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　　摘要：以１０个抗根肿病大白菜品种为试材，研究影响小孢子出胚的因素，并对ＤＨ植株进行根肿抗性分子检测。结
果表明，基因型是影响出胚的最主要因素，参试的１０个品种中仅有３个出胚，其中１５ＣＲ８２出胚率最高，为 ３．３６个／蕾。
基因型还决定了胚状体的类型及大小，胚的大小对于转绿成苗率有一定影响。一般直径大于２ｍｍ的胚状体容易转
绿成苗。用根肿抗性基因ＣＲａ的特异分子标记ＣＲａＥＸＯＮ４－３筛选ＤＨ群体，获得２７个携带抗性基因植株。
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　　大白菜（Ｂｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｓｓｐ．ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓ）属于十字花科
芸薹属芸薹种大白菜亚种，是一种起源于我国的重要蔬菜作

物。根肿病是由芸薹根肿菌（ＰｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａｂｒａｓｓｉｃａｅＷｏｒｏｎ）
侵染引起的一种世界性病害［１－２］，主要感病植物有大白菜、青

菜、芥菜等十字花科蔬菜［３］。根肿病病菌被归为原生界根肿

菌门，其通过侵染十字花科植物根毛导致根部薄壁细胞增生

而形成肿瘤［４］，从而影响植物吸水功能［５］，使地上部分生长

迟缓、缺水萎蔫［６］。该病最初于１７３７年被发现在地中海西岸
（英国）和欧洲南部（前苏联列宁格勒），由于该病传染力强，

传播途径多，感病植物根部释放的休眠孢子在土壤中存活可

达１０年［７］，随后在世界各地的十字花科蔬菜种植区域蔓延扩

散。又由于发病初期蔬菜地上部分的症状不明显，不易被发

现，使得发病地区减产严重，根肿病又有“根癌”之称，已成为

一种世界性难题。

近年来，根肿病的防治方法主要有农业防治、生物防治、

化学防治及抗病育种等。而从环境保护、成本、管理难易程度

等方面考虑，选用抗病品种是目前防治根肿病的最佳方

案［８］。游离小孢子培养（ｉｓｏｌａｔｅｄｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅｃｕｌｔｕｒｅ，简称
ＩＭＣ）技术是由Ｎｉｔｓｃｈ在进行花药培养的同时创建和发展的，
１９８２年德国的Ｌｉｃｈｔｅｒ率先在甘蓝型油菜上成功地进行了游
离小孢子培养，并发现小孢子胚胎及其再生植株的产量远高

于花药培养［９］，这引起了育种工作者的浓厚兴趣，此后小孢

子培养技术在农作物，尤其是芸薹属蔬菜作物中得到了迅速

发展。利用游离小孢子培养技术，可以快速纯化含有抗病基

因的植株，并从大量的抗病双单倍体（ｄｏｕｂｌｅｄｈａｐｌｏｉｄ，简称
ＤＨ）群体中，寻找具有优良生物性状的植株作为亲本进行下
一步的育种工作。本研究以１０份市售的抗根肿病大白菜品
种为材料，筛选易出胚的基因型材料，并利用根肿抗性基因

ＣＲａ分子标记对种质进行筛选，以期为大白菜抗根肿病新品
种的选育奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试抗根肿病大白菜材料为１５ＣＲ３７、１５ＣＲ３８、１５ＣＲ５３、

１５ＣＲ８２、１５ＣＲ１０４、１５ＣＲ１２１、１５ＣＲ１２２、１５ＣＲ１２８、１５ＣＲ１３２、
１５ＣＲ１３６，均由西北农林科技大学十字花科蔬菜研究室提供。
１．２　试验方法
１．２．１　试材准备　材料于２０１６年１０月１５日播种于陕西省
油菜杂交中心大田，自然条件下春化，常规田间管理，于２０１７
年３月２６日始花期至４月２２日终花期取材培养。
１．２．２　游离小孢子培养　在大白菜初花期和盛花期，于每天
０８：００—１１：３０摘取健壮花序上未开的花蕾，花蕾长度为
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２．０～３．５ｍｍ。用镊子挑开花蕾，小心挤出花粉，利用显微镜
挑选细胞为圆球形，小孢子发育处于单核靠边期，且细胞有一

定透光度的花蕾。如细胞为三角形及其他不规则形状，并且

细胞颜色极浅则是时期过早，花蕾过小；如细胞成椭圆形且中

部较暗透光较差，则是花粉已成熟，花蕾过大。挑选好的花蕾

先用７５％乙醇消毒１ｍｉｎ，再用０．１％氯化汞消毒１５ｍｉｎ，无
菌水冲洗３遍。加入６～１０ｍＬ的Ｂ５洗涤培养基（含１３％蔗
糖），用玻璃棒碾压花蕾使花蕾破碎，小孢子游离于 Ｂ５培养
基中，用５０μｍ孔径的尼龙网过滤，收集滤液于离心管中。
１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液后加入Ｂ５培养基悬浮花
粉，再次离心，重复３次后弃去上清液，加入含有１００ｍｇ／Ｌ秋
水仙碱的 ＮＬＮ－１３液体培养基（含１３％蔗糖）悬浮小孢子。
将小孢子悬浮液稀释后分装于４个６０ｍｍ的培养皿中，每个
皿的培养基体积约为５ｍＬ，用封口膜封口，放于３２℃培养箱
中，暗培养４８ｈ。取出未污染的样品，将悬浮液加入离心管
中，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清，加入１０ｍＬＮＬＮ－１０
液体培养基（含１０％蔗糖）悬浮花粉，将悬浮液加入到９０ｍｍ
培养皿中，封口后放入２５℃条件下进行暗培养。经过１０～
１５ｄ出现肉眼可见的白色细小颗粒，将出现白色细小颗粒的
培养皿放到室温下的摇床上避光振荡培养，１５ｄ后统计出胚
率及胚胎类型。胚状体的直径小于１ｍｍ时，不统计在内。
１．２．３　基因型对小孢子胚胎发生的影响　１０份大白菜材料
进行游离小孢子培养，暗培养１０ｄ、振荡培养１５ｄ后统计出
胚率及胚胎类型。每个品种各挑取１００个花蕾分装于４个培
养皿中，每个培养皿２５个花蕾。
１．２．４　胚状体种类对转绿成苗的影响　所有胚状体均统一
转入 ＭＳ固体培养基（ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋
８ｇ／Ｌ琼脂），放到光—暗周期为 １２ｈ—１２ｈ，光照度为
１５００ｌｘ，温度为２４℃的培养间，２周后分别统计其转绿率。
１．２．５　ＤＨ群体分子筛选　所有获得的小孢子植株，剪取少
量叶片组织，用简化 ＣＴＡＢ法提取 ＤＮＡ，用笔者所在课题组
开发的根肿病抗性基因ＣＲａ特异分子标记进行筛选，统计条
带类型。

２　结果与分析

２．１　基因型对大白菜游离小孢子出胚率的影响
不同基因型的抗根肿病大白菜小孢子的胚胎发生能力差

异很大。由表１可知，１０个供试材料有３个得到了胚状体，
成功率为３０％。其中１５ＣＲ８２出胚率最高，为３．３６个／蕾，其
次为１５ＣＲ１３６，出胚率为１．３２个／蕾，１５ＣＲ５３的出胚率最低，
为０．８４个／蕾。
２．２　基因型对大白菜游离小孢子胚状体类型的影响

胚状体的形状和大小与基因型也存在很密切的关联。材

料１５ＣＲ８２的胚状体主要为子叶型胚与球形胚，且数量多体
积小，直径一般为０．５～３．０ｍｍ，直径小于１ｍｍ的胚数量较
多。材料１５ＣＲ５３和１５ＣＲ１３６的胚状体则主要为子叶型胚与
畸形胚，且体积较大，直径一般为１～８ｍｍ（图１）。
２．３　胚状体类型对大白菜胚状体转绿的影响

由表２可知，当胚状体的体积达到一定大小时，有助于其
转绿。子叶胚相对于其他类型胚状体更容易成苗，子叶胚宽

度小于２ｍｍ时，一般很难转绿，也就无法成苗。１５ＣＲ５３和

表１　抗根肿病大白菜不同基因型小孢子出胚数

材料
花蕾数

（个）

出胚数

（个）

出胚率

（个／蕾）

１５ＣＲ３７ ２５ ０ ０
１５ＣＲ３８ ２５ ０ ０
１５ＣＲ５３ ２５ ２１ ０．８４
１５ＣＲ８２ ２５ ８４ ３．３６
１５ＣＲ１０４ ２５ ０ ０
１５ＣＲ１２１ ２５ ０ ０
１５ＣＲ１２２ ２５ ０ ０
１５ＣＲ１２８ ２５ ０ ０
１５ＣＲ１３２ ２５ ０ ０
１５ＣＲ１３６ ２５ ３３ １．３２

表２　大白菜小孢子胚状体转绿率

材料
转胚数

（个）

转绿数

（个）

转绿率

（％）

１５ＣＲ５３ １５９ １０７ ６７．３
１５ＣＲ８２ ４４４ ８８ １９．８
１５ＣＲ１３６ ２５１ １７５ ６９．７

１５ＣＲ１３６的子叶胚较大，容易转绿，其转绿率分别为６７．３％、
６９．７％，１５ＣＲ８２的胚状体数量最多，体积小，大部分直接白
化、褐化，转绿的胚状体数量较少，转绿率极低，只有１９．８％。
２．４　ＤＨ群体分子鉴定

由图２可知，对获得的４０个ＤＨ植株进行ＣＲａ基因的分
子检测，植株间表现多态性，扩增条带大小为７０５ｂｐ的有２７
株，含抗性基因 ＣＲａ，表现为纯合抗病，扩增条带大小为
４１３ｂｐ的有９株，不含抗性基因ＣＲａ，表现为感病。由结果可
知，纯合抗病植株与感病植株比为３∶１。４、２７、２８、２９号样品
条带大小为５００ｂｐ，与其他材料的大小不一致，表现为材料间
多态性。

３　结论与讨论

基因型对游离小孢子培养的胚状体发生来说是最关键的

因素之一，Ｂｈａｔｉａ等利用３０个印度花椰菜品种进行研究，其
中１３个品种得到了胚状体［１０］。卢松等用３个微型结球白菜
品种进行试验，有１个品种得到了胚状体［１１］。本试验以 １０
个抗根肿病大白菜品种进行游离小孢子培养，其中有３个品
种得到了胚状体。１５ＣＲ８２的出胚率最高（３．３６个／蕾），而材
料１５ＣＲ５３的出胚率相对较低（０．８４个／蕾）。胚状体的发生
不仅受到基因型的影响，而且还受一些外部条件的影响，同一

品种胚状体的发生具有很大的偶然性，可能某一天出胚率极
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高，也可能没有发生胚状体。在这个未知条件还没有解决之

前，由于花期时长有限，试验中尽量保证每天有足够的花蕾是

获得较多ＤＨ植株的一个简单直接的方式。
除了基因型对小孢子培养的影响外，如何高效利用已经

形成的胚状体是一个亟待解决的问题。本试验发现，胚状体

的大小对于转绿率的影响比较大，子叶胚宽度小于２ｍｍ时，
一般很难转绿，推测由于出胚率较高的品种、有限的空间及培

养基限制了胚状体生长空间及获得较多营养物质。笔者尝试

将较大的胚状体转出后，换成新的ＮＬＮ－１０培养基继续避光
振荡培养，结果显示该方法可促进胚状体的生长，提高转绿

率。归因于增加胚状体生存空间及可用营养物质，同时置换

掉培养基中胚状体产生的一些有害代谢产物。同一品种在不

同时期的出胚率也不一样，说明外在环境条件对胚状体发生

也会产生一定影响，探究利于出胚的环境条件，也是一个可以

有效提高易出胚品种出胚数的方法。

利用抗根肿病基因特异分子标记可以快速检测大白菜材

料含有的抗病基因，本研究利用ＣＲａ特异分子标记检测获得
的４０个ＤＨ植株，有２７个携带抗性基因 ＣＲａ，纯合抗病植株
与感病植株比为３∶１。所用供试母株材料为杂合植株，根据
孟德尔遗传定律中的分离定律，预测试验结果纯合抗病植株

与纯合感病植株比为１∶１，与本次试验结果相差较大。由于
成苗过程中胚状体有大量损耗，所以无法判断是含有抗根肿

病Ｃｒａ基因的花粉更容易形成胚状体，还是含有抗病基因的
胚状体更容易成苗。在后续试验中，可以通过拓宽供试材料

基因型，增加出胚率、提高成苗率等有效方法来获取更多抗根

肿病纯合种质资源，进而应用于抗根肿病育种实践当中。
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