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7　胚的培养及植株再生

7. 1　培养方式

经过高温处理后的小孢子 ,在 24～25 ℃黑暗条件

下静置培养 2～3周 ,并保持良好的通气状况 ,促进胚

的形成。胚龄是指从接种到胚被转移至固体培养基

上 ,这段时间的长短 [ 42 ]。诱导植株再生最适合的胚龄

是 27 d, 0. 2～0. 3 cm大小的胚比 0. 6～0. 8 cm的胚

好 [ 59 ]。当肉眼可见胚状体 (球状至鱼雷状早期 )后 ,可

以采用以下两种方法进行培养 :

(1)静置培养 :将胚直接转入蔗糖浓度为 2%的固

体培养基培养 [ 35, 48, 59 ] (培养基类型有 B5
[ 16, 20, 28, 44 ]、

MS[ 32, 49, 72 ]、1 /2 MS或 1 /2 B5
[ 21, 35, 57 ] )、22～25 ℃,和

16 h光周期条件下培养箱以诱导植株再生。培养基成

分和形式对植株再生也很重要 ,有研究表明 , 1 /2 MS或

1 /2 B5培养基比 MS或 B5培养基效果要好
[ 35 ]

;也有报

道认为 ,胚从 NLN液体培养基转到半固体 B5培养基

培养 3 d后再转至固体 B5培养基 ,比从 NLN液体培养

基直接转到固体培养基的培养方式相对较好 ,可提高

胚再生频率 [ 40 ]。

胚培养 5～10 d,如同种子萌发一样 ,子叶颜色由

黄变绿 ,两极萌动 ,胚根伸长 ,并长满白色根毛。进一

步培养观察 ,胚发育成具有 2～4片真叶的小植株 ,但

有的胚形成茎状绿色组织。这是由于心型胚、鱼雷型

胚和子叶胚具有下胚轴结构 ,形成胚根 ;另一端形成常

具有不完全的二裂片结构 ,形成胚芽。而球型胚状体

和畸型胚状体转移到培养基后 ,分化不完全 ,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

此胚状体发育成植株的频率取决于胚状体的类型 [ 52 ]。

(2)振荡培养 :当肉眼可见胚时 (球状至鱼雷状早

期 ) ,添加或更换新鲜的 NLN培养基 ,将胚转移至温度

为 24～25 ℃、转速为 45～50 r/m in
[ 25, 32, 42, 57, 64 ]或 60～

120 r/m in
[ 16, 20, 40, 47, 72 ]条件下暗培养 ;或在同样温度、40

～80 r/m in转速下 12～16 h光照下培养 [ 16, 28, 44, 48, 49 ]。

振荡培养 7～10天后 ,胚直接转入固体培养基培养中

培养 ,培养条件同静置培养一致。

有研究认为 ,振荡培养有利于胚发育 ,能改善培养

皿内的通气状况 ,降低有害代谢物质在胚状体周围的

累积 ,减少畸形胚比例 ,有助于培养体的同步发育 ,显

著促进幼胚的存活并提高幼胚的质量 ,从而提高正常

的再生植株频率 [ 42, 65, 78 ]。比较静态和振荡培养结果 ,

振荡培养的第 3周便可获得 41%的双子叶胚 ,而静态

培养仅为 16%。静态培养获得的胚为灰白色 ,透明

状 ,振荡培养的胚为黄色、不透明 [ 48 ]。

此外 ,振荡培养前的转瓶方法 ,用三角瓶代替培养

皿 ,增加了小孢子的培养空间 ,改善了瓶内通气条件 ;

同时 ,添加或更换新鲜培养基 ,给小胚正常发育补充了

新的营养 ,可使培养中期死亡小孢子解离产生的腐败

物质得到去除和稀释 ,有利于子叶胚的形成 ,较好地保

证了小孢子的正常分裂和胚状体的发育 ,为弱小的胚

状体向子叶胚转化创造了较为有利的生长条件 ,大大

提高了胚状体的诱导频率 ,从而为绿色子叶胚的高频

发生创造了条件 [ 25, 33 ]。从小孢子培养初期更换培养

液与不换培养液处理可以看到 ,换培养液后胚状体产

量明显高于不换培养液处理 ,胚状体产量提高了 0. 4

～2. 6倍。

7. 2　低温处理

有研究报道 ,在胚转移到固体培养基后进行冷击

处理 , 能 够 促 进 胚 的 萌 发 与 胚 的 直 接 成 苗

率 [ 25, 32, 35, 40, 54 ]。余凤群和刘后利报道 [ 62 ]
,胚转到固体

培养基上经 10 ℃低温培养 10 d可提高直接成苗率 ;

王汉中等认为 [ 25 ] ,胚在 4℃冷击处理 10 d的直接成苗

率比未处理 ck的直接成苗率提高了 2～2. 6倍 ,胚萌

发率与植株再生率最高分别达到了 90. 0%和

58. 46%。这些研究表明 ,对胚的低温诱导是一种很有
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效的提高植株再生能力的简便、实用方法。

7. 3　激素

在固体培养基中 ,有的添加 GA3
[ 25, 44, 48 ]、2, 42D或

NAA [ 20 ]进行培养。祁永琼等报道 [ 44 ] ,将鱼雷形、子叶

形胚转移到附加 GA3 0. 1 mg/L,蔗糖浓度为 2%的固

体培养基上 ,约有 80%的胚状体再生出植株 ,其它幼

小的胚需要多次继代培养成鱼雷形、子叶形胚。余凤

群和刘后利报道 [ 62 ] , 1 /2 MS + 0. 1 mg/L 62BA较 B5 +

0. 1 mg/L GA3利于胚直接发芽。王亦菲等
[ 42 ]的研究

结果表明 ,在 MS、B5基本培养基附加不同浓度的

62BA、KT、GA3 ,结果以 B5附加 GA3 0. 5 mg/L、蔗糖浓

度为 2%为宜 ; MS培养基上的胚多数不能分化 ,其余

的为畸形苗 ;在 B5培养基中附加 0. 5 mg/L 62BA ,产生

的分化苗为玻璃苗 ,而附加 KT则胚不能分化。李超

等认为 [ 52 ]
,将胚接种于含有 0. 05 mg/L 2, 42D和 0. 01

mg/L 62BA的 MS培养基中培养 ,愈伤组织能快速分化

形成不定根和丛芽。然而 ,和江明等认为 [ 11 ]
,胚诱导

出来以后 ,将其转入无激素 B5培养基中 ,有利于胚的

进一步增大 ,直接再生出植株或经次生胚继代培养再

生植株。

7. 4　其它措施及添加物

培养基的琼脂浓度对胚的直接成苗有较大影响 ,

在培养基琼脂浓度为 1. 2%和 1. 5%的处理中 ,胚的直

接成苗率比琼脂浓度为 0. 8%处理显著提高 ;而琼脂

浓度为 0. 6%的处理 ,未能直接成苗 ;培养基琼脂浓度

高于 1. 2%可提高胚的直接成苗率 ,并以 1. 5%琼脂浓

度效果较好 [ 25 ]。当胚在含琼脂 1. 5%的培养基上培

养时 ,会很快发育成植株 ,高琼脂含量还可降低植物组

织的玻璃组织化 ,这种现象曾在早期低琼脂含量的试

验中观察到 [ 72 ]。

胚部分干燥能提高油菜小孢子培养胚萌发与植株

再生率 ,而且效果与干燥时间有关。胚干燥处理 1 d

或 2 d能明显促进胚萌发与植株再生。切除胚状体子

叶 ,可有效地促进胚萌发与植株再生。切除全部子叶

具有更好的效果 [ 35 ]。

另外 ,在研究中还发现 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 [ 42 ]
; 20 mg/L浓度的多菌灵和链霉素

可以提高胚状体的成苗率等 [ 21 ]。

8　小孢子的诱变

用于油菜离体小孢子或小孢子胚产生突变的方法

有化学和物理的方法。常用的诱变剂有叠氮化钠 ( so2

dium azide, NaN3 )、乙基亚硝基尿 ( ethylnitrosourea,

ENU)和甲基磺酸乙酯 ( ethyl2methane sulfonate, EMS)

等 ,物理诱变剂如 X、γ射线和 UV紫外线 [ 82 ]。

小孢子培养有利于在单细胞单倍体水平上进行抗

性突变体筛选和新种质资源的选育。如油菜菌核病菌

能分泌毒素 ,特别是毒素类似物草酸在致病性中的作

用已得到肯定和证实 ,这就为直接在单细胞单倍体水

平进行抗菌核病材料的筛选创造了有利条件 ,可以在

培养时直接将草酸作为抗性诱变剂进行筛选 [ 8, 9, 46 ]。

这不仅简化了筛选程序 ,也有助于直接将小孢子培养

技术应用于油菜抗菌核病的育种工作 [ 8 ]。分离小孢

子最佳应用诱变剂的时期是小孢子刚分离时的单核

期 ,以尽量使胚纯合而避免产生杂合体。诱变处理必

须首先建立以小孢子出胚产量为依据的半致死曲线

(LD 50)。而材料不同半致死时间也不同 ,如 UV的半

致死时间从 6～20 s不等 [ 83～86 ]。Zhang等 [ 87 ]用经 UV

诱导过的分离小孢子胚状体 ,在含 30%～40%根腐菌

的培养基中选择培养 ,后代筛选出抗根腐病的突变体

材料。在甘蓝型油菜中 ,亲本硫苷含量为 99μmol/L ,

小孢子用 UV处理后 ,突变体最低含量为 16μmol/L ,

降低了约 5倍。在埃塞俄比亚芥中 ,亲本平均硫苷含

量为 80. 6μmol/L ,小孢子经 UV诱导后 ,获得了平均

硫苷含量为 37. 5μmol/L 的突变体 ,降低了近一

半 [ 86 ]。

γ射线对油菜离体小孢子胚的发生和发育均有很

大的抑制作用 , 40 Gy可作为小孢子诱变的参照剂量。

采用 X射线 80～120 Gy较适宜油菜小孢子诱变 , 120

Gy以上的 X射线对甘蓝型油菜小孢子胚的发生有显

著的阻碍作用 [ 10 ]。 Swanson等 [ 12 ]用γ射线和乙基—

亚硝基脲诱变甘蓝型油菜小孢子和原生质体获得了耐

除草剂材料。

和江明等报道 [ 7 ]
,用 EMS诱变甘蓝型油菜的小孢

子获得了高油酸 (80. 3% )的甘蓝型油菜 ; EMS的半致

死剂量 (LC 50 )处理时间为 24 h,处理浓度为 2. 5

mmol/L。Barro等 [ 88 ]用 EMS诱变埃塞俄比亚芥小孢

子 ,使再生植株的种子芥酸含量变异很大。

此外 ,也可直接将分离的小孢子在含有除草剂的

培养基中筛选、萌发 ,如用 0. 25 mmol/L草甘膦筛选抗

草甘膦突变体 ,用类似的办法也可以进行抗菌核病和

抗根腐病等抗病突变材料的筛选 [ 89 ]。刘勇等 [ 8 ]、陈微

等 [ 90 ]用草酸为选择压筛选油菜抗菌核病突变材料均

获得成功 [ 8, 90 ]。石淑稳等通过化学诱变方法从突变体

中找到甘蓝型油菜长角果和矮秆突变体。Meller

等 [ 91 ]用 ABA作为小孢子培养选择压进行高油酸和低
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油酸胚状体的筛选等。

9　油菜游离小孢子培养体系

目前 ,大多数文献报道的油菜游离小孢子培养体

系大致如下 :

取主花序第 1朵花开后 3～7 d、2～4 mm花蕾 (主

轴和一次分支 )→4 ℃低温预处理 1～3 d) →镜检 ,确

定单核期 (或二核早期 )小孢子占 70%以上的花蕾→

消毒、破碎、离心、分离小孢子 (B5 213洗液 ) →NLN216

(或 NLN213% )培养基 (含 10～50 mg/L秋水仙碱 )、

30～35 ℃恒温箱中暗培养 24～48 h→用 NLN213培养

液洗 1次→25℃左右、NLN213培养液中暗培养约 3周

(培养密度 1～2蕾 /m l)→当肉眼可见胚时 ,移至摇床

暗培养 7～10 d (50～80 r/m in, 24～26 ℃)→小孢子胚

在固体培养基上发育→形成再生双单二倍体植株。

10　展　望

油菜小孢子胚胎发生、双单倍体技术为油菜单倍

体育种提供了实用、高效的生物技术平台。但许多品

种 ,特别是生产上需要改良应用的品种仍然表现出低

的诱导率 ,有些甚至不能诱导产生 DH群体。为克服

小孢子发生阻遏型品系诱导率低的困难 ,法国图卢兹

综合科学研究所和中国农科院已分别启动了植物小孢

子胚胎发生的代谢组学研究 ,力求以分子生物学技术

克服这一困难。另外 ,植物小孢子胚胎发生的分子标

记、基因芯片和蛋白质芯片技术也将为克服小孢子胚

胎发生的障碍提供有力的分子生物学工具。相信在不

久的将来 ,小孢子胚胎发生的诱导技术将会极其广泛

地应用于油菜及其它作物的单倍体育种中。
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