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影响大白菜游离小孢子培养胚胎发生因素的研究
陈晓峰 1，张明培 2，徐榕雪 1，隋好林 1*
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摘 要：本研究以福山包头系列大白菜品种为试材，对影响小孢子培养中胚胎发育的重要因素进行了研

究。结果表明，基因型对小孢子胚产量影响较大，平均每个花蕾产胚在 1.28～38.25个之间；花蕾长度为 2.1～
3.0 mm时，小孢子胚诱导率最高，超过 3.0 mm或者低于 2.0 mm胚胎诱导率极低；NLN-13培养基为小孢子培
养最佳培养基，培养基中添加激素并未提高小孢子胚胎产量，但添加 0.1～0.3 g/L活性炭能明显提高小孢子胚
胎产量。
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Studies on Factors Influencing Embryogenesis of Isolated Microspores of
Chinese Cabbage
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Abstract：Factors affected culture of microspore was studied on four Chinese cabbage varieties of 'Fushan⁃

baotou'. Results showed that there was significant difference in embryogenesis ability among different genotypes.
The yield of microspore-derived embryo ranged from 1.28 to 38.25. The yield of microspore-derived embryo reach
the highest level when the length of flower buds was from 2.1 mm to 3.0 mm, and extremely low when the length of
flower buds was more than 3.0 mm or less than 2.0 mm. NLN-13 was the best medium for microspore culture, and
hormone added did not improve microspore-derived embryo yield, but addition of 0.1 g/L to 0.3 g/L activated char⁃
coal obviously increased microspore embryo production.
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游离小孢子培养是在单细胞水平上获得纯系

的培养方法。在芸薹属作物中，Lichter[1]首次从甘
蓝型油菜上成功进行游离小孢子培养，后来日本

学者 Sato[2]率先获得大白菜游离小孢子培养的再

生植株。我国这方面的研究起步较晚，但发展迅

速，目前已对大白菜游离小孢子培养的各个影响

因素进行了研究 [3-5]。

游离小孢子培养的关键在于小孢子如何进入

胚胎发育途径，即影响小孢子胚胎发生因素等方
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面研究。目前，影响小孢子胚诱导因素主要有：

基因型 [5-8]，供试材料生理状况 [2，8-10]、小孢子发育时

期 [6，11-13]、培养材料预处理 [12，14-17]、激素和活性炭等

培养基添加成分 [2，6，13，17-19]。本试验对影响福山包

头类型大白菜小孢子胚胎发生过程中的因素进行

研究，以期建立更为完整的小孢子培养体系。

1 材料和方法

1.1 试验材料
试验于 2010.10～2013.10在中国农业大学烟

台研究院进行。供试大白菜品种为福山包头莲

(001)、新烟杂三号(002)、奇山秋美(003)、金盛秋早
(004)，由中国农业大学烟台研究院蔬菜课题组提
供。供试材料于每年 11月下旬育苗，2月下旬定
植于试验田，于 3月下旬至 4月下旬取花蕾进行
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试验。

1.2 试验方法
1.2.1 游离小孢子培养
大白菜植株现蕾后，于每天上午 8:00～10:00

摘取健壮植株的花序，参考付文婷 [20]方法进行小

孢子培养。

1.2.2 小孢子发育阶段对胚胎发育的影响
以 002为试验材料，摘取不同长度的花蕾，采

用赵建平 [21]方法对花粉发育时期观察，并统计小

孢子在四分体，单核早、中、晚期，双核期和三核

期的比率并进行游离小孢子培养。

1.2.3 基因型对小孢子胚胎发生的影响
4种试材取长度为 2.0～2.5 mm的花蕾，进行

游离小孢子培养。

1.2.4 培养基激素成分对小孢子胚诱导的影响
以 002为试验材料，参考付文婷 [20]的方法，在

NLN-13培养基中添加不同浓度的激素处理进行

游离小孢子培养。

1.2.5 活性炭对小孢子胚胎发生的影响
取 4种材料合适大小的花蕾，用添加有浓度

为 0、0.1、0.3、0.5、1.0和 1.5 g/L活性炭的 NLN-13
的培养基进行游离小孢子培养。

以上每个处理按平均每个培养皿 4个花蕾，
重复 3次，每个重复 3皿，培养 3周后进行小孢子
胚诱导率统计。

2 结果与分析

2.1 小孢子发育阶段对产胚率的影响
由表 1看出，胚胎发生的最适花蕾长度为

2.1～3.0 mm，根据镜检，此时绝大部分小孢子处
于单核晚期 (单核靠边期)，少数处于单核中期和
双核期，这时候产胚率最高可达到 34.28胚/蕾，花
蕾长度超过 3.0 mm和低于 2.0 mm时产胚率极
低。

表 1 002不同花蕾长度对应小孢子发育阶段所占的比例及小孢子胚产量

花蕾长度

(mm)

1.5～2.0

2.1～2.5

2.6～3.0

3.1～3.5

3.6～4.0

不同发育时期小孢子所占比例(%)

四分体

6

单核早期

36

单核中期

58

34

8

单核晚期

66

54

12

双核期

38

74

46

三核期

14

54

小孢子胚产量

(胚/蕾)

1.72

34.28

27.79

3.36

0

2.2 基因型对小孢子胚胎发生的影响
由表 2可以看出，供试的 4个基因型都获得了

胚状体，但不同基因型间小孢子胚胎发生能力差

异很大，出胚率最高的 002(38.25胚/蕾)是出胚率
最低的 001(1.28胚/蕾)的近 30倍。003和 004间在
小孢子胚诱导率上无显著差异 (19.17 胚/蕾和
21.56 胚/蕾)。由此可见，002、003和 004胚胎发
生较易，001胚胎发生较难。

2.3 培养基中激素成分对小孢子胚诱导的影响
培养基中添加不同浓度的激素对大白菜小孢

子胚诱导的影响不同(表 3)。结果表明，4个品种
在不加激素的 NLN-13培养基的小孢子胚诱导率
最高，添加 0.1 mg/L 6-BA的培养基出胚率相对
降低，添加 0.05 mg/L IBA所有材料均未出胚。对
难出胚的材料 001，添加任何激素均未诱导出
胚。培养基中添加 0.2 mg/L 6-BA时只有 002和
004有少量小孢子胚产生，添加 0.05 mg/L 6-BA
和 0.5 mg/L NAA时候只有 002出胚，但出胚率不
高只有 3.97胚/蕾。
2.4 活性炭对小孢子胚胎发生的影响
由表 4可以看出，添加活性炭对胚诱导率影

响显著，不同基因型对最适活性炭浓度的要求不

同。活性炭的加入对 001小孢子胚的诱导率影响
不大，最大值出现在活性炭含量在 0.1g/L。0.3g/L

表 2 基因型对小孢子胚产量的影响

基因型

001

002

003

004

每皿花蕾数

4

4

4

4

平均每皿产胚数

5.11

153.00

76.67

86.22

平均每花蕾产胚数

1.28

38.25

19.17

21.56
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活性炭的加入使 002产生了最高的胚诱导率，比
不加活性炭的胚诱导率增加了 62.9%，随着活性
炭浓度的增大胚诱导率减小，当活性炭浓度增加

到 0.5 g/L时与不加活性炭的胚诱导率没有明显
差别，当活性炭浓度为 1.0 g/L时，就对胚诱导率

产生明显的抑制作用。003添加 0.3 g/L活性炭后
胚诱导率明显提高，当活性炭浓度增加到 1.0 g/L
时，胚诱导率又明显受到抑制。004在加入 0.1～
0.5 g/L浓度的活性炭都均可明显促进小孢子胚
胎发生，超过 1.0 g/L活性炭时也表现为明显的抑

表3 不同培养基对大白菜胚胎产量的影响

培养基

NLN-13

NLN-13+0.1 mg/L 6-BA

NLN-13+0.2 mg/L 6-BA

NLN-13+0.05 mg/L IBA

NLN-13+0.05 mg/L 6-BA+0.5 mg/L NAA

每花蕾产胚数 (胚/蕾)

001

0.78

0

0

0

0

002

36.61

17.19

2.86

0

3.97

003

18.11

10.14

0

0

0

004

19.86

4.25

1.22

0

0

表 4 活性炭对小孢子胚诱导率的影响 (胚/蕾)

基因型

001

002

003

004

活性炭浓度(g/L)

0

1.8

29.7

15.9

17.1

0.1

2.6

39.8

25.3

20.6

0.3

2.2

48.3

30.2

29.3

0.5

1.2

17.6

12.1

19.8

1.0

0.7

8.2

3.1

4.4

1.5

0

2.9

1.9

2.1

制胚胎发生。

3 讨 论

游离小孢子培养中，花蕾取材时期是决定小

孢子培养能否成功的关键因素之一，因此，一般

以花蕾长度，花瓣/花药长度比、花蕾颜色等指标
来对花粉发育时期进行确定。本研究表明，花蕾

长度为 2.1～3.0 mm时最适合进行游离小孢子培
养，这时候小孢子主要处于单核晚期至双核期，

这与贾根义 [4]、曹鸣庆 [9]和卢钢 [22]研究白菜类蔬菜

小孢子培养结果相似，区别在于他们认为最适合

培养的花蕾长度为 2.1～2.5 mm。
本研究中的 4个包头类型大白菜品种，除 001

外其余 3个品种均为杂交种，遗传背景相对比较
复杂，因此品种间出胚数相差甚大。本研究中 4
个品种大白菜均诱导出胚，每花蕾产胚在 1.28～
38.25个之间，且高出胚率的品种较低出胚率的同
步性较好。这与曹鸣庆 [9]和栗根义等 [11]研究的结

果相似。可见基因型是影响小孢子胚胎发育的重

要因素。

关于植物激素的作用是促进还是抑制，目前

为止研究者未能取得一致结论。本试验结果表

明，不添加激素的NLN-13培养基效果最好，这与
蒋武生 [17]的研究结果一致。培养基中添加 6-BA
并未提高小孢子胚的诱导率，而且高浓度的 6-BA
对小孢子培养还有抑制作用，这与付文婷 [20]和徐

艳辉 [7]研究结果不一致。本研究同样发现培养基

中添加 0.05 mg/L IBA时，4个品种均不出胚，添
加 0.05 mg/L 6-BA和 0.5 mg/L NAA时，除易出胚
品种 002外，其他品种不出胚，这与付文婷 [20]研究

结果一致，与李岩 [23]和 sato[2]等报道结果不一致，可

见外源激素不一定是胚胎发生的必要因素。

本研究中发现，添加活性炭对大白菜小孢子

胚状体的诱导有明显的促进作用，申书兴 [24]、徐艳

辉 [7]和韩阳等 [25]也发现添加少量活性炭可以明显

促进小孢子胚状体的形成。但是不同基因型的最

适活性炭浓度不同，低胚胎发生率的基因型对活

性炭反应不灵敏，适应范围也比较窄，对胚诱导

率的促进作用不明显，其他 3个品种对培养基中
添加活性炭反应灵敏，且胚诱导率有明显的提
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升。Kott[26]和孙丹 [27]等研究认为，小孢子培养过程

中会产生有毒物质，抑制了胚胎发生和发育，而

活性炭起到吸附这些有毒物质的作用。
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