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甘蓝花药培养胚状体诱导形成影响因子研究 

张恩慧，欧承刚，许忠民，程永安 

(西北农林 科技大学 园艺学院 ，陕西杨陵 712100) 

摘 要：用甘蓝 F 、F!和自交系 S 3个世代 6种基因型材料进行甘蓝花药培养诱导胚状体形成影响因子研究。结 

果显示 ：(1)高浓度蔗糖对 甘蓝胚状体 形成具 有显著的诱导作用 ，6 蔗糖浓度是 甘蓝花 药培养 的最适 浓度 ，其胚状 

体 的诱 导率最 高达 12．2 ；(2)材料基因型是影响花 药培养 的主要 因素 ，F 和 F 代材 料胚状 体诱导 效果好 ，且胚 

状体诱导率 F 代(F P1 92和 F2 P194)18．9 比F 代(F SI 7和 F S13)17．1 较高，但差异不显著，自交系 s。代 

材料很难诱 导出胚状体 ；(3)B；培养基 比 MS培养基更适 合甘蓝花 药胚状体 的诱 导培 养。结果 表明 ．甘蓝 F 代是 

其花药诱 导培养胚状体的最佳基因型材料 ，Bj+2．0 mg／I 2，4一D+2．0 mg／I KT+6 Suc足甘 蓝花药诱 导培 养胚 

状体的最适 培养基 。 

关键词 ：甘蓝 ；花药 ；组织 培养 ；诱 导；胚状体 

中图分类号 ：Q81 3．1；$635 文献标识码 ：A 

Factors Affecting Embryoid Induction and Formation 

of Cabbage Anthers in Culture 

ZHANG En—hui，()U Cheng—gang，XU Zhong—rain，CHENG Yong—an 

(College of Horticulture，Northwest Sci—Tech U niversity of Agriculture and Forestry，Yangling．Shaanxi 71 2100．China) 

Abstract：Six genotypes in three generations，cabbage F1 and F2 and inbred S3 were used in anther culture to 

study the factors affecting embryoid induction and formation of cabbage anthers in culture．It was shown 

that(1)high sucrose concentration exerted significant inductive effect on embryoid formation and the opti— 

mum sucrose concentration of cabbage anther culture was 6 and the embryoid induction rate reached as 

high as 12．2 at this sucrose concentration：(2)The genotypes of the materials were the major factor af— 

fecting cabbage anther culture and the materials in cabbage F1 and F2 performed better in embryoid induc— 

tion and the embryoid induction rate in F2(F2 Pl 92 and F2 Pl 94)was 18．9 ，higher but not significantly 

than the embryoid induction rate of 17．1 in Fj(F1 S17 and Fl S13)and the inbred materials in S were 

difficult to be induced to produce embryoids；(3)Bj medium was more suitable to induce cabbage anthers to 

produce embryoids in culture than M S medium．These indicated that cabbage materials in F，were the best 

materials for embryoid induction of cabbage anthers in culture and the optima1 medium for embryoid induc— 

tion of cabbage anthers was B5+2．0 mg／L 2，4-D+2．0 mg／L KT+6 sucrose． 
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结球 甘蓝 (Brassica oleracea L．var．capitata) 

属十字花科(Cruciferae)芸薹属甘蓝类 的一个变种 ， 

是世界各国普遍栽培的一种主要蔬菜 。甘蓝属 2年 

生异花授粉作物，其杂种优势 明显 ，到 目前 为止 ，生 
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产上使用 的优良品种几乎全为 自交不亲和系作亲本 

配制的一代杂种 ]。但采用多代 自交分离纯化选育 

自交不亲和系配制一代杂种 ，这种方法纯合速度慢 ， 

而且连续 自交多代后存在植株衰退现象 ]。采用细 

胞工程技术 ，进行甘蓝花药培养和单倍体育种研究， 

能够为优良种质资源获得和培育一代杂种新品种创 

建一条新的有效途径 。近年来 ，花药培养技术发展 

迅速 ，成为世界各国开展植物育种和作物改 良的重 

要手段 。胡道芬 (1995)报道 ，自 1964年印度 Gu— 

ba和 Maheshwari首次从 毛叶曼佗罗 (Datura in- 

oxia Mil1．)花药培养 中获得单倍体植株 以来 ，花培 

技术 已经在多种植物上得到单倍体植株 ；我 国通过 

花培育种与常规育种 紧密结合 已育成如小麦 。‘京 

花 1号’、水稻l_3。‘中花 8号 ’、玉米 _‘桂三 1号’、甜 

椒 海花 3号 ’等花培新 品种 。KameyaE (1970) 

离体培养青花菜(B．oleracea var．italica)获得花粉 

植株 ，但由愈伤组织分化的小植株 的倍性 往往 不稳 

定 。Kellerl_8 (1981)首次报道了羽衣甘蓝 (B．olera— 

cea var．acephala)花 药 培 养 的 成 功。Goreckal_9] 

(1997)通过花药培养获得结球甘蓝的纯合系。国内 

在 甘蓝类 方 面报道 甚 少，陈世 儒 阳(1991)、王怀 

名 。。(1992)通过 皱叶甘蓝 和花椰菜花药培养 获得 

单倍体植株 。在国内外 的报道 中，花药培养中花粉 

胚状体形成诱导率相对较低 ，对单倍体植株获得产 

生 了一定困难。为此本研究选用甘蓝不同基因型材 

料 ，在前人工作基础上针对甘蓝花药培养 中诱 导花 

粉胚状体形成的几个 主要 因素进行研究 ，为建立高 

效 的甘蓝花药培养胚状体诱导体系奠定基础。 

l 材料与方法 

1．1 材 料 

实验选用西北农林科技大学园艺学院正在选育 

的 6种甘蓝育种材料，其 中S。P67HZ、S。P2022为 自 

交三 代 的 自交 系 ，F S17、F S13为 F 代 品 种 ， 

F2P192、FzP194为 Fz代品种。实验材料均于 2003 

年8月定植于园艺学院试验地，常规管理；11月 2o 

日将植株材料连根挖起 ，冬季贮存地窖 中假植覆盖 

越冬；2004年 3月 15日将植 株材料重新定植 至纱 

网棚，4月中旬植株抽薹现蕾后分别取 6种甘蓝育 

种材料花蕾进行花药培养。 

1．2 方 法 

分别采摘供试材料植株一级分枝的幼花序置于 

冰箱(4℃)进行 预处理 3 d。然后选 取蕾长 1．5～ 

2．0 m
．

m花蕾，即镜检花药小孢子处于单核靠边期 

的花蕾接种。将经过低温预处理的材料用 7o 酒 

精浸泡消毒 lO S，然后浸入 0．1 升汞(HgC1z)溶液 

中，消毒 10 min后再用无菌水冲洗 4次，即可用于 

接种。接种时 ，先将 花蕾置于垫有经过消毒 的滤纸 

的培养皿中，吸去多余水分，用镊子剥开花蕾，取下 

花药接种。实验选在 B +2．0 mg／I 2，4一D+2．0 

mg／I KT的培养基 中，设蔗糖 3 、6 和 1O 3种 

浓度下接种 6个基因型材料花药 ，或在 MS和 B 中 

加 2．0 mg／L 2，4一D+2．0 mg／I K1、进行花药培养 

诱导胚状体 。培养基均用 0．8 9／6琼脂 固化，pH 5．8， 

在 1．2 kg／cm 压力下 灭菌 2O rain。接 种 后先 在 

3O℃高温下暗培养 3 d，再转入温度为 25～28 C、光 

强 3 000~4 000 lx、光照时间为 12 h的光培养室进 

行培养。 

诱导出的胚状体转移到蔗糖浓度为 3．0 、pH 

5．8的 1／2 MS+1．0 mg／L BA+ 1．0 mg／L KT+ 

0．1 mg／I NAA分化培养基上进行芽分化培养 ；分 

化芽切下转 移到生 根培养基 1／2 MS+2．0 mg／L 

KT+0．1 mg／L NAA+0．8 Agar中诱导生根 ，待 

分化的绿苗长到 2～3片叶，根长 1～2 cm 时，取 出 

移栽到装有灭过菌 的无机基质的聚丙烯组织培养瓶 

中炼苗 1～2周后移栽到装有培养 土． 苗钵 中正常 

管理，待幼苗长大后定植露地。 

2 结果与分析 

2．1 不 同蔗糖浓度对胚状体形成诱导的影响 

由表 1可 以看出 ，供 试材 料花 药在 B +2．0 

mg／L 2，4一D+2．0 mg／L KT的培养基 中分 添加 

浓度为 3 、6 和 1O 的蔗糖进行甘蓝花药诱导花 

粉胚状体的培养，3种蔗糖浓度平均诱导率分别为 

5．93 、12．2 和 11．0 ，蔗糖 浓度为 6 和 1O 

处理下 ，花粉胚状体 的诱 导率极显著 高于 3 蔗糖 

浓度处理 ，但 6 和 1O 蔗糖浓度处理之间的差异 

不显著。表明低浓度蔗糖对甘蓝花药诱导花粉胚状 

体有一定的抑制作 用，高浓度蔗糖有 利于胚状体的 

诱导培养，因此 ，6 的蔗糖浓度应 为甘蓝花药培养 

的最适浓度 。 

2．2 基因型对胚状体形成诱导的影响 

由表 1可 知，供试 6个材 料花 药在 B +2．0 

mg／I 2，4一D+2．0 mg／I KT的培养基 中，蔗糖浓 

度为 3 、6 和 1o 的条件下诱导培养，不同基因 

型材料中同种基因型花粉胚状体诱导频率在 3种蔗 

糖浓度中表现一致趋势的差异性；诱导率较高是在 

6 蔗糖浓度下的 F。P194和 F S17，分别为 22．1 
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S3P202 

F1 Sl7 

F1 Sl3 

F，Pl92 

F，Pl94 

注：不同字母表示邓肯氏新复极差测验差异显著(小写字母为 P<O．05水平，大写字母为 P<O．01水平)。下同。 

Note：Different normal and capital letter in the same columns mean separately significant differences at P< O．05 and 0，01 level by Duncan’s 

SSR Test．It means the same in the following table． 

表 2 培养基对甘蓝花药胚状体诱导率的影响 

Table 2 Embroid induction frequencies of cabbage anthers on different culture media 

和 19．6％，相 对 较 低 的 是 S。P67HZ 为 1．4 9／6， 

S。P202未诱导出胚状体。不同世代的供体基因型 

对花药培养诱导率也具有一定影响，3种不同世代 

材料在不同蔗糖浓度中除胚状体诱导率最低的3％ 

外，在 6 和 1O 中，以 F 代(F2P192和 F Pl94) 

基因 型 的 平 均 诱 导 率 分 别 最 高 ，达 18．9％ 和 

16．8 ；其次是 F。代 (F。$17和 F S13)基 因型 ，平 

均 诱 导 率 分 别 为 17．1％ 和 16．1 ；自 交 系 

(S。P67HZ和 S。P202)基 因型很难 诱导 出胚 状体 ； 

F 代和 F。代与自交系之间诱导率达极显著差异， 
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但 F 与 F 间诱 导率差异不显著 。结果表明甘蓝花 

药诱导花粉胚状体的效果受材料基因型影 响较大 ， 

而且不同世代材料间诱导胚状体的差异显 著，自交 

系材料的诱导率很低 ，不宜作为甘蓝花药培养材料 。 

2．3 不同培养基对胚状体形成诱导的影响 

表 2是 6个供试 材料花药在不 同基 本培养基 

MS(MS+2．0 mg／L 2，4-D+2．0 mg／L KT+6 0A 

Suc)和 B5(B5+2．0 mg／L 2，4-D+2．0 mg／L KT+ 

6 Suc)中进行诱导培养 的结果 ，3种不同世代材 

料在 2种培养基中的表现有所不同 ，在 MS和 Bs 2 

种培养基中F 、F 代基因型的胚状体平均诱导率分 

别为 17．O3 和 14．35％，显 著高于 S。代基 因型胚 

状体平均诱导率 0．925 ，且 F 代基因型又显著高 

于 F。代基 因型。S 代在 MS中比在 B 中诱 导率 

效果好 ，但 诱导率很低 ，只有 1．8 ～0．5 。对 2 

种基本培养基 进行 比较 B 培养 基 的平 均诱 导率 

(12．3％)显 著 高 于 MS培 养 基 中的平 均 诱 导 率 

(9．2％)，说明 B 培养基是甘蓝花药诱 导培养花粉 

胚状体的最适培养基。 

2．4 诱导时间对胚状体诱导率的影响 

由图 1可 以看出 ，分别于接种后 3、7、14、21、25 

d统计 6种试材 的平均诱导率 。结果表明，通过 3 d 

后的高温暗培养 ，有部分花药开始从药裂处诱 导出 

胚状体 ，呈黄绿 色(图版 I，1)。随着培养时间 的延 

长，诱导率增加 ，同时诱 导出 的胚状 体也在逐渐膨 

大，而花药逐渐变褐 (图版 1，2)。同时，有些花药壁 

侧面长出愈伤组织，这可能是操作过程 中引起药壁 

破裂而产生的愈伤组织，统计诱导率时将其排除在 

外。在培养 21 d时 ，花药呈深褐 色，诱 导率也基本 

达到最大值 ，增长趋势平缓 。由此说明 ，甘蓝花药诱 

导培养 3周后即可转入分化培养，若诱导时间过长， 

易引起胚状体褐化(图版 I，3)。 

将上述各培养实验中所获得的胚状体转移到蔗 

糖浓 度为 3．0 、pH 5．8的 MS(1／2 MS+ 1．0 

mg／L BA+1．0 mg／L KT+0．1 mg／L NAA)的分 

化芽培养基中和 MS(1／2 MS+2．0 mg／L KT+0．1 

mg／L NAA+O．8％ Agar)诱导生根的培养基中，分 

化出芽和根(图版 I，4、5)，并培养获得 了试管苗(图 

版 I，6、7)，随机选取部分绿苗作根尖染色体观察和 

计数，其染色体数为 n一9，表 明它们是来源于小孢 

子的单倍体。对单倍体试管苗经两次继代培养并经 

染色体加倍 后获得 了纯合 二倍 体苗 (图版 I，8、9)， 

2005年田间鉴定整齐度一致 ，从而建立 了高效的甘 

蓝花药培养技术体系。 

培养时间Culture times(d) 

图 1 诱导时间对诱 导率 的影响 

Fig．1 Induction frequencies embroid at different 

induction periods 

3 讨 论 

(1)高含量蔗糖对花药培养花粉胚状体形成起 

着一定诱 导启动作用 ，蔗糖浓度 主要是增强培养 

基渗透压和为花粉小孢子萌发提供碳源 ，从而影响 

器官分化和促进花粉胚状体形成 ，但不同植物 细胞 

渗透压差异甚大 ，使其花药培养要求的糖浓 度可能 

不同 。本研究结 果表 明，高浓度 (6％和 1O％) 

蔗糖处理甘蓝花药诱导花粉胚状体的诱导率显著高 

于低浓度(3％)蔗糖处理 ，其 中以 6 蔗糖浓度诱导 

率最高(12．2 )，这与其它甘蓝类花药培养研究结 

果相一致 j，而与小麦 、籼稻和辣椒的研究结果 

即 3 的蔗糖浓度 比较适合 花药培养不 同口 。本 

研究认为对于甘蓝花药培养可能要求在较高的渗透 

压和充足的碳源条件下有利于提高产胚量。 

(2)花药培养力大小是多基因控制的数量性状， 

随基因型差异而有很大不同，不同基因型的花药培 

养条件相互有所 区别l】 。本研究结果表明，基 因 

型是影响甘蓝花药培养的主要 因素 ，决定着花药培 

养胚状体形成的产量 和质量 ，以 F 和 F 代材料胚 

状体诱导效果最好 ，但 同世代不同材料之 间也存在 

一 定差异。如 自交系 S。代材料很难诱导 出胚状体。 

这可能与花粉小孢子供体植株 的生活力优势和特性 

有关。作物花药培养多数研究都 以 F 代作 为供试 

材料 ，本研究在甘蓝花药培养中首次选用 F 代作为 

试材 ，研究 发现 F 代 (F P192和 F P194)基 因 型 

(18．9 )比 F1代 (F S17 和 F S13)基 因 型 

(17．1％)获得较高诱导率 ，这与王成社等[1。。在小麦 

花培研究中的结果一致。这可能是来 源于 F 代的 

花粉中遗传重组类型多 ，有利于诱导出胚状体。 

∞ 如 ∞ 如 加 

一 IluI1FuJJ Il0I1uI1 IlH 
糌印 
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(3)甘蓝类的菜花 、青花菜 、羽衣 甘蓝等花药培 

养适宜的基本培养基 主要为 和 MS “ 。本研 

究认为 培养基更适合 甘蓝 花药 培养 ，但不 同花 

源供体材料有所区别，如选用 F。代和 F。代花源 ，Bs 

培养基比 MS培养基更适宜花药胚状体的形成；但 

选用自交系 s。代花源，MS培养基比 Bs培养基有 

利花药胚状体的形成。这可能是因为 2种培养基中 

的营养元素的比例不同，引起 3个世代供体植株基 

因型的花粉小孢子对其 的敏感程度不同所致 ，这有 

待进一步研究 。 
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