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厚皮甜瓜未受精子房离体培养获得胚囊再生植株

高宁宁，李晓慧，康利允，常高正，梁 慎，徐小利，李海伦，王慧颖，赵卫星*

（河南省农业科学院园艺研究所，郑州 450002）

摘 要：【目的】对厚皮甜瓜未受精子房诱导单倍体形成的影响因素进行研究，以期为植物遗传理论研究及实际育种提

供新材料和技术支持。【方法】以3个厚皮甜瓜品种为试材，对甜瓜未受精子房进行离体培养，比较不同基因型、不同栽

培季节、不同热激时间、不同的接种方式和不同激素对胚状体诱导的影响，以及不同激素对胚状体成苗的影响。【结果】

3种不同基因型甜瓜中，‘将军玉’的胚状体发生频率最高，为38.3%，夏播材料的诱导频率高于春播材料，35 ℃黑暗热

激处理接种材料3 d出胚率最高，子房横切或纵切对胚状体诱导影响不大，MS培养基在含0.03 mg·L-1 TDZ基础上添

加0.2 mg·L-1 KT、0.01 mg·L-1 IAA和15%椰汁出胚率最高，为46.7%，在添加0.2 mg·L-1 KT的MS培养基上，胚芽伸长

较快。研究所获得的再生植株群体较为复杂，包括单倍体、二倍体、三倍体和混倍体等多种类型。【结论】不同基因型甜

瓜材料和不同栽培季节对胚状体的诱导率有很大影响，35 ℃黑暗热激处理离体子房3 d出胚效果最好，最佳的胚状体

诱导培养基为MS+0.03 mg·L-1 TDZ+0.2 mg·L-1 KT+0.01 mg·L-1 IAA +15%椰汁。
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Acquisition of plants regenerated from embryo sac of unfertilized ovary

in muskmelon
GAO Ningning, LI Xiaohui, KANG Liyun, CHANG Gaozheng, LIANG Shen, XU Xiaoli, LI Hailun,

WANG Huiying, ZHAO Weixing*

（Horticulture Institute, Henan Academy of Agricultural Sciences, Zhengzhou 450002, Henan, China）

Abstract:【Objective】To provide new materials and technical support for the theoretical study on plant

genetics and practical breeding, the influencing factors of haploid formation induced by unfertilized

ovary of muskmelon were studied.【Methods】Three muskmelon varieties were used as experimental ma-

terials, and unfertilized ovary melons were cultured in vitro on the MS medium at 25 ℃ with 16 h/8 h

(day/night) and 2 000 lx light intensity in a culture chamber. The influence of different genotypes, culti-

vation seasons (spring and summer sowing), heat shock times (2 d, 3 d and 4 d), inoculation modes (slit-

ting and crosscutting) and hormones (TDZ, KT and IAA) were compared on embryoid induction, and al-

so the impact of different hormones (KT, 6-BA, GA3) on embryoid occurrence was investigated. The

ploidy of regeneration plants was identified by the flow cytometer, and judged by the peak value, with

the diploid plant serving as the control.【Results】Embryo induction rate was significant difference

among three different genotypes, and the embryoid induction frequency of‘Jiangjunyu’was the high-

est (38.3%), next to it was‘Qianlongmi’(28.3%), and the lowest embryoid induction frequency was

found with‘Zhongyun 18’(18.3%). The embryoid induction frequency of the material sowed in sum-

mer was higher than that sowed in spring, and the performance of the three melon materials was consis-
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tent. Among them, the embryoid induction frequency of‘Jiangjunyu’sowed in summer was the highest

(38.3%), followed by‘Qianlongmi’and‘Zhongyun18’(28.3% and 18.3%, respectively). The highest

induction rate of‘Jiangjunyu’sowed in spring was 6.7%, followed by‘Zhongyun 18’(3.3%), and the

embryoid induction frequency of‘Qianlongmi’was zero. Ovary inoculation materials were treated for

3 days in the dark at 35 ℃, and the embryo induction rate was higher than that for 2 and 4 days. Three

embryoids were produced per bottle on average, followed by 2 days of heat shock with an average of

one embryoid produced per bottle，and no induced embryoids were obtained after 4 days of heat shock,

and the embryoid was prone to vitrification. Transverse or longitudinal cutting of ovary had no signifi-

cant influence on embryoid induction. The embryoid frequency of transverse cutting was 33.3%, and

the embryoid induction rate of longitudinal cutting was slightly lower than that of transverse cutting,

which was 28.3%. However, more abnormal buds produced easily during vertical cutting, which affect-

ed the formation of embryoids. Under the condition of adding 0.03 mg · L-1 TDZ alone in MS medium,

the embryoid induction rate achieved up to 25.0%. When the concentration was 0.06 mg·L-1, the embry-

oid induction rate was the lowest (5.0%), the green ovule grew very slowly, gradually faded and turned

yellow. On the basis of 0.03 mg·L-1 TDZ, 0.2 mg·L-1 KT, 0.01 mg·L-1 IAA and 15% coconut juice were

added, and the embryoid induction rate was the highest (46.7%). The results showed that the induction

rate of embryoid was higher as the hormone concentrations increased. The germ elongated rapidly on

the MS medium with 0.2 mg · L-1 KT, the bud elongated fast but got yellow with 0.2 mg · L-1 6-BA, and

when GA3 concentration was 200 mg · L- 1, the bud elongation was slow and vitrification took place.

Roots grew faster and stronger when 0.1 mg·L-1 IAA was added in the 1/2 MS medium. DNA flow cy-

tometry was used to identify the ploidy of regenerated plants obtained from megaspore. The results dem-

onstrated that the group of regenerated plants was complex, which included haploid, diploid, triploid

and mixed-ploid plant types. The proportion of diploid plants in the three varieties‘Jiangjunyu’‘Qian-

longmi’and‘Zhongyun18’was 64.3%, 80% and 50.0%, respectively, and the proportion of haploid

plants was 21.4%, 20% and 12.5%, respectively. Triploid and chimera were only found in‘Jiangjunyu’

and‘Zhongyun18’, with the proportions of triploid being 7.1% and 12.5%, respectively, and their chi-

mera proportions were 7.1% and 25%, respectively.【Conclusion】Different genotypes of melon materi-

als had a great influence on the induction rate of embryoid. The embryoid induction rate of plants in dif-

ferent sowing periods varied significantly. The induction frequency of summer sowing materials was

higher than that of spring sowing materials. Heat shock pretreatment could initiate the development of

female nucleus, and the best effect was achieved in 3 days after the treatment of in vitro ovary by dark

heat shock at 35 ℃. The optimal embryoid induction medium was MS+0.03 mg · L-1 TDZ+0.2 mg · L-1

KT+0.01 mg·L-1 IAA +15% coconut juice, which showed the embryoid induction rate was up to 46.7%.

The group of regenerated plants was complex, which included haploid plant with weak growth, diploid

plant with strong growth and normal fertility, triploid plant with normal growth but abnormal fertility

and mixed ploid plant types.

Key words：：Melon; Unfertilized ovary; In vitro culture; Haploid

甜瓜（Cucumis melo L.）是葫芦科重要的作物之

一，营养丰富深受消费者喜爱。我国是甜瓜栽培的

次生起源中心，拥有丰富的甜瓜种质资源[1]，但其遗

传基础较为狭窄，育种周期长，传统的育种需要 5~

6 a 才能得到较纯合的自交系，阻碍了育种的进

程[2]。利用单倍体诱导可以快速高效地获得纯合的
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材料，加速育种进度，节省人工人力，单倍体的获得

对植物遗传理论研究和育种实践具有重要的意

义[3-4]。自然界中单倍体自发形成的概率极低，人工

诱导可以显著提高单倍体的发生频率，其主要途径

有游离小孢子培养、子房离体培养以及孤雌生殖单

倍体诱导等[5-6]，目前，在葫芦科作物子房离体培养

的研究中，已经在西瓜、甜瓜、南瓜、黄瓜、西葫芦等

作物上有报道[7-12]，但其单倍体的诱导频率较低，影

响因子多，技术难度高[13]，且甜瓜单倍体诱导的研究

相对较少。因此，笔者利用未授粉子房离体培养技

术，以 3 个甜瓜品种的未授粉子房为外植体，对甜

瓜未授粉子房离体胚状体诱导的主要影响因子，如

不同基因型、供体材料栽培季节、不同热激时间、接

种时切片方式和不同激素等进行比较，并获得了单

倍体植株，形成一条成熟高效的未授粉子房离体培

养技术，以期为植物遗传理论研究及实际育种提供

新材料和技术支持。

1 材料和方法

1.1 试验材料

选择品质较好的 3 个厚皮甜瓜品种‘众云 18’

‘钱隆蜜’和‘将军玉’为试验材料。‘众云 18’为厚皮

网纹，果实短椭圆形，果皮灰绿底，中心糖含量（w，后

同）17.0%左右；‘钱隆蜜’：厚皮，果实短椭圆形，果皮

白色，中心糖含量 17.0%左右；‘将军玉’：早熟厚皮，

果实圆形，果皮白色，中心糖含量 16.5%左右。春播

时间：3 月 15 日播种，4 月 8 日定植，5 月 5 日开始取

样；夏播时间：7 月 20 日采用直播的方式种植，9 月 7

日开始取样，按常规管理进行栽培。材料由河南省

农业科学院园艺研究所西甜瓜研究室提供。

1.2 外植体的获得

取开花前一天的未授粉子房为外植体，当日开

花的需在前一天套袋，并选取长势好、饱满、无损伤

的子房，放入冰盒。取回的材料放在 4 ℃冰箱预处

理 24~48 h。将预处理后的材料，去除其表面的茸

毛，流水冲洗 30 min，之后在超净工作台用 70%乙

醇消毒 30 s，然后用无菌水冲洗 2 遍，之后用 0.2%

NaClO 消毒 10 min，最后用无菌水清洗 3~4 遍，每

遍 2 min。把消毒灭菌好的材料放在经过高压灭菌

的滤纸上，晾干表面的水分，然后用刀片剐除表面

约 2 mm 厚的子房壁，直到露出白色内层胚珠为好

（尽量剐除尽子房壁，让胚珠直接与培养基接触），

然后采用横切和纵切两种接种方式，切片约 1 mm

厚，接种到配好的培养基中，每瓶 5 个外植体。

1.3 胚状体诱导影响因子与培养基的选择

以 MS 为基础培养基，添加 TDZ（0.01、0.03、

0.06 mg · L- 1）、KT（0.1、0.2 mg · L- 1）、IAA（0.0、

0.01 mg·L-1）等外源添加物，以不同质量浓度的外源

添加物两种以上组合，pH=5.8，培养基均添加蔗糖

30 g·L-1，琼脂 7 g·L-1、椰汁 15%。每种组合 3 次重

复，每次接种 20 片（每瓶 5 片）。把接种过的培养基

放到人工气候培养箱中 34 ℃热激暗处理 2、3、4 d。

之后转入 25 ℃、光照 16 h·d-1、光照强度为 2 000 lx

的培养室培养。比较不同基因型、不同栽培季节、

不同热激时间和不同的切片方式对胚状体诱导的

影响，均在 MS+0.03 mg · L-1 TDZ+0.2 mg · L-1 KT+

15%椰汁培养基上进行。

1.4 胚状体芽伸长和生根培养基的选择

待外胚状体的丛生芽或单生不定芽长至 0.5 cm

左右，将其切下接种到添加不同质量浓度的 6-BA

（0.1、0.2、0.3 mg·L-1），GA3（100、200、300 mg·L-1）和

KT（0.1、0.2、0.3 mg·L-1）的 MS 芽伸长培养基上，观

察并记录每种质量浓度培养基的芽生长情况。等

到无根苗茎长到一定长度，叶片发育良好时，从其

基部切下并切去多余愈伤组织部分，接种于添加不

同质量浓度组合的 IAA（0.1、0.2 mg · L- 1）、NAA

（0.05、0.10 mg·L-1）的 1/2MS 培养基中诱导生根，观

察并记录每个质量浓度培养基的生根情况和根的

生长状态。

1.5 再生植株倍性鉴定

选取 1 枚较嫩的再生叶片，用德国 PARTEC 公

司的 CyFlowR Cube 8 流式细胞仪，检测再生植株倍

性，以二倍体甜瓜对照为模板，根据出现的峰值判

断植株的倍性。

1.6 数据的统计分析

外植体接种后 20 d 统计出愈率和胚状体诱导

率，出愈率/%=（产生愈伤组织的外植体数/子房切片

总数）×100，胚状体诱导率/%=（产生胚状体数/子房

切片总数）×100。试验数据均采用 DPS 7.05 软件进

行方差分析。

2 结果与分析

2.1 不同基因型和栽培季节对胚状体诱导的影响

甜瓜基因型和生长季节对胚状体的诱导率有
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一定的影响，不同甜瓜品种之间和不同播种时期的

植株其胚状体诱导率差异显著（图 1），统计结果表

明，夏播材料的胚状体诱导率高于春播材料，3 份甜

瓜材料的表现均一致。其中，夏播‘将军玉’胚状体

诱导率最高（38.3%），其次为‘钱隆蜜’和‘众云 18’，

分别为 28.3%、18.3%。春播‘将军玉’胚状体诱导率

最高，为 6.7%，其次为‘众云 18’为 3.3%，‘钱隆蜜’

胚状体诱导率为 0。该结果可能与日照长度有关，

甜瓜为短日照作物，夏播日照条件可能刺激了雌核

发育相关基因的表达，促进了胚状体的发生。

2.2 不同热激时间的影响

在供体材料接种时，需要启动雌核发育才能形

成胚状体，热激预处理是启动雌核发育的主要因素

之一。不同热激处理时间对甜瓜出胚率有一定影

响，其中处理 3 d 效果最好（图 2-B），出胚率最高，

平均每瓶出胚 3.0 个，其次为热激 2 d（图 2-A），平

均每瓶出胚 1.0 个，热激 4 d 没有获得诱导胚，胚状

体易发生玻璃化（图 2-C），说明短时间热激可以促

进胚状体的形成，热激 3 d 效果最好。

不同小写字母表示差异显著（p < 0.05）。下同。

Different small letters indicate significant difference (p < 0.05). The

same below.

图1 不同基因型、不同播种时期对胚状体诱导率的影响

Fig. 1 Effects of different genotypes at different sowing

periods on embryoid induction rate

A. 35 ℃暗培养 2 d 的出胚情况；B. 35 ℃暗培养 3 d 的出胚情况；C. 35 ℃暗培养 4 d 的出胚情况。

A. Embryoid induction at 35 ℃ for 2 days in darkness; B. Embryoid induction at 35 ℃ for 3 days in darkness; C. Embryoid induction at 35 ℃ for

4 days in darkness.

图2 不同热激时间对胚状体诱导的影响

Fig. 2 Different heat shock time impact on embryoid induction

2.3 接种时切片方式的影响

从试验结果看，接种时横切和纵切对胚状体的

诱导率影响不明显（图 3）。利用横切和纵切的方式

接种，供体材料均可产生愈伤组织，且愈伤组织诱

导率为 100%，横切胚状体发生频率为 33.3%，纵切

胚状体诱导率略低于横切为 28.3%，表明接种的切

片方式对胚状体的诱导频率影响不显著。但纵切

时容易产生较多的变态芽，影响其胚状体的形成。

2.4 不同激素对胚状体诱导的影响

将供试材料甜瓜未受精子房外植体切片后接种

到添加不同质量浓度激素组合的固体培养基上热激

3 d 后，放置到培养室培养。接种的材料 20 d 后出现

膨大、产生愈伤组织、形成绿色球形胚状体（图 4-A）、

产生簇生芽（图 4-B~C）、形成叶片（图 4-D），表 1 为

不同培养基对胚状体诱导率的影响比较，最佳的诱

图3 接种方式对愈伤组织形成及胚状体诱导率的影响

Fig. 3 Influence of inoculation method on callus formation

and embryoid induction rate
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导胚状体培养基为 MS+0.03 mg·L-1 TDZ+0.2 mg·L-1

KT + 0.01 mg · L- 1 IAA + 15%椰汁，其胚诱导率为

46.7%，从试验结果可以看出，在仅添加激素 TDZ 条

件下，当质量浓度为 0.03 mg·L-1时，胚状体的诱导率

最高（25.0%），其质量浓度在 0.06 mg·L-1时，胚状体

的诱导率最低（5.0%），且绿色胚珠生长缓慢，之后逐

渐褪绿变黄。在激素 KT 和 IAA 质量浓度相同的条

件下，TDZ 的质量浓度为 0.03 mg·L-1时，胚状体诱导

频率均高于其质量浓度为 0.01 mg·L-1时，说明高质

量浓度的 TDZ 能够促进胚状体的形成。在 TDZ 质

量浓度相同的条件下，激素 KT 和 IAA 在 0.2 mg·L-1

和 0.01 mg · L- 1 时出胚率高于其在 0.1 mg · L- 1 和 0

mg·L-1时，但当 TDZ 为 0.01 mg·L-1，激素 KT 和 IAA

分别为 0.2 mg·L-1和 0.01 mg·L-1时，平均出胚率最低

为 15.0%，低于 KT 和 IAA 在低质量浓度时的胚状

体诱导频率。试验结果表明，不同激素质量浓度及

组合对胚状体的诱导差异显著，激素质量浓度高时，

其胚状体的诱导率也相对较高。

A. 球形胚状体；B~C. 胚状体簇生芽；D. 簇生芽形成叶片；E. 簇生芽伸长；F. 再生植株生根；G. 再生植株移栽驯化；H. 子房纵切形成变态芽。

A. Spherical embryoid; B-C. Cluster buds of embryoid; D. Leaves formed by clustered buds; E. Shoot elongation; F. Rooting of regenerated plants;

G. Transplanting and domestication of regenerated plants; H. Abnormal buds formation from longitudinal cutting of ovary.

图4 未授粉子房再生植株建立

Fig. 4 Establishment of regenerated plants from unpollinated ovary

培养基编号

Media No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

激素种类及质量浓度

Hormone type and concentration/(mg·L-1)

TDZ

0.01

0.03

0.06

0.01

0.03

0.01

0.03

0.01

0.03

0.01

0.03

KT

0.0

0.0

0.0

0.1

0.1

0.2

0.2

0.1

0.1

0.2

0.2

IAA

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.01

0.01

0.01

0.01

外植体数

Explant No.

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

平均胚芽数

Embryoid No.

3.0 f

5.0 de

1.0 g

3.7 ef

6.0 cd

4.0 ef

7.3 bc

5.3 de

8.0 ab

3.0 f

9.3 a

平均出胚率

Embryoid rate/%

15.0 f

25.0 de

5.0 g

18.3 ef

30.0 cd

20.0 ef

36.7 bc

26.7 de

40.0 ab

15.0 f

46.7 a

表1 不同培养基对胚状体诱导的影响

Table 1 Effects of different media on embryoid induction

注：同列数据后的不同小写字母表示差异显著(p < 0.05)。

Note: Different small letters in the same column indicate significant difference (p < 0.05).
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2.5 不同培养基对胚状体芽伸长的影响

对获得的胚状体进行芽伸长培养，由表 2 可以

看出，在 MS+KT 0.2 mg·L-1培养基上芽伸长较快且

长势好（图 4-E），在 MS+6-BA 0.2 mg·L-1 培养基上

芽伸长较快但有黄化现象，在分别添加 0.1 mg·L-1、

0.3 mg·L-1 KT 和 6-BA 时芽伸长慢且有黄化现象。

在添加 GA3 质量浓度为 200 mg · L- 1 时，芽伸长较

慢，存在玻璃化现象，当质量浓度为 100 mg · L-1 和

高宁宁，等：厚皮甜瓜未受精子房离体培养获得胚囊再生植株

300 mg·L-1时，芽不伸长且玻璃化。

2.6 再生植株生根培养及驯化

在 1/2MS 培养基上分别添加 0.1 mg · L- 1、0.2

mg·L-1 IAA 和 0.05 mg·L-1、0.1 mg·L-1 NAA，在 IAA

质量浓度为 0.1 mg·L-1时，生根较快且比较粗壮（图

4-F），在添加质量浓度为 0.2 mg · L- 1 IAA 和 0.05

mg·L-1、0.1 mg·L-1 NAA 时，生根慢且较细。因此，

最佳的生根培养基为 1/2MS+0.1 mg·L-1 IAA。在组

培苗生根后，移栽到栽培基质中（图 4-G）加盖塑料

薄膜保湿，在温室中驯化 1~2 周。

2.7 甜瓜再生植株倍性鉴定

利用 DNA 流式细胞仪对获得的大孢子再生植

株进行倍性鉴定，测定结果显示，再生植株同时存

在单倍体（图 5-A~B）、二倍体（图 5-A~B）、三倍体

（图 5-A~B）及混倍体（图 5-A~B），3 个品种‘将军

玉’‘钱隆蜜’和‘众云 18’的二倍体植株比例较多，

比例分别为 64.3%、80%和 50.0%，单倍体植株的比

例分别为 21.4%、20%和 12.5%。三倍体和嵌合体

仅在‘将军玉’和‘众云 18’中出现，三倍体的占比分

别为 7.1%和 12.5%，嵌合体的占比分别为 7.1%和

25%。表明，不同基因型大孢子材料其再生植株的

单倍体比例不同，再生植株除单倍体以外，还有二

倍体、三倍体和混倍体的存在。

3 讨 论

3.1 外源激素与胚状体形成的关系

未授粉子房的胚状体发育需要外源激素的刺

激，但对激素的需求种类并不专一[9]。TDZ 具有生

长素和细胞分裂素的两种功效，在诱导植物胚状体

分化上有显著效果[14]，本试验在仅添加 TDZ 的培养

基上对甜瓜未授粉子房进行培养，也可以诱导出胚

状体，且质量浓度在 0.03 mg·L-1 时诱导频率最高，

随着质量浓度的升高，胚诱导率降低，这跟前人在

甜瓜 [8]、西瓜 [15]、南瓜 [9]、黄瓜 [16]上的研究结果一致。

试验发现仅添加一种激素 TDZ 可以诱导出胚状体，

但是胚状体较难分化成苗，胚芽在形成过程中褪绿

变黄，难以形成叶片。在 TDZ 基础上添加一定质量

浓度的生长素 IAA 和细胞分裂素 KT，可以提高胚

状体的诱导频率，绿色的胚状体芽容易分化成幼

苗。程慧等[17]和 Malik 等[18]对西葫芦和甜瓜未受精

子房离体培养的研究得出，在诱导培养基中添加一

定质量浓度的 6-BA 或 NAA 能够明显提高外植体

的再生频率。陈解放[19]研究发现，KT 会抑制南瓜胚

状体不定芽的形成，但延缓了胚珠组织衰老。本试

验在 TDZ 的基础上添加 KT，能够显著提高出胚

率，添加 0.2 mg · L-1 KT 比添加 0.1 mg · L-1 效果好，

胚芽持绿时间延长，有利于成苗。Kielkowska 等[20]

在胡萝卜未授粉子房离体培养中添加 IAA 可以提

高 0.63%的胚状体诱导率。本研究在添加 TDZ 和

KT 的 MS 培养基上另加 0.01 mg · L-1 IAA，出胚率

有大幅度提高，且在 MS+0.03 mg·L-1 TDZ+0.2 mg·L-1

KT+0.01 mg · L-1 IAA 培养基上胚状体诱导频率最

高，为 46.7%。试验结果中胚状体诱导率基本按照

递增趋势变化，但也存在个别例外，使结果不能按

表2 不同培养基对胚芽长势的影响

Table 2 Effects of different media on the growth of the germ

培养基编号

Media No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

激素种类及质量浓度

Hormone type and concentration/(mg·L-1)

MS+KT 0.1

MS+KT 0.2

MS+KT 0.3

MS+6-BA 0.1

MS+6-BA 0.2

MS+6-BA 0.3

MS+6-BA 100

MS+GA3 200

MS+GA3 300

芽长势

Germ growth

芽伸长慢，长势好 Buds grow good but slow

芽伸长较快，长势好 Buds grow fast and good

芽伸长慢，有黄化现象 Buds grow slow and turn yellow

芽伸长慢，有黄化现象 Buds grow slow and turn yellow

芽伸长较快，有黄化现象 Buds grow fast but turn yellow

芽伸长慢，有黄化现象 Buds grow slow and turn yellow

芽不伸长，玻璃化 Buds do not elongate and vitrified

芽伸长慢，玻璃化 Buds grow slow and vitrified

芽不伸长，玻璃化严重 Buds do not elongate and seriously vitrified
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照某一个因素的变化而呈趋势改变，这可能与不同

激素之间的互作有关。

3.2 其他因子与胚状体形成的关系

植物胚状体的诱导效率一定程度上取决于所

使用材料的基因型[21-22]，本试验对 3 种不同基因型

甜瓜进行对比发现不同品种间诱导率差异显著，这

跟前人的研究结果吻合。牛明明[8]以 8 个不同基因

型甜瓜为试验材料，发现不同品种甜瓜雌核发育启

动的反应率有明显差异。闵子扬等[9]和 Shalaby[23]在

对南瓜不同品种胚状体诱导的研究中发现，生长势

强的基因型诱导率高。季节不同，植株的雌核发育

和生理状态也不一样[24]。本研究发现不同生长时期

的甜瓜植株其胚状体的诱导率也不同，夏季播种的

甜瓜植株胚状体的发生率要高于春季。这与 Przy-

borowski 等[25]在黄瓜单倍体诱导中的报道一致，他

们发现春季材料的诱导率仅是夏季材料诱导率的

1/4。而谢冰等[26]在西葫芦未受精子房培养的研究

中也表明不同播种时期的材料其胚诱导率不同，其

中秋播材料的诱导效果最好，其次为夏播与春播，

且认为这可能与西葫芦为短日照植物有关，在秋季

短日照条件下，激发了雌核发育相关基因的表达。

笔者发现 35 ℃黑暗热激处理 3 d 能够明显促

A. 不同倍性再生植株；B. 不同倍性植株流式细胞仪鉴定。

A. Different ploidy of regenerated plants; B. Different ploidy plants identified by flow cytometry.

图5 甜瓜再生植株倍性鉴定

Fig. 5 Ploidy identification of melon regenerated plants
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进甜瓜胚状体的形成，这跟大多数的研究结果一

致。韩丽华[27]发现在甜瓜上热激 4 d 能够有效启动

雌核的发育，Gémes-Juhasz 等[28]和陈小鹏等[29]发现

在黄瓜上热激 3 d 效果最好，孙守如[30]和胡芳芳[31]在

南瓜和西葫芦未受精子房培养中发现黑暗热激 6 d

能有效地提高胚诱导频率。陈学军等[32]认为子房的

切割方式对胚状体的诱导率有一定影响，横切方式

最先长出愈伤组织，最有利于胚状体的诱导。但本

试验表明，外植体横切或纵切对胚状体的形成影响

不大，这两种切割方式对外植体的创伤面大增加了

其吸收养分的能力，均可促进胚状体的形成。

3.3 单倍体植株成苗及倍性鉴定

目前，甜瓜再生体系建立已经比较成熟，但甜

瓜单倍体再生苗矮小且长势弱，胚芽长出以后成苗

率低。本研究结果表明，在 MS 培养基上添加 0.2

mg · L-1 KT 芽伸长的效果最好，这与高宁宁等[33]的

研究结果一致，其次在添加 0.2 mg · L-1 6-BA 的培

养基上芽也可快速伸长，但这与黄永红等[34]和栾非

时等 [35]的研究结果不一致，他们认为低浓度的

6-BA (0.05 mg·L-1)芽伸长较快，这可能与甜瓜品种

不同有关。笔者还发现在培养基中额外添加 15%

的椰汁芽的伸长效果好且生长更旺盛。植株无玻

璃化且长势强，在 1/2MS 培养基上添加 0.1 mg·L-1

IAA 均可长出粗壮根系，这与栾非时等[35]的研究结

果一致。

通过未受精子房获得的植株倍性不确定，利用

流式细胞仪、根尖染色体计数、分子检测等手段可

以鉴定再生植株的倍性[36]。流式细胞仪测定是通过

比较植物核 DNA 含量来鉴定其倍型，该方法不受

时间和样品部位限制，简单、准确、高效，但流式细

胞仪检测费用较高，对自然加倍再生苗的纯合性无

法鉴定。根尖染色体计数确定植株倍性也比较精

确，但同样无法鉴定二倍体植株的纯合性，利用

SSR 分子标记的方法可以对二倍体植株的纯合性

进行检测[16]。本研究利用流式细胞仪对再生植株进

行了倍性鉴定，发现再生植株除单倍体以外，还有

二倍体、三倍体和混倍体的存在，且三个不同基因

型材料二倍体的占比均在 50%以上，单倍体的占比

幅度为 12.5%~21.4%，此结果跟刘立功等[37]在黄瓜

未授粉子房诱导出胚的研究结果一致。在离体未

受精子房诱导单倍体过程中，存在自发形成多倍体

植株的现象，原因可能是在离体培养过程中发生了

核内复制。Binarova 等[38]在油菜小孢子离体培养的

研究中发现，热激可以使小孢子不经过有丝分裂，

发生核内融合或复制，从 G2 期单倍体的核进入双

倍体的 G1 期。产生不同倍性植株的原因还有待进

一步深入研究。植物未受精子房培养所获得的不

同倍性的再生群体，在植物遗传育种方面有很高的

利用价值，能够加速新种质的创造，提高育种效率，

缩短育种年限。

4 结 论

不同基因型甜瓜材料对胚状体的诱导率有很

大影响，夏播材料的诱导率高于春播材料，35 ℃黑

暗热激处理离体子房 3 d 出胚效果最好，最佳的胚

状体诱导培养基为 MS+0.03 mg·L-1 TDZ+0.2 mg·L-1

KT+0.01 mg·L-1 IAA +15%椰汁。本研究所获得的

再生植株群体较为复杂，包括长势较弱的单倍体、

长势强且育性正常的二倍体、生长正常但育性异常

的三倍体和混倍体等多种类型。
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