70%的小孢子为单核晚

期 (胚数为 7 /蕾 ) ,第 9天取样 40%为单核晚期 (胚数

为 0. 2 /蕾 ) , 12 d没有胚。祁永琼等 [ 44 ]的研究也表

明 ,最适取材时期是主花序第 1朵花开后第 4天 ,此时

的花蕾产胚率最高 ,单核晚期的小孢子占 80%左右 ,

小孢子发育同步高 ,有利于再生出胚状体 ,再生的胚状

体数目最多 ,取材时期过早或晚得到的胚状体就很少。

但也有报道认为 [ 20, 25 ] ,取始花期前、后一周或第 1朵

花开后的 3～12 d的花蕾培养效果最好 ,此时处于单

核靠边期及双核早期的小孢子在小孢子群体中所占比

例较大。以开花时间为标准的取样时间因品种、气候、

栽培环境等因素而有所差异。

(4)花药颜色 :李恂等 [ 40 ]报道 ,当花药为黄色或黄

带点绿时 ,小孢子发育时期为三核期 ;当花药为黄带绿

时 ,大多数小孢子发育时期为二核期 ,少数为单核晚

期 ;当花药为绿带黄和绿带点黄时为单核期 ;当花药为

绿色时为单核早期。因此 ,在小孢子培养中 ,取花药颜

色为绿带黄或绿带点黄最为适宜。这个结果与刘勇

等 [ 46 ]的报道是一致的。

除此之外 ,就取样部位而言 ,有的学者认为取主花

序花蕾效果较好 [ 20, 42 ]
,有的则认为主花序和上部一次

分枝花序上的花蕾培养效果一致 [ 25, 28, 53, 54 ]。在进行品

种间小孢子培养产胚率比较时 ,为了消除可能的单株
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间差异 ,每个基因型每次取 3～5株上的花蕾混合较

好 [ 34 ]
;而为了筛选高胚率材料 ,单株取样效果较好。

同一材料第一天取的蕾培养效果好 ,第二天取的蕾培

养效果则不一定好 ,这可能与田间植株每天所遇到的

自然气候不同有关 ,因此一个材料往往需要重复接种

培养 [ 47 ]。

3　低温处理

有些文献报道 ,接种前的低温预培养可显著提高

胚状体诱导频率 [ 35, 44, 46 ]
,花蕾于 4～8 ℃处理 6～12 h

效果较好 [ 25, 47 ]
;或低温预处理以 4 ℃、1～2 d对脱分

化启动最为有利。时间过长 ,则小孢子活力降低 ,花蕾

采集后马上进行培养 ,小孢子活力虽高 ,但脱分化频率

却很低 [ 20, 42, 49 ]。但也有另外的报道认为 ,花粉在花药

中的低温预培养是多余的 ,对胚状体再生影响不大 ,不

经低温预处理也可获得高的成胚率 ,反而低温预处理

时间越长 ,胚状体产生有所下降 [ 45, 50, 55, 56 ]。这可能与

供体植株的生长环境有关。如有些冬油菜在 1, 2月份

开花取样 ,此时夜晚温度比较低 ,早上取的材料已经低

温处理 ;还有的供体植株来源于生长温度较低 ( 10 /5

℃,白天 /黑夜 )的人工气候室 ,对这些材料进行低温

处理 ,效果不明显 ,反而处理时间过长 ,小孢子活力下

降 ,导致胚状体产量下降 [ 44 ]。

还有研究认为 ,低温预处理的效果与所采用的基

因型不同而表现各异。如花蕾于 4～8 ℃的冰箱中进

行处理 ,有的基因型的小孢子能形成大量的胚 ,有的则

形成少量胚 ,有的则细胞不分裂 [ 47 ]。

此外 ,国内油菜小孢子培养的供体植株一般来自

于大田自然环境 ,可供取样的有效时间很短 ,供体材料

低温有效保存时限的长短对延长取样培养时间、有效

缓解大田材料取材与培养之间的矛盾具有重要作用。

朱彦涛等 [ 43 ]研究了供体材料低温预处理的方式、

处理时间和花序长度对小孢子产胚率影响 ,结果表明 ,

花序的冷冻处理 ,其小孢子无胚胎发生能力 ; 1～3 cm

长的花序冷藏处理 ,一般适于 4天内取蕾培养 ; 10～20

cm长的花序冷藏处理 ,一般适于 8天内取蕾培养 ; 30

～40 cm长的花序冷藏处理 ,一般适于 10天内取蕾培

养 (时间长 ,要求 NLN培养和散射光 )。对花蕾冷藏处

理 ,一般适于 1天内取蕾培养 ,超过 1天则花蕾发黄 ,

小孢子的生活力迅速下降。其原因可能是 ,随着花序

长度的增加 ,体内一些抑制胚胎发生的物质浓度降低 ,

花序离体贮存对小孢子的不良影响程度就越小 ,维持

小孢子生活力所需的正常营养物质的合成和供应也就

越充分 ,因而适宜于培养的时间也就相应延长。

朱彦涛等 [ 43 ]的研究还表明 ,随着所处理花序长度

的增加 ,培养材料的污染率也大大降低。花蕾冷藏若

超过 1天 ,则培养材料的污染率明显上升 ,经统计达

66. 67% ;在处理花序中 ,供试材料冷藏若超过 4天 ,则

污染率由 4天内的 15. 63%增加到 43. 75% ,也呈上升

趋势。处理花序的污染率明显低于处理花蕾 ,这可能

是由于花蕾柄较短 ,细菌很容易从花蕾柄伤口处进入

花蕾 ,致使表面消毒难以真正达到完全杀灭细菌的目

的 ;而对于花序来说 ,细菌进入外植体的距离较长 ,其

屏障作用相应增强 ,污染率则相应降低。

4　材料消毒和小孢子的分离

将花蕾 (或花序 )放入 10 cm试管 ,用 70%酒精消

毒 0. 5～1 m in,再经次氯酸钠 (含有效成分 5%～7% )

或 0. 1%升汞消毒 10 m in,无菌水冲洗 3～5次 (每次 3

～5 m in)。分离小孢子所用的溶液为 B5无激素培养基

(B5大量元素、微量元素、铁盐、有机物 , pH 5. 8～

6. 0) ,为了保持一定的渗透压 , B5培养基的蔗糖浓度

为 10%～13% [ 7, 20, 22, 25, 32, 33, 40, 44, 46 ] ,也可用 1 /2浓度的

B5培养基
[ 16, 33 ]。再将已灭菌的花蕾在上述 B5洗液中

用玻璃棒轻轻将花粉挤出 ,经 300～400目尼龙网膜过

滤到离心管里 , 800～1 000 r/m in离心 1～5 m in,去掉

上清液 ;再加入 B5培养液 ,于同样转速下离心 1～5

m in,去掉上清液 ,重复 2～4次 [ 16, 25, 28, 31, 52, 54, 57 ]
;最后倒

出上清液 ,向离心管中加入 NLN213或 NLN216液体培

养基 (含 NLN大量、微量、铁盐和有机成分、13%或

16%的蔗糖 , pH 5. 8～6. 0)悬浮小孢子 ,并稀释到所需

的密度 ,然后分装到培养皿 ( 2～4 m l/皿 ,Φ60 mm )中

或小三角瓶中培养。

小孢子培养密度直接影响小孢子的成胚数 ,浓度

过高过低均会降低供试材料的成胚数。用血球计数板

测定每毫升小孢子密度 , NLN213或 NLN216液体培养

基调节小孢子浓度为 0. 75～1 ×10
5个小孢子 /m l

[ 40 ]
,

或为 (2～8) ×10
4

/m l
[ 46, 58 ]。小孢子密度也可以用每

毫升培养基接种花蕾数来表示。官春云报道 [ 41 ] ,培养

密度以 1蕾 /m l效果最好 ,而小孢子密度在 0. 75蕾 /

m l和 1. 25个蕾 /m l的处理 ,其小孢子的成胚率和鱼雷

型胚的百分率均不及 1蕾 /m l处理的一半。这个结果

同余凤群和刘后利 [ 23 ]、祁永琼等 [ 44 ]、胡武强和朱彦

涛 [ 33 ]、李秀萍和杜德志 [ 21 ]的报道是一致的。而有些

文献报道 ,每毫升培养基接种 1. 2～2个花蕾的小孢子

较适宜 ,超过 2个花蕾其胚产量下降 ,甚至不能形成胚

状体 [ 20, 25, 31, 47, 49, 59 ]
,也有接种 0. 4

[ 17 ]或 0. 5个花蕾 /m l

的报道 [ 58 ]。
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5　小孢子的诱导培养

5. 1　热激

诱导小孢子再生胚状体 ,起始培养温度是一个很

重要的因素 ,当小孢子接种到培养基上 ,需要高温条件

来启动分裂和改变小孢子的定向过程 ,从配子体发育

方式变为孢子体发育方式。对大部分基因型来说 ,胚

状体产生的频率在 32 ℃时最高 ;低温培养 ,胚的质量

较好 ;而变温处理 (32 ℃, 1～3 d,接着 25 ℃左右 2～3

周 ) 效 果 最 佳 , 可 得 到 优 质 高 产 的 胚 状

体 [ 15, 16, 22, 25, 28, 42, 44, 46, 47, 49, 52, 58, 60～62, 59 ]。

周伟军等报道 [ 54 ]
,对油菜分离小孢子分别进行

32 ℃和 30℃热激暗培养 3 d和 7 d处理后转入常温下

培养 ,其胚胎发生好、产胚率高 ,获得了大量正常胚体。

Keller和 A rm strong
[ 56 ]将小孢子先经 35 ℃, 18～36 h

预培养 ,再在 25 ℃下连续培养时 ,得到的小孢子胚数

最高。而 Iqbal等 [ 63 ]、Mollers等 [ 64 ]、李恂等 [ 40 ]、张冬

青等 [ 32 ]和顾宏辉等 [ 57 ]对油菜分离小孢子进行 30 ℃暗

培养 5～14 d,也取得了较为理想的结果。宋来强

等 [ 31 ]、胡武强和朱彦涛 [ 33 ]报道 ,起始培养 1～2 d给予

33 ℃左右的高温处理有利于小孢子诱导 ,表明一定温

度的热激处理均能获得良好胚状体。热激处理的小孢

子培养反应有明显提高 ,而未经高温培养的处理基本

上没有胚状体发生 ,表明高温热激是小孢子培养诱导

胚状体成功的关键步骤 [ 31 ]。高温可能使小孢子发育

同步化 ,增加处于发育周期中诱导敏感阶段的小孢子

数 [ 65 ]。

田保明报道 [ 65 ]
,甘蓝型春油菜用 30℃预培养 14 d

最适宜 ;甘蓝型冬油菜用 35 ℃培养 1 d后 ,接着用

30 ℃培养 6 d的预处理 ,得到的胚数最高 ;白菜型油菜

作材料时 , 35 ℃预处理 2 d对激励胚的形成效果最好。

可见 ,不同基因型与高温处理存在明显的相互作用关

系 ,若用新的基因型需对高温处理和处理时间进行相

应调整。

5. 2　单倍体加倍

油菜离体培养单倍体的自然加倍现象普遍存在于

离体小孢子细胞分裂、胚胎形成、植株营养生长和生殖

生长时期 [ 66 ]
;但频率较低 ,约为小孢子再生植株群体

的 10%～30% [ 67 ]。而一些基因型的油菜花粉胚状体

再生的绿苗 ,尽管经过多次继代培养 ,染色体仍很难自

然加倍 [ 68 ]。

单倍体加倍通常用秋水仙碱来处理 ,秋水仙碱处

理后的小孢子再生植株中双单倍体频率为 44% ～

93% [ 67 ]。秋水仙碱处理方式有整株、浸根、芽、小孢子

诱导的胚、分离的小孢子等。有研究报道 ,秋水仙碱处

理整株 ,有 53%的处理植株结实 ,但植株生长迟缓 ,结

实率下降 [ 58 ] ;用秋水碱处理小孢子再生植株的根或芽

所产生的二倍体植株多是可孕和不孕花共生的嵌合植

株 ,自交后产生的单株种子很少 ,难以达到遗传和育种

所需的群体量 [ 68, 69 ]
;用秋水仙碱处理小孢子诱导胚 ,

植株加倍率为 32% ;秋水仙碱直接处理刚分离的离体

小孢子 ,可使 67%～92%的染色体加倍率 ,同时还刺

激了培养小孢子的胚胎发生 ,能获得大量发育正常的

油菜胚体 ,从而提高植株再生率 [ 57, 58, 61, 62, 67, 70～72 ]
;此

外 ,秋水仙碱处理小孢子 ,其再生植株全株的花均能自

交结籽 ,嵌合植株很少 [ 68, 69 ]。

近几年来 ,在直接用秋水仙碱处理刚分离小孢子

以提高二倍体频率方面作了较多研究。在甘蓝型油菜

处理浓度和处理时间方面 , Zhao等 [ 60 ]用 10 mg/L秋水

仙碱处理 42 h后 ,再稀释至 5 mg/L培养出胚 ,小孢子

胚发生频率 15%以上 ,经秋水仙碱诱导出胚的再生植

株的二倍体率为 90%。石淑稳等报道 [ 68, 69 ]
,分离的小

孢子在含 10～50 mg/L秋水仙碱的 NLN培养基中处

理 48 h后 ,再生植株加倍率 80%以上。Hansen和

Andersen
[ 61 ]报道 ,秋水仙碱处理油菜小孢子的浓度在

40 mg/L以下时 ,能略微提高胚产量 ;当浓度高于 120

mg/L时对出胚有负作用 ;处理时间以 12 h为最好。

Chen等 [ 73 ]用 500～1 000 mg/L秋水仙碱处理刚分离

的小孢子 8～20 h,获得了平均 70%二倍体加倍频率。

Mollers等 [ 64 ]用 50 mg/L秋水仙碱对油菜小孢子进行

处理 24 h后 ,得到 80%～90%的二倍体胚 ; 10 mg/L秋

水仙碱处理 72 h,二倍体胚体达 80% ,其再生的植株

与正常的二倍体植株无差异。Zaki和 D ickinson[ 71 ]的

研究结果表明 ,用秋水仙碱 25 mg/L处理油菜小孢子

12 h能显著提高胚产量 ,长时间及高浓度处理会抑制

胚产量。秋水仙碱作用于小孢子第 1次有丝分裂前

期 ,促进了小孢子对等分裂数量 ,激活小孢子从配子体

向孢子体发育。秋水仙碱直接处理小孢子对于小孢子

反应差的基因型提高出胚潜力优于反应好的基因型。

在白菜型油菜秋水仙碱处理刚分离小孢子的处理浓度

和时间方面 ,顾宏辉等报道 [ 28 ]
,白菜型油菜的分离小

孢子用 0. 8 mg/L秋水仙碱处理 2 d,能显著地提高出

胚产量 ,比对照未处理胚产量高 33. 5% ,再生植株二

倍体率达 74. 3% ;而过高秋水仙碱浓度 (4～20 mg/L)

未能提高出胚产量 ,且对胚状体萌发和小植株再生产

生不利影响。这表明白菜型油菜分离小孢子对秋水仙

碱处理可能更为敏感。

综上所述 ,利用分离小孢子直接进行秋水仙碱加
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倍染色体处理的加倍技术具有操作方便、省工省时、加

倍效率高、废液少等优点 ,更为安全、快速和有效 ,是油

菜小孢子培养中一种最具应用前景的染色体加倍方

法。

5. 3　诱导培养基

培养基的配方在很大程度上决定小孢子胚胎发生

的诱导率。自从 L ichter于 1982
[ 2 ]年使用和改进了培

养基 (NLN培养基 )后 ,很多实验都证实了该培养基对

诱导小孢子胚状体形成的有效性 ,并基本沿用该培养

基 [ 7, 15, 16, 23, 25, 40 ]。Keller和 A rm strong报道 [ 56 ]
,将大量

元素降至 NLN的 1 /2时 ,能提高胚状体频率 ;而在 B5

和 MS培养基上未能诱导形成胚状体。余凤群和刘后

利报道 [ 23 ]
,培养基成分以 NLN为最佳 , 1 /2 MS和 1 /2

B5培养基上仅能形成少量胚状体 ;培养基的 pH以 5. 8

为佳 ,提高 pH至 6. 8和 7. 8,显著不利于胚状体形成

和发育。王亦菲等 [ 42 ]比较了 NLN、B5、MS基本培养基

对小孢子培养胚状体诱导频率的影响 ,发现其中 NLN

的效果最好 , B5次之 ,MS最差 ,无胚状体产生。

培养基的形态有固体、液体和固液双层培养基 ,液

体培养基诱导小孢子胚的形成优于固体培养基。

L ickter
[ 2 ]在甘蓝型油菜的花粉培养中 ,用液体培养基

成功地增加了小孢子胚的数量。 Keller和 A rm2
strong

[ 56 ]的研究也证明了游离小孢子液体悬浮培养的

诱导频率远高于固体培养基 ,除能增加胚的数量外 ,胚

的发育也更好些。还有研究表明 [ 72, 74 ]
,采用液固双层

培养基不仅可以提高小孢子胚胎发生率与胚产量 ,而

且对于促进小孢子胚的正常发育效果非常显著 ,同时

对胚胎发生较难的基因型效果也很明显。液固双层培

养基中的固相层好象一个营养库 ,它向液相层缓慢地

释放养分 ,为发育中的胚状体持续不断地供给营养。

而王蒂等 [ 75 ]报道 ,在花粉培养中以液体浅层培养产生

的胚状体最多 18. 2% ,固体 2. 7% ,双层 8. 4% ,这可

能与实验所用的材料不同有关。NLN培养基的有机

添加物应避免高温消毒而失活 ,故使用前要用 0. 22

μm孔径的无菌滤膜过滤灭菌。

5. 4　碳源及浓度

芸薹属植物小孢子培养基几乎均是以蔗糖作为碳

源 ,用 13%麦芽糖代替蔗糖效果不佳 [ 23 ]。甘蓝型油

菜小孢子诱导的蔗糖浓度通常以 13% 较 适

宜 [ 7, 15, 22, 40, 42, 47, 49, ]。宋来强等 [ 31 ]在培养基所含蔗糖浓

度的对比试验中 ,含蔗糖 13%的处理对胚状体诱导和

发育的综合效果最好 ,而 9%和 17%两处理均未获得

成熟胚状体。但在余凤群和刘后利 [ 23 ]的实验中 ,

Topas、中油 82 l和保 604 ×Topas以 13%的蔗糖可获得

最高胚状体产量 ,而华双 1号则以 l0%浓度的蔗糖最

佳。因此 ,不同材料可能对蔗糖浓度的需求略有差别。

也有研究认为 [ 16, 23, 33, 42, 50 ] ,采取换液和改变蔗糖

浓度进行培养的方法有利于胚状体的发生。起始培养

用 16%～17%高浓度的蔗糖 ,这为小孢子起始培养时

维持其活力提供了较合适的渗透压 ,以及对小孢子的

启动和胚状体的诱导都是必须的。但是 ,过高的蔗糖

浓度则对小孢子的进一步发育产生抑制作用 ,而较低

的蔗糖浓度 (13% )有利于胚状体的发育。因此 , 2～3

天后 ,更换为 NLN213培养基 ,这样可将起始培养阶段

释放出的毒素物质清除掉 ,并增加新鲜氧气而有利于

胚状体的发育 ,为小孢子进一步分裂和发育提供较合

适的条件。

余凤群等认为 [ 76 ] ,蔗糖浓度对小孢子生长和发育

影响显著 ,挽救球型形、心形胚和畸形小胚 ,用含 13%

的蔗糖和 NLN培养基效果最好 ;挽救鱼雷形小胚 ,蔗

糖浓度可降至 2%～8%。有研究报道 [ 28 ]
,从起始培

养高糖浓度后转入低糖浓度培养并不能提高白菜型油

菜小孢子培养的出胚产量 ,且相对较低糖浓度更有利

于出胚。白菜型油菜在 10%蔗糖浓度的 NLN210培养

基上培养 2 d后换成新鲜培养液 ,能显著提高出胚产

量 ,比不换培养液的胚产量高 1. 5倍 ,更换培养液还能

明显改善胚状体质量。因此 ,白菜型油菜小孢子培养

要求的较适宜蔗糖浓度较低 ,在低糖浓度下更换培养

液能显著提高出胚产量。

5. 5　激素

关于激素对油菜小孢子胚状体发生的影响 ,不同

研究者结果不尽相同。不同种类激素效果不同 ,不同

供体材料反应不一致。

刘雪平等 [ 59 ]在 NLN216和 NLN213的培养基中分

别加入 0. 1 mg/L 62BA ,结果表现出对小孢子再生胚有

明显的促进作用 ,再生胚的频率比对照增加 26枚 /皿 ,

经分析达到显著水平。石淑稳等 [ 47 ]在 NLN213培养液

中培养加入低浓度的 2, 42D ( 0. 01～0. 1 mg/L ) ,或者

与 0. 05 mg/L的 62BA配合 ,结果对甘蓝型油菜某些品

种 (系 )和杂种小孢子胚胎发生表现促进作用。张国

庆等 [ 35 ]和周伟军等 [ 70 ]在培养基中加入 62BA促进了

胚萌发和小孢子胚再生。余凤群和刘后利报道 [ 23 ]
,以

NLN213为基本培养基 ,应用 7种激素 ,试验结果表明 ,

部分激素的作用达显著或极显著水平。2个对激素需

求有差别的材料一致表现为 ,加入 IAA不起作用 ,加

入 NAA、BR (油菜素内酯 )具有负作用或没有作用 ,而

加入 62BA可显著或极显著提高胚状体产量 ;而用不

含激素的培养基已在 35个材料中得到胚状体。
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王亦菲等 [ 42 ]在诱导培养基中曾单独或配合使用

过 0～2 mg/L 62BA、KT、2, 42D、GA3 ,发现在诱导培养

中各种植物激素的作用不大 ,有些甚至有抑制作用。

余凤群等报道 [ 76 ] ,在 NLN培养基中 ,激素对小胚状体

的进一步增大作用不大 ,用不含激素的 NLN培养基效

果最好。石淑稳等报道 [ 77 ]
,属间杂种小孢子在不附加

任何激素的 NLN培养基上产生了 3. 9个胚状体 /花

药 ,在附加 2, 42D 0. 01 mg/L的同样培养基上仅产生

0. 98个胚 /花药 ,在附加低浓度的 NAA和 BA的处理

中则未产生胚状体 ,表明激素在这一基因型小孢子胚

的诱导过程中是不必要的。 Polsoni等认为 [ 48 ]不含激

素的 NLN培养基有利于胚启动和胚质量的提高。

综上所述 ,在甘蓝型油菜小孢子培养中 ,因材料不

同 ,适量加入不同种类激素可提高胚状体产量 ,但激素

可能并不是甘蓝型油菜形成小孢子胚状体的必需条

件。另外 ,激素对难成胚材料的作用不大 [ 23 ]。

5. 6　活性炭等添加物

活性炭对油菜小孢子胚状体发生的影响同激素相

似 ,不同的供体材料、不同的研究者结果不尽相同。有

研究报道 ,培养基中加入活性碳可提高胚状体诱导频

率 [ 15, 76 ]。培养基中滴加 1滴 1%活性炭琼脂悬液 ,其

胚状体产量为 1. 2个花蕾 ,而未加的对照仅为 0. 2个 /

花蕾 [ 31 ]。采用含活性碳的 NLN固液双层培养基 ,可

大大提高产胚的基因型范围及产胚率 [ 54, 57, 28, 72 ]。在含

活性碳的固液双层培养基上 , 10个供试材料中有 7个

获得了小孢子胚 ,产胚量最高的达 580个胚 /蕾。而在

单层液体培养基上 ,仅有 4个基因型得到了胚 ,最高产

胚量为 48个 /蕾。前者比后者平均产胚率提高 1～10

倍 [ 78 ]。

Mathias认为 [ 72 ] ,在培养基的固相层中使用活性

炭 (1% ) ,消除了液相层由培养细胞释放的抑制胚胎

发生的毒性物质 ,如酚醛树脂和 52羟甲基糠醛 ,后者

是蔗糖经高压消毒产生的一种抑制物质。活性炭还会

通过吸收植物生长激素和细胞激动素对培养基中的激

素含量进行有益的调节 ,也能吸收对植物细胞有潜在

毒性的脱落酸。

对生长在大田环境下的甘蓝型油菜 ,活性炭确实

能有效提高小孢子胚胎发生。但也发现有些材料即使

加入活性炭也得不到胚状体 ,或者只产生少数的几个 ,

活性碳对小孢子再生胚促进效果不明显 ,可能由于这

些基因型的小孢子脱分化启动特别困难 [ 42, 70, 74 ]。

其它添加物如 L2脯氨酸 200 mg/L、谷氨酰胺 800

mg/L则对胚状体的诱导有促进作用。其中 , L2脯氨酸
有明显的加速小孢子分裂和胚状体发生的作用 ,首次

观察到小孢子分裂的时间要比对照提前 5 d。

L2脯氨酸具有促进小孢子脱分化启动、使小孢子首次
有丝分裂发生时间提前的作用 ,这可能与脯氨酸能提

高小孢子的抗逆性、增强小孢子的活力有关。谷氨酰

胺则对胚状体的继续正常发育有利 ,两者配合 ,能降低

畸形胚的发生频率 ,从而提高再生植株频率 [ 45 ]。

有研究报道 [ 56 ]
,在培养基中添加 20 mg/L的多菌

灵和链霉素 ,小苗没有被污染或很少污染 ,成苗率达

95%以上 ;而对照只有 75%～80%的胚状体发育成

苗。多菌灵和链霉素可以抑制真菌和细菌的生长 ,从

而提高了胚状体的成苗率。

6　游离小孢子胚的发育

单核晚期小孢子在 NLN液体培养基和适合的培

养条件下培养 1～3 d,首先可观察到细胞膨大和第 1

次分裂 , 3天后进行核均等分裂形成 2细胞原胚 , 4～5

d后部分细胞进行多次分裂 ,形成 2、3、多细胞团 , 7～

10 d可见到球状和心形胚 ,随后发育成鱼雷型胚和子

叶型胚 [ 44, 48, 79 ]。小孢子发育和小孢子胚胎发生进程见

图 1
[ 48, 79～81 ]。

图 1　小孢子发育和小孢子胚胎发生进程

心型、鱼雷型和子叶型胚属于正常胚 ,它们的两极

性发育良好 ,其中一端具有类似下胚轴结构 ,形成胚

根 ;另一端常形成具有不完全的二裂片子叶结构 ,形成

胚芽 ,这样的胚再生频率高。而球型多细胞团的再生

植株频率较低 ,主要是由于极性发育较差 ;畸形胚则不

能再生成苗 ,这两类胚状体的分化均不完全 ,有的只长

根不分化苗 ,有的颜色变褐而死 ,有的形成白化苗 ,因

此小孢子发育再生成植株的频率常取决于胚的早期正

常发育 [ 56 ]。

(未完待续 ,见下期 )
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