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一、前言

在生產F1種子的育種流程中，純系

親本的育成扮演了相當重要的角色，一

般同質純系親本的育成需時6-8年，若

加上有自交不親和性以及自交弱勢等障

礙，則自交純系育成的難度更高。十字

花科(Brassicaceae or Cruciferae)蕓苔屬

(Brassica)植物超過150種，其中許多是重

要的蔬菜及油料作物，因此任何能改進

蕓苔屬植物育種流程的技術，對該植物

而言是一小步，對整個產業而言則是一

大步的躍進，油菜小孢子培養育成雙單

元體(Doubled haploid, DH)純系親本技術

的開發即為一例。

二、花藥培養與小孢子培養之

比較

利用花藥培養獲得單倍體(haploid)或

雙單元體純系親本的技術，過去已成功

的應用於小麥、大麥、黑麥、水稻等禾本

科植物，利用此法也成功推出了許多商

業品種，其優點為只需雜交一代而非六

代的時間，即可獲得100％的同質純系作

為育種親本，節省了純系親本育成所需

的時間，更提高了親本同質性的純度。

蕓苔屬植物最早的單倍體由Keller(1975)

自小油菜B. campestris以及Thomas and 

Wenzel(1975)自大油菜B. napus的花藥成

功培養出來；但從1982年Lichter發展出

油菜小孢子培養技術後，大多數蕓苔屬

植物皆改採用小孢子培養，原因是從小

花蕾中取出花藥加以培養是一項非常耗

費人力的工作，每人每日操作可得的花

藥數相當有限；反之，每個花藥中含有

數以萬計個小孢子，只要簡單的壓擠動

作即可將為數眾多的小孢子自花蕾中釋

放出來，每日可處理的花蕾數則是花藥

培養的十數倍，兩相比較，效率之高下

不言而喻。花藥培養的另一缺點是小孢

子位於花藥之內，花藥培養獲得的再生

植株，有時為經由癒傷組織而來，再生

的來源有可能為體細胞（如花藥壁），

且經由癒傷組織的再生過程亦提高了遺

傳變異的可能性；反觀小孢子培養，因

培養時已清楚排除體細胞的存在，再生

植株來源因此非常明確。更進一步比較

由小孢子培養與花藥培養而來的再生族
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群，可以發現前者染色體倍體數的差異

化較小是其優點。以操作技術而言，小

孢子培養過程雖然較花藥培養需要多

一點的操作步驟，但在熟悉操作後則無

此問題。以油菜為例，小孢子培養的效

率是花藥培養的10倍，除了小孢子數量

眾多之外，一些影響小孢子發育的因子

可以精確的篩選也是原因，例如使用梯

度離心(gradient centrifugation)選別特定

發育階段的小孢子，以及培養密度的調

整等，這些都是讓小孢子培養的胚形成

(embryogenesis)率得以提高的原因。

三、小孢子培養流程

小孢子培養的成功與否從母體植株

生長狀態開始，以及操作流程中的每一

個步驟皆不能輕忽，流程中包括母體植

株的栽培、收集花蕾、取出小孢子、小孢

子培養、胚形成以及染色體倍加處理等

步驟，以下藉由小孢子培養的流程，逐

一來看各種影響雙單元體育成的因子。

1. 供試植株的遺傳特性及生長環境：

一些研究顯示小孢子之胚發育能

力可能只由少數的基因控制，因此

不同品種甚至單

株間具有很大的

差異性 (ge n o t y pe 

dependent)，選擇一

些小孢子胚誘導反

應良好的品種加以

雜交，可以提高雜

交後代小孢子培養

成功的比率。供試

植株生長的環境必
圖一、花椰菜開花株（左）及其小孢子發育階段-處於單核靠邊期之
小孢子（右）。（照片來源-農試所生技組組織培養研究室）

須條件良好且穩定，因此最好於人工

光源室、生長箱或溫室環境中生長，

尤其在花芽誘導與花粉發育期間的溫

度變化，對於開花的數量以及小孢子

發育品質有很大的影響。整體而言，

低溫環境能促進蕓苔屬植物的開花品

質，進而提高小孢子培養的成功率。

2. 小孢子發育階段：一般認為單核中晚

期到雙核早期的小孢子是最適合培養

的時期（圖一），由於小孢子發育時

期需經過染色後於顯微鏡下觀察方能

確認，在實務操作上則可藉由花蕾的

大小、花冠與花藥長度的比值等，作

為取樣的間接指標。例如B. carinata

最佳之花蕾大小為2.5-3.0 mm，但因

不同品種之花蕾外觀存在有差異，研

究人員有必要針對個別品種建立資

料。此外不同發育時期之小孢子可利

用梯度溶液藉由離心處理區分開來。

3. 預培養：相對於提供開花植株最佳的

生長環境與花芽分化的環境，小孢子

培養在胚誘導的過程中則需施予一些

逆境處理，用意在扭轉原本配子體發

育路徑轉向孢子體發育。一般蕓苔屬
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植物小孢子培養最常使

用的逆境處理為高溫(heat 

shock)，溫度為30-35℃，處

理時間1-3天，之後再恢復於

25℃培養。研究顯示高溫逆境會影響

染色體分裂時微管體(microtubule)的

分佈，讓原本營養核、生殖核大小不

均的分裂，趨向於大小平均的體細胞

分裂，因而有利於孢子體發育；同樣

也會影響微管體功能的還有秋水仙素

處理，因此在小孢子培養初期如施予

秋水仙素處理，也會有與高溫逆境處

理相同的效果。

4. 培養基：蕓苔屬植物最常使用的小孢

子培養基改良自Nitch and Nitch (1967)

鹽類配方並添加胺基酸如麩醯胺酸

(l-glutamin)、絲胺酸(l-serine)的NLN

液體培養基，蔗糖濃度在8-17％，pH

值在5.8-6.6之間，常用之蔗糖濃度為

13％，pH值為6.1或6.2。一般而言，在

適當的培養基中，接種2-3天後即可

觀察到小孢子開始分裂，接種3週後

肉眼即可見不同發育時期的胚體逐漸

形成（圖二）。幼胚發育為植物體的

再生培養基一般以固態之B5或MS培

養基培養為主，以發育至子葉期的體

胚進行繼代其再生的比率最高。以B. 

oleracea為例，其胚成功發育為植株

的比率約在35-70％之間。幼胚亦可藉

由培養基中添加ABA、適度乾燥以及

低溫(4℃, 6-12 hr)等處理來提高其再

生比率，此外添加少量生長調節劑亦

有助於提高體胚再生成為正常植株的

比例。

5. 染色體倍加處理：通常小孢子培養獲

得的再生植株包含單倍體及二倍體，

也就是說在小孢子培養的過程中，

染色體有機會自然倍加成為雙單元

體，但如果自然倍加率太低(如低於

50％)，則需輔以秋水仙素處理，以人

工方式誘導染色體倍加。秋水仙素處

理的時機可以選在小孢子高溫處理時

加入低濃度的秋水仙素共培養數天、

或在後期將胚體及再生小苗培養於含

有秋水仙素培養基中一段時間，以及

利用再生植株的根部短暫浸泡秋水仙

圖二、花椰菜小孢子懸浮培養之胚發育過程。由左至右為小孢子懸浮培養、不同發育階段之胚體
及子葉期胚。（照片來源-農試所生技組組織培養研究室）
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素(0.1-0.2％, 2-6 hr)等方式來達成。

6. 再生植株的染色體倍體數檢測：早期

再生植株的染色體通常以根尖染色

加以確認，相當耗費人力，因此亦有

以表皮細胞上之氣孔保衛細胞的大

小以及其中葉綠體數目作為間接確

認之方法，近年來流式細胞儀(Flow 

cytometer)的使用，大大提高了染色體

倍體數檢測的效率，讓大量再生植株

之倍體數篩選工作得以快速準確的完

成。

7. 植株園藝性狀及稔性觀察：一般而

言，單倍體植株較為瘦小且不易栽

培，雙單元體的生長表現則與一般二

倍體相似，因此田間種植最重要的觀

察在於植株是否具有稔性，畢竟獲得

雙單元體的目的在作為育種親本之

用，如果植株不具稔性，則其利用性

降低。此外在園藝性狀方面，雙單元

體特別有利於隱性基因的篩選，可以

在當代即確認隱性性狀的有無與優

劣。

四、結語

影響小孢子培養的因子眾多，各個

研究室的操作流程或許因此有些差異，

但基本上已建立出可行的作業流程，這

讓想要進行蕓苔屬植物小孢子培養的

研究學者省去許多摸索的時間。除此之

外，游離小孢子是研究小孢子發育以及

胚再生的最好材料，小孢子發育而來的

胚則是進行基因轉殖、突變選拔以及生

化、生理及遺傳研究最佳的材料。總體

來看，小孢子培養除了具有產業應用性

之外，也是跨領域研究的最佳媒介，其

利用性相當令人期待。
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