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摘 � 要: 对不同熟性的大白菜小孢子植株群体的倍性变异进行观察, 研究利用 DNA 流式细胞仪测定、形态学特

征鉴定大白菜小孢子植株群体的倍性变异。结果表明, 小孢子植株是倍性水平不同的混合群体; 不同熟性的大

白菜小孢子植株群体的倍性分布不同, 中晚熟大白菜小孢子植株双单倍体比例最高, 春大白菜最低; 单倍体植

株在组培无性繁殖中部分会自然加倍; DNA 流式细胞仪和形态学方法均可以鉴定群体的倍性水平。
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Variation in microspore�derived plant ploidy of Chinese cabbage with different maturation
characteristics

FANG Shu�gui, CH EN Wen�hui, ZENG Xiao�ling, ZH U Chao�hui

(Fuzhou Institute of Vegetable Res ear ch , Fuzhou, Fuj ian � 350012, China)

Abstract: Var iation o f micro spo re�der iv ed plant ploidy of Chinese cabbage with different matur at ion character istics

was investig ated by means of DNA flow cy tometr y and morpholog ical identification. The r esults show ed that reg en�

er ated populations fr om the micro spo res were generally mixed plo idy. The plo idy distr ibution var ied w ith maturing

accessions. The micr ospore plants o f the middle�to�late�matur ing Chinese cabbage had the highest pr opor tion o f

double�haplo id, and the spring Chinese cabbage the low est among all test ed. Some haplo id plantlets doubled natur al�

ly in tissue culture. It appeared that DNA flow cytometry and morpholog ical observ ation could be used to determine

the plo idy level.
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� � 游离小孢子培养技术是获得纯系最快的方法,

是植物育种的主要手段之一。然而小孢子培养的再

生植株群体,往往是单倍体、双单倍体( DH )及其他

倍性植株的混合群体, 如何快速有效鉴定植株的倍

性、提高小孢子植株的利用率,是植物育种的关键技

术。倍性鉴定传统上主要根据解剖学和染色体记数

法进行, 费工费时。近年来, 通过流式细胞仪测定

DNA 相对含量鉴定植物倍性, 已应用于十字花科蔬

菜的倍性鉴定 [ 1- 6]。本试验利用 DNA 流式细胞仪

测定和形态学特征鉴定研究了不同熟性的大白菜小

孢子植株群体的倍性变异, 以期指导不同熟性的大

白菜小孢子植株的处理, 达到高效利用的目的。

1 � 材料与方法

1� 1 � 试验材料
试验材料为不同熟性的大白菜小孢子植株群

体, 其中耐热类型的有: 白阳、庆农、夏阳、福白

23、夏珍白; 秋冬类型的有: 18�1、魁 5、丰抗

70、95M、德阳 01; 耐寒类型的有: 春夏王、春

驹、喜春、春夏王、绿星。

在原有试验基础上取易出胚的早熟耐热大白菜

和秋冬大白菜杂交种于 9月份播种, 耐热基因型于

11月开花、秋冬基因型于翌年 2 月份开花, 进行

小孢子培养[ 7- 8] ; 耐寒基因型由于南方冬天温度较

高, 在正常季节栽培要在 4月份开花, 开花期气温

高不适于小孢子培养, 因此将耐寒春大白菜种子发

芽经低温春化后于 10月下旬播种, 翌年 2月份开

花进行小孢子培养, 获得小孢子植株后继代培养。

不同熟性的小孢子植株根据熟性安排不同季节栽

培。

1� 2 � 试验方法
1� 2� 1 � 采用 DNA 流式细胞仪进行倍性鉴定 �
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DNA 流式细胞仪是德国 Partec GmbH 公司生产的

PA�I, 该倍性分析仪带 PC和自动分析及倍性判别

软件。耐热、秋冬、耐寒大白菜的小孢子苗各取

20株, 以普通的二倍体大白菜为对照。

测定原理为细胞经荧光染料染色后,在一定波

长的光照下可以发出荧光,荧光强度与细胞的 DNA

含量成正比。通过测定染色过的细胞发出的荧光强

度就可测得其 DNA 的相对含量(即倍性水平)。

切取 1 cm
2
左右的叶片绞成碎片, 然后置于有

0� 5 mL � partec HR�A 溶液的培养皿中, 利用
Partec公司的 30 �m Cel lTrics T M 滤网过滤, 然

后转移至样品管中, 置于室温 1 m in, 加入 2 mL

的 partec HR�B溶液, 将样品管与PA连接, 约 25

s后分析仪自动形成代表该样品倍性的 DNA 相对

含量峰值图。

倍性确定以已知的二倍体大白菜为对照, 测定

时先调整分析仪的放大倍数, 使对照的 DNA 峰值

处在 100线附近。每个待测植株分别测定 1 次, 峰

值处在 100线的被测样本即为二倍体, 而处在 50、

200线的分别为单倍体和四倍体,其余的为非整倍

体。

1� 2� 2 � 花粉母细胞压片观察细胞倍性 � 取直径 2

mm 左右的花蕾, 经 0� 002 mol 8�羟基喹啉处理 2

h, 卡诺试剂固定 24 h, 4 � 下保存于 70%乙醇中。

观察时, 剥取雄蕊, 移至载玻片上, 用解剖针挤出

花粉母细胞, 卡宝品红或醋酸洋红染色。盖上盖玻

片, 压片, 镜检。

1� 2� 3 � 植株形态鉴定 � 在苗期和生长期观察植株
的形态特征 (株高、茎秆粗细、绿叶片数、叶柄粗

细、叶片厚度等) , 成株期观察植株性状、花枝、

花器、育性等。

2 � 结果与分析

2� 1 � DNA 流式细胞仪倍性鉴定
流式细胞仪倍性检测结果, 二倍体 (对照) 与

双单倍体的分离峰都出现在荧光强度为 100处 (图

1�A) , 二者没什么区别; 单倍体的分离峰出现在
荧光强度为 50处 (图 1�B) ; 四倍体分离峰出现在
200处; 出现在其他位置则为其他倍性的材料。测

定的 60株小孢子植株群体中, 单倍体、双单倍体、

四倍体及非整倍体同时存在 (表 1)。其中, 双单

倍体比例最高的是秋冬基因型, 达到 80% ; 耐热

基因型次高, 达到 75% ; 耐寒基因型最低, 只有

55%。小孢子植株中的单倍体, 耐寒基因型比率最

高为 30%; 耐热基因型和秋冬基因型一样, 都只

有 15%。四倍体植株不同熟性的大白菜出现比例

一样。非整倍体植株是耐寒基因型最多, 达 10%。

表明不同熟性的大白菜小孢子植株的自然加倍率有

明显差异。用花粉母细胞染色体记数法对 60株小

孢子植株进行跟踪观察分析, 其中 56 株与 DNA

流式细胞仪鉴定结果一致, 有 4株死亡, 即流式细

胞仪测定法对成活植株倍性鉴定的准确率为

93� 3%。

表 1 � 大白菜小孢子植株 DNA 流式细胞仪倍性鉴定结果

Table 1 � Ploidy level of microspore�derived plants in Chinese

cabbage determined by DNA flow cytometry

基因型 总株数
单倍体 双单倍体 四倍体 非整倍体

株 % 株 % 株 % 株 %

耐 热 20 3 15 15 75 1 5 1 5

秋 冬 20 3 15 16 80 1 5 0 0

耐 寒 20 6 30 11 55 1 5 2 10

2� 2 � 小孢子植株的形态特征鉴定
以花粉母细胞染色体记数法鉴定验证植株形态

特征鉴定, 准确率达 90%以上。根据形态特征鉴

定,结果不同倍性的小孢子再生植株群体,苗期和成

株期形态特征均存在较大差异。苗期: 双单倍体植

株与正常二倍体一样, 生长正常;单倍体植株幼苗叶

片瘦小、叶色黄,植株较弱, 部分植株陆续死亡; 四倍

体植株幼苗叶片肥大、叶色绿, 植株生长健壮;非整

倍体植株移栽不易成活。不同倍性的小孢子植株成

株期、开花期形态和育性表现差异较大。双单倍体

植株( DH )与二倍体(对照)一样, 生长正常,自然开

花结实正常;单倍体植株表现植株矮小、分枝多、花

枝细、花蕾小、花药小而透明无花粉, 人工授粉不结

实;多倍体植株外观性状表现巨大性,植株、花枝、花

蕾、花药、柱头均很大, 但花药内无花粉,人工授粉能

结荚但无种子。

植株的形态特征综合鉴定结果, 不同熟性的大

白菜培养的小孢子再生植株倍性表现不同 (表 2)。

耐热基因型 180 株中双单倍体有 136 株, 占

75� 6% ; 单倍体有 25 株, 占 13� 9%; 四倍体 2

株; 17株中期死亡。在秋冬基因型 256 株中双单

倍体 200 株, 占 78� 1%; 单倍 体 33 株, 占

12� 9% ; 四倍体 5株, 占 2� 0%; 18 株中期死亡。

耐寒基因型 140 株中双单倍体只有 58 株, 占

41� 4% ; 单倍体 54 株, 占 38� 6% ; 四倍体 4 株,

死亡 24株。形态特征鉴定的结果与流式细胞仪测

定的相一致, 即秋冬基因型双单倍体比例最高, 耐
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寒基因型单倍体比例最高。

表 2 � 大白菜小孢子植株形态学鉴定结果
Table 2 � Ploidy level of microspore� derived plants in Chinese

cabbage identified by morphological characteristics

基因型 总株数
单倍体 双单倍体 四倍体

株 % 株 % 株 %

耐 热 180 25 13� 9 136 75� 6 2 1� 1

秋 冬 256 33 12� 9 200 78� 1 5 2� 0

耐 寒 140 54 38� 6 58 41� 4 4 2� 9

同时还发现同一个胚状体的无性繁殖的再生植

株倍性产生变化。耐寒基因型中有 3个单倍体胚经

无性繁殖产生 19 株中有 8 株是双单倍体, 占

42� 1% , 10株是单倍体, 死亡 1 株; 秋冬基因型

有 5个单倍体胚的无性繁殖 35株中有 10株是双单

倍体, 占 28� 6%, 单倍体 21株。耐热基因型只有

1个胚 8株无性繁殖苗中的 1株产生加倍。说明单

倍体植株在无性繁殖中染色体会自然加倍。

图 1� 不同倍性植株的 DNA 含量峰值

Fig� 1� DNA content of plants with dif ferent ploidy
注: A- 双单倍体; B- 单倍体。

3 � 结论与讨论

本试验以 DNA 流式细胞仪和形态学差异鉴定

不同熟性的大白菜小孢子植株群体的染色体倍性,

准确率可达 93%。试验表明两种方法都可用于苗

期的倍性鉴定。综合鉴定结果, 不同熟性的大白菜

小孢子植株自然加倍率不同, 耐热和秋冬基因型自

然加倍率在 70% ~ 80%, 耐寒基因型自然加倍率

只有 55%。

DNA 流式细胞仪测定快速、可靠, 通过早期

鉴定, 可大量淘汰非双单倍体植株, 节省人力物

力, 但仪器昂贵, 一般单位承受不了。植物形态学

差异鉴定方法简单、快捷、实用性强, 但要求有一

定的专业水平, 对苗期不易区别的植株可种入大田

进行成株期鉴定。成株期的形态特征差异明显, 鉴

定简单准确。

对于耐热和秋冬基因型小孢子培养出胚率高,

自然加倍率也较高, 完全没必要进行繁琐的人工加

倍, 因此只要通过形态鉴定, 淘汰非双单倍体植

株。而耐寒基因型, 由于出胚率低、自然加倍率也

较低, 就必须用 DNA 流式细胞仪和形态学在苗期

进行鉴定, 并尽早处理单倍体植株, 提高利用率。

本试验耐寒大白菜小孢子培养出胚率低、再生植株

自然加倍率低, 是否由苗期春化引起还需进一步探

讨。

关于大白菜游离小孢子培养胚胎发生的加倍机

制, 李菲等[ 9] 认为胚状体的自然加倍是在胚胎诱导

的初期, 即从小孢子诱导启动开始就完成核的自然
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加倍。笔者试验中发现, 大部分胚状体加倍是在诱

导初期完成, 但有部分单倍体胚芽在组培快繁中能

自然加倍, 并随着组培的代数增加自然加倍率也随

着上升, 这与胡含等[ 10] 提出的通过增加继代培养

次数以提高加倍率相一致。
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