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绿菜花游离小孢子培养、胚胎发生和植株再生
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摘　要　取花蕾长 3. 0～5. 5mm 的花序, 7% (W / V )饱和次氯酸钙溶液(加一滴吐温 20)表面消毒

15min, 无菌水洗 3次。然后轻压花蕾,过滤, 收集滤液,离心后 ,将小孢子悬浮于经过滤灭菌的改良

的 1/ 2NLN 培养基中。石蜡膜封口, 置温度梯度培养箱作 32. 5℃、1d 的高温热激诱导处理, 后置

25℃下继续培养。本试验对 13份绿菜花供试材料的游离小孢子培养能力进行初步研究, 其中 8种

基因型(占全部材料的 61. 5% )有胚胎发生, 并获得 5种基因型的再生株,共 207 株。基因型对绿菜

花游离小孢子培养的影响很大, 基因型“巴绿青花菜”出胚率最高, 达 37. 08胚/蕾。同时,对培养基

中加入活性炭悬浮液和更换培养基的作用进行了研究。
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70年代初, Nitsch等
[ 1]首先在毛叶曼陀罗等茄科植物成功地应用游离小孢子培养方法获

得胚胎和再生株。1982年, 在芸薹属作物上,德国Lichter
[ 2]
首先报道采用游离小孢子培养诱导

小孢子胚胎发生和植株再生。绿菜花( Br assica oleracea var . ital ica)的游离小孢子培养,最早见

于 1991年 Takahata 等
[ 3]的报道。由于技术难度大, 迄今在国内还没有见到绿菜花游离小孢子

培养成功的报道。

我国的绿菜花常规育种存在费时费工、种子量有限、国内资源贫乏等问题。绿菜花维生素

C 含量极高,达 140mg / 100g 鲜重;其它营养成分也较高,还含有吲哚甲醇、B-胡萝卜素等防癌
的物质,是富含营养保健成分的蔬菜之一。本项研究工作,旨在研究和完善绿菜花游离小孢子

培养的方法, 为绿菜花的遗传育种研究提供新的生物技术育种手段。

1　材料和方法

1. 1　材料

供试的 13种基因型见表 1。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　小孢子的分离和培养　取花蕾长 3. 0～5. 5mm 的花序, 7% ( W/ V)饱和次氯酸钙溶液

(加一滴吐温 20)表面消毒 15min,无菌水洗 3次,每次 5min。然后将无菌的花蕾放于研钵中,

加入少量B5洗涤培养基
[ 4] ,用研棒轻压, 使小孢子从花蕾游离到液体培养基中, 45Lm 孔径尼



龙筛网过滤, 收集滤液, 100g 离

心 3次,每次 3min。最后一次离

心后, 将小孢子悬浮于经过滤灭

菌的改良的 1/ 2NLN 培养基

中
[ 3, 5]
。用血球计数器将小孢子密

度调整为 1×10
5
/ m l,每个 60mm

无菌塑料或玻璃培养皿中放入

2ml 小孢子悬浮液,石蜡膜封口,

置温度梯度培养箱作 32. 5℃、1d

热激诱导处理, 后置 25℃下继续

培养, 2～3周后分类计数从球形

期到子叶期各阶段的胚数量,并

表 1　供试的 13 种基因型

材料名称 株系名称 种子来源

Galaxy galax / y 北京蔬菜研究中心农场

碧杉 碧杉 同上

B105-1 B105-1C 北京蔬菜研究中心绿菜花课题组

B105-12 B84-2 同上

B105-13 B93-1 同上

B105-11 B92-1 同上

巴绿青花菜 巴绿青花菜 东北农业大学园艺系

bc-11 B95-228 同上

bc-13 B95-236 同上
青绿青花菜 青绿青花菜 同上

bc-1 三芳交配东京绿 同上

bc-23 95B3-1-9 同上

bc-7 B95-228 同上

转到 6000lx、14h/ d的光照、25℃温度下继续培养。

1. 2. 2　胚培养和再生株的获得　将获得的子叶期小孢子胚转置于 25℃, 6000lx , 14h/ d光照

下培养 24～72h。胚转绿后,移到含糖2%(W / V)和 1. 2%琼脂粉的B5-2固体培养基的 90mm

培养皿或 100m l三角瓶中继续培养。光温同上, 直到幼苗长成(约 3～4周)。将带根幼苗洗去

根部残留培养基后,移栽到含蛭石∶花卉营养土( 1∶2)的营养钵中。前一周内用大烧杯罩苗,

以保持湿度, 有利于保持组培苗的驯化。待幼苗生长健壮后, 定植于温室。

1. 2. 3　细胞学方法　小孢子离体培养期间, 用 Nikon T MD-EF2倒置相差显微镜直接观察小

孢子形态变化、细胞分裂和早期胚胎发生过程。球形期后的胚胎形态变化用双目实体解剖镜观察。

1. 2. 4　影响绿菜花游离小孢子胚胎发生的单因子实验

1. 2. 4. 1　不同基因型对绿菜花游离小孢子培养的影响　对所供试的 13份材料进行游离小孢

子培养,比较不同基因型的胚胎发生能力,从中筛选出胚胎发生率高的基因型,以供下列实验

应用。

1. 2. 4. 2　活性炭的加入及更换培养基的作用　活性炭的加入方法是,用 1g 活性炭加 0. 05g

琼脂糖溶于 100ml无菌水中。在 112℃下高压灭菌 20min,配成活性炭悬浮液。悬浮液中活性

炭与琼脂糖吸附,在常温下不凝固。在培养开始时, 每培养皿加入 0. 1m l活性炭悬浮液,也可

以在更换培养基后加入活性炭[ 6]。

更换培养基的作法是,取 1～2m l 0. 38M ( 13% )糖浓度的洗涤培养基加入到每个培养皿

中,吸出所有溶液并在 100g 下离心 5min,然后沉淀物用 1. 5ml新鲜 1/ 2NLN 培养基重新悬

浮,更换培养基试验于培养 24h后进行,有时更换几次,并结合加入活性炭
[ 6, 7]。每个处理重复

3次, 三周后统计出胚量。

2　结果与分析

2. 1　绿菜花小孢子胚胎发生的细胞学观察

游离小孢子在 1/ 2NLN培养基中于 32. 5℃培养 24h 后,可见部分小孢子直径增大到 1～

2倍, 3～4d可见到小孢子开始第一次分裂(图 1)。8～9d 可见经多次细胞分裂形成的多细胞

1033期 张德双等:绿菜花游离小孢子培养、胚胎发生和植株再生



团,同时脱去小孢子外壁。11～13d可见原胚的出现。随后相继可见到球形胚、心形胚、鱼雷胚

和子叶胚各阶段的胚(图 2～5) ,整个过程大约持续 18～22d, 最后形成再生株(图 5)。

图 1　球形胚　(×200)　　　　　　　　图 2　心形胚　(×200)

2. 2　提高出胚率的单因子实验研究

2. 2. 1　基因型对绿菜花游离小孢子

胚胎发生影响　在 13种供试基因型

中, 11种观察到小孢子细胞分裂, 8种

获得胚。具有胚胎发生能力的基因型

中,出胚率最高的为“巴绿青花菜”,达

37. 08 胚/蕾; 最低的为“B105-13”,

0. 31胚/蕾; 前者为后者的 119. 6倍。

而“bc-13”、“青绿青花菜”、“bc-1”虽

有细胞分裂, 但未见胚胎发生。“bc-

23”、“bc-7”则没有任何反应(表 2)。

2. 2. 2　活性炭的加入及更换培

表 2　不同基因型对出胚率的影响

基因型 膨大 细胞分裂 球型胚 子叶胚
胚产量

(胚/蕾)

Galax y + + + + 31. 80

碧杉 + + + + 15. 00
B105-1 + + + + 21. 33
B105-12 + + + + 0. 63
B105-13 + + + + 0. 31

B105-11 + + + + 0. 67
巴绿青花菜 + + + + 37. 08

bc-11 + + + + 26. 25

bc-13 + + - - 0

青绿青花菜 + + - - 0
bc-1 + + - - 0
bc-23 - - - - 0
bc-7 - - - - 0

养基的作用　由表 3看出,培养

前加入活性炭的处理出胚率为

15. 32 胚/蕾, 比对照提高 2. 5

倍,而单纯更换新鲜培养基的 2

个处理不仅不能提高出胚率,反

而大大抑制了胚胎发生。更换培

养基后加活性炭的处理,等同于

培养前不加入活性炭(表 3)。

表 3　活性炭的加入及更换培养基对出胚率的影响

处　　理 总胚数(个) 出胚率(胚/蕾)

对照 12 6. 11

活性炭(培养前加入) 30 15. 32

更换培养基(培养 1d 后更换) 0 0

更换培养基(培养 2d 后更换) 0 0

培养 1d 后更换培养基并加入活性炭 10 5. 07

　　在对“碧杉”进行研究时发现,小孢子膨大现象比较普遍, 有的有核分裂, 但在 2～3次分裂
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后停滞, 最终未能诱导胚胎发生。加入活性炭后,子叶胚比对照提前3～4d出现,数量和质量也

提高。但并非所有基因型对活性炭的加入都有反应, 如基因型“Galaxy”的小孢子胚胎发生能力

较强,加入活性炭后胚胎发生率反而下降。

　图 3　鱼雷胚　(×100)　　图 4　悬浮培养 22d 的各时期小孢子胚　　　图 5　小孢子培养成苗

3　讨论

本项研究结果表明,绿菜花游离小孢子培养受基因型、加入活性炭悬浮液的影响和制约。

基因型是影响绿菜花游离小孢子胚胎发生的关键性因素。在出胚的 8种基因型中,“巴绿

青花菜”出胚率最高,达 37. 08胚/蕾;“B105-13”最低,为 0. 31胚/蕾。有 5种基因型没有获得

胚,需进一步探索培养方法和条件,增加能诱导小孢子胚胎发生的基因型的数量。有些绿菜花

基因型在培养过程中, 有众多小孢子膨大破裂, 胚胎发生停留在 4～8个细胞阶段。这是由于培

养小孢子本身释放有毒代谢产物所致。活性炭的加入能吸附培养基中有害物质,不仅能有效地

提高出胚数量,也促使胚提前成熟,能有效促进胚胎发生的诱导。而采用更换新鲜培养基的方

法不能提高出胚率,甚至还有负面影响。Gland等
[ 6]认为,小孢子分泌的有害物质释放和积聚,

可导致游离小孢子培养的失败。通过改善通气条件,更换培养基和加入活性炭,可以克服这一

问题。本实验得到同样的结论。

本项研究结果表明,在绿菜花育种工作中, 游离小孢子培养表现了更大的应用前景和应用

价值。
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Embryogenesis and Plant Regeneration of

Broccoli via Isolated Microspore Culture

Zhang Deshuang　　Cao M ingqing
( Beijing Veget able Resear ch Center , Beijing 100081)

Qin Zhiw ei
( Nor theast Agr iculture Univ ersity, Ha rbin 150030)

Abstract　Buds of 3. 0～5. 5mm in leng th o f bro ccoli ( B rassica oler acea var. ital ica) w ere r e-

moved from the raceme, surface sterilized w ith full-st reng th commercial bleach ( 7% sodium

hypochlorite) for 15 m in and rinsed 3 t imes w ith sterile deionized w ater. Then they w ere

squeezed, f il tered, prepared and centrifuged. The density of the suspension w as cul tured in

modified l iquid medium 1/ 2 NLN lacking g row th substances. T hey were sealed w ith paraf ilm

and incubated in dardness at 32. 5℃ for one day and then incubated at 25℃ cont inual ly. 13

genotypes of brocco li w ere used in the iso lated microspore culture study. M icr ospore-derived

embryos w ere pr oduced in 8 genotypes and 207 microspor e-deriv ed plants w ere produced in 5

genotypes. Of the eight geno types in w hich micro spore-derived embryos were gained, the

best one w as"Balu br occoli"w hich pr oduced 37. 08 embr yos per bud. Genotypes inf luenced

isolated micr ospore culture of broccoli significant ly. The addit ion of active carbon suspension

to culture media and the alter nat ion of cul ture media w er e also studied.

Key words : Bro cco li; Isolated micro spore culture ; Embryogenesis; P lant reg enerat ion
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