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产量为１．２×１０７个／ｍＬ。在优化的条件下，得到的原生质体
再生率达到０．３０％。影响原生质体释放的因素很多，本试验
通过对鲍鱼菇原生质体制备条件和再生的研究，明确了在液

体静置培养的条件下，稳渗剂种类、酶解时间、菌丝量、菌龄对

原生质体产量和再生的影响。本研究通过对鲍鱼菇菌丝进行

液体培养制备原生质体，首先对稳渗剂种类进行选择，在本试

验中，以甘露醇作稳渗剂制备获得的原生质体产量在酶解

０～１．５ｈ内高于以蔗糖作为稳渗剂的，与周霞等报道的以甘
露醇作为稳渗剂制备获得的原生质体产量高于蔗糖的研究结

果［７］一致，但因以蔗糖作为稳渗剂时，再生率远远高于甘露

醇，因而本试验均采用蔗糖作稳渗剂。

在前人的相关研究中，原生质体单核菌丝长速一般低于

双核菌丝，本试验选出的几个鲍鱼菇单核菌丝长速明显快于

双核菌丝，其机制尚需进一步研究。

本研究通过对鲍鱼菇原生质体制备及再生条件的初步研

究，优化了其制备条件，获得了原生质体优良单核菌株，为鲍

鱼菇原生质体融合选育新品种提供了重要的研究基础。
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不同葡萄品种花粉生活力、花粉量及柱头可授性的测定

辛董董，朱自果，候行行，连艳会，闫丹丹，张　洋，李桂荣
（河南科技学院园艺园林学院，河南新乡４５３００３）

　　摘要：以粉红亚都蜜、红巴拉蒂、里扎巴特、新西兰攀金等４种葡萄品种的花粉为试验材料，分别贮藏在－５、－１０、
－１５、－２０、－２５、－３０、－８０℃温度条件下，贮藏１、３、５ｄ，然后用２００ｇ／Ｌ蔗糖＋５０ｍｇ／Ｌ硼酸＋８ｇ／Ｌ琼脂固体培养
基作为营养基质，进行花粉离体培养。结果发现，不同温度处理下贮藏５ｄ后，红巴拉蒂在－１０℃下花粉生活力最高；
粉红亚都蜜在 －８０℃ 下花粉生活力最高；新西兰攀金在－２０℃下花粉生活力最高；里扎巴特在 －２０℃下花粉生活
力最高；不同品种的葡萄花粉量不同，摩尔多瓦的花粉量最多，为１１８３３±７８０个。柱头可授性测定试验结果表明，不
同葡萄品种柱头可授性强弱不同，摩尔多瓦的柱头可授性最强，适合在杂交育种作母本。
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　　近年来我国葡萄（ＶｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａＬ．）的种植面积逐渐扩大。
在现代技术的引领之下，避雨棚、温室等先进的栽培设施与配

套的栽培技术相继出现，加快了我国葡萄产业的发展［１］。先

进的栽培设施虽然使我国葡萄产业迅速发展，但由于这类栽

培设施都存在一个致命的缺陷———湿度过大，长期生长在这

种高温高湿、光照不足的人造小气候环境内的葡萄，其抗性必

然下降，培育出抗逆性强的优良葡萄品种，是今后葡萄育种的

发展趋势。在葡萄育种中最为重要的育种手段就是杂交育

种［２－３］。杂交育种中，父母本的选择是育种最重要的保证。

花粉活力是评估花粉细胞活性的依据之一，高生活力的花粉、

较多花粉量、较强柱头可授性是杂交育种成功的一个重要前

提，花粉生活力的高低、花粉量的多少、柱头可授性强弱直接

影响授粉、受精乃至坐果［４－８］。因此，在使用贮藏的葡萄花粉

之前对其进行生活力的测定是保证杂交授粉获得较高坐果率

的关键步骤［９］。本试验选取不同鲜食葡萄品种花粉，通过离

体培养的方法，对不同温度处理下的花粉生活力进行研究，探

索最佳花粉的贮藏方法，通过血球计数板法测定不同鲜食葡

萄品种花粉量，并采用联苯胺 －过氧化氢法测定葡萄品种柱
头可授性，探索柱头可授性的强弱，旨在为葡萄育种中亲和力

强的父母本的选择提供理论依据，有助于提高杂交授粉率，获

得较高的杂交后代率。
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１　材料与方法

１．１　材料
试验材料于２０１７年５月５日取自中国农业科学院郑州

果树所葡萄资源圃，鲜食葡萄品种有粉红亚都蜜、红宝石无

核、美人指、无核白鸡心、玫瑰香、里扎巴特、维多利亚、新西兰

攀金、金手指、摩尔多瓦、红巴拉蒂、弗蕾无核、黑色甜菜等，共

计１３个。
１．１．１　花粉采集　在葡萄初花期选择红巴拉蒂、粉红亚都
蜜、新西兰攀金、里扎巴特等４个品种生长健壮的植株，随机
取下发育正常的花序，分别装入保鲜袋，再放入装有冰袋的保

温箱内带回河南科技学院实验室。除去花序顶部发育较差的

花蕾后，取出花药，放在垫有硫酸纸的培养皿中，及时剔除其

中的杂质和破裂的花药，然后将培养皿放置在阴凉干燥处自

然阴干，室温条件下，经一定时间后花粉开裂，待花粉完全散

出干燥后倒入研钵中研磨，经过花粉筛除去杂质，收集备用。

１．１．２　花粉贮藏　将葡萄花粉分别装入２ｍＬ离心管中，封
口膜密封管口，贴上标签。然后将装有花粉的离心管分别放

入装有１００ｍＬ／Ｌ氯化钙的干燥器中保存，在－５、－１０、－１５、
－２０、－２５、－３０、－８０℃温度条件下贮藏。各贮藏条件下的
花粉分别间隔１、３、５ｄ进行观察。
１．２　方法
１．２．１　花粉生活力测定　采用离体萌发法测定花粉萌发率。
将配置好的培养基（２００ｇ／Ｌ蔗糖＋５０ｍｇ／Ｌ硼酸＋８ｇ／Ｌ琼
脂）倒入干净的培养皿中，待其冷却凝固后备用。利用牙签

蘸取贮藏在不同温度下的不同葡萄品种花粉（每个温度条件

下的每个葡萄品种更换一个牙签，防止交叉污染），然后轻轻

抖动牙签将花粉均匀撒落到培养基上，标记，放在２５℃的恒
温培养箱中进行培养，分别在培养１、２、３、５ｈ后进行花粉萌
发情况的观察，一般以萌发后花粉管长度超过花粉粒直径的

１／２来作为花粉粒萌发的标准。每个离体培养的花粉用倒置
显微镜观察３个区域，并记录花粉粒的萌发数与总数，花粉萌
发率＝视野内萌发的花粉粒数／视野内花粉粒的总数 ×
１００％。　
１．２．２　花粉量的测定　采用血球计数板法测定花粉量。将
初期葡萄花序带回实验室并剥去外边２～３轮小花花药，每个
品种取３０枚花药放入干净的１０ｍＬ离心管中（贴标签），立
即放入 ５０℃烘箱中烘干。花药完全裂开花粉散出后加入
２０％的六偏磷酸钠溶液，定容至６ｍＬ，然后振荡摇匀成悬浮
液，用移液枪吸取２μＬ悬浮液滴在血细胞计数板上用普通显
微镜（１０×４０倍）进行观察，统计花粉量，花粉量 ＝（８０小格
内的花粉数／８０）×４００×１００００×６００，重复 ３次，计算平
均值。

１．２．３　柱头可授性的测定　采用联苯胺 －过氧化氢法测定
葡萄品种柱头可授性。取无核白鸡心、维多利亚、玫瑰香、弗

蕾无核、摩尔多瓦、黑色甜菜、金手指、红宝石无核、美人指等

９个品种葡萄不同发育时期新鲜单花柱头（含苞待放、半开放、
完全开放）各３０枚，完全浸泡在反应液Ｖ（１％联苯胺）∶Ｖ（３％
过氧化氢）∶Ｖ（水）＝４∶１１∶２２中，１５ｍｉｎ后在 Ｔ式显微镜
下观察，根据染色强弱和气泡量划分可授性能力强弱。

１．３　数据处理及分析
采用Ｅｘｃｅｌ２００３和ＤＰＳ９．５０进行数据统计处理与分析。

２　结果与分析

２．１　不同葡萄品种花粉生活力的比较
研究发现，红巴拉蒂花粉在－２５℃的条件下进行贮藏最

适宜，且贮藏 ３ｄ效果最好，花粉生活力达到（１６．８０±
１１６９）％（表１、图１－Ａ）；在 －３０℃的条件下贮藏１ｄ的生
活力最高，达到（１１２４±４．７５）％；在 －２０℃的条件下贮藏
３ｄ的花粉生活力最高，达到（１０．７４±６．１０）％；在 －５、－１０、
－１５、－８０℃的条件下贮藏５ｄ后的花粉生活力最高，分别达
到（１６．５４±４．６５）％、（１６．６７±６４８）％、（１６．６３±６．６９）％、
（１２．２３±５．２９）％；在 －３０℃的条件下贮藏５ｄ的生活力最
低（表１、图１－Ｂ）。因此，红巴拉蒂适于在 －２５℃的条件下
贮藏３ｄ。粉红亚都蜜花粉在 －３０℃ 的条件下贮藏１ｄ的
生活力最高，达到（６．７９±０４９）％；在 －２５℃的条件下贮藏
３ｄ的生活力最高，达到（６．１７±３．２７）％；在 －５、－１０、－１５、
－２０、－８０℃的条件下贮藏 ５ｄ的生活力最高，分别达到
（６７０±０．５８）％、（６．５８±１．６３）％、（５．２５±０８４）％、（５．０９±
１．８１）％、（７．９４±３３７）％；在－８０℃的条件下贮藏１ｄ的生
活力最低，因此，粉红亚都蜜在－３０℃的条件下贮藏１ｄ可以
作为杂交育种的父本材料。新西兰攀金花粉在 －１０、－１５℃
的条件下贮藏 １ｄ的生活力最高，达到（７．４４±０．２９）％、
（６４４±０．２９）％；在 －８０℃ 的条件下贮藏３ｄ的生活力最
高，达到（８．４８±２８５）％；在 －２０、－２５℃的条件下贮藏５ｄ
的生活力最高，分别达到（８３３±６．３１）％、（７．２３±３．９６）％；
在－８０℃的条件下贮藏１ｄ的生活力最低。新西兰攀金在
－８０℃ 的条件下贮藏 ３ｄ效果最好，因此，新西兰攀金在
－８０℃ 的条件下贮藏３ｄ可以作为杂交育种的父本材料。
里扎巴特花粉在－１０℃的条件下贮藏１ｄ的生活力最高，达
到（８．９６±２．０１）％；在－５、－８０℃的条件下贮藏３ｄ的生活
力最高，达到（１２．０３±７．３２）％、（８．２２±４．３２）％；在－１５℃、
－２０℃、－２５℃、－３０℃的条件下贮藏５ｄ的生活力最高，分
别达到（８．４５±０．４１）％、（９．９７±３．６８）％、（８．５２±２．３７）％、
（６．５６±０．８７）％；在－８０℃的条件下贮藏１ｄ的生活力最低
（表１）。里扎巴特在 －５℃的条件下进行贮藏最为适宜，且
贮藏３ｄ效果最好，因此，里扎巴特在－５℃的条件下贮藏３ｄ
可以作为杂交育种的父本材料。结果表明，红巴拉蒂的生活

力最强，新西兰攀金次之，再次是里扎巴特，粉红亚都蜜最弱。

因此，在杂交育种中可以选择红巴拉蒂作为父本材料。

２．２　不同葡萄品种单花药花粉量的比较
研究发现，不同葡萄品种单花药花粉量不同，其中红巴拉

蒂的单花药花粉量最多，为１１８３３±７８０个；在０．０５水平下，
粉红亚都蜜、新西兰攀金、里扎巴特３种葡萄的单药花粉量与
红巴拉蒂的单药花粉量差异显著，花粉量分别为（１１４６７±
３０５）、（１１０００±１５３）、（１０２６７±３３８）个；在０．０１水平下，粉
红亚都蜜、新西兰攀金、里扎巴特３种葡萄的单药花粉量与红
巴拉蒂的单药花粉量均差异不显著（表２）。
２．３　不同葡萄品种柱头可授性的比较

研究发现，不同葡萄品种柱头气泡数不同，其中摩尔多瓦

在已开放花期时的柱头气泡数最多，为２９个，说明此柱头的
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表１　不同葡萄品种花粉生活力的比较

葡萄

品种

贮藏时间

（ｄ）
花粉生活力（％）

－５℃ －１０℃ －１５℃ －２０℃ －２５℃ －３０℃ －８０℃
红巴拉蒂 １ ４．１６±０．６３ ３．０２±１．１０ １．８１±０．１８ ３．６７±０．６３ ２．１３±０．３０ １１．２４±４．７５ １．７７±０．４７

３ ２．８９±１．１４ １．７８±１．０１ ２．０９±１．０９ １０．７４±６．１０ １６．８０±１１．６９ ４．１９±０．５７ ３．６９±１．４９
５ １６．５４±４．６５ １６．６７±６．４８ １６．６３±６．６９ ２．４３±１．２７ ４．３６±１．２０ １．６２±０．２７ １２．２３±５．２９

粉红亚都蜜 １ ４．３９±０．４９ ３．７０±０．７４ ２．４６±０．８２ ３．９４±０．４６ １．７９±０．１２ ６．７９±０．８９ １．６２±０．１３
３ ３．４７±１．７２ ２．１０±０．２５ ３．６６±３．６６ ２．８６±０．６２ ６．１７±３．２７ ４．１４±０．３９ ７．２８±３．４５
５ ６．７０±０．５８ ６．５８±１．６３ ５．２５±０．８４ ５．０９±１．８１ ５．５６±１．１０ ４．８６±１．２９ ７．９４±３．３７

新西兰攀金 １ ３．５１±０．５５ ７．４４±０．２９ ６．４４±０．２９ ２．５７±１．０３ ３．９５±１．１４ ３．１１±０．５７ １．９０±０．０４
３ ３．８６±２．０８ ７．０９±３．８６ ６．０９±２．８６ ３．３８±０．４３ ６．１４±２．８８ ２．６５±１．６１ ８．４８±２．８５
５ ５．３２±０．８５ ６．７７±４．５７ ５．７７±３．５７ ８．３８±６．３１ ７．２３±３．９６ ８．２２±２．４７ ７．４４±２．９１

里扎巴特 １ ５．６４±１．４１ ８．９６±２．０１ ３．６２±０．２８ ３．０５±０．６０ １．７３±０．３７ ２．４４±０．０４ １．６１±０．１０
３ １２．０３±７．３２ ７．５８±２．７３ ４．７４±３．６９ ７．７８±５．００ ３．６１±１．８９ ３．４９±１．１９ ８．２２±４．３２
５ ７．９１±０．２７ ３．６３±０．７８ ８．４５±０．４１ ９．９７±３．６８ ８．５２±２．３７ ６．５６±０．８７ ５．１６±０．９９

表２　不同葡萄品种花粉量的比较

葡萄品种
单花药花粉量

（个）

显著性

０．０５ ０．０１
红巴拉蒂 １１８３３±７８０ ａ Ａ
粉红亚都蜜 １１４６７±３０５ ａｂ Ａ
新西兰攀金 １１０００±１５３ ａｂ Ａ
里扎巴特 １０２６７±３３８ ｂ ＡＢ

过氧化物酶活性最强，柱头可授性最强（表３）。红宝石无核
含苞待放、半开放花期时的柱头气泡数最少，为４个，说明此
柱头的过氧化物酶活性最弱，柱头可授性最弱。弗蕾无核、黑

色甜菜、红宝石无核、美人指的３个花期的柱头气泡数目普遍
偏少，平均分别为９、９、４、６个，说明这些葡萄品种的柱头过氧
化物酶活性较弱，柱头可授性也比较弱。无核白鸡心、维多利

亚、玫瑰香、摩尔多瓦、金手指３个花期的柱头气泡数目普遍
较多，平均分别为１８、１８、２３、２０、１３，说明这些葡萄品种的柱
头过氧化物酶活性较强，柱头可授性也比较强，其中，玫瑰香

３个花期的气泡数目的平均值最大，且在已开放花期的时候，
柱头经过染色颜色最深、气泡数目最多（图２－Ａ），红宝石无

表３　不同葡萄品种柱头气泡数的比较

葡萄品种
柱头气泡数（个）

含苞待放 半开放 已经开放

无核白鸡心 １８ １５ ２０
维多利亚 ２０ １４ ２０
玫瑰香 ２２ ２４ ２２
弗蕾无核 ９ １０ ８
摩尔多瓦 １６ １５ ２９
黑色甜菜 ８ ８ １０
金手指 １１ １２ １６

红宝石无核 ４ ４ ５
美人指 ７ ５ ５

核３个花期的气泡数目的平均值最小，且在已开放花期的时
候，柱头经过染色颜色比较浅、气泡数目比较少（图２－Ｂ）。
因此，在杂交育种过程中，可以选择已经开放的摩尔多瓦葡萄

品种作母本材料。

　　研究发现，根据联苯胺 －过氧化氢法检测不同葡萄品种
柱头的可授性，其中维多利亚、摩尔多瓦、黑色甜菜、金手指、
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美人指葡萄品种在含苞待放、半开放各花期的柱头均表现有

最强的可授性。无核白鸡心半开放花期表现为最强的可授

性，而已开放、含苞待放花期的柱头均表现有较强的可授性。

玫瑰香半开放、已开放花期的柱头表现为最强的可授性，而含

苞待放的柱头均表现有较强的可授性（表４）。

表４　不同葡萄品种柱头可授性评价

葡萄品种
柱头可授性评价

含苞待放 半开放 已开放

无核白鸡心 ＋＋ ＋＋＋ ＋＋
维多利亚 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋
玫瑰香 ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋
弗蕾无核 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋
摩尔多瓦 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋
黑色甜菜 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋
金手指 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

红宝石无核 ＋＋ ＋＋ ＋＋
美人指 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

　　注：“＋”表示可授率达到３０％，具有可授性；“＋＋”表示可授率
达到３０％～７０％，具有较强可授性；“＋＋＋”表示可授率达到７０％以
上，可授性最强。

３　结论与讨论

本试验对不同鲜食葡萄品种不同温度处理下花粉生活

力、花粉量测定以及柱头可授性进行了研究，为葡萄育种中父

本花粉生活力的测定、花粉量测定、母本柱头可授性测定及其

选择提供理论依据，有助于葡萄杂交育种获得抗性强的父母

本葡萄品种，父母本如果花期不同，可以将父本的花粉在适宜

的条件下贮藏起来，以达到调节花期的目的，且保证贮藏后的

花粉具有较强的生活力，才能确保后期杂交授粉的成

功［１０－１２］。保证花粉生活力强弱的重要因素是要具有适当的

贮藏条件，比如在干燥、低温的环境条件下，能够较好地保持

花粉的生活力，以供不同杂交组合和不同时期的杂交育种。

不同葡萄品种花粉的生活力存在着较大的差异。选择花粉生

活力强的父本和配制良好的杂交组合，是保证杂交育种工作

成功的重要依据［１３－１５］。

花粉的贮藏温度和湿度是影响花粉贮藏时间长短的主要

因素［１６］。在高温、高湿的情况下，花粉酶的水解活性增强，代

谢作用也加强，并且进行着强烈的呼吸作用，消耗大量养分，

且易被微生物感染发霉变质而丧失萌发率。花粉贮藏过程

中，保持较低的环境湿度，可以使其代谢受到抑制，酶活性减

弱，呼吸作用降低，使花粉活力维持较长时间，贮藏花粉的寿

命往往与环境相对湿度呈负相关［１７－１８］。本试验研究表明，

－２５、－３０℃贮藏条件下葡萄干燥花粉的贮藏效果最好，随
着贮藏时间的延长，花粉生活力逐渐降低，主要原因是花粉内

养分逐渐消耗，酶活性逐渐降低；在－５℃条件下花粉生活力
下降最为迅速，主要原因是贮藏温度较高，花粉内酶活性较

强，代谢作用加快，过度消耗花粉内贮藏的养分；而 －１５、
－２０℃ 条件就处于二者之间，是短期贮藏最为理想便捷的
贮藏方式。

柱头可授性影响授粉成功率。不同植物柱头可授期持续

时间不等，花朵的开放期、柱头分泌物的有无等对它都有影

响［１９－２０］。本试验研究发现不同葡萄品种柱头可授性强弱不

同，其中维多利亚、摩尔多瓦、黑色甜菜、金手指、美人指葡萄

品种的含苞待放、半开放、已开放３个花期的柱头都表现为最
强的可授性。红宝石无核的未开、半开、已开３个花期的柱头
均表现有较强的可授性。无核白鸡心半开表现为最强的可授

性，而已开、未开花期的柱头均表现有较强的可授性。玫瑰香

半开、已开花期的柱头表现为最强的可授性，而未开的柱头均

表现有较强的可授性。弗苗无核在含苞待放、半开花期的柱

头表现为最强的可授性，而在已开的柱头表现为较强的可

授性。
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