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一、工作简况

（一）任务来源

由青海大学农林科学院申请提出，青海省农学会归口申报，按照青海省农学会下达《关于申报2025年度联合团队标准制定项目的通知》（青农字[2025]4号/青标协字[2025]3号）的要求，批准《甘蓝型春油菜小孢子培养及加倍技术规范》团体标准的制定（QHNX68-2025、QAS-JH27-2025）。

(二)起草单位

起草单位：青海大学农林科学院、青海互丰农业科技集团有限公司、青海省农业技术推广总站。
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二、制定标准的必要性和意义

小孢子培养是一项能够快速获得纯合体的生物技术。利用植物细胞的全能性，对油菜花蕾中还没有成熟的花粉粒，通过特殊的技术手段进行分离培养，在合适的培养基和培养环境中，诱导其成胚，再在一定的培养基上诱导生根、成苗。由于这个过程没有经过受精，获得单倍体苗需要通过秋水仙碱加倍，最终得到基因型完全纯合的双单倍体植株，即DH系（doubled haploid line）。通常我们育种过程中，获得一份优质的纯合资源需要套袋自交5-6代，育种周期长、效率低，而小孢子培养技术的应用可以将这个基因型纯化的过程缩短到1-2年，大大缩短了育种周期，提高了育种效率。因此，小孢子培养作为一种辅助育种手段越来越受到育种家的重视。但目前行业内小孢子培养技术缺乏统一规范，导致出胚率不稳定、再生植株质量参差不齐，因此，需制定标准以指导生产实践。青海大学农林科学院，从2005年开始对油菜小孢子培养技术进行初步研究，并逐步将该技术应用于甘蓝型春油菜杂交种选育中。在此期间，对影响小孢子成胚、成苗及再生植株二倍化的各个因素进行了深入和系统的研究，从而建立了一套成熟、稳定、高效的培养技术体系。另外，该技术还广泛应用在遗传分析、突变体筛选、遗传绘图、转基因育种等方面，构建的DH系还可作为良好的永久性群体，用于性状的基因定位分析。

通过规范小孢子培养流程，可提高胚状体诱导率和再生植株成活率及加倍率，建立起快速、高效可持续的培养栽培体系，推动油菜遗传改良技术创新，并促进农业科技成果转化，提升产业竞争力。实现生物技术与传统育种的融合发展。因此本技术规范具有极其显著的社会经济效益，制定本规范是非常有必要的。
三、主要起草过程

（一）前期工作
青海大学农林科学院于2005年开始开展油菜小孢子培养相关研究，是省内开展油菜小孢子培养研究工作最早的科研单位。多年来，对油菜小孢子培养供体种植环境、培养基准备、供体取样时期、再生植株诱导、栽培、壮苗、单倍体苗加倍等标准的技术内容、操作规范及质量要求进行了不断的摸索创新。以上工作的开展，为本规范的制定提供大量、翔实的试验数据，为制定本规范打下了坚实的基础。
成立起草小组

本标准的编制工作从2024年03月份开始，为做好《甘蓝型春油菜小孢子培养及加倍技术规范》团体标准的编制工作，标准制订小组查阅甘蓝型油菜小孢子培养及组培苗栽培技术相关资料，经过充分调研，目前没有相关的国家标准和地方标准，也没有相关的适合春油菜的团体标准。因此，制定小组按照团体标准的要求，对甘蓝型春油菜小孢子培养及栽培技术方面的相关内容，进行试验设计，并对各项试验数据进行整理、统计及分析，并结合2024年之前的实验研究制定一套适用于青海本地的技术规范，可以更好的指导生产纯系种质资源，提高育种效率；也可用于基础研究的DH分离群体的规模化、标准化、高效化生产。
（三）系统总结和归纳

2024年开始，起草小组成员系统研究了多年来甘蓝型春油菜小孢子培养相关的实验数据，对各个实验环节的一系列关键问题进行了总结归纳，通过认真研究讨论，提出了制定提纲，决定了制定规范的框架，形成了《甘蓝型春油菜小孢子培养及加倍技术规范》的基本框架。

（四）起草文本
2025年，在认真听取了相关专家和专业部门对标准的建议，经过实际操作后，起草小组确定了本标准中需要的各项指标。同时认真查阅了标准制定的有关文件，对标准的格式、内容、术语表达方式等进行了深入学习，严格遵循GB/T1.1-2020《标准化工作导则》所规定的标准编写要求起草了《甘蓝型春油菜小孢子培养及加倍技术规范》标准的初稿。初稿编写完成后，分别送交各方面的专家审阅指导、修改，广泛征求意见。汇集专家的反馈意见后，通过反复讨论和修改，形成了《甘蓝型春油菜小孢子培养及加倍技术规范》送审稿。
意见征求

在本标准起草过程中，共征集5家单位科研人员的意见，单位类型包括科研单位、大专院校、推广单位，收集修改意见9条，根据征集的意见进行了标准修改。
（六）标准审查

2025年11月18日，青海省农学会组织相关专家对由青海大学农林科学院、青海互丰农业科技集团有限公司、青海省农业技术推广总站，3家单位起草的《甘蓝型春油菜小孢子培养及加倍技术规范》团体标准进行了审查，根据专家的审查意见进行了标准修改和完善，形成了《甘蓝型春油菜小孢子培养及加倍技术规范》报批稿。
四、制定标准的原则和依据，与现行法律、法规、标准的关系

1、按照GB/T1.1-2020《标准化工作导则第一部分：标准的结构和编写规则》的要求和规定编写标准内容。
2.遵循《中华人民共和国标准法》和国家标准化工作的有关规定。力求做到技术先进，经济合理，切实可行，有利于推动技术进步。

3.本标准制定过程中参照的主要标准与准则：DB63/T 943-2010 甘蓝型油菜主要病虫害防治技术规范
本标准与现行法律、法规和强制标准没有冲突。

五、标准主要条款的说明

（一）影响甘蓝型油菜小孢子培养产胚效率的因素研究

1材料与方法

1.1材料

由青海大学农林科学院油菜所提供的6份春性甘蓝型杂交组合F1代（材料名称及来源见表1）。
表1  材料来源及特点

	编号
	材料名称
	材料来源
	材料特点

	1
	1571（R）×1140
	恢复系×恢复系杂交组合
	双低抗（耐）菌核病性较强

	2
	1095（R）×2604
	恢复系×恢复系杂交组合
	双低抗（耐）菌核病性较强

	3
	1098（R）×2605
	恢复系×恢复系杂交组合
	双低抗（耐）菌核病性较强

	4
	1581（R）×2536
	恢复系×恢复系杂交组合
	双低抗（耐）菌核病性较强

	5
	133（R）×868-1
	恢复系×保持系杂交组合
	双低抗（耐）菌核病性较强

	6
	3308（R）×64-10
	恢复系×保持系杂交组合
	双低抗（耐）菌核病性较强


1.2方法

供体材料从初花期开始，通过镜检分别选取处于取单核早期、单核晚期-双核早期、双核晚期的花蕾，经4.5%～5.5%次氯酸钠溶液表面消毒15分钟后，无菌水冲洗干净，再置于无菌离心管中加适量B5-13液体洗液用玻璃棒研磨、过滤，1000rpm,离心4min，弃去上清液，再加入B5-13液体洗液摇匀离心，如此重复2～3次，最后将小孢子悬浮于NLN-13液体培养基中，分装在培养皿中(约1～2个花蕾/mL)，32℃黑暗热激培养48h,再置于25℃恒温箱中黑暗培养。调查不同取样时期产胚率的差异。

将其中两份2份供体材料133（R）×868-1和3308（R）×64-10，分别于3月底和9月底播种于大田和温室，同时，将供体材料分批种植在人工气候室中，初花-盛花期进行小孢子培养，调查不同环境下供体植株的产胚率。
2结果与分析

2.1取材时间及花蕾时期对产胚率的影响

小孢子发育时期与花蕾形态具有一定的相关性（表2），即花蕾大小在2.5～3.2mm时，80%以上小孢子处于单核晚期-双核早期，并且该时期的小孢子最易诱导成胚（表3），单核早期的小孢子均不能诱导成胚，而双核晚期的小孢子不能产生或产生极少量畸形胚状体。主要原因可能是由于时期过晚的小孢子在培养过程中分泌出有毒的物质抑制小孢子的进一步发育甚至导致畸形。因此，准确判断小孢子发育时期对培养至关重要。

表2  小孢子发育时期与花蕾形态指标的关系

	材料编号
	小孢子发育时期
	花蕾长度（mm）
	各时期小孢子所占比例（%）

	1571（R）×1140
	单核早期
	2.0-2.5
	95±1.53

	
	单核晚期-双核早期
	2.5-3.2
	80±2.13

	
	双核晚期
	3.2-4.0
	75±1.46

	1095（R）×2604
	单核早期
	2.0-2.8
	93±1.65

	
	单核晚期-双核早期
	2.8-3.0
	88±0.98

	
	双核晚期
	3.0-4.0
	80±1.73

	1098（R）×2605
	单核早期
	2.0-2.5
	95±2.36

	
	单核晚期-双核早期
	2.5-3.0
	85±1.32

	
	双核晚期
	3.0-4.0
	85±1.72

	1581（R）×2536
	单核早期
	2.0-2.5
	98±1.23

	
	单核晚期-双核早期
	2.5-3.2
	80±1.85

	
	双核晚期
	3.2-4.0
	78±2.01


注：各时期小孢子所占比例以平均值±标准误（n=3）形式表示。
表3  小孢子发育时期（花蕾大小）对产胚率的影响

	材料编号
	花蕾大小（mm）
	产胚率（个／蕾）

	1571（R）×1140
	2.0-2.5
	0

	
	2.5-3.2
	21.8±1.25

	
	3.2-4.0
	0

	1095（R）×2604
	2.0-2.8
	0

	
	2.8-3.0
	18.27±0.96

	
	3.0-4.0
	0

	1098（R）×2605
	2.0-2.5
	0

	
	2.5-3.0
	19.02±1.04

	
	3.2-4.0
	0.03±0.02

	1581（R）×2536
	2.0-2.5
	0

	
	2.5-3.2
	14.01±0.85

	
	3.2-4.0
	0


注：产胚率以平均值±标准误（n=3）形式表示。
2.2供体材料生长环境对产胚率的影响

将选取两个杂交组合133（R）×868-1和3308（R）×64-10F1代作为供体材料，分别种植在人工气候室、温室和大田中，初花～盛花期进行小孢子培养，调查产胚率（表4），结果表明：播种于人工气候室和温室的供体材料产胚率明显高于大田。另外，人工气候室能够严格控制最适合培养小孢子的温度，一般昼/夜温度设定为18/10℃，并且水肥均匀一致，环境条件稳定，更利于持续稳定的生产均匀一致的胚状体。温室材料开花时正处在温度最低的冬季，昼/夜温度在15/8℃范围内，该温度也较适于小孢子培养，而大田播种的材料，开花期正直较热的夏季，昼/夜温度在25/10℃左右。其次，由于大田多变的环境因素影响，导致小孢子发育的同步性较差，从而产生一些畸形胚，及产胚不稳定的情况。
表4供体材料不同生长环境产胚率差异

	编号
	材料
	供体生长环境
	现蕾期-初花期昼/夜温度（℃）
	产胚率（个/蕾）

	1
	133（R）×868-1
	人工气候室
	18/10
	42.33±2.41 a

	
	
	温室
	15/8
	36.23±1.75 a

	
	
	大田
	25/10
	19.65±0.84 b

	2
	3308（R）×64-10
	人工气候室
	18/10
	39.60±0.70 a

	
	
	温室
	15/8
	28.43±1.85 b

	
	
	大田
	25/10
	12.65±1.42 c


注：经Duncan，s多重比较，平均值后面不同字母表示差异达到显著水平（p<0.05）。
（二）影响再生苗诱导相关因素的研究

1材料与方法

1.1材料

选取上述试验供体材料中的三份材料：1571（R）×1140、1095（R）×2604、1098（R）×2605，杂交F1代。

1.2方法

将30d左右胚龄的胚状体放入4℃的冰箱中分别冷处理10d，30d、60d后移入固体培养基，诱导再生苗（以无低温处理作为对照），比较不同冷处理时间对成苗的影响。

在诱导植株再生的B5固体培养基中，添加不同含量的琼脂，浓度分别设置为：7g/L、10g/L、12g/L、15g/L。调查统计再生苗成苗率和长势。
2结果与分析
2.1低温处理对小孢子胚成苗的影响

通过对30d左右胚龄的胚状体，4℃低温冷处理不同的时间后，统计再生苗的生长情况（表5），发现：不经过低温处理的胚状体，诱导再生苗的效率较低，均不足10%，而低温处理20d,成苗率最高，能达到60%以上。低温处理30d以后，成苗率逐渐下降，60d后，由于培养基中的养分已不足以维持胚状体的存活，导致其褐化、死亡，从而大大降低了成苗率。由此可见：20d是4℃诱导成苗的最佳处理时间，能显著提高胚状体的成苗率。
表5 低温处理对小孢子胚成苗的影响

	材料
	冷处理时间（d）
	处理胚数(个)
	成苗数（个）
	成苗率（%）

	1571（R）×1140
	0
	216
	15
	6.94

	
	10
	301
	29
	9.63

	
	20
	230
	139
	60.43

	
	30
	240
	116
	48.33

	
	60
	230
	15
	6.52

	1095（R）×2604
	0
	200
	15
	7.50

	
	10
	175
	28
	16.00

	
	20
	160
	101
	63.13

	
	30
	192
	89
	46.35

	
	60
	189
	16
	8.47

	1098（R）×2605
	0
	265
	21
	7.92

	
	10
	364
	41
	11.26

	
	20
	269
	173
	64.31

	
	30
	240
	108
	45.00

	
	60
	326
	30
	9.20


2.2B5培养基琼脂含量对再生苗的影响

在琼脂含量不同的B5固体培养基上分别接种100个子叶型胚状体，诱导再生苗，统计成苗率，结果见表6：琼脂含量在12g/L时诱导成苗率最高，达到59%。琼脂含量在7g/L时，成苗率较低，并且会导致胚状体玻璃化，同时根系也不能很好的生长，导致再生苗诱导率降低。琼脂含量过高，会影响根系对水分及养分的吸收，也会对成苗率造成负面影响。

表6  B5培养基琼脂含量对成苗率的影响
	材料
	琼脂浓度（g/L）
	接种胚数（个）
	成苗数（株）
	成苗率%

	1571（R）×1140
	7
	100
	36
	36

	
	10
	100
	42
	42

	
	12
	100
	59
	59

	
	15
	100
	23
	23

	1095（R）×2604
	7
	100
	25
	25

	
	10
	100
	39
	39

	
	12
	100
	48
	48

	
	15
	100
	26
	26


（三）再生植株加倍研究

1材料与方法

1.1材料

选取1个产胚较高的一个杂交组合：14号×四达的F1代，该材料由青海大学农林科学院油菜所提供。
1.2方法

该试验主要采用秋水仙碱浸根的方法对单倍体植株进行加倍处理，秋水仙碱采用不同浓度（1.0g/L、2.0 g/L、3.0g/L、4.0 g/L），分别处理不同时间（2.0h、5.0h、7.0h、10h），以及不进行秋水仙碱泡根处理作为对照，比较不同处理的加倍效果。
2结果与分析
2.1不同秋水仙碱处理浓度及时间加倍效果分析
由表7可以看出，相同秋水仙碱浓度处理时间越长植株的成活率越低，而加倍率有所高；相同处理时间，秋水仙碱浓度越高植株的成活率相应有所降低，而加倍率则有所提高。综合两方面的因素可以看出：成活率达到80%以上的浓度/时间为：1.0 g/L+2.0h、1.0 g/L+5.0h、2.0 g/L+2.0h、3.0 g/L+2.0h、3.0 g/L+5.0h、3.0 g/L+7.0h，而这些处理组合中，加倍率达到80%以上的是3.0 g/L+7.0h。而不做任何处理，使其自然加倍的处理，成活率虽高，但加倍率仅为20%，远远不能满足生产需求。因此可以得出的结论是：秋水仙碱浸根加倍的最佳浓度是3.0 g/L，最佳时间是处理7.0小时，既能保证成活率，还能获得较高的加倍效率。
表7秋水仙碱不同处理加倍效应
	组合
	秋水仙碱浓度（g/L）
	处理时间（h）
	成活率%
	加倍率%

	14号×四达
	1.0
	2.0
	90.00
	27.78

	
	
	5.0
	86.36
	31.58

	
	
	7.0
	72.73
	31.25

	
	
	10.0
	64.00
	37.50

	
	2.0
	2.0
	86.36
	26.32

	
	
	5.0
	78.26
	33.33

	
	
	7.0
	68.18
	60.00

	
	
	10.0
	45.45
	50.00

	
	3.0
	2.0
	92.00
	52.17

	
	
	5.0
	80.00
	70.00

	
	
	7.0
	80.00
	84.21

	
	
	10.0
	68.18
	86.67

	
	4.0
	2.0
	50.00
	60.00

	
	
	5.0
	47.83
	63.64

	
	
	7.0
	40.00
	70.00

	
	
	10.0
	38.10
	75.00

	CK（无加倍处理）
	∕
	∕
	90.91
	20.00


六、重大意见分歧的处理依据结果

本标准起草后，共征求了相关单位的意见，收到专家总计9条反馈意见，标准编制组逐条讨论研究，采纳意见9条，未采纳 0 条。收到评审专家意见总计12条，标准编制组逐条讨论修改，采纳意见12条，未采纳 0 条。标准制定过程中无重大分歧意见。

七、贯彻实施该标准的要求、措施建议

本标准技术性、针对性强，建议发布实施后，在广泛宣传的同时，以科研院所、种子公司研发部分为核心，严格按照技术规范组织实施，针对不同的对象，有侧重点地进行培训和宣传，提高技术到位率和种子公司研发人员的技术素质，充分发挥本技术规范的作用，做到标准生产、规范生产、发挥标准在农业研发、生产中应有的作用。

八、涉及专利的有关说明

本标准未涉及专利问题
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