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摘 要：以 12 份不同基因型青萝卜品种为供试材料，采用游离小孢子培养技术，研究基因型、培养基类型、激素浓度

配比、4 ℃冷处理时间及 32.5 ℃热激处理时间对青萝卜小孢子胚诱导的影响，为青萝卜高频胚诱导提供参考依据，

从而完善青萝卜游离小孢子培养技术体系。结果显示，在相同培养条件下，只有 SX1、SX8 与 SX11 三份材料获得

了胚状体，其余材料未获得胚状体，且不同供试材料间小孢子胚诱导率差异显著，表明基因型是决定青萝卜小孢子

胚诱导成功的关键因素之一；利用 1/2NLN-13 型培养基配套指定激素配比（0.2 mg·L-1 6-BA+1 mg·L-1 NAA）培养

时，材料 SX1、SX8 与 SX11 小孢子出胚率最高，基本确定了青萝卜小孢子培养的最适培养基类型及最佳激素浓度

组合；此外，4 ℃冷处理 1 d 和 32.5 ℃热激处理 2 d，材料 SX1 与 SX11 小孢子出胚率最高，确定了小孢子胚诱导最佳

冷处理和热激处理条件。
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Optimization of isolated microspore culture system in green radish
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Abstract: Twelve genotypes of Green Radish were tested for isolating microspore culture technology. The effects of geno-

type, medium type, growth regulator, 4 ℃ cold treatment and 32.5 ℃ heat shock treatment on the embryo induction from

microspores were studied to improve isolated microspore culture technology system for green radish. The results showed

that under the same culture conditions, only three materials SX1, SX8 and SX11 produced embryos, and the embryos

induction rate from microspores was different among materials tested. Genotype is one of the key factors determining the

success of embryo induction from green radish microspores; When 1/2 NLN-13 medium supplemented with 0.2 mg · L- 1

6-BA+1 mg·L-1 NAA genotypes SX1, SX8 and SX11 produced highest number of embryos. In addition, of 4 ℃ cold treat-

ment for 1 d and 32.5 ℃ heat shock treatment for 2 d SX1 and SX11 had the highest embryo rate from microspores. Our

research generated an optimized protocol of generating embryos from isolated microspores of green radish.
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萝卜（Raphanus sativus L.）为十字花科萝卜属

二年或一生作物，在我国蔬菜作物中占据重要地

位。2017 年，我国萝卜播种面积达到 130 万 hm2，

占蔬菜总播种面积的 5.6%，总产量达 4.501×1010 kg，

位居十字花科蔬菜种植面积的第二位[1]。青萝卜为

萝卜中的绿皮萝卜类型，其皮薄肉细、色泽翠绿、口

感脆嫩，深受大众喜爱。

萝卜的杂种优势非常明显，市面萝卜品种多以

杂交种为主[2]。利用常规育种手段选育纯合、稳定

的优质亲本需要进行 5~7 年的多代自交，费时费
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表 2 影响青萝卜小孢子出胚率相关因素的试验设计

单因素

基因型

培养基类型及激素

浓度配比

4 ℃冷处理

32.5 ℃热激处理

材料

12 份基因型不同

的青萝卜品种

SX1、SX8、SX11

SX1、SX11

SX1、SX11

培养基

1/2 NLN-13（0.1 mg·L-1 6-BA+1 mg·L-1 NAA）

NLN-13、1/2NLN-13；

6-BA（6-苄氨基嘌呤）激素，0.1、0.2、2.0 mg·L-1；

NAA（萘乙酸）激素，0.2、0.8、1.0 mg·L-1，设计正

交试验；

不含激素的培养基为对照。

1/2NLN-13（0.2 mg·L-1 6-BA、1 mg·L-1 NAA）。

1/2NLN-13（0.2 mg·L-1 6-BA、1 mg·L-1 NAA）。

冷处理

时间/d

0

0

0、1、2、3

1

热激处

理时间/d

0

0

2

0、1、2、3

处理数

12

20

8

8

观察情况

每个处理 24 个花

蕾，3 次试验重复，培

养 3~4 周观察出胚

情况，分析不同基因

型的出胚率差异。

注：1/2 NLN-13（1/2NLN+13%蔗糖+0.1 g·L-1活性炭，与 NLN-13 培养基相比微量元素减半，其他条件不变）；培养基、激素来自 CALSSON

公司；次氯酸钠、蔗糖来自科密欧（Kermel）公司；培养皿、封口膜等耗材来自 biosharp 公司。

力，而且材料的多代自交也可能导致优良性状的衰

退。游离小孢子培养是快速获得纯合材料的有效

手段之一 [3- 4]，利用小孢子培养可以快速获得单倍

体，加倍后就可以获得纯合且遗传稳定的双单倍体

（DH）植株，从而缩短育种年限，提高育种效率 [5]。

自从 1982 年 Lichter[6]首次通过甘蓝型油菜（Brassi-

ca napus）培育出胚状体并建立再生植株体系以来，

游离小孢子培养技术已广泛应用于白菜、甘蓝、菜

心、油菜等多种十字花科蔬菜作物单倍体育种研究

中[7-9]。在十字花科作物中，萝卜是最难成功培养出

小孢子的作物之一[10]。Takahata 等[11]对仅获得的 58

个萝卜胚状体进行再生植株培养，仅成活 6 株；张

丽[12]对 20 份基因型不同的萝卜品种进行游离小孢

子培养，仅 1 份品种形成胚状体。近年来，多位学

者在萝卜小孢子培养方面做了大量的工作[13-14]，但

出胚率和植株再生率仍旧很低。

目前，还未有针对青萝卜小孢子培养的系统研

究报道，笔者以 12 份基因型不同的青萝卜品种为

供试材料，对青萝卜小孢子培养过程中的培养基类

型、激素浓度配比、4 ℃冷处理时间及 32.5 ℃热激

时间进行研究，为青萝卜高频胚诱导提供参考依据，

以期进一步完善青萝卜游离小孢子培养技术体系。

1 材料与方法

1.1 材料

笔者在本研究中选取 12 份市场主流并具备优

良性状的青萝卜品种（材料）作为试材，其具体品种

编号、名称与来源如下（表 1）。供试材料于 2020 年

12 月上旬播种于天津科润农业科技股份有限公司

蔬菜研究所武清试验基地，常规田间管理，2021 年

3 月底至 6 月初取花蕾进行游离小孢子培养。

1.2 方法

1.2.1 游离小孢子培养 小孢子培养方法参考张

丽等[13]的方法，进行改良。摘取无裂蕾的花序，4 ℃

冷处理 0、1、2、3 d；75%酒精处理 35 s、10%次氯酸

钠处理 12 min、无菌水处理 4 min 3 次；B5 培养基

（含 13%蔗糖）；32.5℃热激处理 0、1、2、3 d；转绿的

胚状体接种至 B5 固体培养基内培养（16 h 光/8 h

暗、温度 25 ℃、光照度 2000 lx）。

1.2.2 单因素试验设计 以基因型、激素类型及浓

度配比、4℃冷处理时间和 32.5℃热激处理时间 5

个因素，利用单因素控制变量法设计单因素试验，

试验设计情况如表 2。

1.3 数据处理及分析

利用 Excel 2019 软件对试验数据进行统计分析，

利用 SPSS 22.0 软件进行单因素 ANOVA 方差分

析，利用邓肯氏新复极差法进行差异性显著分析。

2 结果与分析

2.1 基因型对青萝卜小孢子胚诱导的影响

选取的青萝卜品种代表 12 种不同基因型，以

表 1 供试青萝卜材料

编号

SX1
SX2
SX3
SX4
SX5
SX6
SX7
SX8
SX9
SX10
SX11
SX12

名称

青美 503
德高春玉萝卜

都市绿 1 号

口感萝卜

龙青

豫甜水果萝卜

糖心绿 188
津萝 1 号

绿翡翠

瑞达 1 号

绿萝卜

墩儿萝卜

来源

东部韩农种苗科技（北京）有限公司

德州市德高蔬菜种苗研究所

天津市四两商贸有限公司

青岛诚信蔬菜研究所

地方农户提供

河南豫艺种业科技发展有限公司

辽宁丹东东港市万嘉种业有限公司

天津津蔬惠农科技有限公司

河北井田农业科技有限公司

河北祥瑞达种业有限公司

地方农户提供

天津市四两商贸有限公司

张胜雪
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图 2 冷处理时间对青萝卜小孢子出胚率的影响
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注：不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。后同。

表 4 1/2NLN-13 培养基内不同激素浓度

配比时小孢子的出胚情况

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

ρ（6-BA）/

（mg·L-1）

0.0

0.1

0.1

0.1

0.2

0.2

0.2

2.0

2.0

2.0

ρ（NAA）/

（mg·L-1）

0.0

0.2

0.8

1.0

0.2

0.8

1.0

0.2

0.8

2.0

出胚率/（胚·蕾-1）

SX1

0.000

0.000

0.014

0.083

0.014

0.028

0.181

0.000

0.000

0.000

SX8

0.000

0.000

0.000

0.042

0.000

0.014

0.083

0.014

0.000

0.000

SX11

0.000

0.000

0.014

0.153

0.083

0.028

0.222

0.000

0.014

0.000

表 5 NLN-13 培养基内不同激素浓度

配比时小孢子的出胚情况

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

ρ（6-BA）/

（mg·L-1）

0.0

0.1

0.1

0.1

0.2

0.2

0.2

2.0

2.0

2.0

ρ（NAA /

（mg·L-1）

0.0

0.2

0.8

1.0

0.2

0.8

1.0

0.2

0.8

2.0

出胚率/（胚·蕾-1）

SX1

0.000

0.000

0.000

0.028

0.000

0.000

0.056

0.000

0.000

0.014

SX8

0.000

0.000

0.000

0.014

0.000

0.000

0.014

0.000

0.000

0.000

SX11

0.000

0.014

0.000

0.056

0.014

0.014

0.069

0.000

0.000

0.000

1/2 NLN-13 培养基培养，供试材料出胚情况如表 3。

表 3 基因型不同的青萝卜小孢子的出胚情况

编号

SX1

SX2

SX3

SX4

SX5

SX6

SX7

SX8

SX9

SX10

SX11

SX12

出胚数

7

0

0

0

0

0

0

3

0

0

12

0

出胚率/（胚·蕾-1）

0.097 b

0

0

0

0

0

0

0.042 c

0

0

0.167 a

0

注：同列数据后不同小写字母表示 0.05 显著差异水平。

由表 3 可以看出，用相同的培养条件对 12 份

不同基因型的青萝卜小孢子进行培养，其中只有

SX1、SX8 与 SX11 三份材料获得了胚状体，SX2、

SX3、SX4、SX5、SX6、SX7、SX9、SX10 与 SX12 未

获得胚状体，其中 SX11 获得胚状体最多，出胚率最

高，可达 0.167 胚·蕾-1；而 SX8 获得胚状体最少，出

胚率仅为 0.042 胚·蕾-1。因此可见，不同基因型的

青萝卜材料间小孢子胚诱导率差异较大，且在完全

相同的培养条件下，不同材料的小孢子胚诱导发生

能力受基因型影响较大。

2.2 培养基类型及激素浓度配比对青萝卜小孢子

胚诱导的影响

由图 1 可以看出，激素浓度配比相同时，以 1/2

NLN-13 培养基培养时，SX1、SX8 与 SX11 三份材料

小孢子的出胚率较高，说明 1/2 NLN-13 培养基为供

试青萝卜小孢子培养的最适培养基类型。由表 4~5

可以看出，与对照组 1 相比，加入适量的 6-BA 和

NAA 有利于青萝卜小孢子胚诱导的发生，且 6-BA

和 NAA 的浓度不同对小孢子胚诱导发生能力的影

响不同。其中配比 7 条件下 SX1、SX8 与 SX11 三

份材料小孢子的出胚率最高，在 1/2 NLN-13 培养

基中分别为 0.181、0.083、0.222 胚·蕾-1；在 NLN-13

培养基中分别为 0.056、0.014、0.069胚·蕾-1。因此说

明，0.2 mg·L-1 6-BA+1.0 mg·L-1NAA 为供试青萝卜

小孢子培养的最适激素质量浓度组合。

2.3 冷处理时间对青萝卜小孢子胚诱导的影响

由图 2 可以看出，4 ℃冷处理后材料 SX1 与

SX11 小孢子出胚率均有明显的提高，且冷处理 1 d

时，两份青萝卜材料的小孢子出胚率最高，分别为

0.306 胚 .蕾-1和 0.347 胚 .蕾-1；随着冷处理时间的增

加，材料 SX1 与 SX11 小孢子出胚率逐渐下降，尤

其冷处理 3 d 时，小孢子出胚率已经接近 0 d。因

小
孢

子
出

胚
率

/（
胚
·
蕾

-1
）

NLN-131/2NLN-13
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图 3 热激处理时间对青萝卜小孢子出胚率的影响

处理时间/d

此，4 ℃冷处理对供试青萝卜小孢子胚诱导的发生

有显著影响，且不同冷处理间小孢子出胚率差异显

著，其中最佳冷处理时间为 1 d。

2.4 热激处理时间对青萝卜小孢子胚诱导的影响

由图 3 可以看出，32.5 ℃热激处理后，材料

SX1 与 SX11 小孢子出胚率均有明显的提高，且热

激处理 2 d 时，两份青萝卜材料的小孢子出胚率最

高，分别为 0.278 胚·蕾-1和 0.347 胚·蕾-1；热激处理

3 d 时，小孢子出胚率明显下降，说明热激时间延长

不利于小孢子出胚。因此可见，32.5 ℃热激处理对

供试青萝卜小孢子胚诱导的发生有显著影响，且不

同热激处理间小孢子出胚率差异显著，其中最佳热

激处理时间为 2 d。

2.5 青萝卜小孢子胚状体培养及植株再生的过程

小孢子经过离体培养发育成胚状体（图 4-A）

一般需要 15~26 d。胚状体接种到分化培养基

（B5 固体培养基+2%蔗糖+0.8%琼脂+0.2 mg · L-1

6-BA）上，置于光照培养室（16 h 光/8 h 暗、温度

25 ℃、光照度 2000 lx）培养。其中子叶胚（图

4-B）1 周后逐渐转绿（图 4-C），经过 3~5 周继代培

养后分化成苗（图 4-D）；球形胚接种后不会转绿，

逐渐发生褐化死亡（图 4-E）。获得的苗接种至生

根培养基（MS 固体培养基+2 %蔗糖+0.1 g·L-1活性

炭+0.8 %琼脂+0.2 mg·L-1 NAA）培养 1~2 周后逐渐

生根（图 4-F）。

注：A. 胚状体；B. 子叶胚；C. 转绿的胚状体；D. 球形胚；E. 胚状体分化成苗；F. 植株生根培养。

图 4 小孢子培养中植株再生过程

A B C

D E F

3 讨论与结论

萝卜成功获得小孢子培养非常困难，基因型是

制约其成胚的关键。笔者在本试验中以相同的培

养条件对 12 份基因型不同的青萝卜小孢子进行培

养，只有 3 份成功诱导出胚，且不同基因型的青萝

卜材料间小孢子胚诱导率差异较大，表明基因型是

决定青萝卜品种小孢子胚诱导成功的关键因素之

一，这一结果与王春丽等 [15]研究结果相一致，在白

菜[16]、菜心[17]等十字花科作物中也有此结论。张凤

兰等[18]研究表明，在甘蓝型油菜小孢子培养中，高胚

发生能力受显性核基因控制，与胞质无关。因此可

以利用杂交手段，将胚发生能力高的品种与胚发生

能力低的品种进行杂交，扩大后代基因型范围，提

小
孢

子
出

胚
率

/（
胚
·
蕾

-1
）
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高胚发生能力低的品种的胚诱导率[19]。

NLN 和 1/2NLN 培养基是十字花科作物小孢

子培养常用的培养基类型。陈文辉等[20]研究了培养

基类型对萝卜小孢子出胚率的影响，结果发现仅 1/2

NLN 培养基可以诱导萝卜小孢子产生胚状体；赵艳

玲[21]研究发现 NLN 与 1/2 NLN 培养基均可诱导萝

卜小孢子产生胚状体。本试验中，在培养基内物质

含量完全相同下，1/2 NLN 培养基培养时，SX1、SX8

与 SX11 小孢子出胚率较高，说明 1/2 NLN 培养基

更有利于提高萝卜胚状体的诱导率，这个结果与王

超楠等[22]研究结果相一致。

目前，激素对不同作物小孢子胚诱导的影响

尚未得到一致结果。王康 [23]认为培养基内加入

0.05 mg · L- 1 6-BA 对萝卜小孢子胚诱导有促进作

用；李丹[2]对萝卜小孢子胚诱导体系进行优化，培养

基内最佳激素组合是 0.1 mg·L- 1 6-BA+1.0 mg·L- 1

NAA；施柳等[24]认为培养基内加入 0.3 mg·L-1 6-BA

有利于白菜小孢子胚诱导的发生。本试验中，在培

养基内添加 0.2 mg·L-1 6-BA 和 1.0 mg·L-1 NAA 可

以显著提高 SX1、SX8 与 SX11 小孢子的出胚率。

冷处理和热激处理可以改变小孢子的分裂方

式和发育途径，使第 2 次有丝分裂进行对称分裂，

从而促进小孢子由配子体途径向孢子体途径发展，

利于产生胚状体[25]。付传翠等[26]认为 4 ℃冷处理 3 d，

萝卜小孢子出胚率最高，延长冷处理时间，出胚率

逐渐下降；唐兵等[27]认为 4 ℃低温预处理 l d、33 ℃

高温热激 2 d 有利于白菜小孢子胚的形成。本试验

结果表明，4 ℃冷处理 1 d 和 32.5 ℃热激处理 2 d

可以提高青萝卜小孢子胚诱导的发生能力，但其出

胚率与材料基因型及处理时间密切相关，这与李

丹[2]的研究结果一致。

综上所述，笔者通过对青萝卜游离小孢子培养

体系的优化，发现除了基因型是决定青萝卜小孢子

培养的关键因素外，培养基类型、培养基成分以及

温度胁迫处理等同样是影响青萝卜小孢子培养的

重要因素，本研究的结果可以进一步为青萝卜小孢

子培养提供可靠的参考依据和试验基础。
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