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　　摘要：以白鹤芋花序为外植体，研究影响白鹤芋花序体细胞胚胎诱导、增殖、萌发和植株再生转化的主要因子。结
果表明，体细胞胚胎直接诱导的最适培养基为ＭＳ＋５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ，体细胞胚胎
增殖最适培养基为 ＭＳ＋５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ ＋０．３ｍｇ／ＬＺＴ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，体细胞胚胎萌发最适培养基为 ＭＳ＋
０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＧＡ３＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，植株再生转化最佳激素配方为０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ ＋

０．５ｍｇ／ＬＧＡ３。
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　　白鹤芋（Ｓｐａｔｈｉｐｈｙｌｌｍｆｌｏｒｉｂｕｎｄｕｍ）为天南星科白鹤芋属
多年生草本花卉，肉质花序，佛焰苞观赏性强，极耐阴性，是重

要的室内观叶观花，成为国内观叶植物产业发展的先锋植物。

白鹤芋广泛应用于盆栽观赏，是理想的花叶兼赏花卉，常采用

种子和分株法繁殖，但繁殖系数低，严重影响了规模化和商品

化生产［１］。采用组织培养技术进行种苗的扩繁，短期内可获

得大量优质种苗，满足生产需求。但以白鹤芋叶片和叶柄为

外植体，易发生褐变且诱导率低；以植株根茎为外植体，灭菌

困难污染率高。选择以白鹤芋花序为外植体，取材方便，灭菌

相对较易，且增殖率高。本试验以白鹤芋的花序体为外植体，

建立花序体细胞胚胎组培快繁体系，为白鹤芋种苗大量繁殖

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为白鹤芋“美酒”的肉质花序。

１．２　试验方法
１．２．１　白鹤芋花序体细胞胚诱导　将灭菌后的白鹤芋花序
切成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的小块，接种于 ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋
６ｇ／Ｌ琼脂＋不同浓度的６－ＢＡ（１、３、５ｍｇ／Ｌ）、ＫＴ（０．５、１．０、
１．５ｍｇ／Ｌ）、ＮＡＡ（０．１、０．３、０．５ｍｇ／Ｌ）的培养基，设 ９个处
理，每瓶接５个外植体，每瓶记为１次重复，每处理重复１０次
（表１）。２５℃下黑暗培养１５ｄ后转到光暗比为１２ｈ∶１２ｈ
的条件下培养，５０ｄ后统计体胚诱导率。
１．２．２　体细胞胚增殖培养基筛选　将供试体细胞胚切成
０２～０．３ｃｍ小块，接种于 ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋６ｇ／Ｌ琼脂 ＋
不同浓度６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＺＴ的培养基中，设１２个处理，每瓶接

５个体胚块，每瓶记为１次重复，每个处理重复１０次。４０ｄ
后统计体胚再生率和增殖倍数。

表１　激素浓度和种类配比设计

处理号
Ａ：６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：ＺＴ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ａ１ ３ ０．１ ０．２
Ａ２ ４ ０．１ ０．２
Ａ３ ５ ０．１ ０．２
Ａ４ ６ ０．１ ０．２
Ｂ５ ５ ０．１ ０．２
Ｂ６ ５ ０．３ ０．２
Ｂ７ ５ ０．５ ０．２
Ｂ８ ５ ０．７ ０．２
Ｃ９ ５ ０．１ ０．２
Ｃ１０ ５ ０．１ ０．３
Ｃ１１ ５ ０．１ ０．４
Ｃ１２ ５ ０．１ ０．５

１．２．３　白鹤芋体胚萌发　ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋６ｇ／Ｌ琼脂为
基本培养基，对 ＩＢＡ（０．１、０．２、０．３ｍｇ／Ｌ）、ＧＡ３（０．２、０．４、
０．６ｍｇ／Ｌ）及蔗糖（１０、２０、３０ｇ／Ｌ）进行Ｌ９（３

４）正交试验，共９
个处理，每瓶接５个发育成熟的体胚块，每瓶记１次重复，每
处理１０次重复。３０ｄ后统计体胚的萌发率。
１．２．４　白鹤芋植株的再生转化　ＭＳ为基本培养基，对
６－ＢＡ（０、０．５、１．０ｍｇ／Ｌ）、ＩＢＡ（０．１、０．２、０．３ｍｇ／Ｌ）及 ＧＡ３
（０３、０．５、０．７ｍｇ／Ｌ）进行 Ｌ９（３

４）的正交试验，共９个处理，
每瓶接３个萌发的成熟体胚块，每瓶记为１次重复，每个处理
１０次重复。培养４０ｄ后统计再生率。

２　结果与分析

２．１　白鹤芋花序体细胞胚诱导
初级体胚诱导过程中，３５ｄ后处理１、处理２、处理３大部

分花序褐化、死亡，存活的花序生出微小黄绿色颗粒突起。随

着６－ＢＡ浓度的升高，１０ｄ后处理４到处理９白色花序均逐
渐膨大，并变为绿色；４５ｄ后，处理４、处理５与处理６产生少
量的黄绿色体胚；处理８花序表面形成大量紧密的簇状体细
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胞胚。

由表２可知，９个处理均能诱导初级体胚的形成，但不同
处理对初级体胚的诱导存在差异。激素组合为 ５．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ的处理８，为白鹤芋
花序初级体细胞胚诱导的最佳培养基，诱导率达 ５６．６７％。
各激素对白鹤芋花序初级体胚诱导的能力依次为６－ＢＡ＞
ＫＴ＞ＮＡＡ。

表２　白鹤芋体胚诱导正交设计结果分析

处理号
Ａ：６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

初级体胚

诱导率（％）
１ １ ０．５ ０．１ ４．４４ｅＤ
２ １ １．０ ０．３ ５．５５ｅＤ
３ １ １．５ ０．５ ５．５６ｅＤ
４ ３ ０．５ ０．３ ２４．４４ｄＣ
５ ３ １．０ ０．５ ３０．００ｃｄＣ
６ ３ １．５ ０．１ ３３．３３ｃＣ
７ ５ ０．５ ０．５ ４４．４４ｂＢ
８ ５ １．０ ０．１ ５６．６７ａＡ
９ ５ １．５ ０．３ ４７．７８ｂＢ
ｋ１ ５．１８４４ ２９．２５８９ ４９．６２８９
ｋ２ ２４．４４３３ ３０．７４００ ２８．８８８９
ｋ３ ４９．６３００ ２５．９２４４ ２６．６６６７
Ｒ ４４．４４５６ ６．３０ ５．５６

　　注：数据采用ＤＰＳ软件进行处理，并采用Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差法进
行差异显著性比较；同列不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜
００５）、不同大写字母表示处理间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下表同。

２．２　体细胞胚增殖最佳培养基筛选
由表３可知，激素组合为５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＺＴ＋

０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ的Ｂ６处理为体胚增殖最佳培养基，增殖倍数
达到了１０．５０。当 ＺＴ、ＮＡＡ浓度不变，６－ＢＡ浓度为５ｍｇ／Ｌ
时，体胚增殖能力最强，但当６－ＢＡ浓度继续升高时，体胚增
殖受到抑制；控制 ６－ＢＡ、ＮＡＡ浓度不变，ＺＴ浓度为
０．３ｍｇ／Ｌ时，体胚增殖效果最好；当 ６－ＢＡ、ＺＴ浓度一定，
ＮＡＡ浓度为０．２ｍｇ／Ｌ时，体胚增殖效果显著。

表３　白鹤芋体胚增殖正交试验结果

处理号 体胚再生数 体胚增殖倍数 体胚增殖量

Ａ１ １６．６７±１．５３ｃＣ ５．４３±０．６１ｃＣ ＋
Ａ２ １９．３３±０．５８ｂＢＣ ６．１３±０．５９ｃＢＣ ＋＋
Ａ３ ２４．６７±１．５３ａＡ ９．４３±０．６１ａＡ ＋＋＋
Ａ４ ２１．００±１．００ｂＢ ７．６０±０．７６ｂＢ ＋＋
Ｂ５ １７．３３±２．０８ｂＢ ６．８３±０．６８ｂＢ ＋
Ｂ６ ２６．６７±１．５３ａＡ １０．５０±０．８０ａＡ ＋＋＋＋
Ｂ７ １９．００±１．７３ｂＢ ７．０３±０．３１ｂＢ ＋＋
Ｂ８ １９．３３±１．５３ｂＢ ６．８±１．３７ｂＢ ＋
Ｃ９ ２５．００±１．００ａＡ ９．６７±０．７８ａＡ ＋＋＋
Ｃ１０ ２２．００±１．００ｂＢ ７．４３±０．５０ｂＢ ＋＋
Ｃ１１ １９．６７±０．５８ｃＢＣ ６．６７±０．３８ｂＣＢ ＋
Ｃ１２ １８．００±１．００ｃＣ ６．１０±０．２０ｃＢ ＋

　　注：表中值为“平均值 ±标准差”，“＋”表示体胚增殖生长
（０．３ｃｍ×０．３ｃｍ）～（０．５ｃｍ×０．５ｃｍ）；“＋＋”表示体胚增殖生长
（０．５ｃｍ×０５ｃｍ）～（０．７ｃｍ×０．７ｃｍ）；“＋＋＋”表示体胚增殖生
长（０．７ｃｍ×０．７ｃｍ）～（１．０ｃｍ×１．０ｃｍ）；“＋＋＋＋”表示体胚增殖
生长（１．０ｃｍ×１．０ｃｍ）～（１．２ｃｍ×１．２ｃｍ）。

２．３　白鹤芋体胚萌发
将白鹤芋花序成熟体胚转接到萌发培养基１０ｄ后，胚根

不断延伸，主根出现。出根１５ｄ后子叶逐渐膨大，由黄绿色
变成绿色，但不生芽。

由表４可以看出，各因素对白鹤芋花序体胚萌发影响程
度依次为ＩＢＡ＞ＧＡ３＞蔗糖。由正交设计试验结果可得，白
鹤芋花序体胚萌发最佳的激素和蔗糖的组合为 ０．１ｍｇ／Ｌ
ＩＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＧＡ３＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，验证性试验体胚的萌发
率为７７．５８％。

表４　白鹤芋体胚萌发率正交试验结果

处理号
Ａ：ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：ＧＡ３浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：蔗糖浓度
（ｇ／Ｌ）

体胚萌发

率均值（％）

１ ０．１ ０．２ １０ ７０．０６ａｂＡＢ
２ ０．１ ０．４ ２０ ７４．５０ａＡ
３ ０．１ ０．６ ３０ ６７．１１ｂｃＡＢＣ
４ ０．２ ０．２ ２０ ６１．５５ｃｄｅＢＣＤＥ
５ ０．２ ０．４ ３０ ６３．９２ｃｄＢＣＤ
６ ０．２ ０．６ １０ ５３．７３ｆＥ
７ ０．３ ０．２ ３０ ５６．０１ｅｆＤＥ
８ ０．３ ０．４ １０ ６０．２３ｄｅＣＤＥ
９ ０．３ ０．６ ２０ ６２．１１ｃｄＢＣＤＥ
ｋ１ ７０．５５３３ ５９．７３１７ ５９．４４５０
ｋ２ ６２．５３６７ ６６．２１３３ ６０．９８００
ｋ３ ６１．３３６７ ６６．０５１７ ６２．３４１７
Ｒ １１．１０８３ ５．２３３３ ４．７１５０

２．４　白鹤芋植株再生转化
由表 ５可看出，０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋

０．５ｍｇ／ＬＧＡ３，为白鹤芋植株再生转化最佳激素组合，植株再
生率达８８．５６％。各激素对白鹤芋花序体胚植株再生转化率
的影响依次为６－ＢＡ＞ＧＡ３＞ＩＢＡ。

表５　白鹤芋植株再生率正交试验结果

处理

号

Ａ：６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＧＡ３浓度
（ｍｇ／Ｌ）

植株再生

率均值（％）

１ ０ ０．１ ０．３ ７３．００ｃＢＣＤ
２ ０ ０．２ ０．５ ７１．１１ｃｄＣＤ
３ ０ ０．３ ０．７ ６４．３３ｄＤ
４ ０．５ ０．１ ０．５ ８８．５６ａＡ
５ ０．５ ０．２ ０．７ ６８．９７ｃｄＣＤ
６ ０．５ ０．３ ０．３ ８１．４５ａＡＢ
７ １．０ ０．１ ０．７ ６９．７８ｃｄＣＤ
８ １．０ ０．２ ０．３ ７４．８７ｂｃＢＣ
９ １．０ ０．３ ０．５ ６９．３３ｃｄＣＤ
ｋ１ ６９．４８２２ ７９．６５６７ ７１．３３３３
ｋ２ ７７．１１１１ ７１．６５５６ ７１．７０５６
ｋ３ ７６．４４５６ ７６．３３３３ ６７．６９３３
Ｒ １０．１７４４ ５．４５５６ ８．７５２２

３　结论与讨论

３．１　结论
白鹤芋花序体胚诱导最佳激素配方为 ５．０ｍｇ／Ｌ

６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ，诱导率达５６．６７％，
６－ＢＡ的影响作用最大；白鹤芋花序体胚增殖最佳激素组合
为５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＺＴ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，增殖倍数
达到１０；白鹤芋花序体胚萌发最佳激素和蔗糖组合为
０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．４ｍｇ／ＬＧＡ３＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，体胚萌发率为
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
７７．５８％；白鹤芋植株再生转化最佳激素组合为 ０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＧＡ３，植株再生率达
８８５６％，６－ＢＡ为植株再生转化的主要因素。
３．２　讨论

携带方便、价格便宜的小盆栽花卉颇受消费者的喜爱，市

场的销售仍异常火爆［２］。小盆栽花卉生产在不断扩大，而白

鹤芋正是众多小盆栽花卉中最具发展前景的花卉之一。为提

高白鹤芋的繁殖速度，直接诱导体细胞胚胎，短期内高速繁殖

白鹤芋种苗，是种苗繁育的有效途径。外植体选择对体细胞

胚的诱导至关重要［３］，外植体的生长状态和细胞分裂程度决

定了体细胞胚诱导的难易程度［４］，白鹤芋以花丝［５］和花序为

外植体，其体胚的诱导较容易而且诱导率非常高，而以白鹤芋

其他部位为外植体来诱导体胚的研究还未见报道。目前白鹤

芋体细胞胚胎的研究中，花序细胞诱导发生部分还不是很清

楚［６］，这有待进一
!

地深入研究。
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萝卜抽薹相关 ＳＲＡＰ分子标记筛选与分析
刘　哲，许园园，苏小俊

（江苏省农业科学院蔬菜研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：利用抽薹性状差异较大的晚抽薹萝卜品种Ｌ２和早抽薹萝卜品种Ｅ６配制杂交组合，构建Ｆ２群体。通过田
间调查，选用极晚和极早抽薹单株分别构建晚抽池（ＢＳＡ－１）和早抽池（ＢＳＡ－２），用２８８对 ＳＲＡＰ组合对两亲本进行
ＰＣＲ分析，共筛选出１６６对ＳＲＡＰ引物组合。通过２个基因池及基因池中各单株对筛选出的引物进行复筛，获得引物
组合ｍｅ３＋ｅｍ９，其在晚抽池中可扩增出多态性片段ＬＢ；对１５６株Ｆ２单株进行验证发现，ＬＢ与晚抽薹基因紧密连锁，
其遗传距离为５．７ｃＭ。
　　关键词：萝卜；晚抽薹；分子标记；遗传距离
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　　抽薹开花是农业生产上的一个重要现象，不仅对植物生
殖器官的形成起关键作用，而且关乎到植物的生物产量和产

品品质。先期抽薹在十字花科作物栽培上是一个倍受关注的

问题，不仅会降低十字花科作物的生物产量，而且会影响到产

品的品质，晚抽薹是十字花科作物一个重要的育种目标［１］。

生物技术的发展给作物遗传育种研究带来巨大变化，分子标

记技术的应用是其中之一。分子标记具有位点丰富、多态性

高、稳定可靠等特点，且检测不受时间和性状表达限制，可鉴

别基因型的纯合或杂合。本研究利用与晚抽薹基因紧密连锁

的分子标记可以方便准确识别不同晚抽薹基因的特点，通过

群体分离分析法（ＢＳＡ）筛选出与晚抽薹萝卜基因紧密连锁的
分子标记，以实现分子标记辅助育种，减少萝卜选育过程中对

表型性状的依赖，从而大大提高萝卜的育种效率。

１　材料与方法

１．１　材料
萝卜晚抽薹品种 Ｌ２，为韩国白玉春萝卜第９代自交系；

早抽薹品种Ｅ６，为短叶１３萝卜第１０代自交系，均由江苏省
农业科学院蔬菜研究所提供。将晚抽薹与早抽薹亲本进行杂

交再自交，形成Ｆ２分离世代群体共计１５６株单株。引物由上
海英俊进行合成；ｄＮＴＰｓ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶等分子生物学试剂，
均购于ＴａＫａＲａ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取与检测　试验于２０１４年在江苏省农业科
学院园艺研究所高效园艺作物遗传改良重点实验室进行，基

因组ＤＮＡ提取采用改良的 ＣＴＡＢ法。采用 ＤＹＹ－Ⅲ －５型
稳压稳流电泳仪，缓冲液为１．２％ＴＡＥ，琼脂糖凝胶电泳检测，
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