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摘要：为了快速纯舍杂交后代材料，提高重组基因型的选择几率，对40个杂交F 代组合进行小孢子分离培养。其中，有 

9个材料产生小孢子胚(占22．5％)，仅4个材料(10．0％)获得 了再生植株并种植大田，表明基 因型是影响小孢子胚胎 

发生的一个主要因素。4个杂交组合材料的胚胎发生率为0．08～0．86胚／蕾，平均为0．25胚／蕾。细胞学检测表明，本 

试验杂交组合材料的最适取样花蕾长度为3．5 mm。大田取样采取切取花序 ，然后在4℃冰箱中插水加散射光保存4～5 

d不影响胚胎发生。热激培养2 d后小孢子的膨大率是衡量小孢子胚胎能否发生的一个有效指标。 
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Abstract：Isolated microspore culture has greatly contributed to rapeseed haploid breeding，and is thus one of 

the most important technologies in rapeseed breeding and genetic engineering．Many parameters show effects OII 

the in vitro microspore morphogenesis，and difficulties are encountered especially when microspore is collected 

directly from field—grown plants．The present isolated microspore culture used field—grown F1 plants from 40 

cross combinations，in which 9 CROSS combinations produced embryos in culture(22．5％ of total tested cross 

combinations)，and plants regenerated in 4 cross combinations among them(10％ of total tested cross combi— 

nations)．The ratio of the embryogenesis of the 4 cross combinations ranged 0．08—0．86 embryo／bud，at an 

average of 0．25 embryo／bud．Cytological analysis showed that the stage of flower bud at 3．5 mm in length gave 

rise to the best embryogenesis．Branches with rachises collected from field—grown plants could be stored at 4℃ 

f0r 4～5 days in room light that facilitated lab analysis and culture．The percentage of microspore enla1 gement 

at 2 days after heat shock culture is an important marker for embryogenesis． 

Key words： Brassica napus；microspore；embryogenesis；in vitro culture 

游离小孢子培养和植株再生是指从花药中分离出 

小孢子，在离体培养条件下诱导小孢子产生胚胎或不 

定芽，再生成植株的技术。小孢子培养是单倍体育种 

的重要手段之一。单倍体是指含有配子染色体数的植 

物体，即指植物细胞核内染色组经一次或几次减数分 
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裂直到不能再进行自然减数分裂的最基本染色体数的 

量级。自然界高等植物单倍体出现的频率很低，例如， 

棉花0．000 33％ ～0．002 5％，小麦为0．48％，玉米为 

0．005％，油菜为 0．3％。中国已在小麦、水稻、玉米、 

烟草、甘蔗、甜菜、油菜等40多种植物中获得了花粉单 

倍体植株，其中小麦、玉米、甘蔗、甜菜、橡胶、柑桔等 

19种作物由中国首先培育成功 1 J。 

小孢子通过离体培养和染色体加倍获得纯合二倍 

体，成为遗传稳定的品系。在育种上，可缩短育种周 

期，增加重组基因型的选择机率，这是因为数量性状应 

· 33· 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第27卷 第2期 2008年2月 种 子 (Seed) Vo1．27 No．2 Feb． 2oo8 

用于选择的加性遗传变异所占比重较大，也没有主效 

基因的显性效应，使得组合内的基因型易于区别，世代 

间的选择效应更大；在物种进化研究上，可研究各染色 

体组之间的同源或部分同源的关系，从而对物种之间 

的亲缘关系和物种进化作研究；在遗传分析上，单倍体 

是研究基因性质及其作用的良好材料，利用畸变类型 

可确定连锁群及基因量的效应等遗传学研究；在基因 

定位方面，双单二倍体群体(DH群体)的等位基因都 

是固定的，可以用于新标记的作图并重复进行检验，特 

别适合于产量、抗性等数量性状的分析，是一个永久性 

的群体。因此，把单倍体及加倍单倍体应用于分子生 

物学和基因工程，特别是应用于QZL测定和构建作物 

分子遗传图谱、筛选和克隆植物基因等，以最终获得其 

知识产权，是本世纪各国研究和开发的竞争重点和热 

点。 

自1982年 Lichter-2 首次将甘蓝型油菜小孢子培 

养成功以来，小孢子培养技术在油菜上的应用 日益成 

熟。在品质育种方面，利用小孢子离体培养早期筛选 

低(高)芥酸、低硫甙葡萄糖苷的基因型，再通过单倍 

体加倍技术和结合传统育种手段可获得低(高)芥酸、 

低硫甙葡萄糖苷的品种 ；在品种选育方面，华中农 

业大学和中国农科院油料所利用小孢子培养技术选育 

出“华双3号”-4 和“中双9号”-5 品种等；在诱变育种 

和突变体筛选方面，其研究和应用也越来越广泛 ， 

如利用小孢子培养阶段将草酸作为抗性诱变剂进行抗 

菌核病材料的筛选[8．9 等。因此，单倍体育种有着广 

阔的应用前景。 

由于影响游离小孢子培养和植株再生的因素较 

多，尤其是生长在大田环境下的植株，小孢子发育不一 

致，胚产生频率不稳定(太低或难以得到胚状体)，这 

是限制该技术广泛应用的一个问题。本文通过取材于 

大田环境下甘蓝型油菜小孢子的培养过程，对几个影 

响小孢子发育的因素和小孢子胚胎发生的预示指标进 

行研究，力求对早期小孢子离体条件下胚胎发生机制 

的研究奠定基础。 

l 材料和方法 

1．1 材 料 

筛选抗病、优质、含油量高 的甘蓝型油菜 

(Brassica napus L．)亲本，组配杂种F1代杂交组合材 

料(表 3)。F，代杂种植株种植大田，在油菜开花期选 

择合适 的花蕾进行小孢子分离培养。实验时间是 

2006、2007年贵阳地区春季油菜开花期和 2006年威 

宁油菜夏繁开花期。 
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1．2 方 法 

1．2．1 镜 检 

将1．5—5．0 mm长度的花蕾进行核荧光染色液 

染色，在倒置显微镜下观察(Olympus BX 51)，确定最 

适小孢子发育期(单核期和二核早期)。所用的染色 

液配方为：Tris 30 mg，EDTA 7．5 mg，NaC1 20 mg，5一Bro— 

mo-2一Deoxyuridine 6／zg，Phenylendiamine 20 mg，Hoe— 

chest 33258 18／zg，甘油 12 ml，蒸馏水8 ml。 

1．2．2 材料消毒 

在油菜开花 3—7 d，选取小孢子发育时期在单核 

期和二核早期的花蕾，将其放入滤布中，用 70％酒精 

消毒 1 min左右，然后用 0．1％升汞消毒 10 min，无菌 

水冲洗3—5次。 

1．2．3 小孢子分 离 

分离小孢子所用的溶液为含 13％蔗糖的B 5无激 

素液体培养基，pH 5．8—6．0。小孢子用 DUCHEFA 

BIOCHEMIE公司生产的 NLN培养基培养，蔗糖浓度 

为13％，pH 5．9。将已灭菌的花蕾在上述 B 洗液中 

用玻璃棒轻轻将花粉挤出，经 300目尼龙网膜过滤到 

离心管里，于800 r／min离心 8 min，去掉上清液；再加 

入相同的B 培养液在同样转速下离心 5 min，去掉上 

清液，加入NLN一13液体培养基(加50 mg／L的秋水仙 

碱，pH 5．8—6．O)悬浮小孢子，稀释到所需的密度(1 
— 2蕾／m1)，分装到培养皿中或小三角瓶中培养。 

1．2．4 培 养 

小孢子先在 32℃的温度下热激培养2 d，然后用 

NLN一13培养基离心两次，再在相同培养基(不含秋水 

仙碱)、25℃恒温箱中静置培养 2—3周。胚胎产生后 

将其在80 r／min的摇床上、25℃条件下暗培养 1—2 

周，然后将正常发育的小孢子胚转入 B 5固体培养基 

(0．8％ 琼脂，5％蔗糖，pH 5．8—6．O)，置人22℃、16 h 

光周期培养箱内培养，2—3周转换 1次培养基直到植 

株生长成为正常不定芽苗，然后再转生根培养基和盆 

栽驯化，最后移栽大田。对未能发育成正常植株的胚 

在 B 培养基上继续进行培养。 

2 试验结果与分析 · 

2．1 培养基的配制 

实验初期(2006年春季)，培养基的配制是采用大 

量元素(含糖 13％)高温灭菌(定容为900 m1)，有机物 

(定容为100 m1)过滤灭菌。共做了2O多个杂交组合， 

100多个单株，1 000多个培养皿的试验。在培养 2天 

后用倒置显微镜观察，发现小孢子没有膨大，培养 1月 

左右均未有变化，也没有胚状体产生。其原因可能是 

含有高糖的NLN大量元素培养基经高温灭菌产生了 
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一 些影响小孢子发育的有毒物质或阻碍物质，致使小 

孢子不能膨大和进一步发育。2006年夏繁油菜开花 

期，将培养基全部采用过滤灭菌，2天后小孢子有所膨 

大，最终获得胚状体。因此，NLN培养基全部采用过 

滤灭菌更有利于小孢子产生胚胎。 

用于小孢子培养的 NLN培养基首先需要配制近 

20种母液，然后再配成所需的培养基，操作过程比较 

繁琐，有些试剂需要的量很微少，在配置的过程中可能 

出错；此外，有些需要特殊溶剂溶解，这些溶剂可能会 

对小孢子的发育产生不良影响。采用 DUCHEFA BIO— 

CHEMIE公司生产的粉剂 NLN培养基，可以简化操作 

程序，节省时间，消除不利因素的影响。 

2．2 小孢子发育期 

选择合适的小孢子发育期是小孢子培养的关键环 

节。据报道，最适合游离小孢子培养的时期是单核靠 

边期和二核早期。由于本实验选用的油菜是种植大 

田，温度不能控制，小孢子的最适发育时期难以用一个 

准确尺度来进行判断，因此在实验中采用镜检、花蕾长 

度和开花时期综合指标进行选择。首先是镜检，起初 

采用传统的苯酚染液和醋酸洋红染色，效果很不理想， 

看不到细胞核，难以找到最适的单核靠边期(图 1，2)， 

这主要是由于单核期小孢子的细胞壁开始增厚，用普 

通颜料染色，多数细胞观察不到细胞核；而个别能看到 

细胞核的都在发育早期(1．5 n'lln花蕾)，如四分体时 

期。 

在2006年夏繁试验中，采用 Hoechest荧光染色来 

观察小孢子的发育情况。结果在以前苯酚染液和醋酸 

洋红染色看不到细胞核的材料中都可以观察到细胞核 

(图3～6)。在开花3～7 d的3．5 mm的花蕾中，观察 

到70％以上的小孢子处于单核靠边期(图5)。据报 

道，小孢子发育的同一性和单核靠边期小孢子所占的 

比例与小孢子的诱导频率有很大的关系。单核靠边期 

小孢子所占比例大，诱导率高。通过荧光染色观察，对 

于本试验所用的甘蓝型油菜材料而言，一般 1．5 mm 

花蕾的小孢子处于四分体时期和单核早期(图3)，2～ 

3 mm的花蕾有部分单核靠边期出现(图4)，3．5 mm 

的有 70％左右的小孢子处于单核靠边期(图5)，4．0 

rlllTl以上的又逐渐减少，5．0 mm的出现双核中期和三 

核期(图6)，因此，取样最适的花蕾大小为3．5 mm。 

2．3 取样时间 

2007年春季油菜开花期前后共取 l0次样来进行 

小孢子的培养。取样时间从 1月 23日到 3月 13日。 

实验结果表明(表 1)，1月和 2月上中旬取样的材料， 

在游离小孢子培养 2天后，小孢子没有膨大，也没有胚 

产生；从 2月下旬到 3月初取样的材料小孢子膨大率 

较高，50％左右的材料有膨大现象，最高可达 88．9％， 

材料胚胎发生率为8．3％ ～33．3％；3月中旬取样的杂 

交组合材料小孢子有膨大，但没有胚产生。在产生胚 

的9个材料中，有 6个是 3月 1日取的样，说明取样时 

间对胚胎发生率有一定的影响。此外，采取的花枝放 

在冰箱里插水保存 3～5 d并不影响小孢子的胚胎发 

生率(表 2)。 
一 般情况下，小孢子膨大率 50％以上的材料比较 

容易产生胚，胚胎发生率也高；而膨大率 50％以下的 

胚产生率较低或难以产生胚；没有膨大的材料则不能 

产生胚。但试验中，也有个别材料膨大率较高，但不能 

产生胚，如431(表 3)。这表明，膨大率高的小孢子能 

否产生胚，与后期的发育条件也有一定关系。但在热 

激培养2天后(2 DAC：2 days after culture)小孢子是 

否膨大和膨大率是否高(>50％)，是小孢子产生胚的 
一 个基本条件，也是衡量小孢子胚胎能否发生的一个 

有效指标。 

表 1 2007年油菜开花期小孢子培养实验情况 

注：材料胚胎发生率：产生胚的材料差 材料数 ×100％；材料膨大 

率(％)：膨大材料数／材料数 ×100％。 

2．4 基因型 

本试验 2007年的40个参试材料中，有 9个杂交 

组合产生胚(22．5％)，仅4个杂交组合(10．0％)获得 

了再生植株，胚胎发生率为0．08～0．86胚／蕾，平均为 

0．25个／花蕾(表 2，3)。有 8个杂交组合的材料完全 

不膨大，也没有胚状和胚胎体产生 (其 中 418，505， 

1183是重复取样)。以上结果表明，小孢子胚胎发生 

能力受基因型的影响(表3)。 

2．5 其他因素 

有些杂交组合同一天取样，不同时间进行实验，其 

膨大和产生胚的情况不一样 ，例如杂交组合 446，3月 

1日取样 ，3月2日培养的未膨大 ，3月3日培养的有 
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膨大，这些材料可能要求低温处理时间较长；有 

些杂交组合材料相同，取样时间和试验批次均 

相同，结果有的单株产生胚，有的就不产生胚， 

例如杂交组合材料 450和 540，表明单株问存 

在个体差异；在试验的4O个材料中，有 8个材 

料(占20．O％)两次重复的试验结果不一致，一 

次培养中小孢子膨大，一次培养中小孢子不膨 

大(如451，499，525，534，537等)，表明小孢子 

胚状体发生能力的重复性不易控制，实验条件 

对培养结果也会造成很大的影响(表 3)。 

以上结果表明，小孢子的胚胎发生受诸多 

因素的综合影响，如基因型、小孢子发育期、培 

养基、取样时问、低温处理时问、实验条件、个体 

差异等。 

3 讨 论 

表 2 20o7年春季油菜开花期部分材料小孢子培养产生胚情况 

注： ：胚胎发生率(胚／蕾)=产生的胚胎 花蕾数；一 ：有些产生胚的材料资料记 

载不全，胚胎发生数和胚胎发生率(％)未统计。 

据报道，在影响小孢子培养再生的诸多因素当中， 

供试材料基因型是影响油菜小孢子胚状体产量的主要 

因素之一，不同品种问诱导频率差异显著  ̈”J。本试 

验2007年春季的4O个参试材料中，有 9个材料产生 

胚(22．5％)，仅 4个材料(10．O％)获得了再生植株。 

周永明和Scartḧ 在供试的8个甘芥种问杂种材料中 

有4个对培养有反应；朱家成等Ⅲ 对78个甘蓝型油 

菜材料进行了离体小孢子培养，其中仅 5个材料获得 

了再生植株。小孢子成胚明显受基因型的影响。此 

外，在芸薹属的几种植物中利用分子标记技术，已证实 

了基因位点控制了胚产量和再生能力[16,17]，Cloutler 

等 引̈也在甘蓝型油菜品种中鉴定出与小孢子培养反 

应有关的RFLP区段。 

据报道，同一杂交组合的材料不同单株问胚状体 

发生能力亦有差异，同一杂交组合的材料第 1天取的 

蕾培养效果好，第 2天取的蕾培养效果则不一定 

好【1 驯。试验结果也证明了这一点，这可能与田问植 

株每天所遇到的自然气候不同有关，因此一个杂交组 

合的材料往往需要重复接种培养。在进行品种问小孢 

子产胚能力比较时，为了消除单株问个体差异，每个基 

因型每次取3～5株上的花蕾混合较好；而对难成胚材 

料或对培养反应低的材料，通过在群体内多选株进行 

单株培养，有可能从中筛选得到反应较好的植株。 

供体植株的生长环境(温度条件)也是影响小孢 

子培养的一个重要因素。来自生长室的供体植株(1O 

℃白天，5℃黑夜周期)，其初花期花蕾中处于单核期 

至双核期的小孢子占95％，无三核期小孢子，小孢子 

成胚率高；而取 自普通温室的供体植株，同一发育时期 

的花蕾中处于单核期至双核期的小孢子百分数只占 
． 36． 

75％，三核期小孢子占21％；而取 自大田供体材料污 

染率高、小孢子发育时期不统一且活力差，小孢子培养 

的脱分化启动及胚状体诱导均较困难，因此胚产生频 

率不稳定或难以得到胚状体 卜 引。试验结果再次证 

明，花蕾中小孢子发育的一致性对胚胎的发生有很大 

影响，即单核晚期的小孢子多，胚胎发生频率高；而小 

孢子发育一致性差的材料，胚胎发生频率低。 

由于贵州种植的多是两年生冬性或半冬性油菜， 

每年只开 1次花，并且大部份材料集中在 3月上、中旬 

开花，有效取样时问比较集中，也较短暂；而大田环境 

下生长的植株小孢子发育不一致，小孢子培养的脱分 

化启动及胚胎诱导均较困难；因此，要将该技术作为一 

个常规技术来应用，需要改善实验条件(如建立人工 

气候室)，即时检测和低温调节材料的发育时期。在 

本试验中，以花蕾作为保存材料的最佳保存时间为 1 

天，超过 1天则材料有些发黄并产生异味。切取花序 

在 4 c(=冰箱中插水保存(加散射光)，可以保存 3～5 d 

而不影响后续培养中胚胎的发生，这对异地取样(夏 

繁)和调节同步发育时期进行小孢子培养尤为实用。 

本实验重点研究生长在大田环境下的甘蓝型油菜 

所取材的小孢子的培养过程，并对小孢子胚胎发生的 

预示指标进行研究。实验表明，热激培养2天后小孢 

子的膨大率是衡量小孢子胚胎能否发生的一个有效指 

标。在小孢子的膨大率大于 50％时，小孢子的胚胎发 

生出现质的转变。表明小孢子培养密度和膨大小孢子 

的密度可能都具有集体效应。这种集体效应促使小孢 

子偏离配子体发育途径。小孢子的膨大过程和起因与 

联动机制是今后小孢子胚胎发生机制的重点研究 

课题。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


研究报告 黄先群 等：浅析几个因子对甘蓝型油菜游离小孢子胚胎发生的影响 

416 

418 

422 

431 

436 

437 

445 

446 

448 

450 

451 

457 

473 

475 

493 

499 

505 

514 

5l5 

525 

526 

527 

531 

532 

534 

535 

537 

539 

3．1 

3．1／3．13 

3．1 

3．3 

3 3／3．13 

3．3／3．13 

3、l 

3、1／3．1 

3、13 

3．1／3．1 

3．1／3、13 

3、1 

3 3／3．13 

2．26 

3．1 

2．26／3．1 

2．26／3．1 

3．1 

3．1 

2．26／3．1／3．1 

2．26／3．1 

3、1／M3．1 

2．26 

3、1 

2．26／3．1 

2．26／3．1 

3．1／3．1 

3、1 

3．3 

3、2／3、14 

3．4 

3．5 

5／3、14 

5／3、14 

3、3 

3、2／3．3 

3、14 

3．5／3．5 

3．3／3、14 

3、2 

3．5／3．14 

3．27 

3．4 

2．27／3．4 

2、27／3．2 

3．4 

3．4 

2．27／3．4／3．5 

2、27／3．2 

3．4／3．5 

2 27 

3．5 

2、27／3．2 

2．27／3．3 

3．3／3．5 

3．4 

53 

5O／21 

45 

43 

29／6O 

29／88 

17 

45， 

37 

37， 

30／15 

35 

37／84 

31 

37 

33／23 

26／23 

31 

29 

30／37／38 

26／43 

35／26 

36 

59 

35／33 

10／30 

32／30 

25 

540 2．26／3．1／3．1／3、1 2．27／3．2／3．3／3、5 34／64／53／65 

541 

544 

545 

546 

794 

798 

801 

837 

838 

846 

l183 

40 

3．1 

3．2 

3、2 

2、26 

3．3 

3．3／3、13 

3．3 

3．1 

3．2／3、13 

3．2 

3．2／3．13 

3．2 

3．4 

3．4 

2．27 

3、5 

3、5／3．14 

3．5 

3 2 

3、4／3．14 

3．4 

3．3／3、14 

39 

22 

37 

28 

18 

34／17 

31 

84 

57／82 

25 

70／31 

2358 

2／混 

2／混 

1／混 

1 

2／1 

混 

1／1 

2／混 

2／混 

1 

l／1 

1／1 

1 

l／2／2 

1／3 

2／1 

l 

l／1 

1／1 

1／1 

1 

1／2／2／3 

1 

1 

1 

2／混 

1 

3／混 

1 

1／混 

>97 

有，中 

无／无 

有 ，少 

有膨大，良 

有，良／有，良(产生胚／无胚) 

有，中 

有 ，良(产生胚) 

无／有，良 

有，中 

有，良／有，良(产生胚／无胚) 

有／无 

无 

有，良／有，良(产生胚／无胚) 

无 

无 

有，少 

无 ，聚集 

有，中 

有，少 

有，中／无 ，聚集／无 

有，良／有，良(无 产生胚) 

有，良／有，少 

有，少 

无 ，聚集 

有，少 

有，少／有，中 

有，良／无(产生胚／无胚) 

有，良(产生胚) 

有，良／有，良／有，良／有， 

良(产生胚／产生胚／无／无) 

有，中 

无 

有膨大，中 

有，少 

有，少 

有，少／无 

有，良 

有，良(产生胚) 

有，中／无 

有，少 

无，聚集／无 
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827 R XWipor 

827 R X(D X白) 

云油21 X 827 R 

Q X 85·1 

C-9 XROCabo 

827 R XDAN 

827 R X 388 

827 R X 81-11 

827 R X4312 

827 R X5392 

(5392 XwsT)X(C X白) 

Q XRocabo 

827 R X4312 

827 R X5392 

Q X 85·l 

Q X5392 

(D X白)X827 R 

(D X白)X 88-402 

C．9 XDAN 

花油5号 ×82．11 

C-9 XDAK 

SAM XQ 

云油21 XQ 

388 XQ 

5392 XWET 

Sarepta X油研 lO号 

伦比X 85-26 

Sarepta X 549 

CesarX 82．11 

DAN X 82．11 

DAM XZA7 

DAR X C．9 

4312 X 827R 

(SAM X 82．11)XDAN 

油研 11号 

549 XDAN 

马努 X 82·l1 

WST X 82．11 

388 XQ 

注： ：是混合取样，单株数在2株以上；表中第6栏资料中，没有标注的材料均没有产生胚。 
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图 甘蓝型油菜杂种 F 代小孢子不同染料染色镜检观察和植株再生 

注：1．苯酚染液染色(花蕾长度2．5 cm)；2．醋酸洋红染色(花蕾长度3．0 cm)；3-6．Hoechea荧光染色(3．花蕾长度 1．5 cm，示小孢子单核早期； 

4．花蕾长度2．5 cm，示小孢子单核期；5．花蕾长度3．5 cm，示小孢子单核靠边期；6．花蕾长度5．0 cm，示小孢子2-3核期)；7．小孢子胚状体争愈伤组 

织；8．小孢子再生试管苗；9．移栽大田的油菜小孢子再生植株。 
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