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　　摘要：以芥菜型油菜、白菜型油菜杂种后代 ＢＣ１Ｆ４群体植株为材料，确定适合杂种后代植株小孢子培养的条件。

结果表明：处于单核靠边期且２．４～２．６ｍｍ的蕾最适合小孢子培养；ＮＬＮ－１０、ＮＬＮ－１３培养液中小孢子发育出胚情
况较好；Ｂ５培养基中添加６－ＢＡ、ＮＡＡ对芥白杂种后代植株胚的萌发有促进作用。
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　　小孢子培养技术能快速纯合目标性状，加快育种进程，已
被广泛应用于芸薹属作物的遗传育种。Ｓｏｄｈｉ等应用小孢子
技术在人工合成的甘蓝型油菜中选育了新型的 ＣＭＳ［１］。通
过小孢子培养获得单倍体并经染色体加倍得到的ＤＨ群体是
进行遗传绘图、分子标记的良好材料。Ｌｏｍｂａｒｄ等利用 ＤＨ
群体构建、整合甘蓝型油菜遗传连锁图［２］。Ｐｉｌｅｔ等利用 ＤＨ
群体进行黑胫病抗性性状的分子标记［３］。张永泰等通过对３
株甘蓝型油菜－白芥单体异附加系进行小孢子培养获得了二
体异附加系［４］。种间杂交是拓宽基因池的重要手段之一，它

可以在品种间转移优良性状，已经被广泛应用于作物品质改

良。通过种间杂交将野生水稻的优良性状转移到栽培种中，

提高了栽培水稻的抗性［５－６］。芸薹属是十字花科具有重要经

济价值的一个属，其中油料作物应用范围最广、经济价值最

高［７］。Ｌｉｕ等通过种间杂交将芥菜型油菜的优良性状导入甘
蓝型油菜中，提高了甘蓝型油菜的品质、产量、抗性等［８］。杜

德志等通过白菜型油菜、甘蓝型油菜杂交培养了一批可在高

海拔地区正常成熟的新型特早熟春性甘蓝型油菜资源［９］。

然而，种间杂交后代中获得的具有期望性状的植株分离广泛，

需要较长时间才能稳定，小孢子培养技术可以解决这一难题。

芥菜型油菜、白菜型油菜种间杂交产生大量染色体数目处于

２个亲本种中间的个体，利用小孢子培养技术不仅可以固定
杂种后代获得的优良性状，还可以获得大量附加系，为白菜型

油菜的遗传改良提供材料。然而，白菜型油菜、芥菜型油菜培

养胚胎发生频率低、继代技术难度大，难以有效获得再生植

株［１０－１３］。本研究以杂种后代ＢＣ１Ｆ４群体植株为供体材料，研
究不同因素对小孢子发育及出胚情况的影响，旨在为确定适

合芥白杂种后代植株小孢子的培养条件提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

以生长在光周期为１６ｈ／ｄ、营养丰富的温室条件下的芥
白杂交后代ＢＣ１Ｆ４群体为供体植株。
１．２　方法
１．２．１　单核靠边期蕾的确定　０９：００（约１７℃）取始花期主
花序或第１次分枝花序上的花蕾，分别挑取２．０、２．２、２．４、
２６、２．８、３．０ｍｍ大小的花蕾，用ＤＡＰＩ染色后，在荧光显微镜
下观察小孢子的发育时期，确定处于单核靠边期蕾的大小。

１．２．２　ＮＬＮ液体培养基　将 ＮＬＮ培养液分别设定 １０％、
１３％、１７％、２０％４个蔗糖浓度梯度，简称为 ＮＬＮ－１０、
ＮＬＮ－１３、ＮＬＮ－１７、ＮＬＮ－２０液体培养基，分别观察记录不
同蔗糖浓度培养液下小孢子的发育状态及出胚情况。

１．２．３　Ｂ５固体培养基　设加激素 Ｂ５固体培养基、普通 Ｂ５
固体培养基 ２种培养基，加激素培养 Ｂ５培养基中添加
１．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、０．２５ｍｇ／ＬＮＡＡ。
１．２．４　小孢子培养方法　挑取始花期处于单核靠边期的花
蕾，用８４消毒液消毒１５ｍｉｎ后用无菌水冲洗３次，置于无菌
试管中，加入少量１３％蔗糖溶液，用玻璃棒研碎花蕾，经双层
尼龙网过滤，１１００ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ，沉淀小孢子，弃上清液
后加入ＮＬＮ培养液悬浮小孢子，分装在培养皿中（约有花蕾
１～２个／ｍＬ），３２℃黑暗培养４８ｈ后，２５℃黑暗培养１０ｄ左
右，待肉眼可见胚形成，５０ｒ／ｍｉｎ２５℃摇床黑暗培养２周后，
置 ４℃ 冰箱中处理１５ｄ后转入Ｂ５固体培养基中培养。

２　结果与分析

２．１　单核靠边期蕾的确定
于始花期分别挑取２．０、２．２、２．４、２．６、２．８、３．０ｍｍ大小

的花蕾，用ＤＡＰＩ染色后，在荧光显微镜下观察小孢子的发育
时期，每材料１００倍镜下取８个视野，分别计算处于单核中
期、单核靠边期及双核期小孢子的数目及比例（图１），结果如
表１所示。在２．０～２．６ｍｍ之间，随着花蕾的增大，单核靠
边期孢子所占比例逐渐增大，２．６ｍｍ时达到最大。当蕾达到
２．８ｍｍ时，开始出现双核期孢子，随着花蕾的继续增大，单核
靠边期孢子比例下降，双核期孢子比例增加。由此可知，处于

单核靠边期且２．４～２．６ｍｍ的蕾最适合小孢子培养。
２．２　不同蔗糖浓度ＮＬＮ液体培养液对小孢子发育的影响

３２℃黑暗培养２ｄ后，在４０倍显微镜下观察小孢子的发
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表１　不同大小蕾的小孢子发育时期

蕾的大小

（ｍｍ）

单核中期孢子 单核靠边期孢子 双核期孢子

数目

（个）

比例

（％）
数目

（个）

比例

（％）
数目

（个）

比例

（％）

２．０ ７４ ８６ １２ １４ ０ ０
２．２ ５１ ６１ ３２ ３９ ０ ０
２．４ ２３ １９ ９６ ８１ ０ ０
２．６ ５ ６ ７７ ９４ ０ ０
２．８ ６ １２ ２９ ５８ １５ ３０
３．０ ８ １１ １６ ２３ ４６ ６６

育情况，每浓度培养液取１０个视野，并统计膨大小孢子所占
比例，结果发现ＮＬＮ－１３培养液中膨大小孢子的比例最低，
仅为２４％，ＮＬＮ－１０，ＮＬＮ－１７培养液、ＮＬＮ－２０培养液膨大
的小孢子所占比例较高，分别为３５％、５３％。随着蔗糖浓度
升高，膨大小孢子的比例呈增加趋势。４种 ＮＬＮ液中小孢子
培养４ｄ后均出现部分膨大小孢子裂解停止生长的情况，这
可能与芥白杂种后代的基因型有关。一般来说，膨大小孢子

数目越多，小孢子发育出胚情况越好。本研究中培养２ｄ后
膨大的小孢子所占比例越高，出胚成苗情况越差。ＮＬＮ－１７
培养液每皿成胚数仅为１个，不能正常成苗。ＮＬＮ－２０培养
液未出胚。ＮＬＮ－１３培养液出胚情况最好，每皿成胚数为３
个，成苗数最多，其次为 ＮＬＮ－１０培养液，每皿成胚数为 ２

个，仅１个发育成苗（表２）。结果表明，ＮＬＮ－１３、ＮＬＮ－１０
培养液适合芥白杂种后代植株小孢子的培养。

表２　不同蔗糖浓度ＮＬＮ液体培养液对小孢子发育的影响

培养基类型
２ｄ后膨大的小孢子
所占比例（％）

每皿成胚数

（个）

成苗数

（个）

ＮＬＮ－１０ ３１ ２ １
ＮＬＮ－１３ ２４ ３ ２
ＮＬＮ－１７ ３５ １ ０
ＮＬＮ－２０ ５３ ０ ０

２．３　小孢子的发育过程
通过观察不同蔗糖浓度培养液处理下小孢子的发育情况，

发现芥白杂交后代在ＮＬＮ－１３培养液中小孢子发育出胚情况
最好，因此以ＮＬＮ－１３培养液为例研究小孢子的发育过程。
　　小孢子培养是具有胚状体发生能力的小孢子发育成胚状
体的过程。刚游离出的小孢子能在培养液中均匀悬浮

（图２－Ａ），３２℃黑暗培养 ４８ｈ后，可见部分小孢子明显膨
大（图２－Ｂ），转移至２５℃黑暗培养 ７２ｈ后出现第１次分
裂，分裂成２个细胞（图２－Ｃ），４ｄ后第２次分裂，分裂成４
个细胞（图２－Ｄ），６ｄ后出现细胞团（图２－Ｅ），１０ｄ左右出
现肉眼可见胚，置于显微镜下观察，可见球形胚、心形胚、子叶

形胚状体（图２－Ｆ至Ｈ）。将出胚培养基放到摇床上避光摇
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晃２周左右，胚进一步发育，明显变大，将其置于４℃冰箱中
低温处理１５ｄ后转胚。
２．４　胚状体的萌发与植株再生

将低温处理后的胚状体分别转移到普通Ｂ５培养基、加激
素Ｂ５培养基中，观察胚状体的萌发、植株再生情况。转移到
普通Ｂ５培养基中的胚状体均不能发育成正常植株，转移１０ｄ
后褐化死亡（图２－Ｉ）。转移到加激素 Ｂ５培养基中的胚大部
分能正常萌发，７ｄ后长出２片真叶（图２－Ｊ），２０ｄ后发育成
单倍体植株（图２－Ｌ），５０ｄ后现蕾，有的胚发育成绿色簇状组
织（图２－Ｋ）。芥白杂种后代的胚状体萌发能力弱，在普通Ｂ５
培养基中不能正常萌发，在加６－ＢＡ、ＮＡＡ激素的 Ｂ５培养基
中生长较好，说明６－ＢＡ、ＮＡＡ能促进胚状体萌发。

３　结论与讨论

小孢子培养是将植物的小孢子直接从花药中分离出来，

使小孢子启动脱分化并发育成愈伤组织或单倍体胚，进而发

育成完整植株的一种技术。小孢子培养技术可以提高育种效

率，现已被广泛应用于十字花科、禾本科、茄科等作物［１４－１６］。

本研究以芥菜型油菜、白菜型油菜杂种后代 ＢＣ１Ｆ４群体植株
为供体材料进行小孢子培养，诱导成功频率明显偏低。影响

油菜诱导频率的因素很多，包括花蕾长度、蔗糖浓度、培养基、

及基因型组合等多种因素［１７－１８］。周永明等证实了种间杂种

小孢子胚的形成很大程度上取决于２个亲本的胚胎发生能
力［１９］。芥菜型油菜、白菜型油菜相对于甘蓝型油菜来说，出

胚能力差，培养体系不完善，出胚率偏低，导致其种间杂种后

代群体小孢子的诱导频率更低。蔗糖浓度在诱导单倍体植株

中起重要作用。ＮＬＮ－１７、ＮＬＮ－２０培养基中小孢子发育较
好，膨大的小孢子比例明显较 ＮＬＮ－１０、ＮＬＮ－１３培养基高。
这是因为高浓度蔗糖在小孢子分裂的早期起到调节渗透压的

作用。随着小孢子的发育，低蔗糖浓度的ＮＬＮ－１０、ＮＬＮ－１３
培养基出胚、成苗情况较好，ＮＬＮ－１７、ＮＬＮ－２０培养基均未
出胚。由此可知，芥白杂种后代植株在高蔗糖浓度培养基中

的出胚能力差，低蔗糖浓度更有利于出胚，这与顾宏辉等的结

论［１０］一致。芥白杂种 ＢＣ１Ｆ４植株小孢子形成的子叶形胚在
普通Ｂ５培养基中不能正常分化成苗，在加激素的Ｂ５培养基
中正常生长并能形成单倍体苗，说明６－ＢＡ、ＮＡＡ能促进胚
状体的分化。许多植物组织诱导产生芽时表现出对细胞分裂

素的绝对需要。细胞分裂素在芽的增殖过程不可缺少，少量

生长素对芽的分化、增殖更为有利［２０］。本研究初步建立了芥

白杂种后代群体的小孢子培养体系，成功获得了 ＢＣ１Ｆ４植株
小孢子培养再生植株，相对于已报道的芥菜型油菜、白菜型油

菜等芸薹属作物的小孢子培养，芥白杂种后代植株的小孢子

培养率偏低，培养条件有待进一步优化。
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