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摘要:为选育出抗根肿病 DH 材料，本研究通过菌土接种法筛选出对根肿病具有较好抗性的白菜王后代
C08384、C08385，病情指数分别为 4． 18 和 7． 67。采用小孢子培养技术培养出 DH系并对该体系进行优化。当
离心转速 1 200 r /min、热激温度 32． 5 ℃，处理 1 d时，最有利于胚状体的诱导;培养基中琼脂质量浓度为 1． 2%时，
有利于诱导胚再生成幼苗; 当培养基中激素质量浓度是 6 － BA 1． 0 mg /L + NAA 0． 1 mg /L时，有利于不定芽的
诱导。
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A Study on Optimization of Microspore Culture
of Clubroot-resistant Chinese Cabbage
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Abstract: In order to breed DH materials with resistance to clubroot，with bacterium soil inoculation
method of root C08384，C08385 of the cabbage queen generation with strong resistance against clubroot were
developed by selection． Their disease indices were 4． 18 and 7． 67 respectively． Using the microspore culture
technology the DH system was developed and optimized． The conducive conditions for cultivation of cabbage
microspore embryo，were centrifugal speed，1 200 r /min，heat － shock temperature，32． 5 ℃ and treating time
one day． 1． 2% of AGAR concentration of medium was conducive to incluction of embryos into seedlings． 6 －
BA1． 0 mg /L + NAA 0． 1 mg /L of medium hormone concentration was conducive to seedling induction．
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随着十字花科根肿病发病情况日趋严重，特别是结球白菜对根肿病几乎没有抗性，导致其发病更为

严重。使其产量严重下降，甚至绝收［1］。在我国多个省份根肿病爆发严重，云南土壤以红壤为主，酸性
较强，有利于根肿病发生，成为全国根肿病最重的省份［2 － 3］。大白菜是人们日常生活必不可少的蔬菜，
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由于根肿病的危害，昆明附近许多大白菜传统产区，被迫改种其它作物，严重影响大白菜的市场供给和

价格波动。根肿病已成为制约云南十字花科蔬菜产业发展的一大障碍，目前对根肿病的防治方法: 一是
在定植前使用熟石灰粉调节土壤酸碱度; 二是停种十字花科作物五年以上; 三是利用化学农药进行有限

地防治。这样做的结果，一是土壤酸化严重; 二是化学农药产生的农残影响产品质量安全; 三是增加了
生产成本。抗病育种是最安全而又十分经济的一种方法，本文阐述了利用小孢子培养技术选育抗根肿
病 DH系的相关研究，选育抗根肿病新品种，解决十字花科根肿病的危害和蔓延问题提供参考。

1 材料与方法
1． 1 材料
接种用的病菌采自昆明附近的双龙、阿子营、大板桥、小板桥等根肿病重灾区的菌土和病根; 小孢子

培养材料来自抗根肿病品种“白菜王”自交 M3 代材料 C08384、C08385、C08292、C08293，对照品种采用
高感根肿病的 83 － 1。
1． 2 方法
1． 2． 1 材料的抗性筛选 以抗根肿病品种“白菜王”自交 M3 代材料 C08384、C08385、C08292、C08293
作为供试材料，以高感病品种 83 － 1 作为对照，采用菌土法筛选材料。将不同地方采集的菌土充分混
匀，不同地方采集的菌根等量混合，打成粉末后加蒸馏水配成孢子悬浮液，用孢子悬浮液将菌土浇透。
菌土中孢子浓度按杨佩文等［4］的方法分离与检测，使菌土中孢子含量在 1 × 108 个 / g 以上。将供试材
料种子播于装有菌土的方框中，株行距按 10 cm ×10 cm，每个材料 3 次重复，45 d后调查发病情况。统
计方法: 参考司军等［5 － 6］的接种病情等级分类方法和病情指数统计方法，将病情等级分为 4 级: 0 级，不
发病; 1 级，侧根有肿块，主根无肿块; 2 级，主根有肿块，侧根无肿块; 3 级，主、侧根均有肿块。统计病情
指数，病情指数 0． 00 ～ 0． 10，为免疫( I) ; 病情指数 0． 11 ～ 5． 55，为高抗( HR) ; 病情指数 5． 56 ～ 11． 11，
为抗病( R) ; 病情指数 11． 12 ～ 33． 33，为耐病( T) ; 病情指数 33． 34 ～ 55． 55，为感病( S) ; 病情指数 55． 56
～ 100． 00，为高感( HS) 。病情指数采用的公式为:

病情指数 = ∑( 各级发病株数 ×各级代表数值)
调查总数 ×最高病情级数

× 100 ( 1)

1． 2． 2 材料的小孢子培养 将病情指数小于 11． 11 的材料根部消毒杀菌后重新定植，开花后取单核晚
期和双核早期的材料花蕾进行游离小孢子培养。每个材料 30 个花蕾，将花蕾研磨后，用 B5 培养基洗涤

3 次，用 NLN －13 培养液稀释，将小孢子浓度调至 1 × 105 个 /mL，用直径 6 cm的培养皿进行培养，每皿
2 mL培养液，用无菌封口膜封口。高温热激后，放入 25 ℃培养箱，静置暗培养 2 ～ 3 周，观察出胚情况。
1． 2． 3 离心转速研究 以 C08384 为供试材料，离心机转速分别设为 1 200，1 500，2 000，2 500 r /min，
观察不同转速对材料小孢子分离和培养的情况。
1． 2． 4 热激温度和时间的研究 以 C08385 作为供试对材料，分别设定热激温度为 30，32． 5，35，40 ℃，
处理时间设定为 24，48，72 h，之后放入 25 ℃暗培养至出胚，观察统计出胚情况。
1． 2． 5 琼脂浓度对小孢子成胚的影响 以 C08384 和 C08385 小孢子培养子叶型胚作为供试材料，转
入琼脂浓度分别为 0%、0． 8%、1． 0%、1． 2%、1． 5%的 MS培养基上，每个浓度转胚 20 个，40 d后统计成
苗的情况。
1． 2． 6 不同激素配比培养基研究 以 C08384、C08385 小孢子培养苗作为供试材料，分别转接在 a: MS
+6 － BA 1． 0 mg /L + NAA 0． 1 mg /L、b: MS + 6 － BA 0． 5 mg /L + NAA 0． 2 mg /L、c: MS 培养基上，每个
材料转苗 30 株在不同培养基上，30 d后调查统计不定芽发生情况。

2 结果与分析
2． 1 抗性结果
2． 1． 1 材料的抗性筛选 通过用菌土法对 C08384、C08385、C08292、C08293 和对照进行接种鉴定，其
病情指数见表 1。C08384 病情指数 4． 18，表现高抗根肿; C08385 病情指数 7． 67，表现抗根肿病; C08292
病情指数 28． 47，表现耐病; C08293 病情指数 39． 87，表现感病。
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表 1 菌土法接种鉴定结果
Tab． 1 The results of three times soil inoculum infection on five samples

材料

Material

病情指数 Disease index

重复一 Repeat 1 重复二 Repeat 2 重复三 Repeat 3

平均病情指数

Average disease index

C08384 4． 38 2． 57 5． 61 4． 18
C08385 8． 25 9． 14 5． 63 7． 67
C08292 24． 69 31． 81 28． 23 28． 24
C08293 35． 4 40． 75 43． 46 39． 87

83 － 1( CK) 87． 34 90． 16 85． 93 87． 81

2． 1． 2 方差分析 各材料抗性经 SSR检验见表 2。材料 C08384、C08385对根肿病的抗性与材料 C08292、
C08293 和 83 － 1 相比差异极显著，对根肿病有很高的抗性，C08384 与 C08385 之间抗性差异不显著。

表 2 不同材料病情指数的 SSR检验
Tab． 2 SSR analysis of different materials disease index

材料

Material
平均病情指数

Average disease index
5%显著水平

5% significance level
1%极显著水平

1% significant level

C08384 4． 18 d D
C08385 7． 67 d D
C08292 28． 24 c C
C08293 39． 87 b B

83 － 1( CK) 87． 81 a A

2． 2 不同转速对材料小孢子质量的影响
材料 C08384 为供试材料，设四个试验对比梯度分别为 1 200，1 500，2 000，2 500 r /min。实验结果

见表 3。4 个转速中，1 200 r /min、1 500 r /min 已出胚，而 2 000 r /min、2 500 r /min 的未出胚。离心转
速为 1 200 r /min时，镜检观察沉淀为淡黄色，无杂质，小孢子悬浊液孢子密度适中，出胚数为 0． 23 个 /
蕾，效果最好; 转速为 1 500 r /min出胚数为 0． 13 个 /蕾; 转速为 2 000 r /min时，离心后沉淀中有绿色杂
质，有的细胞出现破裂，出胚数为 0． 03 个 /蕾; 转数为 2 500 r /min时，有大量的绿色沉淀于管底，出胚数
为 0． 01 个 /蕾。由此说明，当离心转数为 1 200 r /min时，最适宜小孢子的分离和培养。

表 3 不同转速的离心效果
Tab． 3 Centrifugal effect of different speed

转速 / ( r·min －1 )

Revolving speed
现象

Phenomenon
出胚数 /蕾

The number of embryo

1 200 沉淀为淡黄色，无杂质，小孢子悬浊液孢子密度适中，出胚效果最好 0． 23

1 500 沉淀为淡黄色，孢子发育大小有差异，出胚次之 0． 13

2 000 离心后沉淀中有绿色杂质，有的细胞出现破裂，出胚的效果很差 0． 03

2 500 有大量的绿色沉淀于管底，出胚效果很差 0． 01

2． 3 不同热激温度和天数处理对材料出胚的影响
由表 4、5 可知，不同热激温度和天数对小孢子胚状体再生有不同的影响，经方差分析，不同热激温

度处理间差异显著。当热激温度在 32． 5 ℃时，出胚效果最好为 0． 377 个 /蕾，与其它处理温度相比差异
显著。不同热激培养时间的差异也很显著，当处理为 1 d时，出胚效果最好为 0． 248 个 /蕾，与其它处理
相比差异显著。由此可见，当热激培养温度为 32． 5 ℃，时间为 1 d时，对结球白菜的出胚效果最好。
2． 4 琼脂浓度对胚再生成苗的影响
由表 6 成苗率的结果及 SSR检验可以看出，琼脂含量是 1． 2%时，C08384 的成苗率为 90%，C08385

的成苗率为 86． 7%，极显著的高于其它琼脂含量的成苗率。说明琼脂含量为 1． 2%时，较适宜小孢子胚
状体成苗。由表 7、表 8 对再生苗率的方差分析，不同琼脂含量下，C08384中 F =89．2，p =0．000 1 ＜0．01;

·598·



江 西 农 业 大 学 学 报 第 33 卷

A: 24 h、40 ℃的出胚情况; B: 24 h、35 ℃的出胚情况; C: 24 h、30 ℃
的出胚情况; D: 24 h、32． 5 ℃的出胚情况。
A: The number of embryo with 24 h，40 ℃ ; B: The number of embryo with
24 h，35 ℃ ; C: The number of embryo with 24 h，30 ℃ ; D: The number
of embryo with 24 h，32． 5 ℃ ．

图 1 出胚情况
Fig． 1 The number of embryo

表 4 高温处理和天数二因素对出胚的影响结果
Tab． 4 High temperature treatment and the number of days out of two factors on the impact of embryo

热激温度 /℃
Heat-shock temperature

天数 /h Hours

24 48 72

合计

Total
平均值

Average

30 0． 2 0 0 0． 2 0． 067bAB

32． 5 0． 66 0． 4 0． 07 1． 13 0． 377aA

35 0． 13 0 0 0． 13 0． 043bB

40 0 0 0 0 0bB

合计 Total 0． 99 0． 4 0． 07

平均值 Average 0． 248aA 0． 1abA 0． 018bA

表 5 高温处理和天数二因素对出胚的影响方差分析
Tab． 5 Variance analysis of High temperature treatment and the number of days out of two factors

on the impact of embryo

变异来源 Source of variation SS DF MS F值 P值

热激温度间

Temperature between the heat shock
0． 267 0 3 0． 089 5． 125 0． 043

天数间 Days 0． 108 6 2 0． 054 3 3． 128 0． 117 3

误差 Deviation 0． 104 2 6 0． 017 4

总变异 Total variation 0． 479 8 11

C08385中 F = 80． 771，p = 0． 000 1 ＜ 0． 01，
说明不同琼脂含量间再生苗率差异极显

著。即说明培养基中琼脂含量差异对胚
状体再生苗有很大影响。
2． 5 激素对胚状体植株再生不定芽的
影响

以结球白菜 C08384 、C08385 为供
试材料进行激素对胚状体植株再生不定

芽的影响研究，筛选出适合材料增殖培

养的诱导培养基，由表 9 可知，材料
C08384 的诱导培养中，a、b、c 三个培养
基的诱导率分别为 70%、50%和 0%，a
的诱导效果明显优于 b 的诱导效果，c
无诱导效果; 材料 C08385 中，同样 a 的
诱导效果优于 b、c的诱导效果。另外，b
培养基即能诱导增殖且能诱导生根，用

于增殖诱导效果不佳。由此可见，a 培
养基适宜植株的增殖诱导培养。

3 讨 论
根肿病是发生在寄主根部，使根系膨大形成肿瘤，许多研究者多采用根部接种进行材料的抗性鉴

定，Williams［7］认为浸蘸法最好，郭向华等［8］认为菌土法的效果较好，李晓鸥等［9］对大白菜苗期进行人
工接种认为用病菌孢子悬浮液侵根接种此法可行。通过以前的比较试验结果，本研究采用菌土接种法
对结球白菜材料 5 份进行抗根肿病的筛选( 表 1) ，C08384 和 C08385 对根肿病有很高的抗性，病情指数
分别为 4． 18、7． 67，其余材料对根肿病的抗性很差。
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表 6 琼脂浓度对胚状体再生苗的影响结果
Tab． 6 Effect of agar concentration on embryogenesis seedlings

琼脂含量 /%
Agar content

C08384

成苗数 /株
Number of seedlings

成苗率 /%
Planting percent

C08385

成苗数 /株
Number of seedlings

成苗率 /%
Planting percent

0 0 0eD 0 0eD

0． 8 12 60cB 10 50cC

1． 0 14． 7 73． 3bAB 13． 7 68． 3bB

1． 2 18 90 aA 17． 3 86． 7aA

1． 5 7 35dC 7． 7 38． 3dC

表 7 琼脂浓度对 C08384 胚状体再生苗率方差分析
Tab． 7 Variance analysis of agar concentration on embryogenesis seedlings of C08384

变异来源 Source of variation SS DF MS F值 P值

处理间 Different treatments 14 866． 666 7 4 3 716． 666 7 89． 2 0． 000 1

误差 Deviation 416． 666 7 10 41． 666 7

总变异 Total variation 15 283． 333 3 14

表 8 琼脂浓度对 C08385 胚状体再生苗率方差分析
Tab． 8 Variance analysis of agar concentration on embryogenesis seedlings of C08385

变异来源 Source of variation SS DF MS F值 P值

处理间 Different treatments 12 923． 333 3 4 3 230． 833 3 80． 771 0． 000 1P

误差 Deviation 400 10 40

总变异 Total variation 13 323． 333 3 14

图 2 激素浓度为 6-BA 1． 0 mg /L + NAA 0． 1 mg /L，
植株再生不定芽的情况

Fig． 2 Hormone concentration for 6-BA 1． 0 mg /L
+ NAA 0． 1 mg /L，the number of plant regeneration

of adventitious buds

图 3 激素浓度为 6-BA 0． 5 mg /L + NAA 0． 2 mg /L，
植株再生不定芽的情况

Fig． 3 Hormone concentration for 6-BA 0． 5 mg /L
+ NAA 0． 2 mg /L，the number of plant regeneration

of adventitious buds

小孢子培养的最适转速，未见有相关的报道。本研究认为在转速为 1 200 r /min 时，有利于小孢子
培养，不同处理间出胚效果最好。耿建峰等［10］对白菜游离小孢子培养因素研究表明，高温诱导在 12 ～
60 h内差异不大，但是超过此范围，小孢子胚诱导率明显降低; 赵俊等［11］研究发现，高温( 33 ± 2 ) ℃预
处理 1 ～ 3 d有利于胚状体的生成; 路翠玲等［12］研究发现，材料经高温 33 ℃处理 1 ～ 3 d，有利于胚状体
的产生。本研究发现，在 4 个高温处理中，高温 32． 5 ℃预处理 1 d最有利于胚状体的诱导，当预处理温
度大于 35 ℃时，无胚状体生成。究其原因可能是预处理温度过高，使小孢子大量死亡，从而使胚状体
诱导失败。培养基中琼脂浓度的高低也会对胚再生成苗产生影响。培养基中琼脂浓度过高或过低，会

·798·



江 西 农 业 大 学 学 报 第 33 卷

表 9 不同激素配比的培养基对分化芽的诱导
Tab． 9 Inducement of bud differentiation on different hormone combinations

材料

Material
培养基

medium
6 － BA /

( mg·L －1 )

NAA/

( mg·L －1 )

苗数

Inoculation number
诱导苗数

Inducement number
诱导率 /%

Inducement number

C08384 a 1． 0 0． 1 30 21 70

b 0． 5 0． 2 30 15 50

c 0 0 30 0 0

C08385 a 1． 0 0． 1 30 17 57

b 0． 5 0． 2 30 13 43

c 0 0 30 0 0

严重影响胚生长发育。王超楠等［13］研究认为小孢子胚成苗培养基的适宜琼脂浓度为 1． 0% ; 韩阳
等［14］、方淑桂等［15］研究发现，1． 2%琼脂的固体培养基最有利于小孢子胚成苗; 在本研究中培养基琼脂
浓度为 1． 2%时，最适宜诱导胚状体再生成苗，与韩阳等［14］的研究相同。当琼脂浓度很低时，胚会停止
生长并最终大量褐化死亡。究其原因，可能是琼脂浓度过低，培养基中水分过多，与胚再生成苗的环境相
悖，抑制了胚的生长。最终导致胚的死亡。在芽体诱导方面，张亚丽等［16］研究发现，胚状体在添加 0． 1 mg /L
GA3 的 B5 培养基中芽分化较快，且出芽率高; 蒋武生等

［17］认为将幼苗转入 B5 + 6 － BA 0． 2 mg /L +
NAA 0． 02 mg /L的固体培养基中继代，能形成较多幼苗。在本研究中，当培养基中激素浓度是 6 － BA
1． 0 mg /L + NAA 0． 1 mg /L时，有利于不定芽的诱导，能促进不定芽的大量分化，效果明显优于 b 培养
基。本研究结果与前人的研究有所不同。
本研究采用小孢子培养技术培育出抗根肿病材料的 DH系，对于此研究的相关报道还比较少，具有

一定的新颖性。对 DH植株的鉴定采用根部注射法，对于植株的鉴定既简单又方便，对于该方法的使
用，在今后的研究中有待进一步的深入。
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