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马瑟兰葡萄体细胞胚再生体系的建立*
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2. 云南农业大学，云南省高校葡萄与葡萄酒工程技术研究中心，云南 昆明 650201)

摘要: 【目的】建立欧亚种葡萄马瑟兰体细胞胚再生体系，为其遗传转化体系的建立奠定基础。【方法】以马

瑟兰的花蕾和未成熟种子为外植体，研究 2,4-二氯苯氧乙酸、褪黑素、6-苄氨基嘌呤和噻苯隆激素不同组合

(Fow1~6和 Ims1~6)对其体细胞胚的诱导作用。【结果】马瑟兰花蕾在 Fow6 培养基上以及未成熟种子在 Ims2
和 Ims5 培养基上愈伤诱导率最高，可达 67.19%~78.00%；将其培养 12~14 周后的愈伤组织转移到 EM6 培养

基上持续培养，花蕾愈伤组织未能得到体细胞胚，而来源于 Ims3 培养基的未成熟种子愈伤组织具有较高的体

细胞胚发生率 (6.77%)，并可在 EM6 培养基上正常成苗；SCM6 培养基有利于愈伤组织悬浮培养，可获得大量

增殖良好的非胚性细胞团，细胞学观察结果表明愈伤细胞状态良好。【结论】以马瑟兰未成熟种子为外植

体，首次建立了其体细胞胚再生体系和愈伤组织悬浮培养体系，对其遗传转化体系的建立、品质相关基因功

能验证和分子育种等研究具有良好的支撑作用。
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Establishment of Somatic Embryogenesis System in Vitis vinifera
L. cv. ‘Marselan’
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Abstract: ［Purpose］To establish somatic embryogenesis in Vitis vinifera L. cv. ‘Marselan’, and to
provide new data for enhancing the theoretic basis for the establishment of genetic transformation sys-
tem. ［Methods］Flower buds and immature seeds of Marselan were used as explant, and the effects
of different hormone combinations and hormone levels (Fow1-6 and Ims1-6) on the somatic embryo-
genesis  were  studied.  The  hormone  of  medium  were  supplemented  with  2,4-dichlorophenoxyacetic
acid, melatonin, N-(phenylmethyl)-9H-purin-6-amine and thidiazuron. ［Results］Flower buds from
Marselan  occurred  the  highest  callus  induction  rate  in  Fow6  medium,  and  the  immature  seed  from
Marselan occurred the highest callus induction rate in Ims2 and Ims5 medium, with the callus induc-
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tion rate from 67.19% to 78.00%. After 12 to 14 weeks of culture, the callus were transferred to the
EM6 medium.  Among them,  the  flower  buds  had  no  somatic  embryos  formation,  but  the  immature
seeds callus  on the Ims3 medium were successfully induced somatic  embryogenesis,  and the  induc-
tion rate was 6.77%, which could be formed normally on EM6 medium. SCM6 medium was benefi-
cial to cell suspension cultures, and a large number of cell masses with good proliferation could be ob-
tained. Cytological observation showed that callus cells were in good condition. ［Conclusion］The
somatic  embryogenesis  and  the  cell  suspension  cultures  system  of V.  vinifera  L.  cv.   ‘Marselan ’  is
firstly established, providing technical support for the establishment of genetic transformation system,
the gene-verification and molecular breeding.

Keywords: grape; Marselan; somatic embryogenesis; plant regeneration; callus suspension
 
 

马瑟兰 (Vitis vinifera L. cv. ‘Marselan’)属于

欧亚种葡萄，是法国国家农业科学研究院用葡萄

品种赤霞珠 (Cabernet Sauvignon)和歌海娜 (Gren-
ache Noir)杂交培育而成的中晚熟红色酿酒葡萄

品种，兼具歌海娜葡萄的耐热性和赤霞珠葡萄的

细致感[1]，2001年由法国引入中国，并陆续在河

北怀来、河北昌黎、山东蓬莱、北京延庆、甘肃

天水和新疆焉耆盆地等进行试种栽培[2]。除法国

外，中国是马瑟兰种植面积最广的国家，种植面

积约为 130~200 hm2，其良好的结实性和抗病性

以及出众的果实品质、香气特征和酿酒特性使其

成为极具潜力的品种[3]。2020年，中国葡萄总产

量位居世界第 2，近年来葡萄生产逐渐由“总量增

长型”向“质量效益型”转变[4-5]，常规育种技术受

限于葡萄育种周期长和遗传背景复杂，很难满足

生产需求。分子育种技术能定向改变育种目标，

并能减少生产实践中生长调节剂和病虫害农药残

留对生态环境的影响[6]；同时，快速发展的基因

组学、蛋白质组学、代谢组学和生物信息学等技

术为挖掘大量优良基因提供了可能。

具备良好的受体材料是实现遗传转化的重要

基础。体细胞胚发生被认为是进行种质保存、脱

病毒、植物繁殖和基因工程操作的优良途径[7-8]，

且研究表明处于旺盛分裂期的胚性愈伤组织、原

胚团和体细胞胚有利于外源基因的整合，提高转

化效率及缩短转化周期[9-10]，并对葡萄糖酸代谢、

花色苷生物合成相关基因及抗性育种等研究具有

重要意义[11-12]。此外，农杆菌介导愈伤组织的瞬

时转化方法可以快速鉴定基因功能，目前，百合[13]、

杜鹃[14]、茉莉花[15]、板栗[16]和苹果[17]等诸多植物

成功建立了愈伤瞬时转化体系，而在葡萄上的研

究较少。

葡萄体细胞胚诱导再生是外植体经过一系列

脱分化与再分化，类似合子胚再生完整植株的过

程。与番茄、水稻、烟草和拟南芥等模式植物相

比，葡萄体细胞胚发生是受基因型、外植体、培

养基和植物生长调节剂等多种因素交互影响的复

杂过程。自 MULLINS等[18]首次利用赤霞珠葡萄

未受精胚珠再生完整植株以来，葡萄花药[19]和子

房[20-21]被广泛用于体细胞胚发生。目前已有 6个

种、76个品种的葡萄建立了体细胞胚发生的再生

体系，且以欧洲葡萄的整体诱导率偏高，沙地葡

萄、河岸葡萄和中国野生华东葡萄的诱导率则较

低[22]。霞多丽、赤霞珠、美乐和无核白是报道较

多的葡萄品种[23]，但依然存在发生不稳定和重复

率低等问题；而马瑟兰作为中国极具潜力的引进

品种，其体细胞胚再生体系至今未曾有成功报道。

早期，RAJASEKARAN等[24]研究认为只能从

葡萄雄性植株中获得体细胞胚发生，但随后的实

验证实葡萄性别不是导致体细胞胚发生困难的重

要遗传因素[25]。后续研究中，葡萄花蕾和未成熟

种子因操作简便和体细胞胚发生率高而逐渐取代

了花药与子房，被用作体细胞胚发生的材料。DAI
等[10]在对霞多丽进行体细胞胚诱导时发现花蕾优

于花药和子房，且有研究表明花药、子房和花蕾

在胚性愈伤诱导中没有形态差异[26]。此外，一些

新型的激素也用于研究葡萄体细胞胚发生。雅蓉

等[27]发现：相较于 2,4-D，褪黑素对无核白葡萄

具有更好的诱导作用。尽管很多葡萄品种通过花

蕾和未成熟种子成功建立了体细胞胚再生体系，

但其发生率每年都有所不同，且胚性愈伤诱导与

体细胞胚异常成苗是限制葡萄体细胞胚再生困难

的主要因素[28-29]，因此，对于葡萄体细胞胚再生

体系的研究仍需不断探索。
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本研究以马瑟兰葡萄的花蕾及未成熟种子为

外植体进行体细胞胚诱导并再生植株，探讨不同

激素组合对其再生率的影响，以期为葡萄遗传转

化体系的建立、功能基因验证和分子育种等提供

良好的受体材料。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

供试酿酒葡萄品种马瑟兰种植于云南省昆明

市寻甸回族彝族自治县云南农业大学寻甸大河桥

葡萄种质资源圃 (N25°57’，E103°25’)，以花蕾和

未成熟种子作为外植体进行体细胞胚诱导。

试验所用 MS和 B5 植物组织培养基、2,4-二
氯苯氧乙酸 (2,4-dichlorophenoxyacetic acid，2,4-
D)、噻苯隆 (thidiazuron，TDZ)、6-苄氨基嘌呤

[N-(phenylmethyl)-9H-purin-6-amine， 6-BA]、 吲

哚丁酸 (indole-3-butyric acid，IBA)、酸水解酪蛋

白和褪黑素均购自北京索莱宝科技有限公司。

 1.2    试验方法

 1.2.1   外植体采集与消毒

花蕾采集：按照支玉玺等[30]的方法，于田间

采集花前 7~10 d的花序，此时大多数花蕾纵径约

为 3 mm，横径约为 2 mm，花蕾顶端开始泛黄，

其内花药呈淡黄色。

未成熟种子采集：根据 GRAY[31]的研究，于

田间采集花后 4周的果穗，此时单果为黄豆大小，

纵径约为 1 cm，横径约为 5 mm，使用镊子和手

术刀从果实中剥离未成熟种子，其纵径约为 4 mm，

米粒大小。

所有的试验材料带回实验室，用洗洁精清洗

1遍，再用流水冲洗 30 min，于 4 ℃ 低温存放

72 h。分离质地均匀、长势均一的单个花蕾和果

实，于超净工作台内用 70%酒精浸泡 30 s，无菌

水冲洗 3次；用 1%有效氯含量的次氯酸钠振荡

15 min，无菌水清洗 3次。将消毒完成的材料于

4 ℃ 低温放置 24 h，使用前重复上述步骤完成二

次消毒。
 1.2.2   愈伤组织诱导

在超净工作台内，将剥取的花蕾和未成熟种

子接种于 B5 固体培养基 (30.0 g/L蔗糖+2.0 g/L AC+
1.5 g/L植物凝胶+3.0 g/L琼脂粉+500.0 mg/L水解

酪蛋白+100.0  mg/L肌醇+0.5  g/L  NaSiO3·9H2O)
中，添加不同质量浓度的植物激素 (2,4-D、褪黑

素、TDZ和 6-BA) (表 1)，使用 1.0 mol/L HCl调节

pH至 5.8，121 ℃ 高压蒸汽灭菌 20 min；(25±1) ℃
黑暗培养，每 4 周转移 1次新鲜培养基并观察记

录，直至诱导出愈伤组织，统计并计算愈伤组织

诱导率。愈伤组织诱导率=出现愈伤的外植体数/
外植体接种数×100%。
 1.2.3   体细胞胚的萌发与成苗

改良程远等 [32]的 X6培养基得到 EM6培养

基 (MS+60.0 g/L蔗糖+0.5 g/L AC+1.5 g/L植物凝

 

表 1   供试激素组合 
Tab. 1    Hormone combinations for testing mg/L

 

培养基序号 medium codes c2,4-D cm cTDZ c6-BA
Fow1   0.6 —   1.8 —

Fow2   1.2 —   1.8 —

Fow3   2.4 —   1.8 —

Fow4   0.6 —   3.6 —

Fow5   1.2 —   3.6 —

Fow6   2.4 —   3.6 —

Ims1   2.0 — —   1.5

Ims2   2.0 — —   3.0

Ims3   2.0 — —   4.5

Ims4 —   0.9   3.0 —

Ims5 —   0.9   5.0 —

Ims6 —   0.9   7.0 —

注：Fow和Ims分别表示外植体为花蕾和未成熟种子，下同；2,4-D. 2,4-二氯苯氧乙酸，m. 褪黑素，TDZ. 噻苯隆，6-BA. 6-苄氨基嘌呤。

Note: Fow and Ims indicate explant is flower and immature seed, respectively, the same as below; 2,4-D. 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, m. melatonin,
TDZ. thidiazuron, 6-BA. N-(phenylmethyl)-9H-purin-6-amine.
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胶+3.0 g/L琼脂粉+3.0 g/L KNO3+0.2 g/L NH4NO3+
500.0 mg/L 水解酪蛋白+100.0 mg/L 肌醇+100.0 mg/L
PVP+0.5 g/L NaSiO3·9H2O+0.6 mg/L TDZ+0.1 mg/L
2,4-D)。将成功诱导的愈伤组织 (约培养  12~14
周)接种于 EM6培养基上，(25±1) ℃黑暗培养，

每 4 周更换 1 次新鲜培养基并观察记录，体细胞

胚形成后置于 (25±1) ℃、2 000 lx 光照强度条件

下光照 16 h/黑暗 8 h交替培养直至其萌发成苗，

统计并计算体细胞胚诱导率。体细胞胚诱导

率=出现体细胞胚数/外植体接种数×100%。
 1.2.4   畸形苗的正常成苗

将畸形萌发的苗于超净工作台内剪成小段，

置于不含植物激素的 EM6 培养基上，诱导正常

茎叶系统生长，并将其置于生根培养基 (1/2MS+
15.0 g/L蔗糖+7.0 g/L琼脂+0.2 mg/L IBA) 上诱导

根系生长，观测记录生长状态，统计并计算正常

苗诱导率。正常苗诱导率=诱导出的正常苗数/接
种的畸形茎段数×100%。
 1.2.5   愈伤悬浮

选取马瑟兰花蕾和未成熟种子诱导产生的愈

伤组织，分别置于  SCM6  (MS+60.0  g/L蔗糖+
0.1 g/L AC+0.1 g/L植物凝胶+3.0 g/L KNO3+0.2 g/L
NH4NO3+500.0  mg/L水解酪蛋白+100.0  mg/L肌

醇+100.0 mg/L PVP+0.5 g/L NaSiO3·9H2O+0.6 mg/L
TDZ+0.1  mg/L  2,4-D)和 SCD6  (C2D+60.0  g/L蔗

糖+0.1 g/L AC+0.1 g/L植物凝胶+3.0 g/L KNO3+
0.2 g/L NH4NO3+500.0 mg/L水解酪蛋白+100.0 mg/L
肌 醇 +100.0  mg/L  PVP+0.5  g/L  NaSiO3·9H2O+
0.6 mg/L TDZ+0.1 mg/L 2,4-D) 悬浮培养基中，在

24 ℃ 恒温摇床中以 130 r/min 黑暗培养 4 周，每

周更换 2/3 新鲜培养基。将培养后的悬浮细胞团

用移液枪吸打到含有不同质量浓度  6-BA  (0、
0.5、1.0 和 2.0 mg/L)的 MS 培养基中。所有培养

基均添加 30.0 g/L蔗糖、1.0 g/L AC 和 3.0 g/L植

物凝胶，观察记录愈伤组织生长情况。
 1.2.6   愈伤组织细胞学观察

参照程远等[32]的方法，使用改良苯酚品红溶

液，参照试剂使用说明书对培养的愈伤组织细胞

进行染色制片，并在光学显微镜下观察拍照。

 1.3    数据统计和分析

所有试验均重复 3 次，每次重复接种 60~70
个外植体。试验数据采用  Excel 2019  和  SPSS
22.0 软件进行统计分析，多重比较采用 Duncan’s

新复极差测验法 (P<0.05) 进行显著性分析。描述

性统计值用“平均值±标准差”表示。

 2   结果与分析

 2.1    愈伤组织的诱导

接种 3 d后花蕾 (图 1a)萼片展开，暴露出花

丝、花药及子房  (图 1b)，3周后子房明显膨大

(图 1c)，部分愈伤组织从花柄与花萼连接处、花

丝与花药连接处及柱头产生 (图 1d)。主要形成

2类质量不一的愈伤组织，一部分为白色雪花

状、透明水渍状的愈伤组织，在后期的培养过程

中溃散死亡；另一部分为淡黄色、致密的愈伤组

织，继续培养能形成浅绿色细胞团，且活力旺

盛，可以长期分裂成聚合状 (图 1e)。未成熟种子

(图 1f)在诱导过程中部分失绿，愈伤组织从远离

喙部的膨大处产生，也有一些从损伤部位长出棕

色、疏松的愈伤组织，持续培养发现部分愈伤呈

白色透明或不透明状，且生长迅速 (图 1g~j)。后

期培养结果表明仅淡黄色或棕色的愈伤组织可以

诱发体细胞胚产生。

由表 2可知：所有的试验组合中，花蕾外植

体具有最高的愈伤诱导率，在 Fow6培养基上的

诱导率可达 78%，诱导作用显著高于处理花蕾外

植体的其他培养基；在 Ims2和 Ims5 培养基上的

诱导率分别为 67.19%和 70.31%，也显著高于其

他培养基对未成熟种子的愈伤诱导作用。

 2.2    体细胞胚的形成

马瑟兰花蕾相继诱导 20~30 周，部分愈伤组

织逐渐褐化死亡，或是发育为水渍透明且无限增

大的细胞团，少部分增大为淡黄色松散、质地较

脆的细胞团，未能产生体细胞胚，故未予统计。

未成熟种子诱导愈伤组织 20 周后，相继有少量

的体细胞胚发生，继续培养至  30 周， Ims2、
Ims3、Ims5和 Ims6 均能产生体细胞胚，发生量

依次为  2.08%、6.77%、3.65%和 1.04%，其中

Ims3 培养基的体细胞胚发生率显著高于其他培养

基；而 Ims1和 Ims4培养基未能产生体细胞胚，

愈伤组织部分褐化死亡，部分扩增为深黄色的细

胞团 (表 3)。
 2.3    体细胞胚萌发与成苗

将未成熟种子诱导的体细胞胚接种于 EM6
培养基上，进一步促进体细胞胚的萌发成苗。培

养 4~8周后，观察到在胚性细胞团上具有乳白色
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的胚状物 (图 2a)，完整萌发的体细胞胚从淡黄色

和乳白色的愈伤组织中生长出来，可见明显的胚

根、胚轴和未成熟的子叶 (图 2b~c)。体细胞胚继

续生长，胚轴伸长，子叶展开呈微黄色，正常光

 

表 2   马瑟兰葡萄花蕾与未成熟种子在不同激素组合下的愈伤诱导效果

Tab. 2    Callus induction effects from flower buds and immature seeds of grape Marselan under different hormon combinations
 

培养基序号

medium codes
接种数

number of inoculation
愈伤组织诱导率/%
callus induction rate

愈伤组织状态

callus status regulation

Fow1 200 4.00±0.81 e
花丝与花药连接处微量发生

trace occurrence at the junction of filament and anther

Fow2 200 14.00±2.76 e
花丝与花药连接处少量发生

occurs sparingly at the junction of filament and anther

Fow3 200 40.00±6.86 d
花柄切口处大量发生

a large number of flower stalk incisions occur

Fow4 200 4.00±0.81 e
花柄切口处微量发生

the incision of flower stalk occurred in trace

Fow5 200 12.00±3.12 e
花柄切口处发生

occurs at the notch of the flower stalk

Fow6 200 78.00±6.94 a
花柄切口处大量发生

a large number of flower stalk incisions occur

Ims1 192 52.08±2.39 bc
微小颗粒状愈伤

microscopic granular callus

Ims2 192 67.19±5.91 a
饱满淡黄色愈伤

full pale yellow callus

Ims3 192 48.44±2.70 bcd
微白色愈伤

bluish callus

Ims4 192 44.27±7.04 cd
大量发生，干瘪，不水润

abundant, dry, not moist

Ims5 192 70.31±7.82 a
大量发生，饱满湿润

abundant and moist

Ims6 192 56.77±2.39 b
大量发生，微小湿润

occurring in large quantities and slightly moist
注：各培养基配方见表1；不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)；下同。

Note: The media components of each medium list in Tab. 1; different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05); the same as below.

 

0.5 cm

a) b) c) d) e)

f) g) h) i) j)

0.5 cm

1.8 cm

1.8 cm

1.8 cm

1.8 cm

0.2 mm 0.3 mm

0.3 mm0.3 mm
 
注：a)花蕾；b)~c)花蕾愈伤形成；d)分别从花蕾花托、柱头、花丝与花托连接处、花丝与花药连接处产生的愈伤组织；e)继续培养膨大的花蕾
愈伤；f)果实与未成熟种子；g)~h)未成熟种子愈伤形成；i)未成熟种子形成水渍状、淡黄色或棕色不透明愈伤组织；j)未成熟种子愈伤进一步
发育。

Note: a) flower buds; b)-c) callus formation of buds; d) callus from bud receptacle, stigma, filament-receptacle junction, filament-anther junction; e) contin-
ue to culture the enlarged bud callus; f) fruit and immature seeds; g)-h) callus formation of immature seeds; i) the immature seeds formed watery, light yel-
low or brown opaque callus; j) further development of callus from immature seeds.

图 1    马瑟兰葡萄花蕾及未成熟种子愈伤组织诱导

Fig. 1    Induction of callus from flower buds and immature seeds of grape Marselan
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照培养后，子叶逐渐变绿，根系开始生长，发育

为完整植株 (图 2d~g)。在诱导过程中也出现很多

畸形萌发，表现为子叶融合，胚轴伸长呈针形，

胚轴粗短，子叶与根系衔接紧密，胚轴褐化不长

根；体细胞胚发育为融合状植株，真叶厚大致

密，在其上萌发的丛生芽真叶细长，根系健壮，

但不能发育成完整的茎叶系统 (图 2g~j)。
将畸形萌发的茎叶剪成小段，置于不含激素

的 EM6 培养基上培养，2~3 周后可见正常的茎叶

从融合叶中生长出来，继续培养 2~3 周后剥离完

整的不定芽置于生根培养基上，培养约 4周后，

约有 21.74%的畸形苗再次萌发，并长出健壮的

根系，植株发育正常 (图 3)。
 2.4    悬浮培养

马瑟兰花蕾与未成熟种子诱导的愈伤团置于

SCM6 和 SCD6 悬浮培养体系中，结果显示：其

在 SCM6 培养基中细胞增殖良好，细胞松散，分

布均匀 (图 4a)；而在 SCD6 培养基中细胞增殖缓

慢，偶有细胞聚合物出现，持续培养中细胞团变

成黑褐色，影响进一步悬浮 (图 4b)。使用移液枪

代替滤网，将大小均匀的细胞培养物吸打到含不

同质量浓度 6-BA 的 MS 培养基上，经过 4~7 周
的连续培养，愈伤发育高度一致，弱光培养一段

时间后，细胞团呈微红色，有色素层积的细胞

团；有部分发育为颗粒状、颜色微绿或微黄的细

胞团，继续培养后增殖为深绿色的细胞团 (图 4c、
f~h)，镜检结果发现其细胞分布均匀，且大小一

致，具有排列规整的细胞壁 (图 4d)，持续培养过

程中并未再次诱导出体细胞胚，判定其为非胚性

愈伤组织培养系。

 3   讨论

 3.1    外植体对葡萄体细胞胚发生的影响

外植体的选择是影响葡萄体细胞胚发生的重

要因素。本研究采用马瑟兰葡萄的花蕾和未成熟

 

表 3   不同激素组合对马瑟兰葡萄未成熟

种子体细胞胚的诱导作用

Tab. 3    Induction effects of different hormone combinations
one the somatic embryos from immature

seeds of grape Marselan
 

培养基序号

medium codes
体细胞胚诱导率/%

induction rate of somatic embryos
Ims1 0 e

Ims2 2.08±0.90 c

Ims3 6.77±0.90 a

Ims4 0 e

Ims5 3.65±0.90 b

Ims6   1.04±0.90 cd

 

0.5 mm

a) b) c) d) e)

f) g) h) i) j)

0.4 mm 1 cm 1 cm0.5 mm

 
注：a)胚性愈伤团，b)萌发的体细胞胚，c)完整体细胞胚，d)~g)体细胞胚发育成苗，h)异常萌发的体细胞胚，i)~j)体细胞胚萌发畸形苗；红色
箭头表示未萌发的乳白色体细胞胚，白色箭头表示白色不透明胚性愈伤组织，蓝色箭头表示棕色或淡黄色胚性愈伤组织，绿色箭头表示萌发的
体细胞胚。

Note: a) embryogenic callus, b) embryonic somatic embryos, c) complete whole embryo, d)-g) somatic embryos develop into seedlings, h) abnormal ger-
mination of somatic embryos, i)-j)  somatic embryo germination malformed seedlings; the red arrow represents milky white somatic embryos that did not
germinate, the white arrow represents white opaque embryonic callus, the blue arrow represents brown or pale yellow embryonic callus, and the green ar-
row represents germinated somatic embryos.

图 2    马瑟兰未成熟种子体细胞胚诱导与萌发成苗

Fig. 2    Somatic embryo induction and germination of immature seeds of Marselan
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种子建立其体细胞胚发生体系，结果表明：花蕾

作为外植体可以诱导大量的愈伤组织，表现为白

色疏松、水润透明、绿色致密和黄色松散等多种

形态，进一步培养发现花蕾并不能诱导胚性愈伤

组织或体细胞胚发生；而未成熟种子作为外植

体，可在 Ims2、Ims3、Ims5和 Ims6 等培养基上

诱导出体细胞胚，但是愈伤组织诱导率整体低于

花蕾。OLÁH 等[19]早期研究发现：11个葡萄品种

的花药具有较高的愈伤组织发生率，但体细胞胚

发生能力很低，与本研究结果类似，说明外植体

愈伤组织发生能力与体细胞胚发生能力之间可能

无直接关系。

已有研究认为葡萄花蕾具有较好的体细胞胚

发生能力[10, 26]，而本研究未能诱导成功，这可能

是由于葡萄不同的基因型所致，马瑟兰花蕾并不

是诱导体细胞胚发生的最佳材料。葡萄未成熟种

子含幼嫩合子胚，具备较强的细胞分裂能力。

GRAY[25]较早地使用圆叶葡萄未成熟的合子胚进

行体细胞胚诱导，结果表明：花后 20 d的子房进

一步培养，以剥离合子胚，从而成功建立体细胞

胚发生体系；王华等[33]采用欧洲葡萄美乐大小如

绿豆的果实分离胚珠，成功诱导体细胞胚发生；

对神索葡萄的研究[34]也有类似的结果，表明未成

熟种子可能是诱导葡萄体细胞胚发生的优良材

 

a) b) c) d)

 
注：a)切断的畸形苗叶片；b)~c)叶段萌发不定苗；d)不定苗生根。

Note: a) cut off malformed seedling leaves; b)-c) adventitious germination of leaf segments; d) rooting of adventitious seedlings.

图 3    畸形苗循环诱导

Fig. 3    Reculture of malformed seedlings

 

2.5 mm

a) b) c) d)

e) f) g) h)

2.5 mm 50 μm

 
注：a)愈伤悬浮培养；b)不同形态的细胞聚合物；c)培养过程中不同形态愈伤；d)绿色疏松愈伤组织镜检；e~h)愈伤持续培养。

Note: a) callus suspension culture; b) aggregation of cells of different forms; c) callus with different morphology during culture; d) microscopic examina-
tion of green loose callus; e-h) continuous callus culture.

图 4    愈伤悬浮培养

Fig. 4    Callus suspension culture
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料。本试验在前人研究的基础上，采用马瑟兰葡

萄花后 4 周的果实分离未成熟种子进行培养，成

功诱导出体细胞胚，并建立了马瑟兰葡萄的体细

胞胚再生体系；而张莹等[35]以霞多丽、马瑟兰和

美乐等 3个酿酒葡萄花后 60~80 d的成熟种子为

外植体，在 MS 培养基上进行次生胚诱导，结果

并未诱导出马瑟兰葡萄的次生胚及体细胞胚发

生，这可能与所使用的外植体状态及培养基类型

有关。一般幼嫩的外植体具备更好的分裂能力和

体细胞胚发生能力，且 B5 培养基具有较高含量

的钾盐和较低含量的氨态氮，适于葡萄科植物组

织培养[30]；PERRIN等[28]研究也表明：低含量的

氨态氮能促进胚胎发生。这些研究结果为本研究

成功建立马瑟兰未成熟种子体细胞胚再生体系提

供了参考依据。

 3.2    植物生长调节剂对葡萄体细胞胚发生的作用

6-BA和 2,4-D 是葡萄组织培养中最为常见和

使用的植物生长调节剂[23]，培养基中添加的质量

浓度和比例直接影响外植体的愈伤诱导和胚性形

成，6-BA 在葡萄体细胞胚诱导中尤为重要[18]，较

低质量浓度的 6-BA 可以替代低温和赤霉素，促

进体细胞胚正常成苗[25]。TDZ 也被认为是诱导葡

萄体细胞胚发生的优良细胞分裂素，可以诱导葡

萄成熟种子次生胚发生[36]。本研究采用不同质量

浓度的 6-BA和 TDZ对葡萄未成熟种子的体细胞

胚发生进行诱导，发现较低质量浓度的 6-BA
(3.0 mg/L)有助于诱导未成熟种子的愈伤发生，

而较高质量浓度的 6-BA (4.5 mg/L)能更好地诱导

其体细胞胚发生；使用 TDZ的试验结果与之不

同，较低质量浓度的 TDZ (5.0 mg/L)也能诱导较

多的体细胞胚发生，但 6-BA的整体诱导效果优

于 TDZ，说明 6-BA可能是建立马瑟兰葡萄未成

熟种子体细胞胚发生的最佳细胞分裂素。杨晓明

等[34]在诱导神索葡萄体细胞胚时发现：只有添加

较低质量浓度的 2,4-D才能较好地诱导胚性愈伤

组织发生；雅蓉等[27]也发现：质量浓度较低的褪

黑素有助于缩短诱导时限；本研究搭配较低质量

浓度的 2,4-D和褪黑素均诱导得到体细胞胚，表

明较低质量浓度的生长素也有助于马瑟兰葡萄未

成熟种子的体细胞胚诱导，且 2,4-D的作用效果

较好。

 3.3    畸形苗萌发制约葡萄体细胞胚发生

葡萄胚性愈伤诱导、早熟胚和畸形萌发也是

限制体细胞胚发生的重要因素[37]，有报道表明：

低温、6-BA和赤霉素处理可以促进体细胞胚正

常发育与成苗[24-25]。本研究在前期对外植体进行

了一定的冷藏处理，也依旧存在畸形胚萌发的现

象，主要表现为子叶融合，胚轴伸长呈针形，胚

轴粗短，子叶与根系衔接紧密，胚轴褐化不长

根；体细胞胚发育为融合状植株，真叶表现出厚

大致密，在其上萌发的丛生芽真叶细长，根系健

壮，但不能发育成完整的茎叶系统。这些现象与

JI等[29]在诱导无核白葡萄过程中发现的喇叭状、

束状和融合的异常子叶现象类似。本研究经过循

环诱导，将部分融合子叶胚切割处理后接种于不

含植物激素的 EM6培养基，可诱导产生正常的

不定芽，并进一步在生根培养基上诱导根系生长，

发育为完整植株，为马瑟兰葡萄体细胞胚萌发的

畸形苗恢复为正常植株提供了可行的途径。

 3.4    葡萄愈伤悬浮体系建立的作用与意义

再生体系与转化效率限制葡萄遗传转化与基

因编辑研究进程[38]，虽然体细胞胚发生途径是进

行分子育种的优良材料，但是在葡萄中诱导率低，

研究进展缓慢；而农杆菌介导的瞬时转化技术能

够快速鉴定基因功能，且愈伤组织材料更容易获

取[39]，如金冠苹果愈伤组织瞬时过表达 MdACO1
基因可以促进乙烯合成[17]；刺葡萄 DFR 基因可以

在茉莉花愈伤组织中过表达而改变花色苷积累[15]。

本研究成功建立了马瑟兰葡萄愈伤组织悬浮培养

体系，使用 SCM6培养基能够快速获得质地均匀

的培养物，并可在不含 6-BA的 MS培养基上增

殖；愈伤细胞的镜检结果表明愈伤组织细胞有明

显的细胞核和细胞壁，且细胞排列规整，与 NA-
KANO等[40]和程远等[32]的研究结果类似。这为葡

萄的瞬时转化和基因功能验证提供了良好的受体

材料。

 4   结论

本研究以马瑟兰葡萄的花蕾和未成熟种子为

外植体，通过不同的激素组合处理，首次建立了

马瑟兰体细胞胚再生体系，未成熟种子是建立该

体系的优良材料。愈伤组织最佳诱导培养基为

Ims5培养基，诱导率为 70.31%；体细胞胚最佳

诱导培养基为 Ims3培养基，诱导率为 6.77%，并

可在 EM6 培养基上正常成苗；同时还建立了高
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效的非胚性愈伤组织悬浮培养体系。本研究结果

为葡萄遗传转化体系建立、功能基因验证和分子

育种等研究奠定了良好的基础。
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