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利用胚挽救技术创制无核葡萄新材料
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摘 要：【目的】以无核葡萄为母本进行无核葡萄新材料创制，探明火焰无核、克伦生、红宝石无核等无核葡萄品种为母

本胚培养的幼果最佳采样时间，并通过分子标记辅助育种对杂种植株的无核性状进行早期鉴定，筛选杂交F1代无核材

料，提高无核葡萄育种效率。【方法】通过胚挽救技术创制无核葡萄新材料，并利用无核分子标记p3-VvAGL11、GLSP1-

569、SCF27-2000、SCC8-1018等对杂种植株无核性状进行鉴定。【结果】共获得杂种植株1059株，其中以红宝石无核为

母本进行胚挽救的成苗率在12.48%以上，明显高于其他品种为母本的组合；火焰无核、克伦生、红宝石无核为杂交母

本时，分别在第一次授粉后 38、48、55 d采集幼果的胚挽救效率最高；利用无核分子标记 p3-VvAGL11、GLSP1-569、

SCF27-2000、SCC8-1018对杂种植株无核性状进行鉴定，所有杂交组合杂种后代的无核率均在58%以上。【结论】红宝

石无核更适合作为胚挽救育种的母本材料，火焰无核、克伦生、红宝石无核为杂交母本时，分别在第一次授粉后 38、

48、55 d进行幼果采集效果较好，无核分子标记p3-VvAGL11、GLSP1-569、SCF27-2000、SCC8-1018可以准确对杂种植

株的无核性状进行鉴定，缩短无核葡萄育种时间。
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Abstract:【Objective】The experiment aimed to explore the optimum sampling time of the young ber-

ries for embryo rescue and to verify the feasibility of identification of seedless traits in hybrid off-

springs using molecular markers in grape.【Methods】Flame Seedless, Zicui Seedless, Crimson Seed-

less, Ruby Seedless were selected as female parents for hybridization, and the sampling time gradients

for young fruits were set for the female parent cultivars. The sampling times for young berries of Flame

Seedless were 36 d, 38 d, and 40 d after the first pollination, the sampling times for young berries of

Crimson Seedless were 44 d, 46 d, 48 d, and 50 d after the first pollination, and the sampling times for

young berries of Ruby Seedless were 53 d, 55 d, and 57 d after the first pollination. The young fruits

were taken to the laboratory for sterilization. After sterilization, the fruits were placed in a super clean

environment. The seeds were taken out from the young fruits and cultured in MM3 medium for 8-12

weeks in the dark. After the dark cultivation, the seeds were placed in an ultraclean workbench. Under a

dissecting microscope, the embryos were removed with a surgical knife and placed in WPM medium.

They were cultured at room temperature with light for 40-60 days. The embryo development rate and

embryo seedling rate of different cultivars were recorded. The seedless trait of the hybrid offsprings was
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近年来，随着葡萄产业技术的不断成熟和消费

市场的多样化，无核葡萄（Vitis vinifera L.）的需求量

大幅增加[1]，但无核葡萄品种较少，特别是性状优良

的无核葡萄品种较少，多数无核品种存在着果粒较

小、抗性差等问题[2]，急需借助育种手段培育新的无

核葡萄品种，满足市场对无核葡萄的需求。传统的

无核葡萄育种主要以有核葡萄作母本与无核葡萄父

本杂交，杂交后代仅有 0%~5.9%的无核率，选育一

个无核葡萄新品种需要 15~20 a（年），育种效率较

低[3]。采用胚挽救技术可对以无核葡萄作母本进行

杂交获得的合子胚在其败育前进行人工离体培养，

然后促使幼胚发育一定时间后萌发成苗，随着胚挽

救技术的发展和不断完善，已经被广泛应用于中国无

核葡萄育种中，成为无核葡萄育种的重要手段[4-5]。

影响葡萄胚挽救成苗的因素主要包含亲本基

因型、取样时间、胚离体培养时间、胚珠处理方法、

培养基类型、培养基添加物、培养条件等[6]，其中亲

本基因型，特别是母本基因型对无核葡萄胚挽救成

苗率有较大的影响，选择合适的母本，有助于提高

无核葡萄胚挽救成苗率，Ulaş等[7]和Liu等[8]通过选

取多种母本进行对比，发现克伦生适合作为胚挽救

母本，刘可可等[9]研究认为火焰无核和红宝石无核

的胚挽救成苗率较高，适合作为母本。此外，杂交幼

果的取样时间对胚挽救成苗率也具有重要影响，史

文静等[10]研究认为，火焰无核和昆香无核的最佳采

样时间为首次授粉后 45 d和 51 d，郝燕等[11]认为火

焰无核为母本时最佳采样时间为首次授粉后 40 d，

因此通过试验筛选出适合不同无核葡萄品种作为

母本时的最佳幼果采样时间也具有十分重要的意

义。利用分子标记技术，在植物苗期即可对其性状

identified using the nuclear free molecular marker p3- VvAGL11, GLSP1- 569, SCF27- 2000, SCC8-

1018.【Results】The embryo development rates of the three crossing combinations of Ruby Seedless as

the female parent were significantly higher than those of the other combinations. Moreover, the embryo

seedling rates of these three combinations were significantly higher than those of the other combina-

tions. A sampling time gradient was set for crossing combinations of Flame Seedless, Crimson Seed-

less, and Ruby Seedless as female parents. It was found that the two combinations of Flame Seedless ×

Jumeigui and Flame Seedless × Shine Muscat had embryo development rates of 10.74% and 8.25%, em-

bryo seedling rates of 4.03% and 3.10%, respectively, when the berries were collected on 38th d after

the first pollination, higher than those collected on 36th d and 40th d. The crossing combination of

Crimson Seedless × Shine Muscat had embryo development rates of 7.69% and seedling rates of 4.07%,

respectively, when the berries were collected on 48th days after the first pollination, higher than those

collected on 44th d, 46th d, and 50th d. The three combinations of Ruby Seedless × Hutai No. 8, Ruby

Seedless × Zuijinxiang, and Ruby Seedless × Jingxiangyu had embryo development rates of 28.25%,

24.78%, and 33.88%, respectively, when the berries were collected on 55th d after the first pollination

and the embryo seedling rates were 17.14%, 18.42%, and 20.09%, respectively, higher than those col-

lected on 53th d and 57th d. The molecular marker p3-VvAGL11, GLSP1-569, SCF27-2000, SCC8-

1018, were successfully used for identification of seedless trait. The seedless rates of hybrid offsprings

of Ruby Seedless × Zuijinxiang, Ruby Seedless × Jingxiangyu and Ruby Seedless × Hutai No. 8 were

63.79%, 59.17% and 62.00%, respectively. The seedless rates of the hybrid offsprings of Crimson Seed-

less × Shine Muscat, Flame Seedless × Jumeigui, Flame Seedless × Shine Muscat, Zicui Seedless × Zui-

jinxiang were 72.73%, 58.33%, 100.00%, and 100.00%, respectively.【Conclusion】Ruby Seedless was

suitable as a maternal material for seedless breeding via embryo rescue in grape for higher seedless rate.

The optimal sampling times for the young fruits of Flame Seedless, Crimson Seedless and Ruby Seed-

less were 38 days, 48 days and 55 days after the first pollination. Preselection of seedless trait of the

grape hybrid offspring could be achieved using the molecular marker p3- VvAGL11, GLSP1- 569,

SCF27-2000, SCC8-1018.

Key words: Seedless grape; Embryo rescue; Molecular markers; Assisted breeding; New germplasm
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进行鉴定，从而缩短育种周期 [12]，常用的葡萄无核

分子标记有 p3-VvAGL11、5U-VviAGL11、SCF27-

2000、GSLP1- 569、SCC8- 1018 以及 VMCF7F2- 198

等[13-17]，p3-VvAGL11和SCF27-2000检测无核性状的

准确率较高[18]。笔者主要对影响无核葡萄胚挽救成

苗率的母本基因型以及取样时间开展研究，辅以p3-

VvAGL11、GLSP1-569、SCF27-2000、SCC8-1018 等

无核分子标记鉴定，以期对提高无核葡萄新品种培

育的效率和创制无核葡萄新种质材料提供一定的

参考价值。

1 材料和方法

1.1 试验材料

本试验以欧亚种葡萄（V. vinifera）火焰无核

（Flame Seedless）、紫脆无核（Zicui Seedless）、森田尼

无核（Centennial Seedless）、红宝石无核（Ruby Seed-

less）为母本；以欧亚种（V. vinifera）京香玉（Jing-

xiangyu），欧美杂交种葡萄（V. vinifera × V. labrusca）

户太8号（Hutai No .8）、阳光玫瑰（Shine Muscat）、醉

金香（Zuijinxiang）等为父本，共9个杂交组合（表1）。

表 1 杂交组合配置

Table 1 Hybrid combination settings

序号
Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

杂交组合
Cross combination

火焰无核×巨玫瑰
Flame Seedless×Jumeigui

火焰无核×阳光玫瑰
Flame Seedless×Shine Muscat

火焰无核×户太8号
Flame Seedless×Hutai No.8

紫脆无核×醉金香
Zicui Seedless×Zuijinxiang

克伦生×阳光玫瑰
Crimson Seedless×Shine Muscat

森田尼无核×巨玫瑰
Centennial Seedless ×Jumeigui

红宝石无核×户太8号
Ruby Seedless×Hutai No.8

红宝石无核×醉金香
Ruby Seedless×Zuijinxiang

红宝石无核×京香玉
Ruby Seedless×Jingxiangyu

种或杂种Species or hybrid

母本
Female parent

欧亚种
V. vinifera L.

欧亚种
V. vinifera L.

欧亚种
V. vinifera L.

欧亚种
V. vinifera L.

欧亚种
V. vinifera L.

欧亚种
V. vinifera L.

欧亚种
V. vinifera L.

欧亚种
V. vinifera L.

欧亚种
V. vinifera L.

父本
Male parent

欧美杂交种
V. vinifera L.× V. labrusca L.

欧美杂交种
V. vinifera L.× V. labrusca L.

欧美杂交种
V. vinifera L.× V. labrusca L.

欧美杂交种
V. vinifera L.× V. labrusca L.

欧美杂交种
V. vinifera L.× V. labrusca L.

欧美杂交种
V. vinifera L.× V. labrusca L.

欧美杂交种
V. vinifera L.× V. labrusca L.

欧美杂交种
V. vinifera L.× V. labrusca L.

欧亚种
V. vinifera L.

特性Characteristics

母本
Female parent

无核、早熟
Seedless, early-maturing

无核、早熟
Seedless, early-maturing

无核、早熟
Seedless, early-maturing

无核、中熟
Seedless, mid-maturing

无核、晚熟
Seedless, late-maturing

有核、早中熟
Seeded, early-mid-maturing

无核、晚熟
Seedless, late-maturing

无核、晚熟
Seedless, late-maturing

无核、晚熟
Seedless, late-maturing

父本
Male parent

有核、中晚熟
Seeded, mid-late-maturing

有核、早中熟
Seeded, early-mid-maturing

有核、中晚熟
Seeded, mid-late-maturing

有核、中熟
Seeded, mid-maturing

有核、早中熟
Seeded, early-mid-maturing

有核、中晚熟
Seeded, mid-late-maturing

有核、中晚熟
Seeded, mid-late-maturing

有核、中熟
Seeded, mid-maturing

有核、中晚熟
Seeded, mid-late-maturing

1.2 试验方法

1.2.1 田间杂交 去雄：在花穗有5~10个花蕾开放

时，将已开放花朵去除干净，用镊子或指尖掐去花

帽，露出雄蕊，然后用镊子或指尖掐去花药，只保留

柱头，在操作时要注意不要伤及柱头，以免影响授粉

效果。在雄蕊去除干净以后，立即向花穗喷洒纯水

进行保湿并套袋，然后用铅笔将去雄时间用吊牌做

好标记，悬挂于花穗的枝条上。

人工授粉：在去雄结束后2~3 d授粉，观察柱头

上的黏液情况，柱头上出现小水滴式黏液时，为授粉

最佳状态，按照每 30穗花穗使用 40 mL花粉，将花

粉倒入测序袋中，用测序袋将花穗套住，袋内充满空

气后扎紧袋口，轻轻拍击测序袋底部使花粉飞起，均

匀散落在柱头上。授粉后，重新将纸袋套好，在吊牌

上标记好授粉时间以及花粉品种，在首次授粉结束

后的第2天上午重复进行一次授粉，确保授粉充分，

提高授粉效果。

1.2.2 设定幼果采样时间 幼果采样时间，按照首

次授粉后天数来计算，在本试验中，火焰无核为母本

的杂交组合按照 36、38、40 d时间梯度采样；以克伦

生为母本的杂交组合按照 44、46、48、50 d时间梯度

采样；以红宝石无核为母本的杂交组合按照53、55、

57 d时间梯度采样，其余杂交组合采样时间参考实

验室以往采样时期，用剪刀连同果柄一起将果实剪

下，放置于塑料袋中，然后将其放置于冰盒之中带回

实验室，放置于4 ℃冰箱中待用。

1.2.3 胚珠离体培养 将葡萄果粒放置于网兜中

用流水冲洗不少于 4 h，冲洗完毕后，将果粒放置于

王 栋 1707
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螺口瓶中并在超净工作台中消毒。消毒具体步骤

如下：使用 75%乙醇冲洗果粒 30 s，倒掉废液，用无

菌水冲洗果粒 2~3次，将无菌水倒掉；再用 1%的次

氯酸钠消毒 20 min，无菌水冲洗 2~3 次，倒掉废

液。在超净工作台内，将灭菌的幼果胚珠剥离，并

将剥离好的胚珠整齐地摆放在MM3胚发育培养基

上，室温下遮光培养 8~12周。MM3胚发育培养基

的成分为：MM3+0.5 g · L-1水解酪蛋白+60 g · L-1蔗

糖+3 g · L-1植物凝胶+1.5 g · L-1活性炭+0.1 g · L-1肌

醇。

1.2.4 胚萌发培养 胚发育培养结束后，将胚珠放

置于解剖镜下，对胚珠尖端进行纵剖，在解剖镜下可

以看到明亮的乳白色胚，用手术刀将胚挑出，放置于

WPM 胚萌发培养基上，室温光照培养 40~60 d。

WPM胚萌发培养基的成分为：WPM+3 g·L-1 植物凝

胶+0.2 mg · L-1 6-BA+0.1 g · L-1肌醇+1.5 g · L-1活性

炭+20 g·L-1蔗糖。胚挽救具体流程见图1。

1.2.5 杂种后代无核性状分子标记检测 利用

A. 去雄；B. 套袋；C. 授粉前花穗黏液；D. 授粉；E. 套袋；F. 杂交果穗；G. 果实灭菌；H. 胚珠离体培养；I. 剥取幼胚；J. 胚萌发培养；K. 胚挽救苗

全封盖；L. 胚挽救苗半揭盖；M. 胚挽救苗全揭盖；N. 温室炼苗；O. 大田移栽。

A. Emasculation; B. Bagging; C. Inflorescence mucus before pollination; D. Pollination; E. Bagging; F. Hybrid fruit ears; G. Fruit sterilization;

H. In vitro culture of ovules; I. Peel young embryos; J. Embryo germination Culture; K. Embryo rescue seedlings fully covered; L. Embryo rescue

seedlings partially uncovered; M. Embryo rescue seedlings fully uncovered; N. Greenhouse seedling refining; O. Field transplantation.

图 1 胚挽救流程

Fig. 1 Process of embryo rescue

A B C D E

F G J

H K
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1708



，等：利用胚挽救技术创制无核葡萄新材料第9期

表 2 引物序列及分子标记长度

Table 2 Primer sequences and fragment length

引物名称

Primer name

p3-VvAGL11

SCF27-2000

GSLP1-569

SCC8-1018

引物序列

Primer sequences

F:5'-CTCCCTTTCCCTCTCCCTCT

R:5'-AAACGCGTATCCCAATGAAG

F:5'-CAGGTGGGAGTAGTGGAATG

R:3'-CAGGTGGGAGTAAGATTTGT

CCAGTTCGCCCGTAAATG

F:5'-GGTGTCAAGTTGGAAGATGG

R:3'-TATGCCAAAAACATCCCC

分子标记长度

Fragment length/bp

198

2000

569

1018，酶切后750
1018, 750 after enzyme digestion

CTAB法提取葡萄杂交亲本及其子代的叶片DNA，

利用无核分子标记 p3- VvAGL11、GLSP1- 569、

SCF27-2000、SCC8-1018进行无核性状检测。引物

序列及分子标记长度见表2。

1.3 项目测定

胚发育率/%=发育胚数/接种胚珠数×100；成苗

率/%=正常苗数/接种胚珠数×100。

1.4 数据分析

试验数据采用Microsoft Excel 2010软件进行分

析。

2 结果与分析

2.1 无核葡萄胚挽救结果

本试验共配置杂交组合 9 个，获得杂交果粒

4060个，接种胚珠 9404个，可正常发育胚 2092个，

平均胚发育率为 22.25%，成苗 1059株，平均胚成苗

率11.26%（表3）。其中，红宝石无核×京香玉组合胚

发育率和成苗率最高，分别为30.23%和15.46%。在

以火焰无核作为母本的 3个组合中，以巨玫瑰作为

父本，成苗率最高，为2.78%。在以红宝石无核为母

本的 3个组合中，以京香玉作为父本，成苗率最高，

为 15.46%。在以巨玫瑰为父本的 2个组合中，以火

焰无核作为母本成苗率最高，为 2.78%。在以阳光

玫瑰为父本的两个组合中，以克伦生为母本成苗率

最高，为 2.60%。在以户太 8号为父本的两个组合

中，以红宝石无核为母本成苗率最高，为 12.48%。

表 3 无核葡萄的胚挽救结果

Table 3 Results of seedless grape embryo rescue

序号

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

合计 Total

杂交组合

Cross combination

火焰无核×巨玫瑰

Flame Seedless×Jumeigui

火焰无核×阳光玫瑰

Flame Seedless×Shine Muscat

火焰无核×户太8号
Flame Seedless×Hutai No. 8

紫脆无核×醉金香

Zicui Seedless×Zuijinxiang

克伦生×阳光玫瑰

Crimson Seedless×Shine Muscat

森田尼无核×巨玫瑰

Centennial Seedless ×Jumeigui

红宝石无核×户太8号
Ruby Seedless×Hutai No. 8

红宝石无核×醉金香

Ruby Seedless×Zuijinxiang

红宝石无核×京香玉

Ruby Seedless×Jingxiangyu

果粒数

No. of berries

384

248

352

215

564

198

489

483

1127

4060

接种胚珠数

No. of ovules

432

270

414

172

846

162

1618

1692

3798

9404

发育胚

Development embryos

数量Number

38

16

5

16

60

9

411

389

1148

2092

比例Ratio/%

8.80

5.93

1.21

9.30

7.09

5.56

25.40

22.99

30.23

22.25

成苗

Plantlet formation

数量Number

12

4

0

2

22

0

202

230

587

1059

比例Ratio/%

2.78

1.48

0.00

1.16

2.60

0.00

12.48

13.59

15.46

11.26

王 栋 1709



果 树 学 报 第41卷

表 4 取样时间对胚挽救的影响

Table 4 Impact of sampling time on embryo rescue

杂交组合
Cross combination

火焰无核×巨玫瑰
Flame Seedless×Jumeigui

火焰无核×阳光玫瑰
Flame Seedless×Shine Muscat

克伦生×阳光玫瑰
Crimson Seedless×Shine Muscat

红宝石无核×户太8号
Ruby Seedless×Hutai No. 8

红宝石无核×醉金香
Ruby Seedless×Zuijinxiang

红宝石无核×京香玉
Ruby Seedless×Jingxiangyu

授粉日期
Pollination
date

5月17日
May 17

5月16日
May 16

5月20日
May 20

5月21日
May 21

5月21日
May 21

5月21日
May 21

授粉后时间
Time after
pollination/
d

36

38

40

合计 Total

36

38

40

合计 Total

44

46

48

50

合计 Total

53

55

57

合计 Total

53

55

57

合计 Total

53

55

57

合计 Total

果粒数
No. of
berries

117

138

129

384

79

85

84

248

135

129

146

154

564

143

188

168

489

149

172

162

483

367

351

409

1127

接种胚
珠数
No. of
ovules

136

149

147

432

82

97

91

270

215

207

221

203

846

563

531

524

1618

559

581

552

1692

1173

1160

1465

3798

发育胚

Development embryos

数量Number

12

16

10

38

3

8

5

16

15

15

17

13

60

129

150

132

411

113

144

132

389

379

393

376

1148

比例Ratio/%

8.82

10.74

6.80

8.80

3.66

8.25

5.49

5.93

6.98

7.25

7.69

6.40

6.94

22.91

28.25

25.19

25.40

20.21

24.78

23.91

22.99

32.31

33.88

25.67

30.23

成苗

Plantlet formation

数量Number

4

6

2

12

0

3

1

4

4

6

9

3

22

49

91

62

202

53

107

70

230

167

233

187

587

比例Ratio/%

2.94

4.03

1.31

2.78

0.00

3.10

1.10

1.49

1.86

2.90

4.07

1.48

2.60

8.70

17.14

11.83

12.48

9.48

18.42

12.68

13.59

14.24

20.09

12.76

15.46

在以醉金香为父本的两个组合中，以红宝石无核为

母本成苗率最高，为13.59%。

2.2 幼果取样时间对葡萄胚挽救效率的影响

对火焰无核×巨玫瑰和火焰无核×阳光玫瑰两

个杂交组合幼果取样时间均设置初次授粉后 36、

38、40 d三个时间梯度，两个组合均在初次授粉后

38 d时胚发育率和胚成苗率最高，胚发育率分别为

10.74%和 8.25%，胚成苗率分别为 4.03%和 3.10%。

对克伦生×阳光玫瑰杂交组合幼果取样时间设置

44、46、48、50 d四个幼果取样时间梯度，该组合在初

次授粉后 48 d 时胚发育率和成苗率最高，分别为

7.69%和 4.07%。对红宝石无核×户太 8号、红宝石

无核×醉金香、红宝石无核×京香玉三个杂交组合幼

果取样时间均设置初次授粉后53、55、57 d三个时间

梯度，3个杂交组合均在初次授粉后 55 d时胚发育

率和胚成苗率最高，胚发育率分别为 28.25% 、

24.78%、33.88%，胚成苗率分别为 17.14%、18.42%、

20.09%（表4）。

2.3 杂种后代无核性状分子标记鉴定

2.3.1 利用四种无核分子标记对亲本进行检测

分别利用葡萄无核探针GSLP1-569及无核分子标

记SCF27-2000、SCC8-1018、p3-VvAGL11对 10个

亲本进行检测（图 2）。利用GSLP1-569可以检测

到火焰无核和阳光玫瑰两个亲本在569 bp处扩增

出特异性条带（图2-A），因此GSLP1-569可以用来

对火焰无核×巨玫瑰 1个杂交组合的后代进行无

核早期鉴定。

利用 SCF27-2000可以检测到火焰无核、紫脆无

核、红宝石无核、克伦生、户太8号、醉金香、京香玉、森

田尼无核等 8个亲本在 2000 bp处扩增出特异性条带

（图 2-B），因此SCF27-2000可以用来对火焰无核×巨

玫瑰、火焰无核×阳光玫瑰、克伦生×阳光玫瑰 3个杂

交组合的后代进行无核早期鉴定；利用SCC8-1018酶

切后可以检测到火焰无核、紫脆无核、红宝石无核、克

伦生、森田尼无核等5个亲本在1000 bp附近处扩增出

特异性条带，户太 8号、醉金香、京香玉、巨玫瑰只在
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A. GSLP1-569 鉴定结果；B. SCF27-2000 鉴定结果；C. SCC8-1018 鉴定结果；D. p3-VvAGL11 鉴定结果。泳道：M. Marker；1. 火焰无核；

2. 紫脆无核；3. 红宝石无核；4. 克伦生；5. 户太 8 号；6. 醉金香；7. 京香玉；8. 阳光玫瑰；9. 巨玫瑰；10. 森田尼无核。“+”表示扩增出特异性条带，

“-”表示未扩增出特异性条带。

A. Identification results of GSLP1-569; B. Identification results of SCF27-2000; C. Identification results of SCC8-1018; D. Identification results of p3-

VvAGL11. Lane: M. Marker; 1. Flame Seedless; 2. Zicui Seedless; 3. Ruby Seedless; 4. Crimson Seedless; 5. Hutai No. 8; 6. Zuijinxiang; 7. Jing-

xiangyu; 8. Shine Muscat; 9. Jumeigui; 10. Centennial Seedless.“+”indicates the objective bands were present;“-”indicates the objective bands

were absent.

图 2 4 种无核分子标记对杂交亲本的鉴定结果

Fig. 2 Identification results of hybrid parents using four non nuclear molecular markers

750 bp
500 bp

1000 bp
750 bp

2000 bp

200 bp

A

C

B

D

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

+ - - - - - - + - - + + + + + + + - - +

+ + + + - - - +/- - +

750 bp处扩增出特异性条带，阳光玫瑰在1000 bp附

近和 750 bp 处都存在特异性条带（图 2-C）。因而

SCC8-1018可以对火焰无核×巨玫瑰、紫脆无核×醉

金香、红宝石无核×户太 8号、红宝石无核×醉金香、

红宝石无核×京香玉 5个杂交组合后代进行无核早

期鉴定；利用p3-VvAGL11可以检测到火焰无核、紫

脆无核、红宝石无核、克伦生、森田尼无核等 5个亲

本在198 bp处扩增出特异性条带（图2-D），因此p3-

VvAGL11可以对火焰无核×巨玫瑰、火焰无核×阳光

玫瑰、紫脆无核×醉金香、克伦生×阳光玫瑰、红宝石

无核×户太8号、红宝石无核×醉金香、红宝石无核×

京香玉7个杂交组合的后代进行无核早期鉴定。

2.3.2 无核分子标记对杂交F1代进行检测 利用无

核探针 GSLP1- 569，无核分子标记 SCF27- 2000、

SCC8-1018、p3-VvAGL11对火焰无核×巨玫瑰的 12

株杂交后代进行无核性状检测，其中GSLP1-569检

测出 8株杂种后代在 569 bp处扩增出特异性条带，

SCF27-2000检测出10株杂种后代在2000 bp处扩增

出特异性条带，SCC8-1018检测出 9株杂种后代在

1000 bp附近处扩增出特异性条带，p3-VvAGL11检

测出11株杂种后代在198 bp处扩增出特异性条，使

用4种无核分子标记都可以扩增出特异性条带的杂

种植株有 7株，该杂交组合后代的无核率为 58.33%

（表5）；SCF27-2000、p3-VvAGL11对火焰无核×阳光

玫瑰的 4 株杂交后代进行无核性状检测，其中

SCF27-2000检测出4株杂种后代在198 bp处扩增出

特异性条带，p3-VvAGL11检测出4株杂种后代植株

在2000 bp处扩增出特异性条带，2种无核分子标记

对该杂交组合后代的无核率为 100.00% ；SCC8-

1018、p3-VvAGL11对紫脆无核×醉金香的 2株杂交

后代进行无核性状检测，其中 SCC8-1018检测出 2

株杂种后代在1000 bp附近处扩增出特异性条带，无

核分子标记 p3-VvAGL11 检测出 2 株杂种后代在

198 bp处扩增出特异性条带，以上 2种无核分子标

记都可以扩增出特异性条带的杂种植株有 2株，该

杂交组合后代的无核率为 100.00%；p3-VvAGL11、

SCF27-2000对克伦生×阳光玫瑰的22株杂交后代进

行无核性状检测，其中 p3-VvAGL11检测出 18株杂

种后代在 198 bp处扩增出特异性条带，SCF27-2000

检测出17株杂种后代在2000 bp处扩增出特异性条

带，使用 2种无核分子标记都可以扩增出特异性条

带的杂种植株有16 株，该杂交组合后代的无核率为

72.73%。

利用SCC8-1018、p3-VvAGL11对红宝石无核×

198 bp

+ + + + - - - - - +

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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户太8号的202株杂交后代中随机抽取50株进行无

核性状检测，其中SCC8-1018检测出34株杂种后代

在1000 bp附近处扩增出无核特异性条带，无核分子

标记 p3-VvAGL11 检测出 38 株杂种后代在 198 bp

处扩增出无核特异性条带，使用 2种无核分子标记

都可以扩增出特异性条带的杂种植株有31株，该杂

交组合后代的无核率为 62.00%；SCC8-1018、p3-

VvAGL11对红宝石无核×醉金香的230株杂交后代

中随机抽取 58 株进行无核性状检测，其中 SCC8-

1018检测出41株杂种后代在1000 bp附近处扩增出

无核特异性条带，p3-VvAGL11检测出 41株杂种后

代在 198 bp处扩增出无核特异性条带，使用 2种无

核分子标记都可以扩增出特异性条带的杂种植株有

37株，该杂交组合后代的无核率为 63.79%；SCC8-

1018、p3-VvAGL11对红宝石无核×京香玉的 587株

杂交后代中随机抽取 120株进行无核性状检测，其

中SCC8-1018检测出91株杂种后代在1000 bp附近

处扩增出无核特异性条带，p3-VvAGL11检测出 94

株杂种后代在 198 bp处扩增出无核特异性条带，2

种分子标记都可以扩增出无核特异性条带的杂种后

代有71株，该杂交组合后代的无核率为59.17%。

3 讨 论

通过无核葡萄胚挽救技术，打破了假单性结实

型葡萄在作为母本进行无核育种时难以获得种子的

局限[19-21]，使得以无核葡萄作为母本进行杂交育种成

为了可能[22]，极大地提高了无核葡萄育种效率，笔者

以无核葡萄为母本通过胚挽救技术成功获得了

1059株杂种植株。

Notsuka等[23]通过试验认为，在影响胚挽救效率

中，母本的选择起到了至关重要的作用；Ji等[24]在研

究中发现，以红宝石无核作母本，成苗率高达

23.00%，明显高于作为母本的粉红无核等其他品

种；Ulaş等[7]和Liu等[8]通过选取多种母本对比，发现

克伦生适合作为胚挽救母本；贾姗姗[25]等试验表明，

红宝石无核适合作母本，胚挽救成苗率较高，而克伦

生作母本时，胚挽救成苗率较低；刘可可等[9]研究表

明，火焰无核和红宝石无核的胚挽救成苗率较高，适

合作母本。笔者在本研究中发现，当父本同为户太

8号时，母本为红宝石无核的成苗率明显高于火焰

无核，当父本同为醉金香时，母本为红宝石无核的成

苗率明显高于紫脆无核，因此红宝石无核相比火焰

无核和醉金香更适合作胚挽救育种的母本，这与前

人研究结果一致[24-26]；以克伦生为母本时，成苗率仅

为 2.60%，这与朱佩佩等[27]得出的结论一致，但是与

Ulaş等[7]的研究结论相反；以火焰无核作母本时，成

苗率最高仅为2.78%，这与刘可可等[9]等研究发现火

焰无核适合作母本的结论相反；以森田尼无核为母

表 5 利用不同分子标记对胚挽救杂交后代无核性状的检测结果

Table 5 Non nuclear traits detection in embryo rescue hybrid offsprings using different molecular markers

序号

Number

1

2

3

4

5

6

7

杂交组合

Cross combination

火焰无核×巨玫瑰

Flame Seedless×Jumeigui

火焰无核×阳光玫瑰

Flame Seedless×Shine Muscat

紫脆无核×醉金香

Zicui Seedless×Zuijinxiang

克伦生×阳光玫瑰

Crimson Seedless×Shine Muscat

红宝石无核×户太8号
Ruby Seedless×Hutai No. 8

红宝石无核×醉金香

Ruby Seedless×Zuijinxiang

红宝石无核×京香玉

Ruby Seedless×Jingxiangyu

检测后代数

No. of detected
progeny

12

4

2

22

50

58

120

分子标记

Molecular
markers

GSLP1-569

SCF27-2000

SCC8-1018

p3-VvAGL11

SCF27-2000

p3-VvAGL11

SCC8-1018

p3-VvAGL11

SCF27-2000

p3-VvAGL11

SCC8-1018

p3-VvAGL11

SCC8-1018

p3-VvAGL11

SCC8-1018

p3-VvAGL11

目的条带株数

No. of progeny with
specific bands

12

8

10

9

4

4

2

2

17

18

34

38

41

41

91

94

无核率

Percentage of
seedless/%

58.33

100.00

100.00

72.73

62.00

63.79

59.17
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本时，没有获得杂种植株，而朱佩佩等[27]在利用森田

尼无核为母本时，成苗率为 14.40%，并依此认为森

田尼无核是胚挽救育种中比较适合的母本材料；以

紫脆无核为母本时，成苗率仅为1.16%，成苗率比较

低。因此，在无核葡萄胚挽救育种时，笔者建议要谨

慎选用克伦生、火焰无核、森田尼无核和紫脆无核葡

萄作为母本，其胚挽救成苗率较低甚至没有成苗。

取样时间对无核葡萄胚挽救效率也有很大的影

响[10-11]，前人研究发现，起初，由于胚在果实内部继续

发育，葡萄胚挽救成功率与采样时间呈正相关，而在

某一采样时间之后，胚开始急剧败育，胚挽救成功率

也急剧下降，与采样时间呈显著负相关[28]。因此，在

合子胚发育到最佳状态时对幼果采样，胚挽救的成

功率最高。刘可可等[9]和李志瑛等[29]通过研究认为

火焰无核作母本时，最佳采样时间为首次授粉后

42 d；Giancaspro等[30]和Li等[31]研究发现以红宝石无

核为母本时，最佳采样时间为花后 55 d。本试验研

究结果表明，以火焰无核为母本的杂交组合，在第一

次授粉后38 d采样的胚挽救效率最高，这与刘可可

等[9]和Li等[31]的研究结果存在差异；以克伦生为母

本的杂交组合，在首次授粉后48 d采样的胚挽救效

率最高，以红宝石无核为母本的杂交组合，在首次授

粉后55 d采样的胚挽救效率最高，这与前人的研究

结果一致[30-31]。

通过无核分子标记辅助育种，可以有效地节约

物力和人力，缩短育种周期，提高育种效率 [17，29，32]。

目前，常用的无核分子标记有 p3-VvAGL11、5U-

VviAGL11、SCF27-2000、GSLP1-569、SCC8-1018以

及VMCF7F2-198[13-17]等。陈豆豆等[18]研究表明，p3-

VvAGL11和5U-VviAGL11检测无核性状的准确率

较高，Akkurt等 [33]研究表明，无核分子标记 SCF27-

2000、SCC8-1018在检测以两个无核葡萄品种作为

亲本的杂交后代时准确率较高，无核分子探针

GSLP1-569更适合检测与无核白亲缘关系较近品种

的杂交后代 [8]。李莎莎等 [2]利用无核探针 GSLP1-

569对火焰无核×左优红杂种后代进行鉴定，后代无

核率为 57.14%，对火焰无核×北冰红杂种后代进行

鉴定，后代无核率 60.00%；玉赛赛等 [34]利用无核分

子标记SCF27-2000对克瑞森无核×左优红的杂种后

代进行鉴定，后代无核率为76.92%，对红宝石无核×

雪兰红杂种后代进行鉴定，后代无核率为 18.75%，

对美丽无核×木星的杂种后代进行鉴定，后代无核

率为 50%。笔者利用无核分子标记 p3-VvAGL11、

GLSP1-569、SCF27-2000、SCC8-1018分别对火焰无

核×巨玫瑰、火焰无核×阳光玫瑰、紫脆无核×醉金

香、克伦生×阳光玫瑰、红宝石无核×户太 8号、红宝

石无核×醉金香、红宝石无核×京香玉 7个杂交组合

的杂种后代进行无核鉴定，无核率分别为 58.33%、

100%、100%、72.73%、62.00%、63.79%、59.17%。

4 结 论

综上所述，以无核葡萄为母本进行胚挽救育种

可以显著提高无核葡萄育种效率，红宝石无核是比

较理想的母本材料；其次还要根据母本的品种特性

选择最佳的幼果采样时间，来提高育种效率；通过无

核 分 子 标 记 p3- VvAGL11、GLSP1- 569、SCF27-

2000、SCC8-1018进行无核鉴定，可以对杂种后代的

无核性状进行早期预测，提高无核葡萄胚挽救育种

的效率。
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