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提取液中的蔗糖和甘露醇对大白菜小孢子胚胎发生
的影响
李　菲 , 张淑江 , 章时蕃 , 孙日飞 3

(中国农业科学院蔬菜花卉研究所 , 北京 100081)

摘　要 : 研究了大白菜游离小孢子提取过程中 , 培养基中的蔗糖和甘露醇对后期小孢子胚胎发生的影

响。结果表明 , 在小孢子短期的提取过程中提高 B5提取培养基的蔗糖浓度或添加甘露醇对小孢子的活力

无影响 , 但会大幅度提高小孢子的胚胎诱导效果 , 其中 17%蔗糖处理和 8%甘露醇处理效果最佳 , 与对照

相比平均出胚量都达到极显著水平 , 同时也促进了难诱导材料的胚胎发生。

关键词 : 大白菜 ; 小孢子培养 ; 胚胎发生 ; 预处理 ; 蔗糖 ; 甘露醇 ; 培养基

中图分类号 : S 63411　　文献标识码 : A　　文章编号 : 05132353X (2009) 0120033206
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Abstract: The effects of short2term p retreament were studied on embryogenesis of isolated m icrospores in

Chinese cabbage. The results showed that mannitol and sucrose with higher concentration of sucrose in B5

washing medium addition during isolation of m icrospores had no influence on m icrospores viability but can

increase the frequency of embryogenesis significantly. In our experiments, all nine cultivars responded to the

treatment. B5 washing medium with 17% sucrose treatment and B5213 washing medium with 8% mannitol

treatment were op timal treatments of two group tests.
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在植物的小孢子培养中 , 进行适当的前期预处理一般能有效提高愈伤组织或胚状体的发生率

( Tyagi et al. , 1979; 李文泽和胡含 , 1995a; M iyoshi, 1996; 董艳荣和龚义勤 , 2001)。所谓预处理就

是采用某种形式的胁迫处理使小孢子达到脱分化 , 从而启动胚胎的发生。这一环节对小孢子培养体系

至关重要。

目前关于小孢子培养的预处理主要集中在培养前的花蕾、花药预处理或游离小孢子培养前期的变

温或换液处理 , 但由于处理时间长 , 操作步骤多 , 会影响小孢子的活力 , 增加污染几率。大白菜小孢

子培养采取 33 ℃ /24 h高温前期预处理在多数材料中可成功诱导胚状体 , 除个别易出胚材料外 , 多数

材料的胚胎诱导率并不高 (曹鸣庆 等 , 1993)。在大白菜小孢子培养中 , 小孢子的提取过程时间短 ,

因此小孢子活力不受影响 (刘公社 等 , 1995) , 往往忽略提取中的挤压、离心以及提取液本身等逆境

条件对小孢子胚胎诱导的潜在影响。
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糖是影响植物组培成功与否的关键因素之一。大白菜小孢子提取液和胚诱导培养基中糖浓度一般

都高达 13%以上 , 说明大白菜小孢子胚胎诱导对糖和渗透压尤其敏感。本试验在大白菜小孢子提取

过程中对小孢子进行糖和渗透压的胁迫处理 , 观察提取液的短期处理对小孢子胚胎诱导的影响以及小

孢子的脱分化效果 , 从而提高胚状体的发生率。

1　材料与方法

111　材料

试材为中国农业科学院蔬菜花卉研究所白菜课题组提供的大白菜自交低代材料。早熟材料 :

B40050 (叠抱 ) 和 B40308 (叠抱 ) ; 晚熟材料 : B40180 (叠抱 )、B40333 (叠抱 ) 和 B50379 (叠

抱 ) ; 青麻叶类型 : B50337 (直筒 ) 和 B50348 (直筒 ) ; 耐抽薹材料 : B50350 (合抱 )、B50351 (合

抱 ) 和 B40234 (合抱 ) 等。

2005年春季经催芽春化后播种于中国农业科学院蔬菜花卉研究所玻璃温室 , 常规栽培管理直至

抽薹开花。

112　游离小孢子的常规培养

选取长度为 2～3 mm的大白菜花蕾 (小孢子主要处于单核靠边期 ) , 用 75%酒精浸泡 30 s, 7%

次氯酸钠溶液洗涤 15 m in, 无菌蒸馏水冲洗 3遍。

用 B5 ( Sato et al. , 1989) 提取培养基提取小孢子 , 30μm无菌微孔纱布过滤后离心 3次 , 每次

1 000 r·m in
- 1离心 5 m in。

游离的小孢子用添加适量活性炭的 NLN213 (蔗糖浓度 13% ) ( Sato et al. , 1989) 培养基培养 ,

用血球记数板调整小孢子浓度为 1～2 ×10
5·mL

- 1
, 33 ℃热激诱导 24 h后转入 25 ℃暗培养 , 直至不

定胚形成。

113　小孢子活力的快速检测

取 1滴大白菜小孢子悬浮液 , 加入 1～2滴醋酸洋红溶液染色制片 , 显微观察小孢子 , 呈现深红

色表明有生活力 , 淡红色的为无生活力 , 无色的为死亡的小孢子 (刘绚霞 , 1998)。

114　提取培养基中蔗糖对小孢子培养的影响检测

选取易出胚材料 B40308、B40050、B40180, 以普遍采用的 B5213 (蔗糖浓度 13% ) 培养基为对

照 , 设计 B520 (无蔗糖 ) 培养基提取小孢子进行离体常规培养。

观察提取培养基蔗糖对小孢子活力及胚胎诱导的影响。培养两周后统计各材料小孢子每培养皿的

出胚量 (个 )。每个处理 3次重复。

115　高浓度蔗糖、甘露醇 B5提取培养基处理的游离小孢子培养

以 B5213培养基为对照 , 在 B5培养基基础上配制甘露醇 (4%、8%、12%和 16% ) 提取培养基

和蔗糖 (17%、20%、25%和 30% ) 提取培养基。对选取的 9份不同基因型大白菜材料 B40180、

B40234、B40308、B40333、B50337、B50348、B50350、B50351和 B50379, 分别用两组 B5提取培养

基提取小孢子 , 同时进行活力检测。

33 ℃热激诱导 24 h后观察小孢子启动情况 , 暗培养两周后开始记录小孢子不定胚数量 , 累计统

计两周的总出胚量 (以子叶期胚为准 )。每处理 4次重复。

2　结果与分析

211　B5提取培养基蔗糖对大白菜小孢子胚胎诱导的影响

通常在大白菜游离小孢子培养中 , 小孢子提取普遍采用 B5213培养基对花蕾进行挤压提取。一般

情况下 , 刚刚游离的新鲜小孢子成活率很高 , 可达 90%以上 (刘公社 等 , 1995)。
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在本试验中 , 分别用 B5213和 B520培养基提取小孢子 , 由显微观察可知两种提取培养基提取的

小孢子都有较高活力。将其转入 NLN213培养基 33 ℃热激诱导 24 h后观察 : B5213提取培养基提取的

3份易出胚材料小孢子大量膨大 (启动 ) , 转入 25 ℃暗培养 2 d后 , 都有大量细胞分裂 ; B520提取培
养基提取的小孢子 , 除 B40308有个别启动 , 其他材料小孢子未见膨大 (启动 ) , 小孢子还有不断死

亡现象。

　　培养两周后 , B5213提取培养基提取的 3份

易出胚材料都有一定数量的胚胎发生 ; 而无糖的

B5提取培养基处理 , 即使小孢子提取后有较高的

活力 , 在培养前期进行了高温预处理 , 但却无法

正常诱导出胚状体 (表 1)。

上述结果说明 , 在大白菜小孢子短暂的提取过

程中 , B5提取培养基中的蔗糖不影响小孢子的活

力 , 但对小孢子培养胚胎的诱导启动有明显的影

响。

表 1　两种 B5培养基提取的大白菜小孢子培养两周后平均出胚量

Table 1　Num ber of em bryos der ived from isola ted m icrospores

trea ted w ith two wa sh ing B5 m ed ium after two weeks

/ ( embryoids·dish - 1 )

材料
Cultivars

蔗糖 /% Sucrose

130

B40308 3010 013

B40050 2313 0

B40180 1113 0

212　不同蔗糖浓度 B5提取培养基短期预处理对大白菜小孢子胚胎发生的影响

如表 2所示 , 各材料小孢子在提取时经 4种蔗糖浓度 B5培养基短期预处理后 , 胚胎发生与对照

相比有明显变化 , 在 17%蔗糖浓度处理下各材料的平均出胚量均达到最高 ; 之后 , 随蔗糖浓度的增

加 , 9份材料的出胚量呈下降趋势 , 30%蔗糖浓度处理几乎无法诱导胚胎生成。

表 2　经不同蔗糖浓度 B5培养基提取的大白菜小孢子的出胚量

Table 2　Effects of B5 wa sh ing m ed ium added d ifferen t concen tra tion of sucrose on em bryo y ield of

isola ted m icrospores in n ine cultivars of Ch inese cabbage / ( embryoids·dish - 1 )

蔗糖 /%
Sucrose

B40308 B40333 B40180 B50379 B50350 B40234 B50351 B50337 B50348
平均
Mean

13 2918C 915CD 1115C 1618A 213A 518AB 0C 315BC 018A 817C

17 24215A 7910A 6113A 3213A 2413A 1113A 1210A 1015AC 713A 5314A

20 17510B 4715B 2418B 2815A 2210A 813A 518B 813AB 710A 3613B

25 4915C 2010C 313C 410B 113B 113B 0C 110C 013B 819C

30 　0C 018D 013C 013B 0B 0B 0C 0C 0B 011D

　　注 : 采用邓肯氏显著性检验 , 同一列内不同字母代表 1%水平差异极显著。
Note: Duncanπs multip le test was used, different cap ital letters indicated the significant difference at 1% level1

9份供试材料中 , B40308出胚量最高 , B40333次之 , 这两份材料的平均出胚量极显著高于其他

材料。通过 2因素 4重复方差分析显示 , 9份大白菜材料小孢子的胚胎发生在蔗糖浓度处理间、基因

型间都存在显著差异。

由此认为大白菜小孢子提取过程中提取培养基的蔗糖浓度影响后期小孢子的胚胎诱导 , 适当提高

B5提取培养基的蔗糖浓度能有效提高大白菜小孢子胚胎的诱导率 , 但蔗糖浓度过高又会抑制大白菜

小孢子胚胎的生成。同时 , 大白菜游离小孢子培养的胚胎发生受基因型的影响极大。

213　不同甘露醇浓度 B5213提取培养基短期预处理对大白菜小孢子胚胎发生的影响

如表 3所示 , 各供试材料小孢子经 B5213甘露醇提取培养基短期预处理后 , 小孢子培养两周的胚

胎诱导效果有显著差异。

与对照相比 , 随提取培养基甘露醇浓度提高 , 各材料的平均出胚量随之提高 , 并在 8%甘露醇处

理时达到最高 ; 之后 , 随甘露醇浓度继续提高 , 平均出胚量又显著下降 , 16%甘露醇处理几乎无法诱

导胚胎生成。
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表 3　经不同甘露醇浓度 B5213培养基提取的大白菜小孢子的出胚量

Table 3　Effects of B5213 wa sh ing m ed ium added d ifferen t concen tra tion of mann itol on em bryo y ield of

isola ted m icrospores in n ine cultivars of Ch inese cabbage / ( embryoids·dish - 1 )

甘露醇 /%
Mannitol

B40308 B40333 B40180 B50379 B50350 B40234 B50351 B50337 B50348
平均
Mean

0 2413C 1013B 1118BC 1315C 118B 413BC 0C 118B 018B 　716D

4 5410C 2018B 1710BC 6813B 2110B 718B 4710B 1010B 813A 2812C

8 40818A 10513A 9115A 19518A 9918A 1413A 8518A 2213A 1313A 11512A

12 22110B 8218A 3313B 5618B 8215A 413BC 3813B 2315A 910A 6113B

16 　018C 　013B 0C 　015C 018B 0C 0C 0C 0B 　013D

　　注 : 采用邓肯氏显著性检验 , 同一列内不同字母代表 1%水平差异极显著。
Note: Duncanπs multip le test was used, different cap ital letters indicated the significant difference at 1% level.

试验结果说明 B5213提取培养基添加甘露醇对大白菜小孢子的胚胎诱导有显著影响 , 添加适当浓

度的甘露醇可有效地提高小孢子胚胎的诱导率 ; 但甘露醇浓度过高 , 虽然在培养初期显微观察不影响

小孢子的活力 , 却抑制了后期小孢子培养的胚胎诱导。

此外 , 相同处理下 9份大白菜不同基因型间的平均出胚量也存在显著差异。其中材料 B40308的

出胚量最高 , B50379次之 , 并与其他材料间均达到极显著差异 , 说明大白菜小孢子的胚胎诱导受基

因型影响。

3　讨论

植物花药或小孢子培养中的预处理技术在许多作物中都取得很好的效果 , 显著提高了胚胎或愈伤

组织的诱导率。目前主要的预处理方法包括变温预处理、饥饿预处理、射线、甘露醇、秋水仙素等

( Sunderland, 1978; 顾宏辉 等 , 2004)。不同作物适宜不同的预处理方法 , 如在大麦、烟草上进行无

糖的逆境胁迫促进了存活的离体小孢子的脱分化 , 而采用含糖物质对花药进行预处理均不能诱导形成

胚状体 (郭向荣 等 , 1999)。这与本试验结果恰好相反 , 高浓度糖短期预处理有利于大白菜小孢子

的脱分化和胚胎诱导。

本试验尝试在大白菜小孢子的提取过程进行高糖浓度、高渗透压的短期预处理 , 从花蕾消毒到游

离小孢子的分装培养一般为 2 h, 处理时间短 , 减少了污染几率。试验结果表明 , 短时间的胁迫处理

对大白菜小孢子胚胎的诱导效果显著 , 其中 , B5提取培养基蔗糖预处理中 17%蔗糖处理 , 小孢子胚

诱导效果最佳 , 各材料平均出胚量为 5314个 , 显著高于对照 ; B5213提取培养基甘露醇预处理中 ,

8%甘露醇处理效果最好 , 各材料平均出胚量为 11512个 , 也显著高于对照。说明大白菜离体小孢子

对外界环境很敏感 , 在短暂的提取过程中糖份、渗透压已经潜在影响了小孢子脱分化的启动。同时也

说明大白菜小孢子胚诱导前期需要较高的渗透压 , 这与 Hoekstra等 ( 1993) 研究大麦小孢子培养的

预处理观点一致。

近年来 , 甘露醇预处理在禾本科植物的花药和小孢子培养中取得很好的效果 ( Roberts2
Oehlschlager et al. , 1990; Cistue et al. , 1994; 李文泽和胡含 , 1995b) , 但在十字花科植物中还未见

相关报道。黄斌 (1984)、Galiba和 Erdei (1986) 在大麦花药培养的研究表明 , 与蔗糖等渗透压的甘

露醇不能取代蔗糖的作用 , 因甘露醇不能作为碳源直接被小孢子吸收利用 , 在培养基中主要是起调节

渗透压的作用。比较本试验的两组处理结果似乎与以上观点并不一致 , 相同渗透压处理 , 添加甘露醇

优于单纯的蔗糖处理。大白菜小孢子培养需要较高的渗透压诱导脱分化 , 但随着渗透压的提高 , 提取

培养基中过高的蔗糖浓度会抑制小孢子的胚胎发生 , 而适宜的蔗糖浓度添加适量甘露醇则更有利于提

高大白菜小孢子的胚胎诱导效果。目前有关甘露醇预处理的研究还不深入 , 仅在禾本科植物中有相关

报道 (李文泽和胡含 , 1995c; 郭向荣 等 , 1999) , 甘露醇预处理对大白菜小孢子的作用机理还有待
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进一步探讨。

本试验大白菜小孢子提取过程的短期预处理虽然有效提高了小孢子的胚胎诱导率 , 但大白菜基因

型仍是影响胚胎发生的主要因素。试验中易出胚的早熟叠抱材料 B40308在两组处理的平均出胚量都

明显高于其他材料 , 而如 B50337、B50348及 B40234等直筒或合抱材料 , 虽然与对照相比出胚量明

显提高 , 但平均出胚量仍明显低于其他材料。同时值得注意的是不易出胚材料 B50351 (合抱 ) 在两

组试验的对照处理中都无法诱导胚胎生成 , 而两组不同提取培养基诱导 B50351都有一定数量的胚胎

发生。其中 , B5 + 17%蔗糖浓度处理 , B50351的平均出胚量为 1210个·皿 - 1 (表 2) ; B5213提取培

养基 , 8%甘露醇浓度处理 B50351的平均出胚量高达 8518个·皿 - 1 (表 3)。由此说明提取过程的预

处理 , 可以克服大白菜难诱导基因型材料的胚胎发生 , 这对于大白菜游离小孢子培养体系的改良具有

积极作用 , 同时为小孢子胚胎诱导机制的研究提供了又一探索途径。
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News

《园艺学报》第 2次学术专题论坛
———蔬菜功能成分的代谢组学研究及分子育种

在北京召开

《园艺学报》继 2007年 5月在成都首次召开了 “信息园艺学”论坛之后 , 于 2008年 12月 5—7日在北京召开了

第 2次学术专题 “蔬菜功能成分的代谢组学研究及分子育种”论坛。论坛由 《园艺学报》和中国农业科学院蔬菜花

卉研究所发起和组织 , 来自全国高校和科研院所的 50余名专家参加了此次论坛。

浙江大学汪俏梅教授和北京蔬菜研究中心何洪巨研究员分别作了 “蔬菜功能成分的研究进展与展望”和 “蔬菜

营养品质研究进展”的报告 , 福建农林大学农产品品质研究所黄科研究员作了 “高萝卜硫素青花菜品种的选育与萝

卜硫素调控机制”的报告 , 河南农业科学院园艺所的原玉香博士作了 “控制萝卜硫素合成基因的分子标记”的报告 ,

中国农业科学院蔬菜花卉研究所的武剑博士和徐东辉博士分别作了 “白菜类作物硫代葡萄糖甙的 QTL分析”和 “白

菜类作物硫代葡萄糖甙的自然变异研究”的报告。

北京蔬菜研究中心张超博士作了 “紫色产业中的关键技术研究”的报告 , 论述了紫色产业的概念及研究对象 ,

并从种植产业化、加工规模化、产品高端化和研究科学化等方面阐述了 “紫色产业”的发展现状及趋势。北京蔬菜

研究中心高华杰博士作了 “紫色蔬菜中花色苷的鉴定、稳定性与抗氧化性初步研究”报告 , 从技术层面上介绍了花

青素的提取方法、鉴定、稳定性及抗氧化性等内容。

中国疾病预防控制中心的王竹研究员作了 “植物化学物与血糖调节”的报告 , 系统介绍了几种蔬菜的生物活性

物质与血糖变化的关系 , 解释了高血糖产生的原因及影响因素 , 同时纠正了人们以往认识上的许多误区。中国疾病预

防控制中心的杨文婕研究员作了 “中国传统植物大蒜现代身价的探究”的报告 , 从大蒜的主要有效成分、抗氧化和

抗菌抗病毒等方面阐述了其保健价值。中国疾病预防控制中心的李建文博士作了 “蔬菜中的果聚糖”的报告 , 介绍

了果聚糖的概念、主要含有果聚糖的植物、检测方法及影响因素等。

中国农业科学院蔬菜花卉研究所的邱杨博士作了 “云南省辣椒种质资源辣味评价研究”的报告 , 介绍了云南省

多样的地理和气候条件 , 大量的辣椒种质资源以及辣椒素在医药、生化和建筑等领域的应用。

农业部蔬菜品质监督检验测试中心 (北京 ) 靳松同志作了 “蔬菜营养品质检测技术”的报告 , 详细介绍了常规

分析方法、光谱法、色谱法及质谱法的种类、工作原理、技术特点、优缺点及应用等方面内容。

大家进行了热烈的讨论 , 并建议组织以蔬菜功能成分研究为主要内容的蔬菜营养学学术团体 , 吸引更多的青年科

学家 , 定期举行学术交流活动。

本次论坛将对推动国内各研究群体的协同攻关和科研合作 , 促进该领域研究的深入开展起到积极作用。

《园艺学报》编辑部
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