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　　[摘　要 ]　测定了无核葡萄品种及其杂种胚珠和浆果不同发育时期的重量和纵横径,并对其进行了细胞学观

察。结果表明: (1)不同葡萄品种及杂种组合的胚发育、败育时期不同。 (2)无核葡萄及其杂种的胚珠重量和纵横径

增加到一定阶段时停止,而浆果在胚珠停止发育时仍继续发育。(3)细胞学观察发现,无核葡萄、有核葡萄及其杂种

胚的发育都经历合子胚→多细胞时期→小球形胚→大球形胚→心形胚→鱼雷胚→成熟胚的各个时期。 (4)胚败育

的主要原因是合子胚发育不良,珠心、珠被细胞提早解体退化; 胚乳不分裂或只进行 1～ 2次分裂; 授粉、受精不良。

因此,在胚珠发育停止前,重量和纵横径最大且胚发育为心形胚时,对无核葡萄及其杂种进行胚挽救易获成功。
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　　无核葡萄大多属欧洲种,虽品质优良、产量高,

但抗性较差,易遭受各种病害危害[1 ] ,使无核葡萄品

种的优良性状难以充分表现。我国是野生葡萄的原

产大国[1, 2 ] ,种类多且抗逆性强。因此,利用中国野生

葡萄资源向欧洲无核葡萄导入抗性基因,培育无核、

抗逆性强的新品种势在必行。有研究[3 ]表明,以假单

性结实的葡萄为母本,有核葡萄为父本进行杂交,杂

种后代存在胚败育现象,但无核率高[3 ]。反之,杂种

后代的无核率低[4 ] ,甚至为零。本研究以假单性结实

的无核葡萄为母本,中国野生葡萄为父本进行杂交,

通过细胞学观察,胚珠重量、纵横径的变化确定杂种

胚发育以及胚败育的时期和机理,以期为无核葡萄

及其杂种胚挽救提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　选用的葡萄品种为红光无核和红光无核×黑龙

江实生 (山葡萄 V . am u rensis R up r. )杂种, 分别取

自新疆鄯善葡萄瓜果研究中心品种圃和生产园,以

及西北农林科技大学葡萄种质资源圃。

1. 2　方　法

1. 2. 1　杂　交　父本为黑龙江实生,于 04216左右

采集花粉,并贮藏。母本为红光无核花穗去雄,为防

止葡萄闭花受精,除选最适宜的去雄时期外,在取雄

后用喷雾器喷清水,喷后迅速套袋。每组合 10穗,每

穗约 100～ 150 朵花,人工授粉 3 次,进行杂种幼果

田间管理,于杂交后不同时间对不同组合进行取样

研究。

1. 2. 2　细胞学观察　在授粉后 2～ 55 d,每 3 d 采 1

次样,剥取胚珠。用卡诺固定液固定。随后转入FAA

固定液中,制成 8～ 10 Λm 厚石蜡切片,经常规方法

二甲苯脱蜡后,放入质量浓度为 4%的铁矾水溶液

媒染 12 h,再用质量浓度为 0. 1%的苏木精溶液染

色 2 h,冲洗,封片,用日本奥林巴斯研究显微镜,观

察杂种后代胚发育的动态及形态并照像。

1. 2. 3　胚珠重量与纵横径的测定　授粉受精后 30

d 开始随机取样,每个组合 30 个果粒,并从中随机

取 30枚胚珠,用万分之一电子天平称取果粒、胚珠

重量,用游标卡尺测定果粒与胚珠的纵横径,取平均

值。

2　结果与分析

2. 1　无核葡萄及其杂种浆果、胚珠重量以及纵横径

的变化

由表 1 可知,红光无核及红光无核×黑龙江实

生在自然授粉后 30～ 45 d,胚珠重量及纵、横径一直
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呈持续增加趋势, 45 d 达到最大,随后,多数胚珠开

始退化,纵横径以及胚珠重量开始减小,而浆果的重

量均呈上升趋势。说明在田间自然情况下,无核葡

萄、无核葡萄×有核葡萄的杂交组合胚珠发育到一

定阶段会停止发育,随后胚珠外部由绿变黄,再由黄

到褐,重量逐渐减轻,内腔逐渐空瘪,而浆果的发育

呈持续增加趋势。所以,对无核葡萄以及用无核葡萄

作母本的杂交组合进行胚挽救时,应在胚败育前,胚

发育程度最大,存活率最多,胚珠最饱满,即胚珠重

量最高, 纵横径最大时进行离体胚珠培养, 效果较

佳。

表 1　无核葡萄、无核葡萄×有核葡萄浆果重、胚珠重量及纵横径的变化

T able 1　T he change of berry w eigh t, ovu le w eigh t, vert ical, and ho rizon tal diam eter abou t

seedless, seedless×seeded, seeded grape

授粉后天数öd
D ays after
po llination

红光无核 (自然授粉)
F lam e seedless (natu re2cro ss2po llination)

红光无核×黑龙江实生
F lam e seedless×H eilongjiang seedling

浆果重ög
Berry

w eigh t

胚珠重öm g
O vule
w eigh t

横径ömm
Ho rizon tal
d iam eter

纵径ömm
V ertical
d iam eter

浆果重ög
Berry

w eigh t

胚珠重öm g
O vule
w eigh t

横径ömm
Ho rizon tal
d iam eter

纵径ömm
V ertical
d iam eter

30 0. 78 15. 2 1. 013 2. 050 0. 5 22 1. 021 2. 022

35 0. 88 21. 8 1. 020 2. 298 0. 61 25. 8 1. 124 2. 148

40 1. 07 23. 5 1. 116 2. 485 0. 64 26. 2 1. 294 2. 481

45 1. 12 25. 4 1. 640 3. 011 0. 82 30. 4 1. 382 2. 610

50 1. 14 25. 0 1. 112 2. 186 0. 90 23. 2 1. 202 2. 082

55 1. 25 23. 2 1. 108 2. 175 1. 04 21. 4 1. 186 2. 064

2. 2　无核葡萄及其杂种胚的发育过程

从表 2 可以看出,合子第一次分裂约在盛花后

15～ 20 d 进行,盛花后 27 d 开始出现小球形胚。此

时已接近果实生长第É 期末 (盛花后 30 d) ,浆果生

长开始变慢,种子充分长大,因此,在浆果生长第É
期的前 15 d,葡萄胚大部分时间处于休眠状态,而胚

乳在第 9～ 11天已开始进行分裂。

表 2　红光无核、红光无核×黑龙江实生的胚发育时期

T able 2　T he developm ent of em bryo abou t F lam e seedless, F lam e seedless×H eilongjiang seedling d

品种
V arieties

胚乳第一次分裂
F irst d ivision

endo sperm

合子第一次
分裂

F irst d ivision
of zygo te

小球形胚
Sm aller
globu lar
em bryo

大球形胚
Globu lar
em bryo

心形胚
H eart2
shape

em bryo

鱼雷形胚
To rpedo2

shape
em bryo

成熟胚
Full sized

em bryo

红光无核
F lam e seedless

11 15～ 20 28～ 30 34～ 37 41～ 45 - -

红光无核×黑龙江实
生 F lam e seedless ×
H eilongjiang seedling

9 15～ 19 27～ 29 35～ 37 40～ 43 48～ 54 70

　　盛花后约 30～ 48 d 为浆果发育的第Ê时期,此

期经历大球形胚和心形胚时期, 40 d 左右开始形成

心形胚,至盛花后 48 d 出现鱼雷胚,此时正值浆果

生长从第Ê 期转向第Ë 期, 即始熟期, 浆果开始着

色,果实开始软化。从第Ê期后半期开始,胚迅速生

长,并持续至第Ë期,这个时期也正是心形胚开始形

成并逐渐向鱼雷胚转化的时期,此时无核葡萄的胚

开始进入大量败育期。因此,若在这个时期之前进行

葡萄胚珠离体培养,胚萌发和成苗的机率较高。

无核葡萄品种及其杂种,均是胚乳的发育早于

胚,初生胚乳盛花后 9 d 开始第一次分裂,盛花后 15

d,当合子第一次分裂时胚乳已全部细胞化,至盛花

后 30 d,已见胚乳充满胚囊 (有核品种) ,但无核葡萄

及其杂种胚乳核不分裂或只进行 1～ 2次分裂,导致

胚乳细胞提早解体,胚乳败育,不能提供胚继续发育

的营养,随之胚发育停止,不能形成可育种子。胚乳

的发育是在浆果生长第 I期进行和完成的,胚乳由

大体一致的多角形小细胞构成,细胞间隙极小。胚乳

的发育早于胚,这是植物在长期进化过程中形成的,

以使胚能够得到胚乳提供的充足营养,达到生长和

分化的目的。

2. 3　无核葡萄及其杂种胚发育的细胞学观察

败育型无核葡萄品种胚的早期发育与有核葡萄

胚的发育基本相似,但无核葡萄以及无核×有核葡

萄未曾观察到或很少观察到心形胚发育以后的各个

时期。

无核葡萄紧靠多胚珠的喙部,由胚乳包围,无核

葡萄、无核葡萄×有核葡萄的胚均在受精后 15～ 20

d 开始分裂。细胞学观察结果表明: (1)盛花后 2 d

可见到 8核胚,卵细胞位于 2个极核细胞之间 (图版
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É 21)。(2)盛花后 6 d, 8核胚轮廓消失,极核细胞解

体,受精卵 (合子胚)休眠 (图版É 22)。(3)盛花后 9 d

出现胚乳核第一次分裂,并接着进行第 2次分裂 (图

版É 23)。 (4)盛花后 10 d 为细胞的受精卵时期 (图

版É 24)。(5)盛花后 15 d 为受精卵第一次分裂形成

二细胞时期 (图版É 25)。 (6)盛花后 18 d 可观察到

多细胞时期 (16核时期) (图版É 26)。 (7)盛花后 26

～ 30 d 可观察到小球形胚 (图版É 27)。 (8)盛花后

35～ 37 d 可观察到大球形胚 (图版É 28)。(9)盛花后

40～ 52 d 形成心形胚 (图版É 29, 10)。 (10)盛花后

70 d 可观察到成熟胚 (图版É 211)。

图版É　无核葡萄与中国野生葡萄杂种胚发育的显微观察
1. 8核胚,×200; 2. 合子胚休眠 (花后 6 d) ,×200; 3. 胚乳核第 1次分裂 (盛花后 9 d) ,×400; 4. 胚囊中靠近珠孔的受精卵 (花后 10 d) ,

×200; 5. 分裂的合子胚 (花后 15 d) ,×200; 6. 16核胚囊 (花后 18 d) ,×200; 7. 小球胚 (花后 28 d) ,×200; 8. 球形胚 (花后 35 d) ,×

400; 9. 心形胚 (花后 44 d) ,×40; 10. 心形胚 (花后 52 d) ,×40; 11. 成熟胚 (花后 70 d) ,×100

P late É　M icro scop ic observation of em bryo developm ent in hybrid p rogeny

of seedless grape and Ch inese w ild grapes

1. 82nucleate em bryo sac (2d A FB) ,×200; 2. Do rm ancy of zygo te (6 d A FB) ,×200; 3. F irst d ivision of p rim ary endo sperm nucleus (9

d A FB) ,×400; 4. T he zygo te in em bryo sac near m icropyle (10 d A FB) ,×200; 5. D Ivided zygo te (15 d A FB ) ,×200; 6. 162nucleate

em bryo (16 d A FB ) , ×200; 7. Sm aller globu lar em bryo (28 d A FB ) , ×200; 8. Globu lar em bryo (35 d A FB ) , ×400; 9. H eart2shape

em bryo (44 d A FB) ,×40; 10. H eart shape em bryo (52 d A FB) ,×40; 11. M atu re em bryo (70 d A FB) ,×100

　　只有极少数无核葡萄品种能完成上述发育阶 段,大多数无核葡萄品种以及无核×有核葡萄的合
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子胚在不同阶段停止发育,并随之解体,不能形成有

生活力的种子,导致果实无种子,形成无核葡萄。

2. 4　无核葡萄胚败育的细胞学观察

经细胞学观察 (图版Ê 21～ 6)可以看出,无核葡

萄及其杂种胚的败育大致有以下 3个方面的特征。

(1)珠心、珠被细胞发育不正常。在授粉后 30 d

左右,珠心组织不发达,外珠被和内珠被异常,珠被

细胞逐渐解体退化,其细胞的核膜、核仁消失,细胞

失去原来的形状,结构变得松散零乱 (图版Ê 21, 2) ,

随后珠心、珠被细胞逐渐萎缩,最后可在子房内观察

到细胞退化解体留下的碎片和空腔。

(2)胚乳核不分裂或只进行 1～ 2 次分裂,导致

胚败育。约在花后 15 d 内,无核葡萄品种少数胚乳

核只进行了 1～ 2次分裂 (图版Ê 23) ,大部分胚珠的

胚乳核不分裂而逐渐退化,胚乳退化最后引起胚败

育。胚乳消失,胚也随之败育 (图Ê 24, 5)。

图版Ê　无核葡萄与中国野生葡萄杂种败育的显微观察
1, 2. 珠心珠被细胞退化的胚珠 (花后 55 d) ,×200; 3. 败育的胚 (花后 60 d) ,×200; 4, 5. 逐渐退化解体的胚囊 (花后 60 d) ,×200; 6. 子

房内胚珠退化解体后留下的空腔 (花后 65 d) ,×100

P late Ê　M icro scop ic observation of em bryo abo rt ion in hybrid p rogeny of seedless grape and ch inese w ild grapes

1, 2. D egenerated cells of in tegum ent (55 d A FB) ,×200; 3. A bo rtive p roem bryo (66 d A FB) ,×200; 4, 5. A bo rtive p roem bryo sac (60 d

A FB) ,×200; 6. T he cavity left by bo rtive ovu le (65 d A FB) ,×100

　　 (3)授粉受精不良。观察子房或胚珠, 其中有

15%～ 20%的子房未出现受精现象,随时间的推移,

未正常受精的子房内,成熟胚珠结构逐渐退化,珠心

细胞也在退化,胚珠内的细胞器较早解体,整个胚珠

腔中空,仅几层珠被细胞包围着胚珠腔 (图版Ê 26)。

而更早的败育发生在大孢子体形成过程中, 约有

15%～ 20%无核葡萄子房未出现受精现象,胚囊内

的卵器以及其他细胞、珠心细胞较早解体,胚囊腔中

空或仅几层珠被细胞包围着胚珠腔 (图版Ê 23)。

3　讨　论
3. 1　葡萄无核品种及其杂种胚珠重量、纵横径变化

与杂种胚败育的关系

假单性结实的无核葡萄品种及其杂种胚的发育

受母体影响极大[4～ 6 ]。在杂交组合中以无核品种作

母本,即使父本有核胚的发育也按母本固有的发育

特性进行,葡萄无核品种及其杂种胚发育到 35～ 50

d 会出现夭折现象。本研究结果表明,无论是无核品

种自然授粉,还是无核品种×有核品种,胚珠重量与

胚珠的纵横径均随取样时间的推移先增加,在一定

时期达到最高,随后开始下降。因此,无核葡萄及其

杂种胚的挽救应在胚珠重量、纵横径最大时进行,其

胚珠培养效果最佳。

3. 2　无核葡萄及其杂种细胞学研究

无核葡萄及杂种胚发育与有核葡萄胚发育过程

基本一致,均经过合子胚→多细胞时期→小球形胚

→大球形胚→心形胚→鱼雷胚→成熟胚各个时期,

但无核葡萄及其杂种胚发育过程中易出现胚败育现

象。姚家琳等[7 ]在观察杏胚胎发育时,也发现了珠

心、珠被发育异常会导致胚提早败育。本研究也发现
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无核葡萄及其杂种胚发育的异常现象,通过对无核

葡萄及其杂种的细胞学观察,发现胚败育的关键时

期是胚由心形胚向鱼雷胚转化时期,此时是葡萄盛

花后 35～ 50 d。正是无核葡萄合子胚败育的高峰期,

因无核葡萄及其杂种第Ê 期发育时间较有核葡萄
短[1 ] ,胚的生长发育时期短,再加上胚与果肉竞争养

分,能发育到成熟的胚则更少[8 ] ,所以在心形胚后期

进行胚挽救效果较好。

3. 3　无核葡萄及其杂种胚败育与胚乳的关系

无核葡萄及其杂种胚的败育不仅与授粉受精不

良、合子胚发育异常以及珠心、珠被发育不正常有

关,而且与胚乳的提早解体、退化有关,胚乳败育或

退化是引起胚败育的关键因素,大部分无核葡萄及

其杂种只进行 1～ 2 次分裂,而后逐渐退化,而部分

无核品种及其杂种胚乳根本不分裂。因谷氨酰胺和

半胱氨酸在胚乳中占有相当大的比例,通过加入谷

氨酰胺和半胱氨酸对无核葡萄及其杂种幼胚进行挽

救,在实践中已取得良好效果[9 ]。胚乳对胚的重要作

用已被应用到远缘杂种以及杂种幼胚的胚培养上,

如活性胚乳法培养幼胚以及胚乳的看护培养等[9 ]。

笔者在进行无核葡萄及其杂种胚挽救研究中,通过

加入酪蛋白、小麦胚碾磨汁液,促进了无核葡萄及其

杂种胚的发育和成苗。由此可见,无核葡萄及其杂种

胚的败育与胚乳核的分裂具有十分密切的关系。
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Cyto log ica l study of em b ryo developm en t and abo rt ion in

hyb rid p rogeny of seed less grape and Ch inese w ild grapes

W ANG Fe i,W ANG Y ue- j in , ZHOU Hui- l ing,W AN Y i-zhen ,YANG J in -x iao
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he cyto logica l ob servat ion and study of changes of w eigh ts, and vert ica l and ho rizon ta l

d iam eters of ovu les and berries in differen t developm en t stages of hyb rid p rogeny seedless grape and

Ch inese w ild grapes show s: (1) T here are differene stages of em b ryo abo rt ion and em b ryo developm en t

among differen t variet ies and hyb rid iza t ion cro sses. (2) T he w eigh t, vert ica l and ho rizon ta l d iam eters of

ovu les of seedless grape and hyb rid p rogene w ill stop grow ing w hen they reach certa in stages w h ile berry

con t inues its grow th. ( 3 ) In seeded, seedless grapes and hyb rid ized cro sses, the cou rse of em b ryo

developm en t w as; zygo te→p roem b ryo w ith m any cells→sm aller g lobu lar em b ryo→la rger g lobu lar em b ryo

→heart2shape em b ryo→to rpedo2shape em b ryo→m atu re em b ryo. (4) T he m echain ism of em b ryo abo rt ion

in seedless grapes m ay be cau sed by the fo llow ing reason s: poo r developm en t of Zygo te, degenen ra t ion of

nucellar cells o r in tegum en t in early stage; endo sperm nucleu s undivided o r on ly one o r tw o divided

endo sperm nucleu s o r abo rt ive ovu le cau sed by fa ilu re fert iliza t ion. T herefo re. Befo re ovu le stop s

developm en t, w eigh t and vert ica l and ho rizon ta l d iam eters are the b iggest. Em b ryo rescue is easy to be

ach ieved successfu lly w hen em b ryo developm en t reaches stage of heart2shape o r to rpedo2shape.

Key words: seedless grape; Ch inese w ild grapes; hyb rid p rogeny; ovu le em b ryo abo rt ion; cyto logica l

analysis
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