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　　摘要：羽衣甘蓝是２年生植物，２年完成１个有性生殖世代，游离小孢子培养是加快其纯合化的有效途径。但是
由于羽衣甘蓝小孢子培养的诱胚率低，使其难以育种应用。组蛋白乙酰化是一种重要的表观遗传学机制，影响小孢子

发育途径，促进小孢子胚状体发生。本研究分别用不同浓度的组蛋白去乙酰化抑制剂辛二酰苯胺异羟肟酸和曲古菌

素Ａ处理羽衣甘蓝红斑鸠的小孢子，以诱导胚状体发生。结果表明，辛二酰苯胺异羟肟酸浓度为０．０７５μｍｏｌ／Ｌ时，红
斑鸠获得最多胚状体，为每个花蕾获得２０．２４个胚状体，同时直接成苗率也达到最高，为１６．０７％。曲古菌素 Ａ浓度
为０～０．１５０μｍｏｌ／Ｌ时，红斑鸠的胚状体发生率和直接成苗率都降低。适当浓度的辛二酰苯胺异羟肟酸可以促进羽
衣甘蓝红斑鸠小孢子胚状体发生和直接成苗率，而０～０．１５０μｍｏｌ／Ｌ曲古菌素Ａ对羽衣甘蓝红斑鸠胚状体的发生和
直接成苗率有抑制作用。
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　　羽衣甘蓝叶片层次丰富，株型紧凑，被誉为观
叶植物中的牡丹花，可直接用于瓶插和盆景。观赏

时间长且心叶色鲜艳，秋冬季节被广泛应用于景观

美化。栽培观赏期有３～４个月。羽衣甘蓝为绿色
春化植物，杂合基因型材料需要６～８年才能培育出
可用于商业种子生产的纯合自交系。因此，加速育

种材料的纯合化具有重要的商业意义。

游离小孢子培养是利用细胞全能性和培养单

倍体小孢子从而获得再生植株，可以缩短获得纯合

株系的时间［１］。自Ｌｉｇｈｔｅｒ在１９８９年首次通过羽衣
甘蓝小孢子培养成功获得再生植物以来，这项技术

一直在不断改进、发展并应用于许多十字花科植

物［２］。羽衣甘蓝的小孢子培养体系也得到了改进

和优化［３－１１］。影响小孢子胚状体发生的因素有很

多，包括供体植物的基因型、生长状态、培养基、小

孢子活力、激素处理和培养环境等［１２］。植物生长调

节剂可以促进小孢子胚状体发生，例如２，４－表油
菜素内酯、脱落酸、水杨酸和茉莉酸、谷胱甘肽和

α－生育酚［７，１３－１４］。Ｌｉｇｈｔｅｒ发现，在培养基中添加
６－苄基氨基嘌呤和萘乙酸可以提高甘蓝小孢子胚
状体发生率［２］。Ｆｅｎｇ等在２００９年对白菜的研究中
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发现，０．０５ｍｇ／Ｌ６－苄基氨基嘌呤和 ０．１～
０．２ｍｇ／Ｌ６－萘乙酸可将小孢子胚状体发生率提高
到８．１３个胚／蕾［１５］。Ｃｈｅｎ等在羽衣甘蓝的研究
中，在ｎｌｎ－１３培养基中添加亚甲基蓝，提高了胚状
体诱导率［３］，Ａｒｉ等在２０２１年对小孢子进行冷休克
处理，也提高了胚状体诱导率［５］。早期，笔者进行

了羽衣甘蓝小孢子培养试验，发现胚状体诱导非常

困难。Ｊｉａｎｇ等发现曲古菌素 Ａ促进了小麦胚状体
发生［１６］。本试验研究了不同浓度的组蛋白去乙酰

化抑制剂辛二酰苯胺异羟肟酸和曲古菌素 Ａ对羽
衣甘蓝红斑鸠小孢子胚诱导率和植株再生的影响，

用流式细胞仪检测再生植株的倍性，并研究 ＤＨ系
的园艺特性，以期加速羽衣甘蓝的育种进程，提高

育种效率。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选择羽衣甘蓝红斑鸠作为小孢子培养材料。

植株种子于２０１８年７月中旬在试验基地播种。８
月移植到花盆中，１０月移植到温室中。翌年 １—２
月在温室抽薹开花，在晴天选择生长条件良好的花

序用于小孢子培养。植株分别种植于沈阳农业大

学和江苏丘陵地区镇江农业科学研究所实验基地。

１．２　小孢子培养
小孢子培养试验在Ｓａｔｏ等的方法［１７］基础上进行

了修改。选择花瓣与花药长度之比（Ｐ／Ａ）为０．５～
０８的花蕾作为试验材料，置于 ４℃冰箱中 ２４ｈ。
然后分别用体积分数为７５％的乙醇和质量浓度为
０．１％的氯化汞消毒花蕾３０ｓ和６ｍｉｎ，然后用无菌
超纯水洗涤 ３次，每次 ５ｍｉｎ。将花蕾放置于 ８～
１０ｍＬＢ５液体培养基中，用无菌玻璃棒研磨分离小
孢子。依次用７４μｍ不锈钢细胞筛和４０μｍ细胞
筛过滤悬浮液。随后，将悬浮液倒入５０ｍＬ离心管
中，加入Ｂ５液体培养基至３０ｍＬ，并在２０００ｒ／ｍｉｎ
下离心３ｍｉｎ。弃上清液，再次加入 Ｂ５液体培养基
至３０ｍＬ，然后离心 ３ｍｉｎ。再次移除上清液，将得
到的小孢子倒入 ＮＬＮ培养基［１８］，并使用血球计数

板将小孢子浓度调整为１×１０５个／ｍＬ。然后将小
孢子悬浮液装入 ５ｍＬ无菌塑料培养皿（６０ｍｍ×
１５ｍｍ）。每个培养皿加入１００μＬ活性炭。最后，
用Ｐａｒａｆｉｌｍ封口膜密封培养皿，在 ３３℃下培养
２４ｈ，然后转移至２５℃黑暗培养。
１．３　组蛋白去乙酰化抑制剂处理

将辛二酰苯胺异羟肟酸和曲古菌素 Ａ（美国赛

莱克斯化学公司）溶解在二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）中，浓
度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ。将溶液的 ｐＨ值调节至５．８，并
在无菌条件下过滤。配制 ０、００２５、０．０５０、００７５、
０．１００、０．１２５、０．０１５μｍｏｌ／Ｌ的辛二酰苯胺异羟肟
酸和曲古菌素 Ａ。在小孢子培养过程中，向培养皿
中添加５ｍＬ小孢子悬浮液，分别添加不同体积的辛
二酰 苯 胺 异 羟 肟 酸 和 曲 古 菌 素 Ａ。 以
０．０２５μｍｏｌ／Ｌ为例，每个培养皿（５ｍＬ小孢子悬浮
液）需要２５０ｎＬ辛二酰苯胺异羟肟酸。因此，分别向
每个培养皿中添加０ｎＬ（相当于０μｍｏｌ／Ｌ作为对照）、
２５０ｎＬ（０．０２５μｍｏｌ／Ｌ）、５００ｎＬ（０．０５０μｍｏｌ／Ｌ）、
７５０ｎＬ（０．０７５μｍｏｌ／Ｌ）、１．００μＬ（０．１００μｍｏｌ／Ｌ）、
１．２５μＬ（０．１２５μｍｏｌ／Ｌ）和１．５０μＬ（０．１５０μｍｏｌ／Ｌ）
辛二酰苯胺异羟肟酸和曲古菌素Ａ溶液。
１．４　胚状体发生与植株再生

当胚状体长到 ０．５ｃｍ时（小孢子培养后约
２０ｄ），将其转移到４５ｒ／ｍｉｎ摇床中，２５℃暗培养１
周。统计胚状体数量并转移到固体 Ｍｕｒａｓｈｉｇｅａｎｄ
Ｓｋｏｏｇ（ＭＳ）培养基（含７．５ｇ／Ｌ琼脂粉、０．１ｇ／Ｌ活
性炭、３０ｇ／Ｌ蔗糖，ｐＨ值为５．８）中。将胚状体种植
在锥形瓶中，当胚生长成愈伤组织时，将愈伤组织

切割并转移到含有５．５ｇ／Ｌ琼脂粉的 ＭＳ固体分化
培养基中。这个过程重复２～３次，每次持续２０～
２５ｄ。
１．５　倍性鉴定

用 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流 式 细 胞 仪 （美 国 ＢＤ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）鉴定再生植株的倍性。选择叶面
积约 ２ｃｍ２ 的新鲜叶片，置于培养皿中，加入
１．５ｍＬｃｈｏｐｐｉｎｇｂｕｆｆｅｒ缓冲溶液（含０．５ｍｍｏｌ／Ｌ精
胺、１５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ－２Ｎａ、０．１％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、８０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ和
１５ｍｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙醇，ｐＨ值为７．２～７．５）。用
医用剪刀快速切碎叶片组织，经过３００目筛过滤到
离心管中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。分离上清液
并避光加入１ｍＬＰＩ染料溶液染色１５ｍｉｎ。最后，使
用５００目筛将混合溶液过滤到样品管中进行测定。
以二倍体植株作为对照。

１．６　试验设计与数据分析
在小孢子培养试验中，每个组蛋白去乙酰化酶

抑制剂浓度处理重复３次。小孢子培养之后２０ｄ
统计胚状体数。使用ＳＰＳＳ软件进行数据分析，并使
用单因素方差分析（α＝０．０５）进行数据显著性
比较。
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２　结果与分析

２．１　辛二酰苯胺异羟肟酸和曲古菌素 Ａ对小孢子
胚状体发生的影响

辛二酰苯胺异羟肟酸促进了羽衣甘蓝红斑鸠

小孢子胚状体的发生（表１）。辛二酰苯胺异羟肟酸
浓度为０．０７５μｍｏｌ／Ｌ时，红斑鸠胚状体发生率达到
最高，即２０．２４胚／蕾，是对照组的１．３９倍（图１）。
辛二酰苯胺异羟肟酸浓度超过０．０７５μｍｏｌ／Ｌ时会
产生负面影响，小孢子胚状体诱导率降低。不同浓

度辛二酰苯胺异羟肟酸诱导小孢子胚胎发生率存

在显著差异。

表１　不同辛二酰苯胺异羟肟酸浓度对羽衣甘蓝红斑鸠

小孢子胚胎发生的影响

辛二酰苯胺异羟肟酸浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
胚状体数

（胚／蕾）

０．０００ １４．５５±１．２１ｂ

０．０２５ １５．９０±２．４９ｂ

０．０５０ １６．０６±０．３５ｂ

０．０７５ ２０．２４±１．７５ａ

０．１００ １７．３７±１．１０ａｂ

０．１２５ １６．７６±０．９９ａｂ

０．１５０ １５．８０±０．７５ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表２同。

　　曲古菌素 Ａ对羽衣甘蓝红斑鸠胚状体的发生
产生了抑制作用（表２）。０．０２５～０．１５０μｍｏｌ／Ｌ曲
古菌素Ａ均导致红斑鸠胚状体发生率降低。其中
０．０７５μｍｏｌ／Ｌ曲古菌素 Ａ诱导红斑鸠胚状体发生
最少，即６．３５胚／蕾（图２）。

表２　不同曲古菌素Ａ浓度对羽衣甘蓝红斑鸠

小孢子胚胎发生的影响

曲古菌素Ａ浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

胚状体数

（胚／蕾）

０．０００ １３．５３±１．６５ａ

０．０２５ １０．３６±０．６５ａｂ

０．０５０ ７．７３±０．４３ｂｃ

０．０７５ ６．３５±０．７１ｃ

０．１００ ８．４１±１．２１ｂｃ

０．１２５ ７．８８±１．５０ｂｃ

０．１５０ ９．００±２．３４ｂｃ

２．２　辛二酰苯胺异羟肟酸和曲古菌素 Ａ对小孢子
植株再生的影响

将胚状体移植到ＭＳ固体培养基中（图３－ｂ），
然后直接生长成再生幼苗（图３－ｃ）和愈伤组织，接
着将再生幼苗和愈伤组织移植到生根培养基中进

行生根培养，生根之后长成正常幼苗（图３－ｄ），将
试管苗移植到花盆中（图３－ｅ）。当辛二酰苯胺异
羟肟酸浓度为０．０７５μｍｏｌ／Ｌ时，红斑鸠直接长成幼
苗的比例最高，为１６．０７％，是对照的４．３７倍，胚状
体长成愈伤组织的比率达到最低，为４６．４３％，是对
照的７３％，胚状体死亡率提高到３７．５０％，是对照的
１．１３倍。红斑鸠胚状体的死亡率在 ０．０２５μｍｏｌ／Ｌ
时降到最低值，为１７．２４％，是对照的５２％（表３）。
　　０～０．１５０μｍｏｌ／Ｌ曲古菌素Ａ对红斑鸠直接成
苗率有抑制效果，０．１０μｍｏｌ／Ｌ曲古菌素 Ａ效果最
为明显，直接成苗率为０。当曲古菌素 Ａ浓度为
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表３　不同辛二酰苯胺异羟肟酸浓度对红斑鸠植株再生的影响

辛二酰苯胺异羟肟酸

浓度（μｍｏｌ／Ｌ）
直接成苗

的比率（％）
转化为愈伤

组织的比率（％）
胚状体

死亡率（％）

０．０００ ３．６８ ６３．１９ ３３．１３

０．０２５ ５．１７ ７７．５９ １７．２４

０．０５０ ４．６２ ６０．３８ ３５．００

０．０７５ １６．０７ ４６．４３ ３７．５０

０．１００ ８．９３ ６７．６０ ２３．４７

０．１２５ １０．７１ ５７．１４ ３２．１５

０．１５０ ０．９３ ６５．７４ ３３．３３

００５０μｍｏｌ／Ｌ时，红斑鸠愈伤组织的比率达到最
低，为６１．０３％，是对照的９８％。曲古菌素Ａ提高了
红斑鸠胚状体死亡率，当曲古菌素 Ａ浓度为
０．０５０μｍｏｌ／Ｌ时，胚状体死亡率达到最高，为
３６６５％，是对照的１．０９倍（表４）。
２．３　小孢子再生植株的倍性鉴定

红斑鸠的小孢子游离培养的再生植株是由不

表４　不同曲古菌素Ａ浓度对红斑鸠植株再生的影响

曲古菌素Ａ浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

直接成苗的

比率（％）
转化为愈伤组织

的比率（％）
胚状体

死亡率（％）

０．０００ ３．９２ ６２．３９ ３３．６９

０．０２５ ２．５６ ６２．９９ ３４．４５

０．０５０ ２．３２ ６１．０３ ３６．６５

０．０７５ １．９８ ６３．０２ ３５．００

０．１００ ０ ６６．２２ ３３．７８

０．１２５ １．２０ ６３．０２ ３５．７８

０．１５０ ３．０２ ６１．８８ ３５．１０

同倍性的植株组成的，分为单倍体、二倍体、四倍

体。再生植株的倍性是通过流式细胞仪鉴定，图４
中横坐标接近１００、２００、４００分别代表单倍体、二倍
体、四倍体植株，共获得红斑鸠再生植株１０２３株，
其中单倍体植株７４６株，占比最高，为７２．９２％，双
倍体植株２７５株，占比为２６．８８％，四倍体植株只有
２株，占比为０．２０％。
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２．４　ＤＨ系园艺学特征
小孢子游离培养获得的双单倍体品系的园艺

性状有着丰富的变异。红斑鸠表现为红色内叶绿

色外叶。通过游离小孢子培养获得的ＤＨ系有内外

叶都是红绿嵌合（图５－ａ）、内叶红绿嵌合绿色外叶
（图５－ｂ，５－ｃ）、粉色内叶绿色外叶（图５－ｄ）、内
叶红绿嵌合外叶部分嵌合部分绿色（图５－ｅ）和白
色内叶绿色外叶（图５－ｆ）。

３　讨论与结论

本研究采用辛二酰苯胺异羟肟酸和曲古菌素Ａ
处理羽衣甘蓝红斑鸠小孢子。结果表明，当辛二酰苯

胺异羟肟酸浓度为０．０７５μｍｏｌ／Ｌ，红斑鸠获得了最多
的胚状体，每个花蕾可得到２０．２４个胚状体，并将直
接成苗率提高至１６．０７％。０．０００～０．１５０μｍｏｌ／Ｌ曲
古菌素Ａ对羽衣甘蓝红斑鸠胚状体的发生和成苗
率有抑制作用。其中０．０７５μｍｏｌ／Ｌ的曲古菌素 Ａ
诱导红斑鸠胚状体发生最少，每个花蕾仅有６．３５个
胚状体。０．１００μｍｏｌ／Ｌ曲古菌素Ａ效果最为明显，
直接成苗率为０。
　　组蛋白去乙酰化抑制剂对小孢子胚状体发生
有明显的影响。辛二酰苯胺异羟肟酸是组蛋白去

乙酰化抑制剂。组蛋白乙酰化酶和组蛋白去乙酰

化酶之间的平衡调节组蛋白乙酰化。当植物体内

的酶活性受到抑制时，平衡被打破，组蛋白乙酰化

水平发生变化，从而诱导小孢子胚状体主要调控基

因的转录和表达；因此，大量细胞从花粉途径转变

为胚状体发育途径，随后产生大量胚状体［１９］。在甘

蓝型油菜的研究中，Ｌｉ等发现，组蛋白去乙酰化抑
制剂辛二酰苯胺异羟肟酸增加了小孢子胚状体发

生的总量［２０］。在对小白菜的研究中，发现丁酸钠、

曲古菌素Ａ和辛二酰苯胺异羟肟酸可提高胚状体
产量［１９］。Ｌｉｕ等发现，曲古菌素 Ａ对３种切花羽衣
甘蓝小孢子胚胎发生有促进作用［２１］。在本研究中，

羽衣甘蓝红斑鸠小孢子分别用７个浓度的辛二酰苯
胺异羟肟酸和曲古菌素 Ａ处理。结果表明，在试验
浓度范围内辛二酰苯胺异羟肟酸提高了的小孢子

胚状体发生率。不同浓度辛二酰苯胺异羟肟酸表
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现出不同的胚状体诱导效果，０．０７５μｍｏｌ／Ｌ辛二酰
苯胺异羟肟酸效果最好。但曲古菌素 Ａ抑制了胚
状体的发生。

利用杂交种作为小孢子培养材料可以产生丰

富的纯和突变材料。Ｌｉｕ等对红叶切花羽衣甘蓝双
色鹤进行小孢子培养产生了具有粉红色、白色和绿

色叶子的材料［２１］。本研究中，对红色内叶的红斑鸠

进行小孢子培养，产生了红绿嵌合叶片、粉色叶片

和白色内叶的纯合系。纯合系具有丰富变异是培

育观赏甘蓝的重要材料。观赏甘蓝纯合系的所有

基因位点都是纯合的，可以稳定遗传，是选育高产、

优质、强优势组合的宝贵材料。

本研究筛选出了适合羽衣甘蓝的小孢子胚状

体诱导剂，并确定了切花羽衣甘蓝的适宜浓度，对

游离小孢子培养在羽衣甘蓝上的应用具有重要意

义。本研究为改进羽衣甘蓝的游离小孢子培养做

出了贡献，下一步将以纯合系为亲本配制杂交组

合，测定其配合力，筛选出优良杂交种。
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