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　　摘要：以７个“娃娃菜”优良杂交种为试材进行小孢子培养，通过优化培养条件建立高效培养体系。结果表明，不
同基因型间的小孢子胚诱导能力差异极显著，３３℃条件热击４８ｈ，胚诱导率达最大值；ＮＬＮ－１３＋０．０５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ为适宜的诱胚培养基，ＭＳ＋３％蔗糖＋０．７５％琼脂＋０．１ｇ／Ｌ活性炭是小孢子植株继代和壮苗的适宜
培养基，ＭＳ＋３％蔗糖＋０．７％琼脂＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ是小孢子植株适宜的生根培养基。通过游离小孢子培养，获得大
量的小孢子胚状体和再生植株１９５株，筛选获得２个优异的双单倍体（ＤＨ系）植株。
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　　大白菜是我国主要的蔬菜作物之一，备受育种工作者的
关注。随着消费者对大白菜的球色、品质提出更高要求，为满

足市场和消费者需求，研究者倾向于注重球色、品质以及品种

的新、奇、特等开展各种类型大白菜品种的育种研究。“娃娃

菜”别称微型大白菜，其名字起源于中国，是一种小株型、具

有特殊食用价值的大白菜，外形美观、可密植、耐贮藏、耐运

输，可保证产品的整齐一致，有利于实现产业化。娃娃菜由于

生长周期一般为４５～５０ｄ，相对较短，因此病虫害也较普通大
白菜少，在生长过程中施用农药量也少，是一种绿色、安全的

蔬菜。另外，娃娃菜纤维含量较少，营养物质含量更加丰富，

口感更好。尽管“娃娃菜”的概念起源于中国，产地和消费市

场均在中国，但我国开展娃娃菜育种较国外晚，目前市场上使

用最多的却是韩国和日本品种，选育具有自主知识产权的娃

娃菜品种是亟待解决的问题。

游离小孢子培养技术在花椰菜、菜薹、芥蓝、普通白菜、大

白菜、青梗菜、小松菜等多种芸薹属农作物［１－７］上获得成功，

用游离小孢子培养技术创制的双单倍体纯系（ＤＨ系）作亲本
可以加快育种进程。本试验选用引自韩国的４个娃娃菜杂交
种及国内３个娃娃菜杂交种为材料，对影响娃娃菜胚状体发
生及其成苗的关键因素如基因型、低温预处理及激素等进行

系统分析，以更好地利用游离小孢子培养技术创制新、奇、特

蔬菜品种ＤＨ系，创新种质资源，丰富大白菜品种类型。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０１３年９月在辽宁省农业科学院蔬菜研究所基

地进行，试验材料共７个，分别为爱娃、小巧娃娃菜、明月黄娃
娃菜、金玲等４个引自韩国的娃娃菜杂交种及秀丽娃娃菜、津
夏三号、金春娃２号等３个中国产的娃娃菜杂交种。试材分

３批播种，第１批于８月下旬开始，将萌动种子在４℃冰箱中
春化处理２５ｄ，９月下旬播种于穴盘，１１月初栽植于花盆中温
室培育，１２月中旬至翌年３月开花取样；第２、第３批试材各
延迟３０ｄ播种，春化及定植时间顺延。
１．２　试验方法
１．２．１　游离小孢子培养方法　小孢子培养采用常规方法，略
有改进。开花期，采集健壮植株上长２～３ｍｍ的花蕾，用流
动的清水冲洗 ５ｍｉｎ，７５％乙醇表面消毒 ３０ｓ，再用 ０．１％
ＨｇＣｌ２溶液灭菌８ｍｉｎ，无菌水洗涤３次，每次５ｍｉｎ；沥干水
分，Ｂ５液体洗涤培养基中用玻璃棒碾压花蕾，挤出小孢子；小
孢子悬浮液经孔径为５０μｍ的尼龙网过滤，１１００ｒ／ｍｉｎ离心
３ｍｉｎ；弃上清液，所得沉淀物即为纯净小孢子；将分离纯化的
小孢子用ＮＬＮ－１３培养基悬浮，用直径为６０ｍｍ的培养皿分
装，每皿５ｍＬ，Ｐａｒａｆｉｌｍ膜封口；３３℃条件下暗培养，然后转至
２５℃条件下暗培养，直至１４～２１ｄ长出肉眼可见的胚状体。
１．２．２　小孢子培养体系优化处理方法　将分离纯化的小孢
子悬浮液分别在３３℃条件下进行 ２４、４８、７２ｈ热击暗培养
２１ｄ，统计胚诱导率，比较３３℃热击处理不同时间对小孢子
胚发生的影响；在ＮＬＮ－１３培养基中添加不同浓度６－ＢＡ和
ＮＡＡ培养２１ｄ，统计胚诱导率，比较培养基中６－ＢＡ、ＮＡＡ浓
度及其配比对小孢子胚发生的影响；将子叶形胚转入到添加

不同浓度６－ＢＡ和ＮＡＡ的ＭＳ培养基中培养２５ｄ，统计胚成
苗率，比较ＭＳ培养基中６－ＢＡ、ＮＡＡ浓度及其配比对小孢子
胚成苗的影响；将分生苗转入ＭＳ培养基中继代培养，每２５～
３０ｄ继代１次，９月下旬，将经过多次继代培养获得的试管苗
转入到添加不同浓度ＮＡＡ的 ＭＳ培养基中培养２５ｄ左右诱
导生根，后移至花盆中温室培育。

１．３　统计与分析方法
利用流式细胞仪鉴定再生植株倍性；应用ＤＰＳ２０００统计

软件采用邓肯氏新复极法差对数据进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　不同品种小孢子胚诱导情况
由表１可知，ＮＬＮ－１３培养基上培养小孢子１４～２１ｄ，７
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个参试品种中有３个品种诱导出胚状体，诱导率为４２．９％；
不同品种间的胚诱导能力有极显著差异，津夏三号相对最高，

平均每蕾产胚为１．５１个。

表１　基因型对“娃娃菜”小孢子胚诱导率的影响

品种 品种来源
胚诱导能力

（胚／蕾）

津夏三号 天津科润 １．５１Ａ
秀丽娃娃菜 浙江温州 １．０４Ｂ
金春娃２号 北京农林科学院蔬菜研究中心 ０．５４Ｃ
爱娃 韩国 ０．００Ｄ
小巧娃娃菜 韩国 ０．００Ｄ
明月黄娃娃菜 韩国 ０．００Ｄ
金铃 韩国 ０．００Ｄ

　　注：同列数据后不同大写字母表示处理间在０．０１水平上差异极
显著。下同。

２．２　小孢子胚诱导体系优化
２．２．１　热击处理对胚诱导的影响　将分离纯化的小孢子悬
浮液在３３℃条件下分别热击暗培养不同时间。由表２可知，
热击处理对娃娃菜小孢子胚诱导能力的影响效果明显，同一

品种热击培养不同时间，其小孢子胚诱导能力差异极显著；不

进行热击或热击培养２４ｈ，津夏三号等３个品种均未诱导出
小孢子胚状体；热击４８ｈ为最佳培养时间，胚诱导能量达到
最大，津夏三号、秀丽娃娃菜、金春娃２号的平均每蕾产胚分
别为１．３５、１．０８、０．４５个，热击超过４８ｈ，胚诱导能力下降。

表２　３３℃热击处理对娃娃菜小孢子胚诱导的影响

热击时间

（ｈ）
胚诱导能力（胚／蕾）

津夏三号 秀丽娃娃菜 金春娃２号
０ ０．００Ｃ ０．００Ｃ ０．００Ｃ
２４ ０．００Ｃ ０．００Ｃ ０．００Ｃ
４８ １．３５Ａ １．０８Ａ ０．４５Ａ
７２ ０．９５Ｂ ０．８７Ｂ ０．０４Ｂ

２．２．２　激素浓度对小孢子胚状体诱导的影响　由表３可知，
添加适宜浓度６－ＢＡ和ＮＡＡ的ＮＬＮ－１３培养基可以提高胚
状体的诱导能力；胚状体发生培养基适宜的激素浓度为

６－ＢＡ０．０５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ，以津夏三号的胚诱导效
果最高，平均每蕾产胚１．３５个。

表３　６－ＢＡ和ＮＡＡ对娃娃菜小孢子胚诱导的影响

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

胚诱导能力（胚／蕾）
津夏三号 秀丽娃娃菜 金春娃２号

０．００ ０．００ ０．００Ｄ ０．００Ｃ ０．００Ｃ
０．０５ ０．００ ０．０４Ｃ ０．００Ｃ ０．００Ｃ
０．０５ ０．０５ １．３５Ａ １．０１Ａ ０．４４Ａ
０．０５ ０．１０ １．１５Ｂ ０．９５Ａ ０．０４Ｂ
０．１０ ０．０５ ０．５８Ｃ ０．４６Ｂ ０．０２Ｂ
０．１０ ０．１０ ０．０９Ｃ ０．００Ｃ ０．００Ｃ

２．２．３　振荡培养对小孢子胚状体发育的影响　将培养１５ｄ
的小孢子胚状体在２５℃恒温摇床上５０ｒ／ｍｉｎ继续暗培养发
现，与不振荡培养相比，振荡培养有利于促进子叶形胚状体的

发育，胚状体生长速度加快（图１－Ａ）。
２．３　激素浓度对胚成苗的影响

试验结果表明，子叶形胚转入不含任何激素的 ＭＳ＋３％

蔗糖＋０．８％琼脂＋０．１ｇ／Ｌ活性炭培养基上培养１４～２１ｄ，
子叶形胚形成愈伤组织（图１－Ｂ），并没有形成不定芽，而转
入含有 １ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ的 ＭＳ＋３％蔗糖 ＋
０８％琼脂＋０．１ｇ／Ｌ活性炭培养基上培养，会分生出不定芽
（图１－Ｃ），添加激素浓度如过高，则影响不定芽的质量，产生
畸形苗。在实际操作过程中，最好先将子叶形胚转入不含激

素的ＭＳ培养基培养，形成愈伤组织后再转入含有激素的ＭＳ
培养基，以促进更多丛生苗的形成。

２．４　继代和生根培养
将获得的小孢子分生苗转入 ＭＳ＋３％蔗糖 ＋０．７５％琼

脂＋０．１ｇ／Ｌ活性炭培养基上进行继代培养，每隔２５ｄ左右
继代１次，经２～３次继代，小孢子由纤弱植株逐渐复壮形成
再生植株（图１－Ｄ）；试管苗长到６～７片真叶时，将壮苗转到
ＭＳ＋３％蔗糖 ＋０．７％琼脂 ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ的生根培养基
上，培养２５ｄ左右即可生出粗壮、整齐的白色根系，炼苗后移
栽至花盆在温室中培育。目前，已经获得１９５株小孢子再生
植株。须说明的是，小孢子植株继代和壮苗培养过程中，在培

养基中添加０．１ｇ／Ｌ的活性炭会有利于小孢子植株的复壮。
２．５　ＤＨ系评价

对获得的再生植株测定其育性及倍性，结果表明，获得的

１９５株再生植株，可育株有１６７株，不育株有２８株，可育株中
单倍体植株有４株，双单倍体植株有１５５株，四倍体植株有８
株。经秋季田间性状鉴定，筛选出２个优良的ＤＨ系１５Ｗ０５、
１５Ｗ１６（图２）。

３　讨论与结论

目前，有对春结球黄心大白菜、抗根肿病大白菜、耐抽薹

大白菜等游离小孢子培养技术的研究报道［８－１０］，主要是对影

响胚状体发生及其成苗的关键因素包括基因型、低温预处理

及激素等进行系统分析，完善小孢子培养技术体系。本试验

将游离小孢子培养技术与育种实践相结合，重点研究娃娃菜

游离小孢子的培养，旨在将该技术应用于创制新、奇、特的大

白菜品种，以丰富大白菜种质资源。

蒋武生等开展基因型、高、低温预处理、激素对大白菜胚

胎发生影响的研究，结果表明，基因型是决定小孢子胚发生的

重要因素之一；适当的低温预处理或热击处理能够提高小孢

子胚的发生频率；培养基中添加适宜浓度的激素６－ＢＡ、ＮＡＡ
能促进小孢子胚状体产生。本试验结果表明，不同品种娃娃

菜的小孢子胚诱导能力差异显著；影响小孢子胚状体发生及

发育的关键因素主要为热击处理、激素浓度及振荡培养；胚状

体发生培养基中添加浓度均为０．０５ｍｇ／Ｌ的６－ＢＡ、ＮＡＡ，小
孢子胚诱导率最高，这与前人研究结果［１１－１２］一致。小孢子正

常是通过不对称核分裂后发育成花粉，而要让小孢子发育成

胚，就要阻断原有的配子体发育，使小孢子进行对称性分裂向

孢子体方向发育，才能诱导小孢子胚的发生［１３－１６］。姜立荣等

观察白菜小孢子发现，单核晚期，小孢子大部分都有１个清晰
的占整个细胞５０％以上的大液泡，２５℃条件下小孢子会进行
不对称分裂，而经过３２℃处理，对称分裂成为其主要的分裂
方式［１３］。本试验中，热击预处理对娃娃菜小孢子胚发生的作

用最为明显，分离纯化的小孢子悬浮液在３３℃条件下热击
２４ｈ，未诱导出小孢子胚状体，热击４８ｈ则胚诱导效果达到
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最大值，热击超过４８ｈ时胚诱导能力下降，这说明热击处理
也是影响小孢子胚发生的重要因素之一。
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