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培养基成分对黔白大白菜杂交种小孢子胚诱导的影响 
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[摘 要]以2个黔白大白菜杂交组合为材料，进行游离小孢子培养，探讨了培养基成分对小孢子成胚率的影响 结果表 
明：NLN培养基添加 13 蔗糖的培养效果最好；添加 0．05mg／L 6-BA和 0．10mg／L NAA的培养基显著提高了小孢子胚的 

诱导率和成熟胚的比例；NLN-13液体培养基中添加适量活性碳可明显促进小孢子胚状体的形成，对胚胎发育的同步性也有 
很好 的作用。 

[关键词]大白菜；小孢子培养；培养基成分；胚状体；诱导率 
[中图分类号]$634．1 [文献标识码]A 

The Effect of Media Composition on Embryoid Differentiation Rate of 

Microspores of Qianbai Chinese Cabbage Hybrid Combinations 
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Abstract：The microspores from two hybrid combinations of Qianbai Chinese cabbage were cultured to investigate the 

effect of media composition on the embryoid differentiation rate．The results showed that the best induced effect was from NLN 

media4-13 sucrose，the NLN media4-0．05 mg／L 6-BA4-0．10 mg／L NAA significantly improved the embryoid induced rate 
and ratio of mature embryos and NLN一13 1iquid media4- rationa1 active carbon obviously promoted the embryoid formation and 

development． 
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大白菜游离小孢子培养作为植物生物技术领域 

中细胞工程和基因工程研究的重要内容，一直受到 

国内外学者们的普遍关注，培养所产生的单倍体经 

过加倍后获得双单倍体是大白菜育种的新方法。目 

前游离小孢子培养技术的发展，使其在大白菜中已 

能有效地诱导胚状体的形成[1 ]。但该技术涉及的 

影响因素较多，每一个因素的变化都可能导致成胚 

率及胚胎发育的差异，其中培养基成分对小孢子胚 

的诱导和形成影响极大。本试验在前人工作的基础 

上，探讨了NLN培养基中蔗糖浓度、外源激素和添 

加活性炭对胚胎发生的影响 ，以寻求黔 白大 白菜 F 

杂交种小孢子胚高频发生的培养条件。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

以贵州省园艺研究所配制的大白菜组合 37× 

88和 38×26作为供试材料。2006年 11月上旬育 

苗，12月上旬定植于贵州省园艺研究所蔬菜试验 

地，采用常规栽培管理。2007年 3月上中旬至 4月 

上中旬取花蕾进行游离小孢子培养。小孢子培养步 

骤为： 

(1)取材。初花期 至盛花期，晴天 7：00～ 

1O：0O，选取植株主花序或侧枝主要花序上长度为 

3 mitt左右的花蕾备用。 

(2)消毒。以30个花蕾为一组，放入 25mL的 

小三角瓶中，用 75 的酒精表面消毒 30 S，然后用 

8 次氯酸钠溶液消毒 15 min，无菌水洗涤 3～4次， 

每次洗涤 2～3 min。 

(3)离心。将花蕾放入无菌小研钵中，加入少量 

B5洗涤培养基，用研棒轻轻碾碎花蕾挤出小孢子， 

双层滤网(63／44um)过滤，将滤液收集在 10mL离 

心管中，滤液经过 1 000 rpm离心3min，小孢子沉积 

于离心管底部，弃去上清液，加入 5mL B5洗涤培养 

基将悬浮的小孢子再离心 ，如此重复 3次，倒掉上清 

液，沉积的小孢子待用。 

(4)培养。将小孢子悬浮 于经过滤灭菌 的 

NLN一13培养基中，用血球记数器将小孢子密度调 

至1×10 个／mL，每个培养皿(60miD．×15ram)中加 

入 2．5mL悬浮液，Parafilm封口后置于 33℃恒温 

培养箱处理 24h，然后转至 25℃培养箱中暗培养， 

出胚后统计小孢子胚数量。 

1．2 试验设计 

1．2．1 蔗糖浓度试验 在 NLN基本培养基中，分 

别加入8 、1O 、13 、14 和 15 的蔗糖，比较培 

养基中蔗糖浓度对小孢子胚状体诱导的影响。每个 

处理 5皿，3次重复。 
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1．2．2 外源激素试验 在培养基中加入不同浓度 

的 6一BA 和 NAA，以不加 激素 为对 照 ，共 设 5种 

NLN培养基，分别为 A：NLN一13(蔗糖浓度为 13 

的 NLN培养基)；B：NLN一13+0．05mg／L 6一BA十 

0．10 mg／L NAA；C：NLN一13十0．10 mg／L 6一BA十 

0．10mg／L NAA；D：NLN一13+0．2mg／L 6一BA十 

0．10mg／L NAA；E：NLN一13+0．5mg／L 6一BA+ 

0．10 mg／L NAA。上述培养基在推滤灭菌前调 pH 

值至 5．8，然后用 0．45 m和 0．22 m微孔滤膜推 

滤 2次备用。每个处理 5皿，3次重复。 

1．2．3 添加活性炭试验 在 NLN培养基中分别 

添加 0，0．05，0．10，0．50，1．00mg／mL活性炭 ，15 d 

后统计胚状体数目和各发育时期的胚状体数，计算 

小孢子胚胎发生率和成熟胚的比例。每个处理 5 

皿，3次重复。 

2 结果与分析 

2．1 培养基中蔗糖浓度对胚状体诱导的影响 

试验结果(表 1)表明，材料 37×88和 38×26 

均以加入 13 蔗糖的培养基对胚状体诱导和发育 

表 1 蔗糖浓度对胚状体诱导的影响 

Table 1 The effect of different sucrose concentration on 

embryoid induction 

材料 

Material 

不同蔗糖浓度的产胚率(胚／蕾) 

Producing embryoid rate(embryoid／bud) 

8 10 13 14 l 5％ 

0 1．2 28．6 3．7 0 

0 2．3 14．7 0．9 0 

14．7个胚；而加入 1O 和 14 蔗糖的培养基仅形 

成了 0．9～3．7个胚，对胚状体的诱导极少；含 8 

和 15 的蔗糖处理未获得胚状体。 

2．2 培养基中外源激素对小孢子胚诱导的影响 

表 2表明，培养基 B对胚状体的发生和发育有 

促进作用，显著提高了小孢子胚的诱导率和成熟胚 

的比例，37×88平均每个花蕾的产胚率从 27．3胚 

提高到 53．6胚，子叶型胚比例从 48．96 提高到 

53．79 ；38×26平均每个花蕾的产胚率从 13．9胚 

提高到 26．7胚，子叶型胚 比例从 47．72 提高到 

52．77 ；培养基 C对胚状体的发生有一定的促进 

作用，但对胚状体的发育没有促进作用；而添加较高 

浓度的 6-BA可大大降低小孢子胚的诱导频率，培 

养基 D和 E对上述两材料小孢子胚的诱导和形成 

的综合效果较好，平均每花蕾分别形成28．6个和 没有产生正的效果，反而使小孢子胚诱导率下降。 
表2 不同培养基对小孢子胚状体诱导的影响 

Table 2 The effect of different media on embryoid induction of microspores 

注：产胚数为3O个花蕾的胚状体总数。 

Note：No．of embryoid is the total embryoid number of 30 bud． 

表3 添加活性炭对小孢子产胚率的影响 

Table 3 The effect of active carbon on embryoid rate of microspore(embryoid／bud) 胚／蕾， 

2．3 培养基 中添加活性炭对小孢子胚诱导的影响 

试验结果表明(表 3)，在 NLN一13液体培养基 

中添加适量的活性炭对提高小孢子胚胎发生率有明 

显作用，但不同浓度、不同基 因型间有差异 ，37×88 

以添加 0．1 mg／mL活性炭的处理最好，可使小孢子 

产胚率比对照高 2倍多；38×26以添加 0．05 mg／ 

mL活性炭的处理最好，可使小孢子产胚率提高 8 

倍多。同时添加适量活性炭对提高胚状体发育整齐 

性也有明显作用，经观察统计，比未添加活性炭的子 

叶型胚率提高了 1O 以上。上述结果说明，添加适 

量活性炭有利于促进大白菜小孢子胚状体的形成和 

发育，其适宜添加量为0．O5～O．1 mg／mL。 

3 讨论 

3．1 蔗糖一直被认为是花药培养中最有效而不能 

被其他双糖所取代的碳水化合物 ]，大白菜的花药 

和小孢子培养中几乎都是以蔗糖作为碳源，用来提 

供能量和维持细胞渗透压，而且普遍采用 NLN一13 

培养基来进行大白菜的小孢子培养。本试验结果与 

前人研究相同，蔗糖浓度为 13 时，对胚状体诱导 

和发育的综合效果好。 

3．2 Lichter报道，在培养基中省去植物生长调节 

剂可提高胚产量[5]。本试验结果表明，培养基中添 
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含油率品种高 4．12 ～6．47 ，平均高 5．2O 。 

2．5 油研系列品种 (组合 )在长江上、中、下游的表 

现 

参试长江上 、中、下游的油研系列品种(组合)共 

有 21个片区 ·次，35个品种 ·次。其中，上游有 8 

个片区 ·次，17个品种 ·次，其 平均含油率为 

43．29％(表 lo)，在同组参试品种中占第 1位的有 7 

个片区 ·次，占参试片区的 87．5 ，前 3位的品种 

12个，占总品种次的 70．6 ；长江中游参试共 5个 

片区 ·次，平均含油率为 44．47 ，含油率在同组品 

种中占第 1位的有 2个，占 4O％，前 3位的品种 6 

个，占总品种次 100 ；下游参试共 8个片区次，12 

个品种 ·次，平均含油率为 45．14 ，在同组参试品 

种占第 1位的8个，占参试片区的 100 ，前 3位的 

品种有 1O个，占参试品种 83．3 。由此看出，在上 

游选育的高油率品种，在长江中、下游的性状更有良 

好的表现。 

表 1O 油研系列品种(组合)在长江流域上、中、下游的含油率表现情况 

3 小结 

3．1 油研系列品种 (组合 )在参加全 国和贵州 44 

次区试 中，含油 率在 39．26 ～48．42 ，平均为 

44．3 ；其中含油率在 44 以上出现的频率达 28 

次，占总次数的63．64 ，其平均含油率为 45．4 。 

3．2 油研系列品种(组合)与同组其它品种相比， 

含油率平均高 1．85％～4．41％，44次油研系列品种 

比 250次其它品种加权平均高 3．1O 。在全国和 

贵州参试的25片区 ·次中，其含油率排在同组第 1 

位的有 21个，占总试片区 ·次的84％。 

3．3 油研 10号在全国区试和作对照的试验中，含 

油率分别达 44．47％和 45．14 ，均居所有同时参试 

品种的第 1位，表现出油研 1O号高油分的稳定性。 

3．4 油研系列品种(组合)在长江上 、中、下游的平 

均含油率分别为 43．29 、44．47 和 45．34 ，表现 

出上游是高油分品种的在中、下游表现更好。 
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加一定浓度的植物生长调节剂(0．05mg／L 6-BA和 如培养基的pH值、热激处理的温度和时间、采蕾期 

0．10mg／L NAA)可以提高大白菜小孢子胚的诱导 的时间、温度等因素都影响着胚状体的发生和发育， 

率和成熟胚的比例，这可能是由于试材不同造成的。 还需进一步研究。 

这一研究结果与余凤群的研究结果一致 。但加人 r枭 睾 寺 甜] 
较高浓度的 6-BA(0．2～O．5mg／L 6-BA)对小孢子 丐 义 陬 

胚胎发生具有抑制作用。 [1] 徐艳辉，冯 辉，张 凯．大白菜游离小孢子培养中若干因素 

． 
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。

一 是提 一 
：1~, 19

—

93 , 20

～

(2 )：

～

167- 1

～

70．

一 ～  ～  

高T-4'孢子胚胎发生率。二是能提高子叶型胚率， [3]余风群，刘后利．供体材料和培养基类型对甘蓝型油菜小孢子 

尤其是胚胎发生率高时，效果更显著。其原因主要 胚状体产量的影响[J]．华中农业大学学报，1995，l4(4)：327一 

是由于小孢子培养过程中有一些毒素物质产生，抑 331- 

鲞苎 麦 [4 3 意 擎 竺 棚研究租应用 作用
，并且不同基因型产生的有毒代谢产物的量有 [5]⋯Li

chte

⋯

r R

⋯

． In

⋯

duc

⋯

tion

⋯

of hap1 p1 。fr0 _s01 t d p0ll 0f 

差异，因而不同基因型对添加活性炭的反应也不完 raS。i p 。[J3．z Pfl 。 nphy。i。1，1982(105)：427—434． 
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培养基成分中蔗糖浓度、外源激素和添加活性炭对 (责任编辑：聂克艳) 

小孢子胚状体形 成和发育的影响。但还有很多因素 
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