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“爱神玫瑰”葡萄杂交胚
胚性愈伤组织诱导与保持的研究

闫 爱 玲，张 国 军，孙 　 磊，徐 海 英
（北京市农林科学院 林业果树研究所，北京１０００９３）

　　摘　要：以无核葡萄“爱神玫瑰”的杂交胚为试材，通过试验筛选出了胚性愈伤诱导基本培养
基：ＮＮ６９；胚性愈伤组织诱导培养基：ＮＮ６９＋ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ；胚性愈伤组织长
期保持与增殖培养基：ＮＮ６９＋６－ＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ　０．１ｍｇ／Ｌ和ＮＮ６９＋２，４－Ｄ　０．２ｍｇ／Ｌ＋
ＴＤＺ　０．１ｍｇ／Ｌ为“爱神玫瑰”较适宜的培养基。
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　　近年来，随着生活水平的提高和社会的发展，人们
对果品的要求越来越高，无核葡萄作为重要的鲜食和
制干品种，深受人们的喜爱，其遗传改良、品种更新成
为无核葡萄发展的主要方向。葡萄品种“爱神玫瑰”，
北京地区陆地栽培条件下７月中旬浆果成熟，成熟期
极早，而且果粒为红紫或紫黑色，具有较浓郁的玫瑰香

味，可溶性固形物含量也很高，为１７％～１９％，是优良
的极早熟无核鲜食品种。但存在果粒偏小的问题，为
了得到大粒无核品种，对其进行了杂交育种。但由于
无核葡萄间杂交时合子胚未发育成熟就中途败育，无
法得到杂交后代，给育种工作带来很大困难。为了解
决败育问题，采用了未成熟合子胚胚性愈伤组织诱导
及胚状体产生和植株再生的方法。该试验就是对该品
种的杂交胚的胚性愈伤组织的诱导及保存进行了研
究，为无核葡萄通过体胚发生途径再生的顺利进行奠
定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
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长的６ａ生“爱神玫瑰”与“无核白鸡心”葡萄品种的杂
交果实。
１．２　试验方法
在杂交坐果后３５ｄ取“爱神玫瑰”与“无核白鸡

心”杂交果实，采集果穗中部均匀一致的果粒，流水冲
净后先在０．１％的新洁尔灭（５％）溶液中浸泡３０ｍｉｎ，
然后用０．１％的升汞消毒６～８ｍｉｎ，再用无菌水洗３～
４次，在无菌条件下取胚珠。将消毒好的果实用解剖
刀剖离，取出胚珠，再切喙，在解剖镜下切开胚珠用解
剖针取胚，接种于培养基上。每处理８～１０瓶，每瓶
６～８个胚。
１．２．１　培养基制备及培养条件　采用ＮＮ６９、Ｂ５、ＭＳ
等基本培养基，配制成含不同激素种类和浓度配比的
培养瓶中装入４０ｍＬ培养基，高灭菌锅在１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ。愈伤组织诱导培养基诱导愈伤组织在黑暗条
件下进行，温度为（２５±１）℃，每３０ｄ继代１次，愈伤组
织诱导出后转至保持和增殖培养基内。
１．２．２　基本培养基的筛选　以 ＭＳ、Ｂ５、ＮＮ６９为基本
培养基，附加不同激素。即 ＭＳ＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ＋
ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ，Ｂ５＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ，
ＮＮ６９＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ，通过诱导的愈
伤组织来筛选适宜的基本培养基。
１．２．３　胚性愈伤诱导　采用ＮＮ６９为基本培养基，培
养基中附加不同浓度的２，４－Ｄ和６－ＢＡ和ＴＤＺ。浓度
单位均为ｍｇ／Ｌ。
１．２．４　胚性愈伤组织保持与增殖培养基　胚性愈伤
组织保持与增殖培养基为 ＮＮ６９＋６－ＢＡ＋２，４－Ｄ和
ＮＮ６９＋２，４－Ｄ＋ＴＤＺ，培养基中都加入蔗糖３０ｇ／Ｌ，水
解酪蛋白５００ｍｇ／Ｌ。试验设计为：Ｂ１：ＮＮ６９＋６－ＢＡ
１．０＋２，４－Ｄ　０．５；Ｂ２：ＮＮ６９＋６－ＢＡ　０．５＋２，４－Ｄ　０．５；
Ｂ３：ＮＮ６９＋６－ＢＡ　０．５＋２，４－Ｄ　１．０；Ｂ４：ＮＮ６９＋６－ＢＡ
０．２＋２，４－Ｄ　０．１；Ｂ５：ＮＮ６９＋６－ＢＡ　０．２＋２，４－Ｄ　０．２；
Ｂ６：ＮＮ６９＋６－ＢＡ　０．２＋２，４－Ｄ　０．５；Ｂ７：ＮＮ６９＋２，４－Ｄ
０．５＋ ＴＤＺ　０．０５；Ｂ８：ＮＮ６９＋２，４－Ｄ　１．０＋ ＴＤＺ　０．１；
Ｂ９：ＮＮ６９＋２，４－Ｄ　０．１＋ ＴＤＺ　０．２；Ｂ１０：ＮＮ６９＋２，４－Ｄ
０．１＋ ＴＤＺ　０．１；Ｂ１１：ＮＮ６９＋２，４－Ｄ　０．２＋ＴＤＺ　０．１；
Ｂ１２：ＮＮ６９＋２，４－Ｄ　０．３＋ＴＤＺ　０．１。

２　结果与分析
２．１　不同基本培养基对愈伤组织诱导的影响
不论是 ＭＳ、Ｂ５还是ＮＮ６９基本培养基，在附加一

定浓度的２，４－Ｄ与６－ＢＡ时葡萄胚珠都能诱导愈伤组
织产生。对“爱神玫瑰”的试验表明，在附加相同激素
的情况下，ＭＳ、Ｂ５和ＮＮ６９３种培养基的愈伤组织诱导
频率分别为４５．２％、３２．５％和６３．４％，三者有一定的
差异，但是愈伤组织出现的时间几乎没有差别，ＮＮ６９优
于其它２种培养基。因此选ＮＮ６９作为基本培养基。

　　表１ 不同培养基类型对

“爱神玫瑰”愈伤组织诱导的影响
不同培养基类型 愈伤组织诱导率／％

ＭＳ＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ　 ４５．２
Ｂ５＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ　 ３２．５
ＮＮ６９＋２，４－Ｄ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ　 ６３．４

２．２　不同激素及浓度配比对愈伤组织生长的影响
由表２和图１～３可看出，只加入２，４－Ｄ愈伤组织

特别疏松，大多为非胚性的。接种在２，４－Ｄ含量比较
高的培养基上愈伤组织长得比较旺盛，结构也较疏松；
而在６－ＢＡ与ＴＤＺ的组合的培养基上，产生的的愈伤
组织很少，有些就没有愈伤组织。只有在ＮＹ１１、ＮＹ３、
ＮＹ６、ＮＹ１４等的培养基上，出现一些生长比较慢，且颜
色为淡黄色或乳白色、较致密或呈现颗粒状的愈伤组
织。这说明２，４－Ｄ与６－ＢＡ的组合及２，４－Ｄ与ＴＤＺ组
合可以诱导出“爱神玫瑰”杂交胚产生胚性愈伤组织。
且胚性愈伤与非胚性愈伤所占比例不同，只有二者适
当组合，愈伤组织质量才较好。即在较高浓度的ＢＡ
与相对较低浓度的２，４－Ｄ（比例约为１∶２），及相对高浓
度２，４－Ｄ的与低浓度ＴＤＺ（比例约为１０∶１）结合，才能
产生胚性愈伤组织。而且２，４－Ｄ、ＴＤＺ、６－ＢＡ是在一定
的浓度条件下才能得到较高的胚性愈伤组织诱导率。
这个结果与杨德翠［１］在酿酒葡萄品种中胚性愈伤组织

导结果一致。但是对于“爱神玫瑰”的杂交胚，胚性愈
伤的诱导在２，４－Ｄ与ＴＤＺ组合的条件下结果更好。
因此筛选出了“爱神玫瑰”品种胚性愈伤诱导较适宜的
培养 基 是 ＮＹ３（１２．７％）、ＮＹ１１（３３．４％）、ＮＹ１４
（２６．３％）。诱导出来的愈伤组织可分为２类，一类为
白色到乳白色，结构松软及生长迅速的非胚性愈伤组
织（图１），另一类为乳白色，有时为金黄色到浅黄色，表
面呈颗粒状结构，质地坚硬及增殖缓慢，表面多有光
泽，为胚性愈伤组织，有很强的胚胎发生能力（图２、３）。
　　表２ 不同激素浓度配比对

“爱神玫瑰”愈伤组织生长的影响
培养基号 ２，４－Ｄ　 ６－ＢＡ　 ＴＤＺ 愈伤组织率／％ 胚性愈伤组织率／％

ＮＹ１　 ０．５　 ４２．８±３．０２　 ０．００
ＮＹ２　 １．０　 ５７．７±１．１１　 ０．００
ＮＹ３　 ０．５　 １．０　 ５２．１±３．５０　 １２．７±２．３２
ＮＹ４　 １．０　 ０．５　 ６１．９±２．３６　 １．０２±１．３４
ＮＹ５　 ２．０　 ０．５　 ７８．３±０．５８　 ０．００
ＮＹ６　 ０．５　 ２．０　 ２６．４±２．１３　 ８．６±１．５６
ＮＹ７　 １．０　 ０．０５　 ５．２±０．３　 １．２０±０．５
ＮＹ８　 ２．０　 ０．０５　 ３．００±１．０１　 ０．０５±２．４
ＮＹ９　 １．０　 ０．１　 ０．００　 ０．００
ＮＹ１０　 ２．０　 ０．１　 ０．００　 ０．００
ＮＹ１１　 ０．５　 ０．０５　 ４６．５±２．５２　 ３３．４±３．４２
ＮＹ１２　 １．０　 ０．０５　 ５７．１±１．２３　 １．４±０．４２
ＮＹ１３　 ０．５　 ０．１　 ２５．７±３．０２　 ５．７±１．３８
ＮＹ１４　 １．０　 ０．１　 ３７．３±１．２　 ２６．３±４．３１

２．３　胚性愈伤组织保持与增殖培养
基于在上面胚性愈伤组织的诱导试验中，在同一

５５１



·生物技术· 北方园艺２０１１（１５）：１５４～１５６

图１　非胚性愈伤 图２　胚性愈伤 图３　胚性愈伤

组合中相对低浓度２，４－Ｄ与相对高浓度６－ＢＡ结合及
相对高浓度２，４－Ｄ与相对低浓度ＴＤＺ的产生的愈伤
组织多为胚性愈伤组织，进行了胚性愈伤组织的保持
试验结果表明，具有分化能力的胚性愈伤组织，在长期
继代培养中产生出大量能增殖的细胞群，但它们的分
化能力发生了一定的变化。有的逐渐丧失分化能力，
有的却长期保持较强的分化能力。在胚性愈伤组织保
持与增殖选取了较高浓度的６－ＢＡ（１．０、０．５ｍｇ／Ｌ），但
发现在Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３培养基中长期（约１ａ）保存的愈伤组
织，在后来诱导体胚时，未有体胚发生，只有６－ＢＡ
０．２ｍｇ／Ｌ处理愈伤组织后来产生了成熟体胚。当
６－ＢＡ为 ０．２ｍｇ／Ｌ 时，２，４－Ｄ浓度为０．１、０．２、０．５
ｍｇ／Ｌ的３个处理，对胚性愈伤组织增殖效果，在后期
成熟体细胞胚诱导中，只有浓度在０．１ｍｇ／Ｌ　２，４－Ｄ的
增殖培养基（即Ｂ４培养基）中保持的胚性愈伤组织才
能诱导出较好的成熟体细胞胚。２，４－Ｄ浓度０．２ｍｇ／Ｌ
处理虽然诱导出成熟体细胞胚，但为畸形胚。在长期
继代培养中也采用了相对高浓度２，４－Ｄ与低浓度ＴＤＺ
培养方式来保存已诱导出的胚性愈伤组织，发现２，４－Ｄ
高浓度（１．０、０．５ｍｇ／Ｌ）对胚性愈伤的保持没有促进作
用，在长期的保持过程中要适当提高ＴＤＺ的浓度才能
使胚性愈伤组织保持长期分化能力。而且要保持胚性
愈伤组织的分化能力，在继代时要通过不断的分离和
筛选，使增殖细胞群中保持分化的细胞得到大量增殖
而被保留下来，淘汰细胞群中分化能力减弱的细胞群。
试验结果表明，“爱神玫瑰”的胚性愈伤组织的长期保
持和增殖采用ＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ和适当２，４－Ｄ　０．１ｍｇ／Ｌ
即Ｂ４培养基，在２，４－Ｄ与ＴＤＺ的组合中与诱导胚性

愈伤时相比降低了２，４－Ｄ浓度、提高了ＴＤＺ的浓度，
即Ｂ１１培养基较好。

３　结论与讨论
无核葡萄品种“爱神玫瑰”的胚性愈伤组织诱导较

适宜的培养基为 ＮＮ６９＋ＴＤＺ　０．０５ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ
０．５ｍｇ／Ｌ；在胚性愈伤组织的长期继代培养过程中，
相对于生长素比较高浓度的细胞分裂素和较低水平的
生长素，虽易导致愈伤组织变褐、早衰，但其表面产生
的愈伤组织，仍能保持颗粒状结构，细胞质丰富，增殖
迅速。Ｓａｘｅｎａ等［２］、Ｖｉｓｓｅｒ等［３］发现在许多植物种类
中ＴＤＺ能替代生长素和细胞分裂素促进体细胞胚胎
发生，这在该试验中“爱神玫瑰”的胚性愈伤组织的诱
导、胚性长期保持培养中得到了证实。ＮＹ１１、ＮＹ１４及
Ｂ１１培养基中ＴＤＺ可能就替代了生长素和细胞分裂
素的作用，只是它的活性更强些，比起６－ＢＡ等激素，
ＴＤＺ只需更低的浓度就起作用了。还需要今后更多
的试验进一步证实。在该试验“爱神玫瑰”胚性愈伤组
织长期保持与增殖较适宜的培养基为 ＮＮ６９＋６－ＢＡ
０．２ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ　０．１ ｍｇ／Ｌ 和 ＮＮ６９ ＋２，４－Ｄ
０．２ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．１ｍｇ／Ｌ。
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