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用小孢子培养创建大白菜双单倍体永久作图群体

张凤兰,赵岫云

(北京市农林科学院蔬菜研究中心,北京 � 100089)

� � 摘要 :用高抗TuMV的高代自交系 91- 112 和高感 TuMV的小孢子双单倍体系 T12- 19 杂交的 F1植株进行小孢子

培养, 多次继代培养使小孢子再生苗安全越夏, 再经移栽驯化后进行低温处理, 定植到日光温室。通过加强田间管

理,有效地提高了小孢子培养生产双单倍体的成功率和结实水平,得到一个具有 146 个白菜双单倍体系的作图群体。
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Establishing Doubled Haploid Population with Microspore Culture

for Genetic Mapping in Chinese Cabbage

ZHANG Feng- lan, ZHAO Xiu-yun

( Beijing Vegetable Research Center, Beijing � 100089, China)

Abstract:Microspore culture was carried out in hybrid plants between a high generation inbred line 91- 112 and a

DH line T12- 19, which are high resistant and susceptible to TuMV, respectively� The survive frequency of regenerated

plants and seed set of DH plants were highly improved by successive subculture during summer, low temperature treat-

ment after domest icat ion and transplanted in greenhouse� A DH populat ion with 146 lines was obtained�
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� � 20世纪 90 年代以来, 由于分子生物学技术的

飞速发展, 利用 DNA分子标记研究和定位数量性状

座位或基因(Quantitative Trait Loci, QTL)的研究也有

了飞跃的发展, 复杂的数量性状可剖分为若干离散

的孟德尔因子所决定的组分, 进而确定其在染色体

上的位置及其与其他基因的关系
[ 1, 2]
。

自从 Paterson Andrew [ 1]第一次运用分子标记进

行番茄 QTL 定位以来,对各种性状的 QTL 定位的研

究报道很多。所用群体分为两类:一类为暂时性群

体,如 F2, F3, BC, 三交群体等, 另一类为永久性群

体, 如双单倍体 ( Doubled haploid, DH)、重组自交系

( recombination inbred line, RIL)群体等。与暂时性群

体相比,永久群体具有以下优点: ( 1)由于所有的等

位基因都是固定的, 可以无限地用于新标记的作图,

并可在研究小组之间共享。( 2)种子可多次繁殖,可

以重复进行检验, 特别适合于抗性等数量性状的分

析[ 3]。DH 群体来自于 F1的杂种配子, 由于品系内

的完全同质性和完全纯合性, 是适合于构建 QTL 遗

传图谱的永久性群体。DH 群体与其他永久群体如

重组自交系和近等基因系相比还具有构建仅需 1~

2年时间,构建费用较低的优点。

本文叙述了白菜通过游离小孢子培养构建双单

倍体( DH)群体的方法和过程。

1 � 材料和方法

1�1 � 材料
供试材料为高抗芜菁花叶病毒( TuMV)的 91-

112和高感TuMV 的 T12- 19, 91- 112 为连续自交

筛选 9代的高代自交系,高抗TuMV,叶面较平,叶球

叠抱。T12- 19是通过对北京地方品种和日本引进
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品种的杂种F1进行小孢子培养得到的双单倍体系,

高感病毒病,叶面皱,叶色深绿,植株生长势弱。

9月下旬将 91- 112 和T12- 19的 F1种子播于

空调温室中育苗, 10月中旬定植于玻璃温室中, 2月

份抽薹开花后, 进行小孢子培养。种株管理同常规。

1�2 � 方法
1�2�1 � 小孢子培养方法 � 小孢子培养参照 Takaha-

ta
[ 4]
的方法进行。取长 2~ 3 mm 的花蕾, 用含活性

氯2%的 NaClO 溶液消毒 15 min, 无菌蒸馏水洗 3

次,将消毒液洗净。无菌条件下在含蔗糖 13%、pH

6�0的 B5- 13液体培养基
[ 5]
中用研棒将花蕾捣碎,

用无菌微孔布( 45 �m)过滤,将小孢子收集在离心管

中,在 1 000 r/ min下离心 3min,去掉上清液, 加入新

的 B5- 13培养基, 将小孢子悬浮后再次离心, 重复

3次。用血球计数盘在显微镜下进行小孢子计数,

并用 1/ 2NLN- 10[ 4]培养基调整小孢子浓度为 1 �

10
5
个/ mL。将小孢子悬浮液分注于 60 mm � 15 mm

的培养皿中, 每皿 2~ 3 mL。在 32�5 � 恒温箱中培
养1 d后, 转移到 25 � 的培养箱中在黑暗条件下培

养21 d,观察小孢子胚的发育情况。

1�2�2 � 植株再生方法 � 获得的胚状体经过 7 d光

下培养后,将子叶期的成熟胚置于含2%蔗糖、1�6%
琼脂的固体 B5- 2培养基上,在 25 � 、16 h日照、光

强30 E�m- 2�s- 1的光照培养箱中培养 21~ 28 d。再

生芽伸长到 2 cm 以上时, 切芽插入装有含 2 %蔗

糖、0�8%琼脂的 B5- 2培养基的三角瓶中, 继代培

养至生根、成苗。

1�2�3� 再生苗的田间管理 � 9月上旬将越夏的小
孢子再生苗从三角瓶中移出, 用自来水冲去根部的

培养基,栽于装满草炭土和蛭石的营养钵中(质量比

为1�1,直径 8 cm)中,用塑料布或烧杯覆盖,慢慢扩

大塑料布或烧杯的通风口, 使再生苗逐渐适应生长

环境的湿度条件,温度管理以白天 25 � 、夜间 15~

18 � 为宜。再生苗根系恢复生长后, 将苗放入 5 �

的环境条件下处理 20~ 30 d 后, 定植于日光温室

中,行距 50~ 60 cm,株距 30~ 33 cm。抽薹开花后,

套袋蕾期自交, 调查花粉有无和结实情况。

2 � 结果与分析

2�1 � 小孢子培养的胚状体发生情况
小孢子培养工作从 2001年 2月29日开始, 3月

31日结束, 共进行了 7次,每次培养 30~ 40个花蕾,

15~ 20个培养皿。在 32�5 � 条件下黑暗培养24 h,

在 25 � 下培养 3 d 后,在倒置显微镜下观察到一部

分小孢子体积增大,第一次细胞分裂在这些变大的

小孢子中产生。经 10~ 14 d培养后, 在培养皿中可

观察到球状胚状体,随着培养的进行, 逐步观察到心

形、鱼雷形、成熟及畸形胚状体。小孢子胚状体的发

育不同步, 培养 21 d 后, 可以发现培养皿中有各种

发育时期的胚。7次培养共计获得了小孢子再生胚

3 800~ 4 200个,平均每培养皿产胚 30~ 36个,每蕾

产胚 15~ 18 个。其中子叶期成熟胚 1 407 个, 占

35%。

2�2 � 胚状体的芽再生情况
研究发现成熟胚经继代培养芽再生率显著高于

其他发育时期的胚,因此在诱导胚状体芽再生时,只

将1 407 个成熟胚置于 B5- 2 芽再生培养基上, 为

提高芽再生率,固体培养基的琼脂浓度高达 1�6 %。

经过 30 d的培养后,获得 605个芽长超过 2 cm的再

生芽,芽再生率为 43%。将再生芽继代于装有琼脂

浓度 0�8 %的 B5- 2 培养基的三角瓶中, 获得 481

株成苗的再生株。

2�3 � 小孢子再生株的越夏
2月下旬开始进行小孢子培养, 5月上旬即可得

到第一批小孢子再生苗, 这时北京的外界气温一般

上升很快,已进入炎热的夏季。如果将得到的小孢

子再生苗移栽到温室或露地,由于气温高, 再生苗很

难生长良好。另外在 7~ 9月期间开花也很难得到

后代种子。根据北京的气候特点, 最好在 9月份以

后将再生苗移到外界。5~ 8月份期间, 可通过连续

切芽培养的方法保存小孢子再生苗。具体做法是:

小孢子苗在三角瓶中生长 20~ 30 d, 在无菌条件下

将中心芽切下( 2~ 3 cm 长) , 再插入装有同样培养

基的新三角瓶中。继代培养需进行 4~ 5次。

2�4 � 再生苗的低温处理
过去为了促进春化, 小孢子再生苗从三角瓶定

植到温室营养钵以前,往往先将生长在三角瓶中的

小孢子再生苗在低温下处理一段时间,再移栽驯化,

这样做严重影响再生苗的营养生长,植株生长很弱

就过早抽薹开花, 冬性弱的品种甚至在三角瓶内抽

薹开花。本实验改进的措施是先将小孢子再生苗移

植到营养钵中驯化, 待根系生长稳定, 苗长到 5~ 6

片叶以上时再放到 5 � 的环境条件下低温处理 20

~ 30 d后定植到日光温室。

2�5 � 双单倍体植株的获得
10月中旬经过低温处理的小孢子再生苗 332
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株定植于日光温室中。抽薹开花后, 观察到 169株

再生苗有花粉产生, 自然加倍率为 50�9 %。通过人

工蕾期自交授粉,最终有 146株得到自交种子。

3 � 讨论

3�1 � 双单倍体群体用于数量性状定位
作物的许多重要经济性状属于微效多基因控制

的数量性状。要对数量性状进行 QTL 定位, 首先需

要构建一个目的性状的分离群体。目前常用的群体

有F2群体、回交群体、回交自交系群体( BIL)、双单倍

体群体( DH)、重组自交系群体( RIL)、近等基因系群

体( NIL)等。毛传澡和程式华
[ 6]
较详细地比较了各

种群体的不同特点(表 1) ,可见 DH群体具有构建时

间短、构建费用中等、作图准确度高、需群体较小和

为永久群体的特点,为数量性状研究较理想的作图

群体。因此,大麦[ 7]、小麦[ 8]、水稻[ 9]、玉米[ 10]、甘蓝

型油菜[ 11]、甘蓝[ 12]等作物都有用双单倍体群体作

图和进行 QTL定位的报道, 但大白菜迄今未见用双

单倍体群体进行作图的研究报道。

表 1� 几种作图群体的特点

� 特 � 点 F2 BC1 BIL DH RIL NIL

群体的形成 F1自交 F1回交 F2 自交回交后代 F1花药或花粉培养 F2自交后代 F1回交自交后代

准确度 低 低 高 高 高 最高

需群体大小 大 大 小 小 小 小

永久群体 否 否 否 是 是 是

分离比例 1�2�1 1�1 1�1 1�1 1�1 1�1
构建费用 低 低 高 中等 中等 高

构建时间 短 短 长 短 长 长

3�2 � 双单倍体群体的构建
用游离小孢子培养技术构建大白菜双单倍体群

体,应特别注意小孢子再生株低温处理的时期和方

法、小孢子再生苗的移植、驯化、定植时期和场所, 以

及定植后的田间管理, 以提高再生苗的成活率和结

实率,从而提高构建双单倍体群体的效率。
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