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红地球葡萄的秋水仙素诱变及鉴定研究 

宗 桦，王永清，周 晔 

(西南交通大学旅游学院，四川峨眉 614202) 

摘要：以红地球葡萄(Vitis vinifera L_“redglobe”)的带芽茎段为外植体，用不同浓度的秋水仙素对其进行诱 

变，并采用 RAPD技术鉴定诱变株系。结果表明：(1)秋水仙素诱变红地球葡萄带芽茎段采用浸泡法的效果好于 

混培法。浸泡6 h，红地球葡萄均未产生变异；浸泡 12 h，只有 0．1％和0．2％的秋水仙素处理才能诱导红地球葡 

萄产生变异；浸泡24 h，除了0．005％秋水仙素处理外均有变异产生，变异率最高的是0．05％秋水仙素处理，达 

13．79％。(2)混培处理后发现，秋水仙素浓度高于50 mg／L以后变异开始出现，并随着秋水仙素浓度的增大，红 

地球葡萄变异的几率随之增大；诱变率最高的是300 mg／L秋水仙素处理，变异率可达13．51％。 
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红地球葡萄是当今世界葡萄中品质极佳的品种 

之一，据 2001年统计，我国红地球葡萄栽培总面积 

已达 3．0万 hm 。但红地球葡萄在生产中，尤其在 

四川盆地这样的湿热地区仍然存在病虫害严重、抗 

逆性差 、果粒小、核多等问题。本试验旨在通过用秋 
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水仙素诱变红地球葡萄带芽茎段，摸索出适宜的诱 

变方式和相应的秋水仙素浓度及处理时间，并采用 

RAPD技术检测诱变后的植株 ，为红地球葡萄的诱 

变育种和品种改良奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

供试材料取自四川农业大学脱毒中心培育的母 
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灰树花菌丝生长。而碳源为稻草、麦秸 ，生长因子来 

源为灰树花多糖提取液废渣的培养料上菌丝生长缓 

慢，且不均匀，还发黄，说明这些材料不很适合灰树 

花菌丝生长。试验表明碳源与生长因子对灰树花菌 

丝生长影响较大，氮源与填料对其生长影响较小。 

适宜灰树花菌丝生长的固态培养料配方为：棉籽壳 

或甜高梁秆或玉米芯680 g／L、麸皮或豆秆粉或牛粪 

100 g／L、玉米面或板栗壳 100 g／L、麦糠或稻壳或高 

粱壳 50 L、林地土 50 L、葡萄糖 10 L、石膏 10 

L、多菌灵 2．0 g／L、KH2PO4 1．0 g／L，pH值 6．0。 

优化后的配方在碳源、氮源、生长因子与填料上均有 

多种原料可供选择，适合不同地区采用不同原料栽 

培灰树花，可明显降低灰树花固态栽培成本，有利于 

灰树花大面积生产与应用推广。 
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本相同的一批红地球葡萄试管苗。 

1．2 方 法 

1．2．1 秋水仙素对红地球葡萄试管苗的诱变 

(1)浸泡法 ：首先配制浓度分别为 0．005％、0．01％、 

0．05％、0．1％、0．2％的秋水仙素溶液，加入浓度为 

1％的 DMSO(二甲基亚砜)后过滤灭菌。于超净工 

作台上将无菌红地球葡萄带单芽茎段浸泡在各浓度 

的秋水仙素中，包好瓶口，避免强烈光照。处理过程 

中随时轻轻摇动以使材料与药液充分接触，对照用 

无菌水浸泡，分别处理 6、12、24 h。每个处理约 30 

个茎段，重复2次，处理完毕后用无菌水冲洗材料 3 

次，灭菌滤纸吸干表面水分后接种到最适增殖培养 

基(B5+0．05 mg／L 6一BA+0．2 mg／L IBA)上继续 

培养，观察记录植株的生长情况。(2)混培法：配制 

秋水仙素溶液，过滤灭菌后加入经高压灭菌的增殖 

培养基中，使秋水仙素最终浓度分别为 10、50、100、 

200、300 mg／L，其他成分配比与最适增殖培养基相 

同。将红地球葡萄单芽茎段插入各浓度的秋水仙素 

培养基中，处理 30 d后转入不含秋水仙素的增殖培 

养基(B5+0．05 mg／L 6～BA+0．2 mg／L IBA)中继 

续培养，观察记录植株的生长情况。待茎段的腋芽 

长至 2～3 cm时，再转入新的增殖培养基中继代 

增殖。 

1．2．2 红地球葡萄诱变效果的 RAPD鉴定 参照 

罗明明等⋯方法提取红地球葡萄 DNA。随机引物、 

Taq聚合酶、dNTP均购 自成都博瑞克生物技术公 

司。琼脂糖购自Gasebase公司，其他试剂均为国产 

分析纯，所有试剂均用双蒸水配制。PCR反应体系 

参照罗明明等 方法，扩增程序参照王跃进等_2 方 

法，用未诱变的无性系材料为模板 ，用优化的反应体 

系对赛百盛公司的3组引物(SBS—K，SBS—S，SBS 
— V)共30个进行筛选。用优选的RAPD反应体系 

在 PCR仪(PCR～100型，美国 MJ公司生产)上进 

行 PCR扩增。PCR产物在 4 V／cm、1．4％琼脂糖凝 

胶上电泳，Syngene凝胶成像仪上检测，观察拍照。 

1．2．3 数据采集与处理 秋水仙素浸泡或混培诱 

变后，3 d观察 1次并记录。电泳图谱中的每一条带 

代表了模板DNA上与引物互补的1对结合位点，可 

以记为 1个分子标记。谱带记录仅选择清晰、稳定、 

重复性好的带，与未诱变的植株进行对比，找出位点 

不同的谱带，进行统计分析。诱变率在 RAPD检测 

试验结束后采用SPSS 11．5软件进行LSD和Dun— 

can氏统计分析。 

2 结果与分析 

2．1 秋水仙素对红地球葡萄试管苗的诱变效果 

2．1．1 浸泡法对红地球葡萄试管苗的诱变效果 

经过试验发现，在秋水仙素中添加 2％的 DMSO后， 

芽苗在12 h内全部死亡，即使缩短处理时间，芽苗 

的褐化率也很高，成活率很低。若不加入 DMSO，即 

使浸泡72 h植株的成活率也能达到95％以上，因此 

选用 1％的 DMSO较为适宜。秋水仙素中添加 1％ 

DMSO后不同浓度和浸泡时问处理对葡萄试管苗的 

诱变效果见表 1。 

表 1 秋水仙索浸泡对红地球葡萄带芽茎段诱变的效果 

由表 1可得出：(1)随着秋水仙素浓度的提高， 

红地球葡萄的成苗率总体上呈现下降的趋势，褐化 

率呈上升趋势；并随着处理时问的延长，成苗率降低， 

褐化率迅速升高。(2)0．2％秋水仙素处理，在试验的 

6～24 h内成苗率始终最低，褐化率始终最高。(3)本 

试验中成苗率、褐化率与处理时间的关系表现不明 

显；秋水仙素长时间低浓度的处理成苗率一直较高， 

而短时间高浓度的处理，成苗率明显下降。 

2．1．2 混培法对红地球葡萄试管苗的诱变效果 

将秋水仙素加入培养基诱变红地球葡萄试管苗，试 

验结果见表 2。可以看出，随着秋水仙素处理浓度 

的增大，红地球葡萄萌发丛生芽的能力在不断增强， 

萌芽率则先高后低，培养基中秋水仙素浓度为 100 

mg／L时萌芽率最高，生根率总体上逐渐降低，褐化 

率总体上不断增高，死亡率明显上升。秋水仙素浓 

度为50 mg／L的增殖效果最好 ，其次是100 mg／L处 

理，300 mg／L处理的效果最差。随着秋水仙素浓度 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


宗 桦等：红地球葡萄的秋水仙素诱变及鉴定研究 

表2 秋水仙素加入培养基中对红地球葡萄单芽茎段诱变的效果 

臂 篇 
1O 26 73．OOcC 42．33bB 19．20dI) OeE 3 + 

5O 27 81．48b／~ 51．85aA 22．22cC 11．1ldD 5 + 

l0o 26 84．61aA 26．09cC 23．08bB 11．50cC 4 + 

200 25 64．O0dI) 13．33d19 22．22cC 28．O0bB 2 4-+ 

300 28 57．14eE 3．57lee 35．71aA 32．14aA 1．5 4-+ 

注：+表不极少量愈伤组织；++表不少量愈伤组织。 

的提高，愈伤组织量也呈现出一个缓慢的递增趋势， 

但愈伤组织量普遍较少。整体而言，随着混培中秋 

水仙素浓度的提高 ，红地球葡萄生根率下降的幅度 

最大，萌芽率其次，褐化率变化最缓慢；高浓度的秋 

水仙素严重抑制植株生根，适当浓度的秋水仙素促 

进植株萌发丛生芽。 

2．2 秋水仙素不同浓度和时间处理后植株 RAPD 

谱带的差异 

本研究从 30个 (10个碱基)引物中筛选出了 

l0个特异性引物对红地球葡萄品种进行了 RAPD 

分析，都能得到比较稳定的 RAPD图谱，扩增结果见 

表3 

表3 筛选出的引物及 RAPD谱带扩增结果 

筛选出的 l0个引物共扩增出了2 102条 DNA 

带，平均每个引物210条，其中共有92条具有特异 

性，占条带总数的4．38％，平均为每个引物可扩增 9 

条特异性带。其中扩增带数较多的引物是 SBS— 

S4、SBS—S11和 SBS—V18，分别为 375、315、247 

条；最少的为引物 SBS—I(6，仅扩增出了120条。扩 

增出特异性带最多的引物是 SBS—V18，为25条。 

平均每个引物的扩增带中 15条为共有谱带，部分引 

物扩增特异性明显，如图1、图2所示。 

从图 1可以看出：以 SBS—S4为引物扩增出的 

谱带中出现了4条特异性带(3条为增加带，1条为 

减 少带 )，3株试管苗的谱带数 目发生了变化 。其 

{黜O0 bbp。 
1 000 bp 

700 bp 

400bp 

200 bp 

l～5泳道表示浓度分别为0．005％、0,0l％、O．05％、0．1％、0．2％的秋 

水仙素浸泡6h后的单株；6--10泳道表示浓度分别为0．005％、O．Ol％、 

O．05％、0 l％、O-2％的秋水仙索浸泡l2 b后的单株；11~15泳道表示 
浓度分别为0．005％、0,0 l％、O．05％、0．1％、0 2％的秋水{IJ1索浸泡 

24h后的单株；M：Marker；SBS—s4引物序列：CACCCCCTTG 

图1 S13S—S4引物扩增电泳图谱 

中，秋水仙素浸泡 6 h的 5个浓度梯度中都没有出 

现特异性带；在 12 h浸泡处理中，浓度为0．1％处理 

(9泳道)增加了1条清晰明亮的特异性带 e；在24 h 

浸泡处理中，浓度为 0．O1％处理(12泳道)和浓度 

0．1％处理(14泳道)各增加了 l条清晰明亮的特异 

性带 a和 b，同时泳道 l4与其他处理相比少了 l条 

谱带 d。 

从图 2可以看出：引物 SBS—V18扩增出的谱 

带中共出现了25条特异性谱带(8条为增加带，l7 

条为减少带)，共有 8株试管苗的扩增谱带发生了 

变化。与对照相比，10 mg／L和 50 mg／L秋水仙素 

混培的单株均没有特异性谱带出现；300 mg／L秋水 

仙素混培的单株中，1泳道有 3条谱带消失，分别为 

b带、g带和h带 ；2泳道增加了2条特异带 e带和 k 

带，减少了a带、b带和 h带；100 mg／L秋水仙素混 

培处理的单株中，8泳道增加了2条清晰明亮的特 

异性带 m带和J带，减少了d带、g带、h带和k带；9 

泳道增加了1条清晰的i带，减少了k带；l0泳道增 

加了l条清晰的j带 ，减少了k带；200 mg／L秋水仙 

素混培处理的单株中，11和 l2泳道均增加了 l条 i 

带，减少了k带；13泳道减少了d带和 h带，增加了 

2 000bp 

1 500bo 

1 000 bo 

700 bp 

400bp 

200bp 

1～2泳道表示 300 mg／L的秋水仙紊混堵处理后的单株；3~4泳 
道表示10 mg／L的秋水仙素混培处理后的单株；5泳道为对照 ； 

6～7泳道表示50 mg／L的秋水仙素混培处理后的单株；8～l0泳道 
表示100 mg／L的秋水仙素混培处理后的单株；1 l～13泳道表示 

200 mg／L的秋水仙素混培处理后的单株；M：Marker；SBS． 
V18引物序列：TGGTGGCGTT 

图2 SBS。V18引物扩增电泳图谱 
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i带。 

2．3 浸泡法和混培法的诱 变效果比较 

通过 10+01物的RAPD检测，发现采用秋水仙 

素浸泡法和混培法处理的红地球葡萄试管苗的扩增 

谱带都有变化发生，对具有特异性带的单株进行统 

计，结果见表4和表5。 

表4 秋水仙素浸泡处理后红地球葡萄试管苗的变异率 

12 

表5 秋水仙素加入培养基中对红地球葡萄试管苗变异率的影响 

由表4和表 5可以看出：(1)浸泡处理中，455 

株试管苗中共有 21株的 RAPD扩增谱带与对照相 

比发生了数量或位置上的变化，占总数的4．62％。 

5个浓度梯度6 h浸泡均没有诱导出变异；0．1％和 

0．2％秋水仙素浸泡 12 h红地球葡萄试管苗发生了 

变异。所有处理中，诱变效果最好的是用 0．05％秋 

水仙素浸泡 24 h，变异率可达 13 79％。随着秋水 

仙素浓度的增大以及处理时间的延长 ，变异率也上 

升。然而，浓 度最高 的两个秋水仙 素 (0．1％ 和 

0．2％)处理 24 h，变异率并不是最大，原因是浸泡 

浓度过高，严重降低了植株的成活率。同时，0．2％ 

浓度6 h处理和 12 h处理的诱变效果都不如0．01％ 

浓度 24 h处理，说明短时问高浓度处理的效果不如 

长时间低浓度处理的效果，但长于 24 h红地球葡萄 

的成活率会 降低，因此处理时间不宜长于 24 h。 

(2)混培处理的 194株试管苗中有 16株的扩增谱 

带与对照相比在分布位置和数量上表现了特异性， 

占总数的8．25％。随着秋水仙素浓度的增大，红地 

球葡萄变异率随之上升，说明秋水仙素混培处理中， 

红地球葡萄试管苗的诱变率与处理时间和浓度呈正 

相关。秋水仙素浓度高于或等于50 mg／L以后变异 

开始出现，但浓度大于 300 mg／L时，混培 1个月后 

芽苗全部黄化死亡。 

比较秋水仙素的浸泡诱变和混培诱变效果得 

出：带芽茎段浸泡处理的诱变效果好于混培处理，最 

佳处理浓度和时间是 0．05％秋水仙素浸泡 24 h。 

3 讨论与小结 

本试验结果表明，采用秋水仙素对红地球葡萄 

进行诱变育种是完全可行的。将用秋水仙素浸泡处 

理后的红地球葡萄单株和混培处理后的单株进行了 

RAPD检测，发现以0．05％秋水仙素浸泡 24 h的试 

管苗中出现特异扩增谱带的植株数最多，占总数的 

13．79％，其次是浓度为 300 mg／L的混培试管苗，占 

总数的 13．51％，这与杨晓明等 和马爱红等 的 

结果相差甚远，同时发现培养基中添加较低浓度的 

秋水仙素会诱导出一定数量的丛生芽，有利于红地 

球葡萄的增殖培养。浓度大于或等于 0．1％的秋水 

仙素浸泡处理超过24 h后，几乎全部黄化死亡，可 

能是与加入的二甲基亚矾(DMSO)有关。但不少研 

究表明，在秋水仙素溶液中加入 1％ ～3％的二甲基 

亚砜溶液，可提高组织的渗透性，使药物容易进入细 

胞 ，可显著提高诱变效果 J。浸泡处理的诱变效果 

好于混培处理，但混培处理的褐化率以及对材料的 

伤害程度都低于浸泡，这可能是由试验所使用的秋 

水仙素的批次、纯度不 同或者是灭菌方式不同造 

成的 
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