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羽衣甘蓝的小孢子胚诱导和植株再生
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提要  以羽衣甘蓝 10 个品种的游离小孢子培养，研究其胚状体及其再生植株诱导方法的结果表明，琼脂糖和活性炭对诱
导胚状体发生及发育有促进作用；改良 MS 培养基中添加 0.01% 的活性炭可促进植株再生；确定 1/2MS+NAA 0.1 mg·L-1

是优化生根的培养基；小孢子再生植株成活率可达 74.6%。
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Abstract  Isolated microspores of 10 kale (Brassica oleracea L. var. acephala DC.) varieties were cultured. It
was found that only those late-uninucleate and binucleate microspores could grow into division. Genotypes and
mediums had important impact on embryoid induction. Agarose and active carbon not only could promote
embryoid induction, but also increase the proportion of cotyledonary embryoids. Improved MS medium with
0.01% active carbon could promote plant regeneration. 1/2MS+NAA 0.1 mg·L-1 medium was suitable for
rooting. The rate of lived plant regeneration was 74.6%.
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羽衣甘蓝(Brassica oleracea L. var. acephala

DC.)又名叶牡丹，属十字花科芸苔属甘蓝种的一

个变种，二年生草本，是一种最接近甘蓝野生种

的蔬菜或观叶植物，更是一种营养食疗蔬菜。另

外，用游离小孢子培养技术可以快速地获得纯合

系，在蔬菜杂交育种中有广阔的应用前景，已成

为当前生物技术育种中的方法之一[1~5]。但此技术

在羽衣甘蓝中的应用还不成熟[6~9]，迄今还未见用

此法培养羽衣甘蓝小孢子成功的报道。本文以10

个羽衣甘蓝F1 品种为试材，对其游离小孢子培养

技术优化进行了探讨[10,11]，诱导出胚状体，并获

得再生植株。现报道如下。

材料与方法

10个羽衣甘蓝(Brassica oleracea L. var.

acephala DC.) F1 杂交种：“红鸠 ”、“白鸠”，

“红欧”、“白欧”，“绿叶多汁”( 青汁ケー

ル) ，大阪系列“圆叶红心”、“圆叶白心”，

名古屋系列“皱叶红心”、“皱叶白心”和“皱

叶玫红”。7 月中旬穴盘育苗，8 月中下旬分盆，

11 月份移到温室中长光照处理，花期取材。

羽衣甘蓝现蕾后，摘取健壮植株的花蕾，采

用醋酸洋红压片后在生物显微镜下观察，选取单

核用靠边期至双核早期小孢子所占比例较大的花蕾

(花蕾长度3.0~5.5 mm)分离小孢子。

分离小孢子时，花蕾先用70%的酒精消毒30

s，再用 0.1%的升汞消毒10 min，以无菌水冲洗

3 次，每次 5 min。消毒后的花蕾放入灭过菌的

小烧杯内(加少量B5 洗涤培养基)，用无菌研棒碾

压花蕾，挤出小孢子，再用 40 mm 尼龙筛网过

滤，收集滤液于 10 mL 离心管中，以 89×g 离心

3 min。弃去上清液，沉淀物加 B5 洗涤培养基，

摇匀，再以 22×g 离心 3 min。重复 2 次，弃去

上清液，所得沉淀物即为纯化小孢子。
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纯化后的小孢子用NLN-13培养液稀释浓度至

1×105~2×105个 ·mL-1(用血球计数板计数)，以每皿

2.5 mL小孢子悬浮液分装入直径为60 mm的无菌

玻璃培养皿内，用石蜡膜封口，先在33℃恒温箱

中热激处理 1 d，再转至 25℃下静置暗培养。2

周后观察胚状体发生情况。

结果与讨论

1  基因型对小孢子胚胎发生的影响

在 NLN-13 培养基上，游离小孢子热激培养

1 d后，部分小孢子即明显膨大。培养2~3 d后，

小孢子出现第1次细胞分裂。在10个品种中，有

4个品种的小孢子发生细胞分裂，最终有3个品种

(“红欧”，大阪系列“圆叶红心”、“圆叶白

心”)获得胚状体；其他 6 个品种无任何反应。这

表明，部分基因型在热激处理之后，以 NLN-13

培养基培养可以改变小孢子细胞的发育方向。但

细胞分裂形成胚状体的过程还需优化。

2  培养基对小孢子胚胎发生的影响

在添加不同配比生长调节剂(0.05~0.6 mg·L-1

6-BA+0~0.4 mg·L-1 NAA)的 NLN-13 培养基上，游

离小孢子经培养2~3 d后，在10个基因型中，有

8 个品种的小孢子细胞分裂，但最终有 6 个品种

(“红欧”，大阪系列“圆叶红心”、“圆叶白

心”，名古屋系列“皱叶红心”、“皱叶白心”

和“皱叶玫红”)获得胚状体。有较高胚胎发生

能力的“皱叶红心”，其出胚率约为0.83 个 · 蕾-1。

除基因型外，培养基成分也是影响小孢子胚胎发

生能力的关键因子。培养基成分对成功诱导小孢

子胚胎发生的作用优于基因型的影响(表 1)。

表1  基因型及培养基对羽衣甘蓝小孢子胚胎发生的影响

Table 1  Effects of genotypes and medium on embryogenesis of microspore in kale

                                                                                          出胚率/个·蕾-1

       培养基

                                 红鸠       白鸠          红欧        白欧      圆叶红心    圆叶白心    皱叶红心    皱叶白心  皱叶玫红  绿叶多汁

NLN-13 0 0 0.06 0 0.17 0.42 0 0 0 0

NLN-13+6-BA 0 0 0.21 0 0.06 0.81 0.83 0.08 0 0

NLN-13+6-BA+NAA 0 0 0.43 0 0.14 0.19 0.13 0.67 0.28 0

表2  琼脂糖和活性炭对羽衣甘蓝小孢子胚胎发生的影响

Table 2  Effects of agarose and active carbon on

embryogenesis of microspore in kale

500 mg·L-1 琼脂　　                                出胚率/个·蕾-1

糖+10 g·L-1活性

     炭体积/mL　          绿叶多汁       红鸠         白鸠         白欧

     0 0 0 0 0

  50 0.26 0 0 0

100 0.44 0 0 0

150 0 0 0 0

3  琼脂糖和活性炭对小孢子胚胎发生及发育的影响

在上述 N L N - 1 3 培养基上，分别添加 5 0、

100、150 mL的500 mg·L-1 琼脂糖和10 g·L-1活性

炭，对10个品种中未获得胚状体的4个基因型进

行游离小孢子培养。20 d 后，添加 50、100 mL

琼脂糖和活性炭的培养基上“绿叶多汁”品种成

功诱导出胚状体，而“红鸠”、“白鸠”、“白

欧”仍未获得胚状体。再将试验中获得的发育不

一致的胚状体(图1-a)，挑出子叶期的胚，将剩下

的胚分成两组，一组在添加 100 mL 琼脂糖和活

性炭的新鲜培养基上培养，另一组置于未加琼脂

糖和活性炭的相同基本培养基上培养。继续培养

15 d后，前一个培养基上幼胚发育迅速，胚体粗

壮，且最终大部分幼胚都能发育成子叶期的胚；

而后者的幼胚发育迟缓，较幼小，只有少部分能

发育至子叶期胚(表 2)。

4  胚培养和再生植株的获得

羽衣甘蓝小孢子胚发育的一致性较差，为

此，我们将试验中获得的鱼雷形、子叶形胚状体

都转至改良MS+0.01%活性炭 +1.0 g·L-1 琼脂的培

养基上，置于 25℃、12 h·d-1 光照的培养室中培

养，经过 30 d 胚状体培养分化成幼苗。鱼雷形
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胚状体有两条成苗途径：一是胚根伸长，子叶萌

发，与子叶形胚状体成苗(图 1-b)相似；另一种

是经脱分化后，形成绿白致密的愈伤组织，再分

化成幼苗( 图 1 - c ) 。幼苗经壮苗培养后转到

1/2MS+NAA 0.1 mg·L-1 生根培养基上，15 d 后，

4~10 条白色根系粗壮、整齐，生根率达100%。炼

苗后，将生根苗移栽到温室苗床基质中，成活后

获得小孢子植株(图 1-d) 29株，成活率达74.6%。

总之，本文初步建立了羽衣甘蓝小孢子培养

的再生体系，并获得再生植株。但比已报道的白

菜、小白菜、青花菜等十字花科作物小孢子培养

的小孢子胚状体诱导率低，说明影响诱导羽衣甘

蓝小孢子培养的因素还很多，尚应进一步研究。
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图1  羽衣甘蓝小孢子再生植株的形成过程

Fig.1  The process of embryoid induction and plant regeneration by isolated microspores in kale
a ：小孢子培养获得的胚状体；b ：小孢子胚直接萌发成苗；c ：小孢子胚经愈伤再分化成苗；d ：移栽成活的小孢子植株。


