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摘要: 利用游离小孢子培养技术, 对 9 个甘蓝型杂交油菜 (品

种) 组合的 F 1 代进行离体小孢子培养。2 月底, 当供体植株的

第一朵花开时, 取长度在 2. 5～ 3. 5mm 的花蕾通过离心分离出

小孢子, 并在NLN 13 液体培养基中浅层培养诱导胚状体产

生, 培养 30 天左右, 可见到多种类型的胚状体产生。其中, 黔杂

991、黔杂 271 和黔杂 18 分别诱导出了 30 个、12 个和 2 个胚状

体, 其余组合未能产生胚状体。表明: 不同基因型材料, 不同培

养密度和不同生理状态, 其小孢子胚状体产生的频率差异较

大。
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游离小孢子培养是植物单倍体育种的重要手段之一, 通过

单倍体染色体加倍, 可迅速获得纯合的 2 倍体, 成为遗传稳定

的品系。自L ich ter 等 (1982)首次进行甘蓝型油菜游离小孢子

培养和植株再生获得成功以来, 国内外已进行了较多的应用

研究[1～ 7, 10 ] , 一些研究者已建立起了较为成功的培养技术体

系[4～ 7 ]。但在国外, 一般供体植株均种在人工气候室中, 有利于

对其各生长期进行调控。本研究是供体植株种植在自然条件

下, 研究其胚状体诱导发生、胚状体苗的培养及试管苗继代越

夏、染色体加倍及田间移栽等配套方法和技术体系, 以加快油

菜育种进程, 缩短育种周期、提高育种水平。本文主要对不同基

因型材料、小孢子发育时期和接种密度、不同生理状态对游离

小孢子胚状体发生的影响加以报导。

1　材料与方法

1. 1　材料

供试材料为黔杂 991、黔杂 271、黔杂 18、黔杂 208、黔杂

209、黔杂 903、RX901、RX905 、RX106。

1. 2　方法

1. 2. 1　花蕾的选择和采集

当供体植株第一朵花开时 , 取主花序上长度在2. 5～

3. 5mm 的花蕾, 用解剖镜观察可见花药为淡绿色透明状, 用

45% 醋酸洋红压片检查花粉发育时期, 可见有的花粉正处于单

核靠边期, 有的处于双核初期或双核期, 本试验选取正处于单

核靠边期的花蕾。这样的花蕾在每个主花序上约 6～ 10 个。

1. 2. 2　花蕾消毒

将采集的花蕾用 70% 的乙醇消毒 20～ 30s, 转入 7% 的

N aC lO 溶液中浸泡 10～ 15m in, 然后用无菌水洗涤三次, 每次

5m in。

1. 2. 3 培养基

pH = 5. 8～ 6. 0, 小孢子提取液采用B 5 培养液, 诱导小孢

子 胚状体产生用蔗糖浓度为 13% 的 NLN 培养液 (也称

NLN 13 培养基)。

1. 2. 4　花粉小孢子游离及收集

将消毒好的花蕾置于小烧杯中, 加B 5 培养液, 用小三角

瓶将小孢子压出, 通过 300 目尼龙网膜过滤到离心管里, 于

8 00 r öm in下离心2m in , 去掉上清液; 再加入B 5培养液 , 于

1 0 0 0 r öm in下离心1m in , 去掉上清液; 再加B 5培养液 , 于

1 000 转ö分的转速下离心 1m in, 重复 2 次, 最后倒出上清液,

向离心管中加入少量NLN 液体培养基, 分装到 60mm ×15mm

的培养皿中培养。

1. 2. 5　游离花粉小孢子培养

将盛有游离花粉小孢子的培养皿放于 25℃的黑暗培养箱

中, 采用液体浅层静置培养。

2　试验结果

在供试的 9 个材料中, 共选摘 169 个合适的花蕾。通过花

粉小孢子在悬浮液中培养, 8 天后观察, 发现有 3 个材料的小

孢子已部分分裂为两个细胞 (图 1) , 即黔杂 991、黔杂 271 和黔

杂 18。培养 15 天后, 可见分离小孢子体积继续膨大并同时出

现 4 个细胞的花粉粒。培养 20 天观察到 3 个材料的花粉小孢

子形成了多细胞团 (图 2)。特别是黔杂 991 和黔杂 271, 几乎每

个培养皿里都有多细胞团。培养 23 天可见到细胞团进一步长

大形成球形和心形胚状体。培养 30 天左右肉眼可见到多种类

型的胚状体发生 (图 3)。其中黔杂 991 的 10 个花蕾诱导出 30

个胚状体, 黔杂 271 的 31 个花蕾诱导出 12 个胚状体, 黔杂 18

的 10 个花蕾诱导出 2 个胚状体。

图 1　　　　图 2　　　　　图 3

2. 1　不同基因型材料对小孢子胚状体的产生的影响

从表 1 可知, 9 个供试材料中, 有 3 个获得了胚状体, 占

30% , 平均每蕾产胚量变化在 0～ 3. 0 个胚之间。其中黔杂 991

的产胚量最高, 达 30 个。这些结果表明: 不同基因型材料对小
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孢子胚状体发生能力有较大影响, 这与前人研究结果相

符[1, 3, 7 ]。

2. 2　小孢子不同培养密度对产胚量的影响

由表 2 知: 小孢子不同培养密度 (每个培养皿 5m l 液体培

养基中含有 1 个、2 个、3 个、4 个和 5 个花蕾) 其产胚量不同,

结果表明: 在 5 60mm ×15mm 的培养皿中加培养 2 个花蕾, 产

胚量最高, 若每个培养皿中低于 2 个花蕾或者超过 2 个花蕾,

其成胚率都将下降, 甚至不能形成胚状体。

表 1　不同基因型材料产胚量的差异

材料 花蕾数
(个)

胚状体数
(个)

小孢子产胚率
(胚数ö10 蕾)

黔杂 991 10 30 30. 0

黔杂 271 31 12 12. 0

黔杂 18 10 2 0. 6

黔杂 208 22 0 0

黔杂 209 20 0 0

黔杂 903 15 0 0

RX901 23 0 0

RX905 18 0 0

RX106 16 0 0

表 2　不同培养密度对产胚量的影响

密度

平均产胚量

材料 黔杂
991

黔杂
271

黔杂
18

黔杂
208

黔杂
209

黔杂
903

Rx
903

RX
905

RX
106

1 个花蕾ö皿 1. 5 1 1. 0 0 0 0 0 0 0

2 个花蕾ö皿 6 4 3 0 0 0 0 0 0

3 个花蕾ö皿 2. 67 1. 5 1. 4 0 0 0 0 0 0

4 个花蕾ö皿 1 0 0 0 0 0 0 0 0

5 个花蕾ö皿 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2. 3　小孢子发育时期对产胚量的影响

从表 3 知: 分别在 2 月 26 日、2 月 27 日、3 月 1 日、3 月 5

日取相同供体材料进行小孢子培养, 黔杂 271 在 2 月 27 日取

材, 黔杂 991 和黔杂 18 在 3 月 1 日取材为最适取材时期。其他

时间取材则降低产胚量 (表 3)。

表 3　不同发育时期对产胚量的影响

密度

平均产胚量

材料 黔杂
991

黔杂
271

黔杂
18

黔杂
208

黔杂
209

黔杂
903

Rx
903

RX
905

RX
106

2 月 26 日 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 月 27 日 0 12 0 0 0 0 0 0 0

3 月 1 日 30 0 2 0 0 0 0 0 0

3 月 5 日 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3　小结与讨论

本试验结果表明: 单双倍体植株可以通过游离小孢子培养

获得, 在 9 个供试材料中, 只有少数材料通过小孢子培养能发

育成鱼雷形胚状体并成长为植株, 说明不同基因型材料产生小

孢子胚状体的数量不同。不同发育时期相同供体植株进行小孢

子培养, 只有处于单核靠边期的花粉粒能产生胚状体。研究还

发现, 不同接种密度对产胚率也有影响, 在每个培养皿

(5 60mm ×15mm )中培养 2 个花蕾效果最好, 每个培养皿低于

或者超过 2 个花蕾其成胚率下降, 甚至不能形成胚状体。本研

究还发现, 供试的 9 个材料中, 只有 3 个材料形成了胚状体, 其

它 6 个材料一个胚状体都没有形成, 这除了与材料的基因型有

关外, 可能与实验操作有关: 在用 7% 的N aC lO 消毒时, 浓度过

高, 一些材料可能因脱水失去活性; 在离心提取小孢子时, 离心

速度过高, 时间过长, 部分小孢子被压死; 在用培养皿培养时,

培养皿没有进行震荡, 降低了胚状体的诱导发生。同时, 我们采

用的自然条件下的供体植株, 材料的小孢子发育同步性可能较

差, 这或许会影响产胚量的结果, 所有这些都有待进一步研究。

另外, 据余凤群、官春云和陈军研究, 供试材料生长条件、供试

材料低温处理、小孢子培养条件、激素、培养基组成也影响胚状

体的发生[1～ 3, 8～ 9, 11 ]。
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