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　　摘要：以Ｂｏｎｂｏｎ、嘉年华二号、先甜７４、超玉４个西瓜品种为试验材料，采用辐射花粉授粉结合胚挽救技术，研究
其对西瓜单倍体的诱导效果，结果表明，授粉１１～１２ｄ的西瓜果实相对较好，能得到较多的幼嫩种子；采用西瓜表面
灼烧消毒再取种的方法简便易行，污染率极低。
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　　γ射线是辐射花粉授粉诱导葫芦科蔬菜作物单倍体的有
效辐射源。近年来，通过辐射花粉诱导雌核发育获得单倍体

技术已应用于育种中，并培育出黄瓜、西瓜、甜瓜等多种葫芦

科植物单倍体植株［１－３］。西瓜种子由雌花中的胚珠发育而

来，一般普通种子是经授粉后双受精产生，而用辐射处理过的

花粉进行授粉无法完成双受精过程而产生瘪种，及时对其进

行胚挽救，可以更快得到单倍体。采用化学试剂处理可使雌

花不经授粉直接膨大，形成的种子就是单倍体。本试验采用

辐射花粉授粉结合胚挽救技术，探讨西瓜辐射花粉经不同胚

挽救处理对坐果和单倍体胚产生的影响，为西瓜单倍体材料

的获得奠定良好的基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０１２—２０１４年在江苏徐淮地区淮阴农业科学研

究所进行，供试西瓜品种Ｂｏｎｂｏｎ、嘉年华二号、先甜７４、超玉。
Ｂｏｎｂｏｎ为日本引进西瓜品种，超玉为江苏徐淮地区淮阴农业
科学研究所育成，这２个西瓜品种的种子略大；嘉年华二号和
先甜７４由先正达公司提供，均为小籽西瓜品种。
１．２　试验方法
１．２．１　γ射线辐照花粉授粉对西瓜种子形成的影响　用辐

射处理过的花粉进行授粉，标明花粉辐射剂量及授粉时间；授

粉后８～２０ｄ，分别采集正常生长的未成熟果实进行胚挽救试
验，调查种子发育情况，同时，尝试用０．１％氯吡脲（重庆诺
意）处理部分雌花，使其直接膨大，处理后８ｄ采集正常生长
的未成熟果实进行胚挽救试验。胚挽救以 ＭＳ培养基为基础
添加２％蔗糖、２％ Ｄ－甘露醇、７％琼脂固化，ｐＨ值为５．８；继
代培养以ＭＳ培养基为基础添加３％蔗糖、７％琼脂固化，ｐＨ
值为５．８。
１．２．２　不同消毒方式对西瓜幼胚的消毒效果　将未成熟西
瓜果实中的种子取出，放入灭菌烧杯中，用 ０．１％氯化汞
（ＨｇＣｌ２）溶液和不同浓度次氯酸钠（ＮａＣｌＯ）溶液分别浸泡
２～３０ｍｉｎ（表１）；灭菌水冲洗５～６次，置于灭菌纸上吸干水
分，接种于灭菌培养基上培养３～５ｄ，观察是否污染以确定消
毒效果。

将取回的西瓜果实用７５％乙醇擦拭表面，放于铁盘中，
用少量的９５％乙醇淋湿西瓜表面，用灼烧方法进行灭菌；无
菌手术刀切开西瓜，将西瓜中的未成熟种子接种于灭菌培养

基上培养３～５ｄ，观察是否污染以确定消毒效果。
１．２．３　不同接种方法的接种效果　试验设４个处理：切去种
子远胚端约１／３后，将近胚端朝下插入培养基；切去种子远胚
端约１／３后，将胚平放于培养基上；种子近胚端朝下插入培养
基；种子平放于培养基上。接种时种子为白色或淡黄色，待种

子转绿，转接至普通ＭＳ培养基上培养２～５周，种子鼓起、表
皮变褐或子叶长出时去除种皮，转接至分化培养基上。

１．２．４　６－ＢＡ浓度对西瓜未成熟胚生长的影响　将消毒西
瓜种子接种于含有不同浓度６－ＢＡ的培养基上培养４ｄ，观
察并记录种子转绿过程及萌发状态。

１．２．５　西瓜种子幼胚观察及倍性鉴定　西瓜种子萌发前，对
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种子幼胚进行切片观察；种子萌发至子叶展开，切取顶芽，转

接入含有６－ＢＡ的ＭＳ培养基上进行增殖培养，每个品种扩
繁３～４瓶；取部分芽、叶，采用醋酸洋红法进行倍性鉴定。
１．２．６　不同西瓜品种胚挽救效果　调查不同西瓜品种的胚
挽救效果，对胚已萌发但未成苗进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　γ射线辐照处理对西瓜种子形成的影响
分别用授粉后８～２０ｄ的西瓜种子进行胚挽救试验，结

果表明，授粉后１０ｄ内的西瓜种子过于幼嫩，接种时损伤较
大，而授粉超过１５ｄ的西瓜种子未成熟胚基本死亡，发育趋
于成熟的又都是二倍体种子；授粉１１～１２ｄ的西瓜种子相对
较好，可得到较多的幼嫩种子用于胚挽救。经氯吡脲处理的

西瓜雌花，坐果率较低，但获得的可用种子数较多，而氯吡脲

的效果受温度影响较大，试验效果不明显。

２．２　不同消毒方式对西瓜幼胚的消毒效果
由表１可见，各浓度的次氯酸钠溶液对西瓜幼胚的消毒

效果不理想，污染率为２１．１％～８６．５％；随消毒时间的延长，
氯化汞溶液对西瓜幼胚的消毒效果较次氯酸钠有显著提高，

污染率显著降低（Ｐ＜０．０５）；灼烧外皮的消毒方法也相对较
好，污染率较低，为２．６％。
２．３　不同接种方法的接种效果

试验表明，由于培养基中加入琼脂后具有一定的弹性，种

子插入培养基后会慢慢滑出，成为平放于培养基的状态；种子

插入过深，则因组培瓶内水分较大，形成无氧状态，种子迅速

死亡。切去种子远胚端约１／３后接种，因组培瓶内水分较大，
种子极易变黑死亡；将完整种子直接接种，在种子种皮变白或

变褐、种子中间膨起或看到子叶时，将种子去除种皮进行转

接，该方法接种效率相对较高，污染较少，但也会出现有部分

种子因无法撑破种皮或种子内水分较高而死亡。

２．４　６－ＢＡ浓度对西瓜未成熟胚生长的影响
　　由表２可见，Ｂｏｎｂｏｎ、嘉年华二号、先甜７４、超玉在６－

表１　不同消毒方式对西瓜幼胚的消毒效果

消毒方法
消毒时间

（ｍｉｎ）
污染率

（％）
３％ ＮａＣｌＯ １０ ８６．５ａ
３％ ＮａＣｌＯ ２０ ７９．９ｂ
３％ ＮａＣｌＯ ３０ ７６．８ｂ
６％ ＮａＣｌＯ １０ ８５．３ａ
６％ ＮａＣｌＯ ２０ ７８．２ｂ
６％ ＮａＣｌＯ ３０ ６５．３ｃ
１０％ ＮａＣｌＯ １０ ７６．３ｂ
１０％ ＮａＣｌＯ ２０ ５９．４ｄ
１０％ ＮａＣｌＯ ３０ ２１．１ｅ
０．１％ ＨｇＣｌ２ ２ １２．１ｆ
０．１％ ＨｇＣｌ２ ５ ９．８ｇ
０．１％ ＨｇＣｌ２ ８ ３．２ｇ
０．１％ ＨｇＣｌ２ １０ ０．０ｈ
０．１％ ＨｇＣｌ２ １５ ０．０ｈ
０．１％ ＨｇＣｌ２ ２０ ０．０ｈ
０．１％ ＨｇＣｌ２ ３０ ０．０ｈ
灼烧外皮 ０．５～１．０ ２．６ｇ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间有显著性差异（Ｐ＜
０．０５）。

ＢＡ浓度为 ５μｍｏｌ／Ｌ时的种子转绿比例相对最高，分别为
４４．７０％、４３．４８％、２０．１１％、６０．２８％；种子转绿与萌发之间没
有明显关系，大部分转绿的种子并没有萌发，萌发的种子大多

从种皮已褐变的种子萌发而来；嘉年华二号在 ６－ＢＡ为
１０μｍｏｌ／Ｌ时种子萌发比例相对最高，为７．１９％。
２．５　西瓜种子幼胚观察及幼苗倍性鉴定

对西瓜种子幼胚进行观察发现，西瓜种子幼胚存在不同

形态，由于西瓜种子相对较小，种皮较硬，在剥种子的时候极

易损伤幼胚，目前得到心形胚、球形胚、子叶形胚３种形态的
西瓜种子幼胚（图１）。普通二倍体西瓜的染色体为２ｎ＝２２。
由图２可见，组培苗根尖组织细胞内含有１１条染色体，确定
该组培苗材料为单倍体。

表２　６－ＢＡ浓度对不同西瓜品种未成熟种子转绿及萌发的影响

６－ＢＡ浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

先甜７４ 超玉 嘉年华二号 Ｂｏｎｂｏｎ
转绿比例（％）萌发比例（％）转绿比例（％）萌发比例（％）转绿比例（％）萌发比例（％）转绿比例（％）萌发比例（％）

２．５ １４．０６ ０．００ ５７．２１ １．４２ ３６．２３ ５．４７ ４４．０８ ０．００
５．０ ２０．１１ ０．１０ ６０．２８ １．１１ ４３．４８ ６．２４ ４４．７０ ０．００
１０．０ １１．４７ ０．１０ ５７．０８ ０．００ ４２．１９ ７．１９ ３９．３０ ０．００

２．６　不同西瓜品种胚挽救效果及胚萌发但未成苗原因统计
分析

由表３可见，嘉年华二号西瓜种子的萌发率及成苗率明
显高于其他品种，而Ｂｏｎｂｏｎ西瓜品种的种子却没有１个萌发
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表３　不同西瓜品种胚挽救萌发率及成苗率比较

品种 接种总数
萌发数

（个）

萌发率

（％）
成苗数

（株）

成苗率

（％）

先甜７４ ３１５４ ２ ０．０６ １ ０．０３
超玉 １０２３ １０ ０．９８ ４ ０．３９
嘉年华二号 １３７９ ８５ ６．１６ １２ ０．８７
Ｂｏｎｂｏｎ ９０４ ０ ０．００ ０ ０．００

成苗。由表４可见，萌发的胚没有生长点是其不能继续生长
的主要原因，其异常常见为萌发后的胚异常膨大、表面布满白

色绒毛等；嘉年华二号未成苗原因相对最为复杂，除胚无生长

点外，还有扩繁失败及培养时玻璃化、褐化、污染、生长异常等

现象发生。

３　结论与讨论

试验结果表明，以辐射花粉授粉１１～１２ｄ的西瓜果实相

表４　胚已萌发但未成苗原因统计

品种
成苗数量

（株）

未成苗原因下的苗数（株）

无生长点 扩繁失败 玻璃化 褐化 污染 生长异常

先甜７４ １ １ ０ ０ ０ ０ ０
超玉 ４ ６ ０ ０ ０ ０ ０
嘉年华二号 １２ ４６ ４ １０ ４ ２ ７
Ｂｏｎｂｏｎ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

对较好，可得到较多的幼嫩种子，且西瓜果实须当天采当天

用，否则无论是室温还是低温条件下储存，都不能保证试验材

料的鲜活。目前，已知成功获得西瓜的单倍体植株是由花药

培养或胚珠培养［４－７］得来，其消毒方法均采用药剂消毒。本

试验发现，西瓜未成熟种子的胚较幼嫩，种皮很薄，用试剂消

毒对西瓜未成熟种子损伤较大，且消毒不彻底；完好的西瓜幼

瓜内部近似于无菌状态，采用７５％乙醇浸泡并灼烧外皮法消
毒并取种，其污染率极低。由于花粉辐射受环境限制较大，本

试验尝试用氯吡脲处理西瓜，使其不经授粉直接膨大，其幼胚

一旦萌发得到的便是单倍体，但采用氯吡脲处理西瓜雌花坐

果率较低，接种数千粒种子仅得到几个单倍体材料，加上其过

于娇嫩，未能获得加倍材料。氯吡脲处理西瓜并进行胚挽救，

获得西瓜单倍体的方法只需静待其萌发，前期处理和接种工

作量相对较大，但筛选工作量大大减少。

适用于葫芦科作物的培养基配方多不适于西瓜，而在基

础ＭＳ培养基中适当增加盐酸硫胺素含量有助于西瓜的生
长。西瓜幼嫩种子在含有５～１０μｍｏｌ／Ｌ６－ＢＡ、添加２％蔗
糖和２％甘露醇的 ＭＳ培养基上生长３～７ｄ，转至无６－ＢＡ
而添加２～３％蔗糖、１～２％甘露醇的 ＭＳ培养基上继续生长
（添加６－ＢＡ含量会影响种子生长）而产生愈伤组织；待西瓜
种子的子叶长出可在含有１～１０μｍｏｌ／Ｌ６－ＢＡ、添加３％蔗
糖的ＭＳ培养基上进行增殖（６－ＢＡ１μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／Ｌ交
替使用可防止玻璃化苗的出现），在含有５μｍｏｌ／ＬＩＢＡ、添加
３％蔗糖的 １／２ＭＳ培养基上进行生根培养。吲哚乙酸
（ＩＡＡ）、萘乙酸（ＮＡＡ）不适用于西瓜单倍体培养，而在培养
基中加入０．１％～０．２％的活性炭可能够促进其生长。

Ｅｒｔａｎ等对南瓜种子的幼胚进行观察，得出８种形态的南
瓜种子幼胚，且认为球形胚和心形胚能够培养得到的是单倍

体材料，子叶形胚培养得到的是二倍体材料，而其他形态的胚

则无法正常发育［８］。本试验结果表明，西瓜种子球形胚经培

养得到的是单倍体材料，子叶形胚得到的是二倍体材料，而其

他形态的胚则没有发育。
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