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　 　 摘要:　 为探讨克服萝卜自交不亲和性的有效化学方法ꎬ本研究选用不同浓度的槲皮素(ＱｕｅｒｃｅｔｉｎꎬＱＵＥ)、油
菜素内酯(ＢａｓｓｉｎｏｌｉｄｅꎬＢＲ)、褪黑素(ＭｅｌａｔｏｎｉｎꎬＭＴ)和激动素(ＫｉｎｅｔｉｎꎬＫＴ)４ 种化学试剂对 ３ 个萝卜自交不亲和系

(ＮＡＵ￣ＹＸＹＢ、ＮＡＵ￣ＬＶ７９１、ＮＡＵ￣ＷＸＱ)进行花期柱头喷施处理ꎮ 通过亲和指数、花粉体外萌发及柱头活性氧(Ｒｅ￣
ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)强度测定ꎬ筛选克服萝卜自交不亲和性的有效方法ꎮ 结果表明ꎬ４ 种试剂处理均能在一

定程度上克服萝卜的自交不亲和性ꎬ其中 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ 效果最佳ꎬ其次是 １００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 和 １００ ｍｇ / Ｌ ＫＴꎮ 本

研究结果为建立高效的萝卜自交不亲和系亲本繁殖技术体系提供参考ꎮ
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　 　 萝卜(Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.)为十字花科重要根 菜类作物ꎬ营养丰富、药用价值高[１￣２]ꎬ属于典型异花

授粉植物ꎬ杂种优势明显ꎬ多具有自交不亲和性

(Ｓｅｌｆ￣Ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙꎬ ＳＩ)ꎬ保证了遗传多样性[３￣４]ꎮ
利用自交不亲和系进行杂交制种是利用杂种优势的

重要途径之一ꎬ避免了去雄操作ꎬ具有优势强、选育

易、周期短等优点ꎮ 然而在实际生产中ꎬ萝卜自交结

籽困难限制了自交不亲和系的繁殖与保存ꎬ不利于

其在优势育种中的广泛应用ꎮ

２４０１



为提高自交不亲和系的繁殖效率ꎬ育种工作者对

克服 ＳＩ 的物理方法、化学方法、生物方法进行了研

究ꎮ 目前广泛应用的 ＣＯ２处理[５]、高温处理[６]、钢刷

授粉[７]、射线辐射[８]等方法均可在一定程度上提高自

交结实率ꎬ但操作困难ꎬ且效果不稳定ꎬ难以实现广泛

应用ꎮ 近年来ꎬ研究人员尝试利用多种化学方法进行

ＳＩ 的克服ꎬ如利用盐硼溶液(５％的氯化钠与 ２％的硼

酸的复合溶液)、植物激素处理ꎮ 结果表明ꎬ化学试剂

能够明显提高甘蓝、白菜等芸薹属作物的亲和

性[９￣１０]ꎮ 汪骞等[１１]发现ꎬ３％的 ＮａＣｌ 溶液能有效提高

萝卜的亲和性ꎬ可接近人工蕾期授粉效果ꎮ 花期喷施

ＮａＣｌ 溶液虽然具有价格低廉、节省人力物力的优点ꎬ
但是效率不高ꎬ且在应用上易造成作物盐胁迫ꎮ 此

外ꎬ吲哚乙酸(ＩＡＡ)、萘乙酸(ＮＡＡ)、细胞分裂素(６￣
ＢＡ)、赤霉素(ＧＡ３)等植物激素被发现可有效抑制芸

薹属植物、百合和矮牵牛等植物的自交不亲和性ꎬ但
不同作物之间差异较大ꎬ且在萝卜属作物上克服自交

不亲和性的效果尚未明确ꎮ 因此ꎬ急需寻找一种提高

萝卜自交不亲和系亲本繁殖效率的方法ꎮ
孢子体自交不亲和主要表现为花粉水合与花粉

管进入柱头受到阻碍ꎬ导致受精过程不能完成ꎮ 近期

研究报道ꎬ孢子体 ＳＩ 植物的自交不亲和性与柱头活

性氧(ＲＯＳ)强度呈正相关[１２￣１５]ꎮ 在大白菜柱头发育

后期ꎬ自花花粉能够诱导花期柱头产生过量 ＲＯＳꎬ从
而阻止花粉的萌发与花粉管的生长[１５]ꎮ 而在亲和拟

南芥中ꎬ自花授粉后 ＲＯＳ 在柱头中含量显著降低ꎬ花
粉能够正常水合ꎮ 因此ꎬ花粉管生长情况与柱头 ＲＯＳ
强度可作为判断自交不亲和性的依据ꎮ

本研究利用不同浓度的槲皮素 ( Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎꎬ
ＱＵＥ)、油菜素内酯(ＢａｓｓｉｎｏｌｉｄｅꎬＢＲ)、褪黑素(Ｍｅ￣
ｌａｔｏｎｉｎꎬＭＴ)和激动素(ＫｉｎｅｔｉｎꎬＫＴ)对 ３ 份萝卜高代

自交系花期柱头进行喷施处理ꎬ比较不同处理下萝

卜的结荚率和亲和指数ꎮ 同时结合花粉管体外萌发

及柱头 ＲＯＳ 强度变化的差异ꎬ筛选克服自交不亲和

性的最优化学方法ꎬ以建立克服萝卜自交不亲和性

技术体系ꎬ进一步提高萝卜自交不亲和材料的繁殖

效率ꎬ促进萝卜杂种优势的大面积应用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究选用 ３ 个萝卜高代自交系为试验材料

(表 １)ꎮ 种子消毒后在培养皿中催芽１~２ ｄꎬ４ ℃春

化 ３０ ｄꎬ２０２０ 年 ８ 月播种于南京农业大学白马教学

科研基地的温室大棚ꎮ 化学处理及授粉试验于

２０２０ 年 １１ 月至 ２０２１ 年 ５ 月进行ꎮ

表 １　 供试萝卜材料

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒａｄｉｓｈ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因型 亲和指数 根形 肉质根皮色 肉质根颜色 叶形

ＮＡＵ￣ＹＸＹＢ ０.２４ 长圆柱 白 白 花叶

ＮＡＵ￣ＬＶ７９１ ０.２１ 粗圆柱 绿 绿 花板叶

ＮＡＵ￣ＷＸＱ ０.３３ 长圆柱 绿 绿 花叶

１.２　 试验方法

１.２.１　 化学处理　 本试验设置不同浓度的 ＱＵＥ、ＢＲ、
ＭＴ 和 ＫＴ 共 １０ 个处理(表 ２)ꎬ其中 １００ ｍｇ / Ｌ激动素

为本研究室前期筛选ꎬ空白对照组为去离子水处理ꎬ
同时进行花期自交(Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎꎬＦＰ)与蕾期

自交(Ｂｕｄ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎꎬＢＰ)处理ꎮ 选取各自交系长势

一致的植株ꎬ提前套袋ꎬ隔离授粉ꎮ 于盛花期选取当

天开的花进行喷施处理ꎬ每个处理 ５ 次重复ꎬ每个重

复处理２０~３０ 朵花ꎬ柱头干后进行人工自花授粉ꎮ 其

中 ＭＴ 易光解ꎬ处理后需要进行遮光处理ꎮ 授粉 ５ ｄ
后拆袋ꎬ３０~４５ ｄ 后ꎬ待种子成熟后收获ꎮ

表 ２　 化学试剂及其处理浓度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

化学试剂　 　 浓度 １ 浓度 ２ 浓度 ３

ＱＵＥ(ｍｍｏｌ / Ｌ) １.０００ １.５００ ２.０００

ＢＲ(ｍｇ / Ｌ ) ０.００１ ０.０１０ ０.１００

ＭＴ(μｍｏｌ / Ｌ) ５０.０００ １００.０００ ２００.０００

ＫＴ(ｍｇ / Ｌ) １００.０００ － －
ＱＵＥ:槲皮素ꎻ ＢＲ:油菜素内酯ꎻ ＭＴ:褪黑素ꎻ ＫＴ:激动素ꎮ

１.２.２　 亲和性测定　 待种荚成熟后ꎬ计算各处理与

对照的结荚率及亲和指数ꎮ 萝卜自交不亲和性判定

参照标准:亲和指数小于 ０􀆰 ５ 为强自交不亲和ꎬ０.５~
２􀆰 ０ 为弱自交不亲和ꎬ大于 ２􀆰 ０ 为自交亲和[１６]ꎮ
１.２.３　 花粉萌发试验 　 取各处理及对照自交授粉

后 ４􀆰 ０ ｈ 及 ４８􀆰 ０ ｈ 花柱ꎬ固定于 ＦＡＡ 固定液(５０％
乙醇 ∶ 冰乙酸 ∶ 甲醛＝ １８ ∶ １ ∶ １ꎬ体积比)中ꎬ４􀆰 ０ ｈ
后倒掉固定液ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 清洗干净并转入 １０ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＯＨ 中ꎬ４２ ℃软化 ０􀆰 ５ ｈꎬ用去离子水冲洗 ３ 次左

右ꎬ加入适量 ０􀆰 １％苯胺蓝染液(苯胺蓝溶于 １％的

Ｋ３ＰＯ３)染色 ０􀆰 ５ ｈ 以上[１７￣１８]ꎮ 样品置于荧光显微

镜奥林巴斯 ＢＸ５３􀅸ＤＡＰＩ 通道ꎬ观察花粉萌发状
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态ꎮ 每个处理至少取 ５ 个柱头ꎮ
１.２.４　 柱头 ＲＯＳ 测定 　 取各处理花柱浸入 ＭＥＳ￣
ＫＣｌ(各试剂终浓度为:１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳꎬ５ μｍｏｌ / Ｌ
ＫＣｌꎬ５ μｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ꎬｐＨ＝ ６􀆰 ５)缓冲液中ꎬ抽真空 １０
ｍｉｎ 后ꎬ 移 至 新 鲜 ＭＥＳ￣ＫＣｌ 缓 冲 液 中ꎮ 用 ５０
μｍｏｌ / Ｌ的 ２′ꎬ７′￣二氯二氢荧光素二乙酸酯(２′ꎬ７′￣
Ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬＨ２ＤＣＦ￣ＤＡꎬ购自

索莱宝科技有限公司)荧光染料黑暗染色 １ ｈ[１９]ꎮ
样品于奥林巴斯 ＢＸ５３􀅸荧光显微镜 ＧＦＰ 通道下观

察 ＲＯＳ 强度ꎬ曝光时间为８００~９００ ｍｓ[１７]ꎬ每个处理

至少取 ５ 个柱头ꎮ
１.３　 数据处理

数据的统计整理采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 及 Ｅｘｃｅｌ 软件ꎬ差
异显著性分析采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ Ｂａｓｅ Ｖ２０.０
软件和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 化学试剂类型对萝卜自交结实性的影响

与对照相比ꎬ本试验所选用的 ４ 种化学试剂均能

在一定程度上克服萝卜自交不亲和性ꎬ可有效提高结

荚率和亲和指数(表 ３)ꎮ 其中 １００ ｍｇ / Ｌ ＫＴ 处理后

亲和指数可达 ２􀆰 ４５ꎬ接近于 ＢＰ 处理(２􀆰 ８５)ꎬ与王

琴[２０]的试验结果一致ꎻＱＵＥ 试剂不同浓度处理平均

亲和指数可达 ２􀆰 １０ꎬ亲和性显著提高ꎻＢＲ 和 ＭＴ 处理

后亲和指数分别是 １􀆰 ２６ 和 １􀆰 ７３ꎬ也提高了自交亲和

性ꎮ 结荚率的平均效应与亲和指数趋势基本一致ꎬ各
试剂处理后ꎬ结荚率高于 ＦＰ 处理和 ＣＫ(表 ３)ꎮ

表 ３　 化学试剂对萝卜自交亲和指数和结荚率的平均效应

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｖｅｒａｇｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｓｅｌｆ￣ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｉｄｅｘ ａｎｄ ｐｏｄ ｓｅｔｔｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｄｉｓｈ

处理 结荚率(％) 亲和指数

ＦＰ １１.９７±２.１９ｅ ０.３３±０.０７ｄ

ＢＰ ７６.８１±３.２１ａ ２.８５±０.３８ａ

ＣＫ １２.３４±２.３４ｅ ０.２７±０.０４ｄ

ＱＵＥ ６１.４６±３.０８ｂｃ ２.１０±０.０６ａｂ

ＢＲ ４５.４９±４.６５ｄ １.２６±０.２２ｃ

ＭＴ ５１.９８±１.８２ｃｄ １.７３±０.０４ｂｃ

ＫＴ ６７.４５±８.０９ａｂ ２.４５±０.５０ａｂ
ＦＰ:花期自交ꎻ ＢＰ:蕾期自交ꎻＣＫ:对照组ꎬ去离子水处理ꎻＱＵＥ:槲皮
素处理ꎻ ＢＲ:油菜素内酯处理ꎻ ＭＴ:褪黑素处理ꎻ ＫＴ:激动素处理ꎮ
同一列数据后不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

　 　 所选用的化学试剂虽然均能不同程度地提高萝

卜自交亲和性ꎬ但也受品种基因型的影响ꎮ 在 ＮＡＵ￣
ＹＸＹＢ 和 ＮＡＵ￣ＬＶ７９１ 中ꎬＫＴ 克服萝卜自交不亲和

性的效果最显著ꎬ亲和指数分别提高至 ２􀆰 ９０ 与

２􀆰 ５８ꎻ其次为 ＱＵＥ、ＭＴꎻＢＲ 效果不明显ꎮ 而对自交

系 ＮＡＵ￣ＷＸＱꎬＱＵＥ 处理效果较好(图 １)ꎮ

ＦＰ、ＢＰ、ＣＫ、ＱＵＥ、ＢＲ、ＭＴ、ＫＴ 见表 ３ 注ꎮ 不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 不同化学试剂处理下萝卜自交亲和指数(Ａ)和结荚率(Ｂ)
Ｆｉｇ.１　 Ｓｅｌｆ￣ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ(Ａ)ａｎｄ ｐｏｄｄｉｎｇ ｒａｔｅ(Ｂ)ｏｆ ｒａｄｉｓｈ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.２　 化学试剂浓度对萝卜结实性的影响

适宜的试剂浓度对提高萝卜的亲和性至关重

要ꎮ 本研究选用的 ３ 个浓度的 ＱＵＥ 处理均能在一

定程度上提高萝卜亲和性ꎬ其中 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ
效果最显著ꎬ３ 个自交系处理后其亲和性均大幅提

高ꎻ不同浓度的 ＭＴ 效果差异较大ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ为最

优处理浓度ꎬ可大幅提高不亲和自交系的结荚率和

亲和指数ꎬ过高或过低的浓度效果不理想ꎮ １００
ｍｇ / Ｌ ＫＴ 在各基因型萝卜中克服自交不亲和性的效

果显著ꎬ普适性较好ꎮ ＢＲ 在不同基因型中效果差异

较大ꎬ广谱性也未得到证明(表 ４、图 ２)ꎮ
　 　 综上所述ꎬ克服萝卜自交障碍的最优化学试剂
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为 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ、１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 和 １００ ｍｇ / Ｌ
ＫＴꎬ这些化学试剂处理均能有效克服萝卜自交障

碍ꎬ提高萝卜自交亲和性ꎮ

表 ４　 不同浓度化学试剂对萝卜自交亲和性的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｓｅｌｆ￣ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｄｉｓｈ

处理　 　 　 　 　
结荚率(％)

ＮＡＵ￣ＹＸＹＢ ＮＡＵ￣ＬＶ７９１ ＮＡＵ￣ＷＸＱ

亲和指数

ＮＡＵ￣ＹＸＹＢ ＮＡＵ￣ＬＶ７９１ ＮＡＵ￣ＷＸＱ

ＦＰ １１.５８±４.４７ｄ ９.９９±１.３２ｄ １４.３３±９.３３ｄ ０.３６±０.２０ｃ ０.２４±０.０７ｄ ０.４３±０.２６ｅｆ

ＢＰ ７７.８８±８.２３ａ ８１.７５±４.４４ａ ７０.２５±６.１９ａ ３.６０±０.８１ａ ２.７６±０.１５ａ ２.１４±０.３４ａｂ

ＣＫ １４.６８±１０.２４ｄ ９.２０±４.７６ｄ １６.７７±５.８１ｄ ０.２６±０.１７ｃ ０.３１±０.２２ｄ ０.３２±０.１２ｆ

１.０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ ５６.７４±９.３１ａｂｃ ５０.６３±１１.５７ａｂｃ ６０.５９±６.６３ａｂ １.９２±０.３０ａｂｃ １.５４±０.４７ｂｃ １.４３±０.２０ｂｃｄ

１.５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ ６６.０１±４.４１ａ ７０.４７±２.７４ａｂ ７３.９７±５.９５ａ ３.１８±０.１９ａｂ ２.３５±０.１８ａ ２.４５±０.１６ａ

２.０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ ７０.８１±４.６７ａ ４１.４０ ±１０.５５ｂｃｄ ６５.１１±６.６８ａｂ ２.５１±０.３７ａｂｃ １.１８±０.２４ｃ １.８３±０.３２ａｂｃ

０.００１ ｍｇ / Ｌ ＢＲ ３２.１０±１０.１５ｃｄ ５２.８６ ±１２.８３ａｂｃ ６６.０１±１０.４０ａｂ １.２５±０.４７ａｂｃ １.３８±０.３９ｂｃ １.２８±０.１１ｃｄ

０.０１０ ｍｇ / Ｌ ＢＲ ５０.５１±７.５１ａｂｃ ６１.０８±５.２５ａｂｃ ４１.１５±７.８５ｂｃ １.５２±０.４２ａｂｃ ２.０８±０.２４ａｂ １.００±０.１５ｃｄｅ

０.１００ ｍｇ / Ｌ ＢＲ ５３.５５±１１.６３ａｂｃ ２６.１８±７.７１ｃｄ ３３.７９±８.３１ｃｄ １.４８±０.６４ａｂｃ ０.８１±０.２５ｃｄ ０.７０±０.２６ｄｅｆ

５０ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ ３７.３３±７.７５ｂｃｄ ５７.８７±５.３６ａｂｃ ５３.２０±４.６７ａｂｃ １.０８±０.３３ｂｃ １.５１±０.２２ｂｃ １.２０±０.２２ｃｄｅ

１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ ６８.４２±６.８０ａ ７５.８９±６.４８ａｂ ６２.１６±５.５９ａｂ ２.９３±０.５８ａｂ ２.８０±０.２２ａ ２.５１±０.０９ａ

２００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ ５２.５８±８.９２ａｂｃ ２７.６０±９.０７ｃｄ ５２.５８±８.９２ａｂｃ １.８２±０.３８ａｂｃ ０.８３±０.３２ｃｄ １.８２±０.３８ａｂｃ

１００ ｍｇ / Ｌ ＫＴ ６２.５９±１３.９７ａｂ ７７.５２±４.９４ａｂ ５９.３８±１２.３４ａｂ ２.８９±０.９８ａｂ ２.５８±０.１８ａ １.７６±０.４４ａｂｃ
ＦＰ、 ＢＰ、ＣＫ、ＱＵＥ、ＢＲ、ＭＴ、ＫＴ 见表 ３ 注ꎮ 同一列数据后不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ２　 强自交不亲和系 ＮＡＵ￣ＹＸＹＢ 自花授粉 ４.０ ｈ(Ａ)及 ４８.０ ｈ(Ｂ)后花粉管生长情况

Ｆｉｇ.２　 Ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｓｅｌｆ￣ｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ ｌｉｎｅ ＮＡＵ￣ＹＸＹＢ ａｆｔｅｒ ｓｅｌｆ￣ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ４.０ ｈ(Ａ)ａｎｄ ４８.０ ｈ(Ｂ)

２.３　 化学试剂对萝卜自花授粉后花粉管生长的影

响

　 　 采用苯胺蓝染色法进一步探究化学试剂对萝卜

自花授粉后花粉管生长的影响ꎮ 结果发现ꎬ自花授

粉后ꎬ强不亲和系 ＮＡＵ￣ＹＸＹＢ 柱头上几乎无萌发的

花粉粒ꎻ而蕾期授粉 ４.０ ｈ 后ꎬ柱头上可清楚看到大

量花粉粒萌发ꎬ并随时间的延长花粉管成束穿过柱

头乳突细胞进入花柱组织ꎮ 说明供试材料花期自交

不亲和性明显ꎮ
分别用 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ、１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 和

１００ ｍｇ / Ｌ ＫＴ 处理新鲜花朵后ꎬ柱头上粘附的花粉

粒与未处理相比增多ꎬ苯胺蓝染色结果(图 ３)显示ꎬ
花粉能正常在柱头上萌发ꎬ授粉 ４８.０ ｈ 后能在柱头

下部观察到延伸的花粉管ꎮ 以上试剂均能打破柱头

屏障ꎬ使花粉粒正常水合、萌发ꎬ且花粉管伸长进入

子房ꎬ完成受精作用ꎮ
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２.４　 不同化学试剂处理对萝卜花期柱头 ＲＯＳ 强度

的影响

　 　 有研究结果表明ꎬ孢子体自交不亲和植物的自

交不亲和性与柱头活性氧强度呈正相关ꎮ Ｌａｎ
等[２１]对不同发育阶段柱头的蛋白组学分析发现ꎬ成
熟期柱头中参与 ＲＯＳ 代谢的多个蛋白质表达明显

上调ꎬ推测柱头 ＲＯＳ 强度是影响自交不亲和的原因

之一ꎮ 利用荧光 ＲＯＳ 检测剂 Ｈ２ＤＣＦ￣ＤＡ 对对照蕾

期、花期雌蕊及化学试剂处理后的花期雌蕊进行了

染色并在荧光显微镜下成像记录图像ꎬ进行 ＲＯＳ 差

异分析ꎮ 结果(图 ３)表明ꎬ对照蕾期柱头 ＲＯＳ 强度

远低于花期柱头ꎬ约为花期柱头的 ３６％ꎬ而 １􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ、１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 和 １００ ｍｇ / Ｌ ＫＴ 处理

后的花期柱头 ＲＯＳ 强度均有所下降ꎬ与对照花期柱

头相比ꎬ下降幅度均在４０％~５０％ꎮ

不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ３　 不同化学试剂处理后 Ｈ２ＤＣＦＤＡ ＲＯＳ 探针染色柱头照片(Ａ)与荧光强度(Ｂ)

Ｆｉｇ.３　 Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｓｔｉｇｍａ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２ＤＣＦＤＡ ＲＯＳ ｐｒｏｂｅ (Ａ) ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ (Ｂ) ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅ￣

ａｇｅｎｔｓ

３　 讨 论

在杂交育种实践中ꎬ利用自交不亲和系配制杂

交种是萝卜杂种优势利用的重要途径[２２]ꎮ 但是由

于萝卜本身自交亲和性差ꎬ结籽率低ꎬ杂交亲本繁殖

与保存工作存在一定困难ꎮ 因此ꎬ如何克服萝卜的

自交障碍ꎬ实现自交不亲和系的高效繁殖成为萝卜

Ｆ１代杂交种生产实践中亟待解决的关键问题ꎮ 为了

克服自交障碍ꎬ育种工作者已尝试蕾期授粉、高温处

理后授粉[６]、电助授粉[２３] 等多种物理及生物学方

法ꎬ但均由于操作复杂、生产成本高等缺点的限制ꎬ
难以广泛应用ꎮ 花期喷施盐硼溶液、植物激素等方

法在甘蓝、白菜等芸薹属植物中取得了很好的效果ꎬ
这些方法操作简单、效率高、成本低ꎬ适合应用于大

面积田间制种ꎮ
本研究对克服萝卜自交不亲和性的最优化学方

法进行了筛选ꎮ 通过比较不同化学试剂(ＱＵＥ、ＢＲ、
ＭＴ、ＫＴ)克服萝卜自交不亲和性的效应ꎬ发现 １􀆰 ５

ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ、１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 和 １００ ｍｇ / Ｌ ＫＴ ３ 种

试剂处理能够大幅提高萝卜的自交亲和性ꎬ处理后

亲和指数均达到 ２􀆰 ０ 以上ꎬ可有效替代剥蕾授粉法

在杂交亲本繁殖中的应用ꎮ
孢子体自交不亲和细胞学反应涉及花粉与柱头

的相互作用ꎬ通过阻止花粉粒的水合与活化或限制

花粉管发育而发生ꎻ反应的信号传导主要通过同一

Ｓ 单倍型的 ＳＲＫ 与 ＳＣＲ / ＳＰ１１ 相互识别ꎬ并激活下

游信号传导通路而发生[２４￣２６]ꎮ ＱＵＥ 在克服孢子体

自交不亲和性上已有一定研究ꎮ 作为一种蛋白激酶

抑制剂ꎬＱＵＥ 可以抑制甘蓝柱头中 ＳＲＫ 活性ꎬ克服

甘蓝自交不亲和性[２７￣３０]ꎮ 本研究对 ＱＵＥ 克服萝卜

自交不亲和性能力及处理浓度进行探究ꎬ发现浓度

１.０~２􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＱＵＥ 均能提高萝卜的自交亲和

性ꎮ ＭＴ 作为新型激素能增加受旱棉花雌蕊中物质

和能量的供应ꎬ促进花粉管伸长和胚珠受精[３１]ꎮ 本

研究首次应用 ＭＴ 克服萝卜自交不亲和性ꎬ适宜浓

度的 ＭＴ 克服萝卜自交不亲和性的效果十分明显ꎮ
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１００ ｍｇ / Ｌ ＫＴ 对萝卜自交不亲和性的克服具有显著

效果ꎬ这与松原幸子等[３２]的研究结果一致ꎮ
近年来ꎬ对 ＳＩ 机制的研究聚焦于柱头 ＲＯＳ 积

累抑制自身花粉萌发上ꎬＬａｎ 等[２１] 利用蛋白质组学

的研究方法研究发现ꎬＲＯＳ 代谢相关的蛋白质在羽

衣甘蓝柱头发育成熟期明显富集ꎻＺｈａｎｇ 等[１５] 的研

究结果表明ꎬ柱头活性氧强度与大白菜自交不亲和

性呈正相关作用ꎬ作用分子机制为活性氧合成酶受

到上游调控因子 Ｒａｃ / ＲＯＰ 小 Ｇ 蛋白及细胞表面受

体激酶 ＦＥＲＯＮＩＡ 的调控ꎬ抑制该信号通路则阻止自

花授粉引起的柱头活性氧强度升高ꎬ使柱头不再抑

制自花花粉的萌发ꎮ 本研究利用荧光 ＲＯＳ 检测剂

Ｈ２ＤＣＦ￣ＤＡ 对未使用化学试剂处理(对照)蕾期、花
期及使用化学试剂处理后的花期雌蕊进行 ＲＯＳ 差

异分析ꎬ发现与未使用化学试剂处理的花期柱头相

比ꎬ１􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＱＵＥ、１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 和 １００ ｍｇ / Ｌ
ＫＴ 处理后的花期柱头 ＲＯＳ 强度均有所下降ꎬ下降

幅度为４０％~５０％ꎬ这与在白菜及羽衣甘蓝中的研究

结果一致ꎻ同时与花期自交授粉相比ꎬ试剂处理后柱

头胼胝质的产生明显被抑制ꎬ萌发的花粉数及伸长

的花粉管显著增加ꎮ 推测可能是所选化学试剂处理

通过降低花期柱头 ＲＯＳ 强度ꎬ打破了柱头对自花花

粉的屏障作用ꎬ从而提高了亲和性ꎬ其具体分子机制

有待进一步研究ꎮ
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