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摘 要：【目的】探究胚挽救无核葡萄畸形苗发生原因及转变成正常葡萄试管苗的方法，提高无核葡萄胚挽救育种效

率。【方法】‘无核白’（‘Thompson seedless grape’）、‘火焰无核’（‘Flame seedless grape’）、‘赫什无核’（‘Heshi seedless

grape’）及‘红宝石无核’（‘Ruby seedless grape’）自交以及和不同父本杂交后进行胚挽救，研究不同亲本基因型和不同

胚萌发培养基对胚挽救畸形苗产生的影响。通过不同培养基及培养方式离体培养胚挽救畸形苗，进一步研究胚挽救

畸形苗转变成正常葡萄试管苗的方法。【结果】‘无核白’和‘赫什无核’作母本，用MS培养基培养易产生胚挽救畸形

苗。畸形胚萌发苗可总结为5大类：白化苗、玻璃化苗、徒长苗、子叶扭曲无根苗和无生长点的有根苗。转接在WPM+

6-BA 2.0 mg·L-1+IAA 2.0 mg·L-1+琼脂6 g·L-1+蔗糖 20 g·L-1+活性炭 2.0 g·L-1培养基上培养，每隔14 d进行继代转接，

将畸形苗转变成正常葡萄试管苗效果较好。【结论】无核葡萄胚挽救产生的畸形苗及时转接到不同培养基上或者采取

合适方式进行继代培养，可以将胚挽救畸形苗转变成正常葡萄试管苗。
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Abstract:【Objective】The objective of this study was to explore the causes of abnormal plantlets in

the process of embryo rescue of seedless grapes and to find effective measures to prevent the occur-

rence abnormal seedlings. With embryo rescue, efficiency of seedless grape breeding can be improved.

【Methods】Abnormal seedlings were used as the test materials. These abnormal seedlings developed

from embryos rescued in vitro from self-pollination of four seedless grape (Vitis vinifera L.) cultivars

(‘Thompson seedless’‘Flame seedless’‘Heshi seedless’and‘Ruby seedless’) and embryos from dif-

ferent crosses of seedless grapes. The effects of different parent genotypes and different embryo germi-

nation media on the emergence of abnormal seedlings rescued from seedless grape embryos were stud-

ied. The 4 different parent genotypes were‘Thompson seedless’‘Flame seedless’‘Heshi seedless’

and‘Ruby seedless’. The 5 different media were MS, MM3, MM4, ER, and modified MM3. Different

methods for transforming abnormal seedlings into normal seedlings were studied in vitro. The methods

included 4 different culture media and different subculture durations. The media included WPM (W1),

WPM + 6-BA 2.0mg·L-1 (W2), WPM + 6-BA 2.0 mg·L-1 + IAA 2.0 mg·L-1 (W3) and WPM + IAA 2.0

mg·L-1 (W4). These media were all added with agar 6 g·L-1 + sucrose 20 g·L-1 + activated carbon 2.0 g·L-1.

Normal seedlings were observed and their number was counted after 45 days. The different subculture
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durations were 7 d, 14 d, 21 d and 28 d, and normal seedlings were counted after 60 days.【Results】It

was difficult to rescue‘Thompson seedless’embryos. The proportion of abnormal seedlings from res-

cued embryos of‘Thompson seedless’and‘Heshi seedless’was higher that from the other cultivars.

The 5 embryos development media were used to culture in vitro embryos from self-pollination of the

four seedless grape cultivars. The percentage of abnormal seedlings was always highest on the MS me-

dium. The percentage of abnormal seedlings of‘Thompson seedless’was 33.3% ,‘Flame seedless’

37.5%,‘Heshi seedless’33.3%, and‘Ruby seedless’23.1%. The abnormal germination embryo rate

of the 5 media followed a pattern of modified MM3< MM3< ER< MM4 < MS. Therefore, MS medium

was not suitable to be used as the rescuing medium for seedless grape embryos. The abnormal grape

seedlings were classified into 5 types: (1) albino seedlings, (2) vitrified seedlings, (3) seedlings with ex-

cessive growth, (4) plantlets with contorted cotyledon and no roots, and (5) plantlet without shoot tip.

All these different types of abnormal seedlings could be transformed into normal seedlings using appro-

priate media. The percent of seedlings transformed to normal ones was highest (24.6%) when cultured

on WPM+6-BA 2.0 mg · L-1+IAA 2.0 mg · L-1, and lowest (8.1%) when cultured on WPM. After leggy

seedlings were cut for subculture every 14 days, the percentage of normal seedlings was higher (33.3%)

than other intervals. Albino and vitrified seedlings were not able to turn into normal seedlings. Finally,

these normal seedlings were hardened and transplanted in the field, and the operation steps for seedling

hardening and transplantation into fields were summarized.【Conclusion】Abnormal plantlet occurrence

from rescued embryos of‘Thompson seedless’,‘Heshi seedless’was high, especially cultured in MS

medium. WPM+6-BA 2.0 mg·L-1+IAA 2.0 mg·L-1 + agar 6 g·L-1 + sucrose 20 g·L-1 + activated carbon

2.0 g · L-1 was suitable to normalize the abnormal seedlings. For leggy plantlets, the transformation rate

was high with a subculture duration of 14 days, reaching 33.3%. The abnormal plantlets produced by

embryo rescue of seedless grapes can be transferred to normal plantlets on proper media and subcul-

tured in a proper way. The abnormal plantlets except albino plantlets and vitrified plantlets could be

transformed into normal plantlets.

Key words: Seedless grape; Embryo rescue; Abnormal embryo rescue seedlings; Normal grape seed-

lings; Acclimation and transplantation

无核葡萄是当今世界葡萄消费和育种的重要

方向之一。在美国，80%以上的鲜食葡萄由无核葡

萄组成，98%以上的制干葡萄是无核葡萄。澳大利

亚、南非及欧洲葡萄生产大国对无核葡萄的研究与

开发也极为重视。无核葡萄的合子胚在发育过程

中败育而不能发育成正常的种子，因而常规育种只

能以无核品种作父本，杂交选育无核葡萄品种，但

后代中无核概率低（0%~15.9%），育种效率低下。胚

挽救技术可用于无核葡萄作母本的品种间杂交，后

代无核性状比率高（45%~82%），育种效率高，极大

地推动了无核葡萄育种的进程[1-7]。无核葡萄胚挽

救育种技术主要是在离体条件下培养种子败育型

无核葡萄的胚珠或者胚，使之充分发育最后萌发成

苗 [8-14]。Ramming 等 [7]运用胚挽救技术进行无核葡

萄育种，获得了 2 株实生苗，在此基础上胚挽救无

核葡萄育种技术体系不断成熟[1-6]。但在此过程中，

研究者发现利用该技术培养胚珠或者胚除了能获

得所需要的目标材料之外，一部分胚萌发后会出现

畸形状态，被称为畸形胚苗，即畸形苗[3,14-18]。这些苗

和前人研究[19-22]的畸形胚产生的苗不同，植物组织

培养中体细胞胚的变异一般称为畸形胚，这些畸形

胚需要利用再生体系才能获得试管苗。无核葡萄

胚挽救过程中出现畸形苗的现象虽然已受到研究

者的注意和报道，但对其成因及种质保存利用方面

没有系统地开展相关研究[3,14-17]。因此，探讨无核葡

萄胚挽救过程中畸形苗的成因以及今后如何采取

有效措施预防和调控胚挽救成苗，获得更多的杂种

材料正常苗子，具有十分重要的指导价值。本研究
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主要是对胚挽救畸形苗直接再离体培养，而不经过

愈伤组织途径转变成正常葡萄试管苗，获得的仍然

是无核葡萄杂交后代实生苗，有助于获得更多的无

核葡萄胚挽救杂交后代单株。从不同亲本基因型、

不同培养方法对胚挽救过程中出现的畸形苗的影

响因素出发，研究胚挽救畸形苗产生的原因；选择

适宜的胚挽救畸形苗转变成正常葡萄试管苗的方

法，获得了更多的无核葡萄杂交后代试管苗，进而

对这些正常的葡萄试管苗进行驯化，移栽大田。分

析胚萌发畸形葡萄苗产生的影响因素并获得了适

宜的转变成正常葡萄试管苗的方法，有利于进一步

提高无核葡萄育种效率。

1 材料和方法

1.1 供试材料

材料为胚挽救无核葡萄杂交组合过程中产生

的畸形苗。

以种子败育型品质优良的欧亚种（Vitis vinifera

L.）无核葡萄品种‘无核白’（‘Thompson seedless

grape’）、‘火焰无核’（‘Flame seedless grape’）、‘赫

什无核’（‘Heshi seedless grape’）及‘红宝石无核’

（‘Ruby seedless grape’）为母本；以抗性强的中国野

生葡萄（Chinese wild grape）‘塘尾’（‘Tangwei’）、

‘雪峰’（‘Xuefeng’，刺葡萄 V. davidii Foex.）、‘双优’

（‘Shuangyou’，山葡萄 V. amurensis Rupr.）和山欧杂

交品种‘北醇’（‘Beichun’，V. vinifera × V. amuren-

sis）为父本，无核葡萄品种‘无核白’‘火焰无核’‘赫

什无核’和‘红宝石无核’为父本，优质欧亚种有核

葡萄品种‘玫瑰香’（‘Muscat Hamburg’）、‘红地球’

（‘Red Globe’）为父本进行杂交。杂交组合包括：

（1）无核葡萄×中国野生葡萄组合共计 16 个：‘无核

白’×‘双优’（T1），‘无核白’×‘北醇’（T2），‘无核

白’×‘塘尾’（T3），‘无核白’×‘雪峰’（T4）；‘火焰无

核’×‘双优’（F1），‘火焰无核’×‘北醇’（F2），‘火焰

无核’×‘塘尾’（F3），‘火焰无核’×‘雪峰’（F4）；‘赫

什无核’×‘北双优’（H1），‘赫什无核’×‘北醇’

（H2），‘赫什无核’×‘塘尾’（H3），‘赫什无核’×‘雪

峰’（H4）；‘红宝石无核’×‘双优’（R1），‘红宝石无

核’×‘北醇’（R2），‘红宝石无核’×‘塘尾’（R3），‘红

宝石无核’×‘雪峰’（R4）。（2）无核葡萄×无核葡萄组

合共计 12 个：‘无核白’×‘火焰无核’（T5），‘无核

白’×‘赫什无核’（T6），‘无核白’×‘红宝石无核’

（T7）；‘火焰无核’×‘无核白’（F5），‘火焰无核’×‘赫

什无核’（F6），‘火焰无核’×‘红宝石无核’（F7）；‘赫

什无核’×‘无核白’（H5），‘赫什无核’×‘火焰无核’

（H6），‘赫什无核’×‘红宝石无核’（H7）；‘红宝石无

核’×‘无核白’（R5），‘红宝石无核’×‘火焰无核’

（R6），‘红宝石无核’×‘赫什无核’（R7）。（3）无核葡

萄×有核葡萄组合共计 8 个：‘无核白’×‘玫瑰香’

（T8），‘火焰无核’×‘玫瑰香’（F8）；‘赫什无核’×‘玫

瑰香’（H8），‘红宝石无核’×‘玫瑰香’（R8）；‘无核

白’×‘红地球’（T9），‘火焰无核’×‘红地球’（T9）；

‘赫什无核’×‘红地球’（H9），‘红宝石无核’×‘红地

球’（R9）。（4）4 个无核葡萄自交：‘无核白’自交

（T10），‘火焰无核’自交（F10）；‘赫什无核’自交

（H10），‘红宝石无核’自交（R10）。

1.2 方法

1.2.1 胚萌发畸形葡萄苗的产生 不同杂交组合胚

挽救畸形葡萄苗的产生：无核葡萄杂交组合进行胚

挽救，然后观察统计发育胚数、正常萌发胚数和畸

形萌发胚数，并以发育胚为基数计算畸形萌发胚

率，畸形萌发胚率/%=畸形萌发胚数/发育胚总数×

100。统计所有不同无核葡萄杂交组合胚挽救畸形

萌发胚率，筛选不易产生胚挽救畸形苗的无核葡萄

品种。

胚萌发基本培养基产生畸形葡萄苗的类型：

总结前期课题组畸形苗产生过程中，胚萌发基本

培养基对畸形苗产生的影响，设计了 5 种胚萌发

基本培养基：MS、MM3、MM4、ER、改良 MM3（附

加成分：琼脂 6 g·L-1+蔗糖 20 g·L-1+活性炭 2.0 g·L-1，

pH 值 5.8）。选取 4 种自然授粉的无核葡萄品种：

‘无核白’（授粉受精后 37 d 取样），‘火焰无核’

（45 d 取样），‘赫什无核’（60 d 取样）和‘红宝石无

核’（65 d 取样），剥取胚珠接种到这 5 种培养基

上，进行胚挽救。畸形萌发胚率%=畸形萌发胚

数/发育胚总数×100，筛选不易产生胚挽救畸形苗

的基本培养基。

1.2.2 胚挽救畸形苗转变成正常葡萄试管苗的试

验 不同浓度激素组合离体培养胚挽救畸形苗的

试验：选取无核葡萄胚挽救畸形苗为材料，直接取

出接种到以下 4 种培养基（附加成分：琼脂 6 g·L-1+

蔗糖 20 g · L- 1+活性炭 2.0 g · L- 1，pH 值 5.8）上培

养：（1）WPM（W1）；（2）WPM+6-BA 2.0 mg · L- 1

（W2）；（3）WPM+6-BA 2.0 mg · L-1+IAA 2.0 mg · L-1
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（W3）；（4）WPM+IAA 2.0 mg · L-1（W4）。培养 45 d

后观察统计正常葡萄试管苗数，转变正常葡萄试

管苗百分率/%=转变正常葡萄试管苗数/畸形苗总

数×100。

不同转接时间离体培养胚挽救畸形苗的试验：

胚萌发过程中观察发现畸形苗中徒长苗数量较多，

将徒长苗剪切成靠近根部一个芽的茎段，接种在

WPM+6-BA2.0 mg·L-1培养基（附加成分：琼脂 6 g·L-1+

蔗糖 20 g·L-1+活性炭 2.0 g·L-1，pH 值 5.8）上转接培

养，转接培养时间周期不同：（1）每 7 d 转接 1 次；

（2）每 14 d 转接 1 次；（3）每 21 d 转接 1 次；（4）每

28 d 转接 1 次。60 d 后观察统计正常葡萄试管苗

数，转变正常葡萄试管苗百分率%=转变正常葡萄试

管苗数/畸形苗总数×100[18]。

1.2.3 培养室环境条件 培养条件为：温度：（25±

1）℃，光照周期：每天 16 h 光照，光照强度 1 600 lx，

相对湿度 60%~70%。

2 结果与分析

2.1 不同杂交组合及亲本对胚挽救畸形葡萄苗产

生的影响

由表 1 可知，无核葡萄×中国野生葡萄 16 个杂

交组合的胚挽救过程中，‘无核白’4 个杂交组合中，

‘无核白’×‘塘尾’胚挽救畸形苗率较高，达到

33.3%。‘赫什无核’4 个杂交组合中，‘赫什无核’×

‘北醇’胚挽救畸形苗率较高，达到 23.1%。‘红宝石

无核’4 个杂交组合中，‘红宝石无核’×‘塘尾’胚挽

救畸形苗率较高，达到 23.1%。‘火焰无核’4 个杂交

组合中，‘火焰无核’×‘北醇’胚挽救畸形苗率较高，

达到 16.7%。无核葡萄×无核葡萄 12 个杂交组合的

胚挽救过程中，‘无核白’3 个杂交组合中，‘无核

白’×‘红宝石无核’胚挽救畸形苗率较高，达到

33.3%。‘赫什无核’3 个杂交组合中，‘赫什无核’×

‘无核白胚’挽救畸形苗率较高，达到 28.6%。‘红宝

石无核’3 个杂交组合中，‘红宝石无核’×‘无核白’

胚挽救畸形苗率较高，达到 22.2%。‘火焰无核’3 个

杂交组合中，‘火焰无核’×‘红宝石无核’胚挽救畸

形苗率较高，达到 20.0%。无核葡萄×有核葡萄 8 个

杂交组合的胚挽救过程中，‘无核白’作母本，2 个杂

交组合没有获得胚挽救后代。‘赫什无核’2 个杂交

组合中，‘赫什无核’×‘红地球’胚挽救畸形苗率较

高，达到 24.3%，‘红宝石无核’2 个杂交组合中，‘红

宝石无核’×‘红地球’胚挽救畸形苗率较高，达到

17.2%。‘火焰无核’2 个杂交组合中，‘火焰无核’×

‘红地球’胚挽救畸形苗率较高，达到 13.8%。4 种

自然授粉的无核葡萄胚挽救过程中，畸形萌发胚率

较低的是自然授粉的‘红宝石无核’葡萄，仅为

12.3%；自然授粉的‘赫什无核’畸形萌发胚率较高，

达到 21.9%。

综合以上 4 种结果发现：4 种无核葡萄中，作为

杂交母本，‘无核白’不易胚挽救成功，且获得的胚

挽救苗中畸形苗比例较高，‘无核白’×‘塘尾’和‘无

核白’×‘红宝石无核’2 个组合的畸形萌发胚率均达

到了 33.3%；其次是‘赫什无核’作为杂交母本，‘赫

什无核’×‘北醇’畸形萌发胚率为 23.1%，‘赫什无

核’×‘无核白’畸形萌发胚率为 28.6%，‘赫什无核’×

‘红地球’畸形萌发胚率为 24.3%，‘赫什无核’自然

授粉畸形萌发胚率为 21.9%。因此，4 种无核葡萄

作为母本，进行杂交胚挽救育种，‘红宝石无核’和

‘火焰无核’不易诱导产生胚挽救畸形苗，而‘无核

白’和‘赫什无核’获得胚挽救畸形苗率偏高。而当

母本相同时，父本为‘塘尾’‘北醇’‘红宝石无核’

‘无核白’‘红地球’进行杂交授粉产生的杂交组合

进行胚挽救，容易产生畸形萌发胚。

2.2 不同胚萌发基本培养基对胚挽救畸形苗产生

的影响

由表 2 可知，不同胚萌发基本培养基诱导离体

胚珠中的胚发育，对于发育状况的影响从畸形萌发

胚率对比发现，同一品种中不同基本培养基产生的

畸形苗率不同，其中‘无核白’胚挽救接种到 MS 培

养基上畸形萌发胚率较高，达到 33.3%，其次是

MM4 培养基上畸形萌发胚率为 30.0%，畸形萌发率

最低的是 MM3 和改良 MM3 培养基，畸形萌发胚

率均为 8.3%；‘火焰无核’胚挽救接种到 MS 培养基

上畸形萌发胚率较高，达到 37.5%，其次是 ER 培养

基上畸形萌发胚率为 18.9%，畸形萌发率最低的是

改良 MM3 培养基，畸形萌发胚率均为 14.7%；‘赫

什无核’胚挽救接种到 MS 培养基上畸形萌发胚率

较高，达到 33.3%，其次是 MM3 培养基上畸形萌发

胚率为 25.0%，改良 MM3 培养基畸形萌发胚率均

为 19.4%；‘红宝石无核’胚挽救接种到 MS 培养基

上畸形萌发胚率较高，达到 23.1%，其次是 MM4 培

养基上畸形萌发胚率为 20.5%，畸形萌发率最低的

是 MM3 培养基，畸形萌发胚率为 13.5% ，改良
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MM3 培养基畸形萌发胚率为 13.9%。综上所述，这

5 种培养基产生畸形萌发胚率从低到高的顺序依次

为：改良 MM3 培养基、MM3 培养基、ER 培养基、

MM4 培养基、MS 培养基，较易产生畸形萌发胚的

基本培养基是 MS 培养基。

结合表 1 和表 2 培养过程产生的畸形苗，笔者

提出将无核葡萄胚挽救过程中出现的畸形苗按照

外观形态进行分类研究。由图 1 可知，无核葡萄胚

挽救苗主要分为 2 大类型：第一种就是正常小苗。

通常情况下，裸胚接种后迅速膨大，萌动并逐步萌

表1 不同杂交组合及亲本对胚挽救畸形葡萄苗产生的影响

Table 1 Effect of different crosses and parental genotypes on abnormal embryos developed

杂交组合

Crosses

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

F1

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

H9

H10

R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10

接种胚珠数

No. of ovules cultured

9

5

8

0

7

0

8

16

36

2 700

45

0

83

53

0

45

36

110

223

2 700

177

39

251

436

59

84

107

247

666

7 200

437

234

87

229

97

123

236

491

469

2 700

发育胚数

No. of embryos developed

3

2

3

0

2

0

3

2

6

100

6

0

22

7

0

9

5

34

29

296

26

3

36

85

7

13

17

116

82

896

123

23

13

48

9

21

39

218

87

470

正常萌发胚数

No. of normal embryos
developed

1

2

0

0

0

0

1

0

3

20

5

0

6

3

0

3

2

11

9

103

5

2

11

31

3

4

6

40

28

298

91

11

5

31

4

9

18

34

52

235

畸形萌发胚数

No. of abnormal embryos
developed

0

0

1

0

0

0

1

0

0

20

1

0

3

1

0

1

1

4

4

45

6

0

7

19

2

1

3

24

20

196

12

5

3

6

2

3

6

19

15

58

畸形萌发胚率

Percentage of abnormal
embryos developed/%

0.0

0.0

33.3

0.0

0.0

0.0

33.3

0.0

0.0

20.0

16.7

0.0

13.6

14.3

0.0

11.1

20.0

11.8

13.8

15.2

23.1

0.0

19.4

22.4

28.6

7.7

17.6

20.7

24.3

21.9

9.8

21.7

23.1

12.5

22.2

14.3

15.4

8.7

17.2

12.3
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发成苗，从胚萌发到成苗的离体发育过程中观察发

现大多数的胚都能萌发形成完整的正常苗，正常苗

胚萌发后上胚轴出现 2 片子叶，下胚轴形成主根或

者没有主根，子叶转绿，继而发育成具有正常的根、

茎、真叶及明显节和节间的正常小苗（图 1-A）。第

二种是畸形苗。畸形苗归纳为以下 5 种情况：（1）

试管苗形成白化的畸形苗，称为白化苗；（2）试管苗

呈现玻璃化，称为玻璃化苗；（3）萌发胚虽可见上、

下胚轴明显伸长，但萌发后形成的试管小苗生长势

弱，在发育过程中很容易夭亡，称为徒长苗；（4）子

叶扭曲无根苗；（5）胚轴伸长，子叶狭小皱缩或者无

子叶的畸形小苗（图 1-B~G）。

2.3 不同浓度激素组合对胚挽救畸形苗转变成正

常葡萄试管苗的影响

在胚挽救无核葡萄各杂交组合过程中，将产生

的畸形苗转接到 4 种不同浓度激素组合的培养基

上进行培养，45 d 后统计转变成正常葡萄试管苗的

百分率。由表 3 和图 2 可知，合适的培养基有助于

表2 不同胚萌发基本培养基对胚挽救畸形苗产生的影响

Table 2 Effect of different basal mediums on abnormal embryos developed

杂交组合

Crosses

T10

F10

H10

R10

基本培养基

Basal medium

MS

MM3

MM4

ER

改良MM3
Modified MM3

MS

MM3

MM4

ER

改良MM3
Modified MM3

MS

MM3

MM4

ER

改良MM3

Modified MM3

MS

MM3

MM4

ER

改良MM3
Modified MM3

接种胚珠数

No. of ovules cultured

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

300

发育胚数

No. of embryos
developed

3

12

10

11

12

8

38

30

37

34

9

32

27

32

36

26

52

39

45

79

正常萌发胚数

No. of normal
embryos developed

1

3

2

2

3

2

12

6

11

14

3

11

8

8

9

13

22

29

29

45

畸形萌发胚数

No. of abnormal
embryos developed

1

1

3

3

1

3

6

5

7

5

3

8

5

6

7

6

7

8

7

11

畸形萌发胚率

Percentage of abnormal
embryos developed/%

33.3

8.3

30.0

27.3

8.3

37.5

15.6

16.7

18.9

14.7

33.3

25.0

18.5

18.8

19.4

23.1

13.5

20.5

15.6

13.9

A. 正常苗；B. 白化苗；C. 玻璃化苗；D. 徒长苗；E. 子叶扭曲无根

苗；F. 无生长点的有根苗。

A. The normal plantlet; B. Albino seedlings; C. Vitrified seedlings;

D. The seedling of excessive growth; E. The abnormal plantlet with

contorted cotyledon and no roots; F. The abnormal plantlet without

shoot tip.

图1 无核葡萄胚挽救形成的畸形苗

Fig. 1 Abnormal plantlets formation from seedless grape

embryo rescue
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畸形苗生长点的萌发生长获得正常植株。培养基

为 W3 时，畸形苗转变成正常葡萄试管苗百分率较

高，达到 24.6%，其次是 W2 培养基，畸形苗转变成

正常葡萄试管苗百分率为 18.8%。而将畸形苗转接

到没有植物生长调节剂的 WPM 培养基上，转变成

正常葡萄试管苗百分率最低，仅为 8.1%。综上所述

比较适宜无核葡萄胚挽救过程中畸形胚萌发苗转

变成正常苗的培养基是 WPM+6-BA 2.0 mg · L- 1+

IAA 2.0 mg·L-1+琼脂 6 g·L-1+蔗糖 20 g·L-1+活性炭

2.0 g·L-1。在试验中观察发现所有的白化苗和玻璃

化苗最后都没有转变成正常苗。

2.4 不同转接时间对畸形苗转变成正常苗的影响

分 4 个时间段转接畸形苗中的徒长苗，由表 4

可知，14 d 转接 1 次，对于徒长苗来说转变率较高，

达到 33.3%，而且苗子生长逐渐强壮；其次是 21 d

转接 1 次，转变率为 20.0%，当转接时间为 28 d 时，

表3 不同浓度激素组合对胚挽救畸形苗转变成正常葡萄试管苗的影响

Table 3 Effect of different media on transformation of the abnormal plantlet into normal plantlets

培养基种类

Medium types

W1

W2

W3

W4

畸形苗数

No. of abnormal plantlets

99

69

69

100

转变正常葡萄试管苗数

No. of normal plantlets transformation

8

13

17

15

转变正常葡萄试管苗百分率

Percentage of normal plantlets transformation/%

8.1

18.8

24.6

15.0

A. 畸形苗；B、C. 畸形苗的转变；D. 正常葡萄试管苗。

A. Abnormal plantlets; B, C. Transformation; D. A normal grape seed-

ling.

图2 无核葡萄胚挽救畸形苗转变成的正常葡萄试管苗

Fig. 2 Normal grape seedlings transformed from abnormal

seedlings generated from seedless grape embryo recue

苗子转变率逐渐开始下降，达到 6.7%。对于无核葡

萄胚挽救徒长苗，需要及时进行切割转接，有利于

转变生长变成正常葡萄试管苗。

2.5 驯化移栽

驯化移栽各个杂交组合胚挽救过程畸形胚萌

发转变正常苗单株总数为 90 株，移栽苗成活率为

52.2%。总结驯化移栽苗具体操作步骤（图 3）：首先

将转变成的正常葡萄试管苗材料继代生根，长成

10 cm 左右高的苗子后，放在炼苗室内闭口炼苗 7~

14 d。第 2 步移栽到装有移栽基质的营养钵中，用

配制的营养液浇灌刚移栽的苗子，浇透，接着用透

明塑料一次性杯子密封苗子，标记后把每个装有材

料的营养钵放进大托盘中，最后把所有移栽好的材

料放进炼苗室培养架上进行驯化 30 d。第 3 步去

除一次性杯子后待移栽的试管苗长势茁壮并长高

1~2 倍之后，将装有苗子的营养钵放置到温室中驯

化 30 d。第 4 步将驯化好的苗子移至大棚圃地里，

挂牌，按照田间管理的程序管理大棚圃地的移栽苗

子。第 5 步：翌年春天 3 月定植大田。

3 讨 论

提高无核葡萄胚挽救育种效率的影响因素很

多[3-4,11,23-35]。预防畸形胚苗的产生是主要技术环节之

一，无核葡萄胚挽救过程中畸形胚苗的产生受到很

转接时间

Time/d

7

14

21

28

徒长苗数

No. of excessive growth -seedlings

30

30

30

30

转变正常苗葡萄数

No. of normal plantlets transformation

3

10

6

2

转变正常葡萄试管苗百分率

Percentage of normal plantlets transformation/%

10.0

33.3

20.0

6.7

表4 不同转接时间对胚挽救畸形苗转变成正常苗的影响

Table 4 Effect of different subculture durations on the abnormal plantlet transformation
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A. 无核葡萄杂交授粉；B. 胚珠离体培养；C、D. 畸形苗的转变；E. 营养钵移栽驯化；F. 大田移栽。

A. Seedless grape hybrid pollination; B. Ovule cultured in vitro; C, D. Normal grape seedlings transformed from abnormal seedlings; E. Acclima-

tion and transplantation in nutritive pots; F. Plantlets transplanted in field.

图3 胚挽救畸形苗转变成正常葡萄试管苗的驯化移栽

Fig. 3 Hardening and transplantation of normal seedlings transformed from abnormal seedlings

generated from seedless grape embryo recue

多因素的影响，包括不同亲本基因型、不同杂交组

合、胚挽救选择的不同培养基组成以及离体培养环

境条件等[3,14-15,17]。无核葡萄胚挽救畸形苗的产生首

先受到亲本基因型的影响。Ji 等[17]研究发现杂种畸

形苗的形成主要受母本的基因型的影响。唐冬梅[16]

在无核葡萄胚挽救育种过程中，研究了不同杂交组

合对胚正常萌发的影响，结果发现‘黎明无核葡

萄’×‘巨峰’胚挽救畸形苗率最高，达到 55.6%，而

‘底来特葡萄’×‘巨峰’和‘底来特葡萄’×‘高妻’的 2

个组合中均有胚萌发形成白化苗，而其他无核葡萄

品种作母本的杂交组合均未产生白化苗，说明白化

苗的发生主要受母本基因型影响。本试验发现 4

种无核葡萄作为母本进行杂交胚挽救苗畸形率不

同，‘无核白’作为杂交母本胚挽救过程中容易产生

畸形苗。前人[3,14-15,17,29,35]对‘无核白’作为亲本基因型

对胚挽救畸形苗产生的影响没有研究。田莉莉[14]研

究无核葡萄不同杂交组合对畸形苗的影响发现，

‘红宝石无核’×‘新郁’、‘红宝石无核’×紫霞’和‘爱

莫无核’×‘北醇’3 个杂交组合胚挽救产生的畸形苗

发生率较高，主要是受母本基因型的影响，其发现

‘红宝石无核’作为母本胚挽救易产生畸形苗。Ji

等[17]也研究发现‘红宝石无核’作为母本畸形苗率偏

高，自然授粉‘红宝石无核’胚挽救畸形苗率达到了

58%。而 Valdez[36]研究‘红宝石无核’作为母本胚挽

救时，发现杂交组合胚挽救苗畸形苗率偏低。本试

验研究发现‘红宝石无核’作母本畸形苗率低，但是

作父本杂交组合畸形萌发胚率高。

胚萌发培养基也是造成畸形胚萌发苗的重要

原因。无核葡萄胚挽救过程中，大部分研究者主要

探讨了胚萌发培养基附加成分对畸形苗的影

响[2,11,24-25]。田莉莉[14]研究发现，MM4 培养基中添加

一定浓度的赤霉素和吲哚乙酸或腐胺后畸形率较

高，分别达到了 48.9%和 41.8%，最高约为基本培养

基的 3 倍。Ji 等[17]研究发现，在 MS 培养基中添加

一定浓度的赤霉素和吲哚乙酸后，一方面严重抑制

了胚萌发，同时也促进了畸形苗的产生。李志谦[29]

试验发现 WP 培养基铁盐换为 ER 铁盐时，接种的

幼胚基本不能萌发，且发育都为白化苗。本试验主

要集中研究了不同胚萌发的基本培养基对胚挽救

畸形苗产生的影响，筛选了本课题组胚挽救使用较

多的胚萌发基本培养基，进行了比较分析，结果发

现无核葡萄胚挽救过程中 MS 培养基易诱导产生胚

挽救畸形苗，畸形苗产生的效果从低到高的培养基

依次为：改良 MM3 培养基、MM3 培养基、ER 培养

基、MM4 培养基、MS 培养基。本试验进一步证明

了课题组前期获得的改良 MM3 不仅提高了胚挽救

成苗率，而且保证了胚挽救苗的质量。

无核葡萄胚挽救过程中产生各种畸形胚萌发

苗应该是保存利用，而不是丢弃，因此保存好畸形

萌发胚的材料，采取一定的方法尽可能促使胚挽救

畸形胚萌发转变成正常葡萄试管苗，也是很有必要

的，有助于提高无核葡萄胚挽救育种效率[3,15,18,24]。胚

挽救产生的畸形苗要想转变成正常的葡萄试管苗，

主要借助前人关于植物组织培养中畸形苗，即试管
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畸形苗转变长成正常苗方法进行设计。首先调整

培养基成分，适宜的培养基对于畸形胚萌发苗子转

变成正常葡萄试管苗有一定的作用 [19，20，37]。梁春

莉[38]离体培养冬枣幼胚时发现当水解乳蛋白质量浓

度为 0.8 g·L-1时，效果最好，此时幼胚子叶较饱满展

开，成苗率达 36.7%。王壮伟等[15]对以无核葡萄为

母本的 9 个杂交组合后代及无核品种实生后代进

行了胚珠培养，研究了异常苗、畸形苗、白化苗的成

苗情况，根据不同类型的畸形苗，确定了相应的成

苗培养基。田莉莉[14]研究发现 MM4 培养基附加锌

元素或硒元素之后，有效减少了畸形苗发生数量。

Ji 等 [17]研究发现以 2MS+ 6-BA 0.4 mg·L-1+ IBA 0.1

mg·L-1+ 香蕉泥 500 mg·L-1作为转化培养基，对单子

叶畸形苗和子叶扭曲褶皱状畸形苗进行正常植株

转化的成功率较高，胚萌发后 4 周是转化的适当时

期。本试验调整了培养基中 BA 和 IAA 的浓度，发

现 2.0 mg·L-1 BA+2.0 mg·L-1 IAA 有助于胚挽救畸

形苗转变成正常葡萄试管苗，转变率较高，达到

24.6%。唐冬梅[18]研究了不同培养基对胚挽救畸形

苗转化成正常苗的作用，发现 MS+BA 2.0 mg·L-1+

IBA 0.5 mg·L-1 能较快诱导胚挽救畸形苗形成正常

茎叶，诱导比率达到 44.4%。本试验和唐冬梅的试

验结果相比，转变率偏低，可能受不同杂交组合基

因型的影响。本试验将无核葡萄胚挽救产生的畸

形胚萌发苗分成了 5 类：白化苗、玻璃化苗、徒长

苗、子叶扭曲无根苗和无生长点的有根苗。本试验

主要根据 3 a（年）试验材料观察结合前人研究基

础[14-15,18]进行的分类。田莉莉[14]和唐冬梅[18]根据试验

观察，只是粗略地将胚萌发葡萄苗分为了 3 种情

况：正常小苗；萌发后上胚轴仅出现 1 片子叶，或子

叶呈扭曲褶皱状的畸形小苗，或分化过程中形成白

化的畸形小苗；萌发胚虽可见上、下胚轴明显伸长，

但萌发后形成的小苗生长势弱，在发育过程中很快

衰亡。王壮伟等 [15]将胚珠萌发成苗总结为 6 种情

况：具有根、茎、叶的正常苗；具有根、茎，没有叶的

异常苗；具有茎、叶而没有根的异常苗；只有茎的白

化苗；只有白化叶的白化苗；胚轴粗壮扭曲，无生长

点的畸形苗。本试验对这些分类与 Ji 等[17]报道的

无核葡萄胚挽救畸形胚萌发苗的 4 种类型一致，Ji

等[17]的分类主要包括单子叶畸形苗；无叶无根苗；子

叶扭曲褶皱状畸形苗；分化过程中形成的白化苗；

下胚轴形成短根，但没有子叶；上胚轴形成子叶，但

没有根；萌发后早期停止生长的小苗 7 种畸形苗类

型。其他文献资料关于无核葡萄胚挽救畸形苗分

类的报道比较少。

Debergh 等[27]研究认为离体试管玻璃化苗主要

是由于培养基的水势影响造成，这种畸形苗目前在

植物离体培养中比较多见，封口膜的透气性差也容

易造成玻璃化，这些玻璃化的材料多数不能发育成

正常植株。Leshem[28]指出畸形苗的产生是由于离

体培养过程中生长因子不平衡造成的。史文静等[30]

研究发现无核葡萄胚挽救过程中延长胚珠离体暗

培养时间显著增加了畸形胚比率。因此，无核葡萄

胚挽救过程中畸形胚苗的产生一方面是由于父母

本基因型本身和杂交组合造成的，另外一方面就是

在胚珠离体培养过程中已经形成，直到萌发逐渐表

现出来，因此早期就应该采取一定的技术措施预防

畸形胚苗的产生[31-34]。预防措施主要包括：（1）要选

择合适的父母本，设置合适的杂交组合；（2）采取适

宜的培养条件。这个过程是以预防控制为主，也是

获得较少畸形萌发胚的前提。其次可以调整培养

方式、继代次数、培养条件等方面[14,17,31]。Valdez[36]的

研究结果显示，切开胚珠获取胚，然后进行离体培

养后，正常苗率达到 80%，所以他认为接种方式可

以降低畸形苗的发生比例。本试验研究发现畸形

苗中的徒长苗采取及早切割转接，每隔 14 d 转接 1

次，转变率较高，达到 33.3%。前人主要是对无核葡

萄胚挽救过程中畸形胚苗的产生原因及转变成正

常葡萄试管苗的方法进行了研究和分析，但是对于

最后成苗情况没有报道[15-18]，需要对转变正常的葡

萄试管苗的驯化移栽开展进一步研究[39]。本试验对

畸形萌发胚苗转变成的正常葡萄试管苗进行了驯

化移栽，获得了一批无核葡萄杂交后代苗。本研究

探讨了无核葡萄胚挽救过程中畸形苗的成因以及

今后如何采取有效措施预防和调控胚挽救成苗过

程，有助于获得更多的无核葡萄杂种材料正常苗子。

4 结 论

不同亲本基因型对无核葡萄胚挽救过程中畸

形苗的产生影响不同，‘无核白’作母本胚挽救畸形

苗比例较高，其次是‘赫什无核’；而母本相同，父本

为‘塘尾’‘北醇’‘红宝石无核’‘无核白’‘红地球’

的杂交组合胚挽救易产生畸形萌发胚。不同胚萌

发基本培养基中，MS 培养基易诱导产生胚挽救畸
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形苗。WPM+6-BA 2.0 mg · L-1+IAA 2.0 mg · L-1+琼

脂 6 g·L-1+蔗糖 20 g·L-1+活性炭 2.0 g·L-1培养基转

接胚挽救畸形苗易转变成正常葡萄试管苗。每隔

14 d 继代转接胚挽救畸形苗也有助于正常葡萄试

管苗的获得。5 种类型的胚挽救畸形苗中白化苗和

玻璃化苗均未转变成正常苗。采取合适的驯化移

栽操作步骤，能提高葡萄试管苗的移栽率。
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