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苦瓜单倍体诱导的初步研究

摘要

苦瓜(Momordica charantiaL．)作为一种药食兼用的保健蔬菜，近年来受到消费

者的青睐。随着人们对苦瓜需求的增加，对其育种目标提出了多元化的要求。然而，

常规遗传育种方法存在育种周期长、难度大等问题，严重制约苦瓜的育种进程。而

单倍体育种可以加快优良自交系的选育，显著提高育种速度。

本研究以两种不同基因型的苦瓜品种Z．1．4×132．3．1、“翠妃"为实验材料，分

析了花粉蒙导、化学药剂处理和未授粉子房离体培养等方法，对苦瓜单倍体诱导的

影响，初步获得了如下结果：

(1)用外源花粉对苦瓜子房进行蒙导法处理时，普通丝瓜(三l加cylindrica roem．)

的花粉刺激苦瓜子房生长的效果，要显著地优于黄瓜、冬瓜、南瓜、网纹甜瓜、瓠

瓜等葫芦科作物。

(2)用化学药剂处理苦瓜花粉时，80．100 mg／L的甲苯胺蓝溶液能显著地抑制苦

瓜花粉正常萌发，导致花粉管异常，有利于刺激苦瓜子房进一步发育。1％．2％二甲

基亚砜溶液能刺激30％的苦瓜子房进一步生长，但难以形成商品瓜。

(3)比较了不同方法对苦瓜子房外植体的灭菌效果，结果表明用3％次氯酸钠溶

液灭菌10 min的效果最好。此外，秋季的灭菌时间应短于春、夏季。

(4)取苦瓜雌花开放前12个小时的未受精子房作为外植体，苦瓜子房块在含有

1．0 mg／L 6BA，1．0 mg／LNAA的MS培养基中时，随着AgN03浓度上升，能较快

形成愈伤组织，以5 mg／LAgN03最高，愈伤率达到90％以上。翠妃苦瓜子房对激素

的敏感性大于Z．1-4×132．3．1。

(5)取苦瓜雌花开放前12个小时的未受精胚珠作为外植体，接种在1／2MS预

培养基上，35℃黑暗条件下热激4 d，胚珠明显膨大生长。将其转接至NAA浓度

为O．5 mg／L、6BA浓度为l mg／L、2，4．D浓度为4 mg／L的MS培养基上培养，获

得的愈伤率最高，达到71％。CPPU对苦瓜未授粉子房没有明显刺激效应。

关键词：苦瓜(Momordica charantia L．)；未受精胚珠：子房；离体培养；
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Abstract

Bitter gourd(Momordica charantia L．)is a medical gourd vegetable，and

welcomed recent years．Its consumption is increasing gradually．The breeding obj ect of

bitter gourd should be diversity-oriented to meet the market need．However,the

conventional breeding process is long period and great difficulty,lead to seriously

restricting the breeding progress of bitter gourd hybrid．The process would be shorter and

easier obviously to choose excellent inbred line through haploid breeding．

In this study,two different genotypes of bitter gourd varieties were experimental

material．named Z-1-4X 1 32—3-1 and“cuifei”．According to analyze the effect of pollen

mentor,chemical agent and in vitro to unpollinated ovary,the preliminarily research results

were as follows：

(1)In pollen mentor experiment，Luffa(Luffa cylindrica roem．)pollen Was the best

foreign pollen to be spreaded on the stigma of pistillate flower of bitter gourd to

stimulate the ovary’S further development than cucumber,wax gourd，pumpkin,melon

and bottle gourd’S．

(2)The pollen germination Was significantly inhibited by 80—1 00 mg／L toluidine

blue solution because of obvious appearance of abnormal pollen tube，which might

stimulate the ovary to develop further．1％-2％DMSO solution could stimulate 30％

ovary to develop further，which were difficult to form marketable fruits．

(3)Comparison to different concentration of NaCl0 solution and different

sterilization time．the result showed that using 3％NaCl0 solution to sterilize 1 0 min was

proper．In addition,the result clearly showed that the sterilization time of explants in

autumn Was less than in spring or summer．

(4)The explant Was ovary donom which were collected 1 2 hours prior to anthesis．

Ovary blocks of bitter gourd were induced into callus quickly in MS medium by adding

1．0 mg／L 6BA,1．0 mg／L NAA and 1．0 mg／L一6．0 mg／L AgNOs，and the highest callus

formation frequency Was around 90％when the concentration of AgN03 Was 5 mg／L．

Ovary blocks of‘‘cuifei”were more sensitive to hormone than ones ofZ-1-4X 132-3-1．

(5)The unpollinated ovules were from ovary donom which were collected 1 2 hours

prior to anthesis．They were peeled out of the ovary in the lab to be incubated on 1／2MS

2
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缩略语表
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者已经在16科39属71种植物中发现了单倍体。作物单倍体本身很少有育种价值，

但一旦与常规育种有机结合，就显示出了巨大的优势，使作物育种发生了革命性的

变化。通过遗传学的理论知识，我们知道单倍体仅仅具有配子的染色体数，经过染

色体加倍后可以迅速获得纯合二倍体，其隐性性状能够直接的表现出来而不被显性

基因掩盖。因此，通过单倍体获得纯合二倍体的育种手段在作物育种上具有非常重

要的价值，尤其是对于二倍体作物的育种。其重要价值主要表现在以下几个方面(周

嫦等，1982；伍成厚等，2004)：

(1)加速育种进度。首先，单倍体仅仅含有配子的染色体，其间各种隐性性状

在其染色体加倍后，能够直接表现出来而不被显性性状掩盖，因此快速提高了育种

的选择效率；其次，单倍体经自然或人工加倍可得到纯合二倍体，这一优势对异花

授粉作物和杂交后代来说意义重大，我们知道用传统的方法获得较为纯合的材料需

要较长时间，而利用单倍体技术可以大大缩短自交纯合年限，并快速获得具有优良

稳定性状的自交系，从而减少育种年限，提高育种效率。

(2)有助于远缘杂交类型的培育。因为远缘杂交时，亲本之间存在着较大的遗

传差异，造成杂种Fl难以结实或结实率很低，并且F2及其后世代易出现明显地性状

分离。而利用单倍体染色体加倍的方法，就有助于保持新性状的稳定，进而培育出

纯合的新类型。

(3)物种进化研究。应用单倍体材料可查明其原始亲本染色体组的构成，单倍

体植物减数分裂时，能够说明有无同源染色体和染色体组参与。假如，在减数分裂

期发现大量的II价染色体，同时单倍体植株表现出高度可育性，说明核内有相同的

染色体组，产生此单倍体植物的相应的二倍体类型起源于多倍体。另外通过对单倍

体孢母细胞减数分裂时的情况来分析，可以追溯各个染色体组之间是否有同源或部

分同源的关系。这对利用DH群体进行RAPD、RFLP或AFLP分析物种之间的亲缘

关系和物种进化有着重要的意义(Graner et al，1991；Maheswaran et al，1997)。
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(4)构建连锁图谱。为构建RFLP和AFLP连锁图，需要建立合适的作图群体。

作图群体大致分为四类：(a)基于杂交产生的F2群体；(b)回交群体(Backcross，

BC)；(c)重组近交系群体(Recombinant Inbred Lines，对)；(d)双单倍体(Double

Haploid，DH)群体。DH群体的性质与砌相似，具有多方面优点：DH群体代表

着一个永久性的群体，因为所有的等位基因都是固定的，可以无限地用于新标记的

作图，并可在研究小组之间共享；DH群体可以重复进行检验，特别适合于抗性等

数量性状的分析；其分子标记基因型可以从自交产生的10．20个植株的混合样品加

以准确的分析。更为主要的是某些作物构建DH群体比Ⅺ群体更省时。诸如景蕊莲

等(1999)构建小麦QTL遗传图谱利用花药培养创建小麦DH群体。将DH应用于

分子生物学和基因工程领域，特别是应用于QTL定位、构建作物分子遗传图谱和筛

选植物功能基因等方面时，能极大地方便研究人员的实验进程。

(5)作为外源基因转化的受体。利用单倍体植株的原生质体、细胞和组织作为

外源基因的转化受体，有利于外源基因，尤其是隐性基因的整合和表达。对转基因

单倍体的染色体进行加倍，可以避免转导的外源基因丢失。综上可见，单倍体育种

技术具有非常重要的理论和实践意义。

但是在自然界中植物自发产生单倍体的频率极低，因而极大地限制了育种工作

者对单倍体的探索和利用。为此植物工作者们一直在努力尝试各种方法来提高植物

单倍体的诱导频率，这些方法大致可分成以下两类：

(1)植物活体诱导，即人们利用各种物理、化学以及生物的技术手段来刺激植

物活体以诱导单倍体；

(2)植物离体诱导，活体诱导虽然已经取得不少的经验，但至今还不能提供一

种较为通用的方法。随着实验胚胎学的兴起，使得离体诱导研究逐渐得到植物工作

者的重视和青睐，并日渐成为了主流的实验方法。植物体外研究可以摆脱整体植株

空间上的制约，注重局部对象的研究，提供较自然且更为稳定的实验条件，能有针

对性地研究条件因素对单倍体发育的影响，更有效地引进新的实验技术，能促进外

植体发育朝着预期的方向进行。

目前，通过人工获得单倍体的方法有四种：1、花药和花粉培养；2、未受精子

房和胚珠培养；3、远缘杂交亲本染色体消除法；4、辐射花粉结合胚抢救。其中，

以花粉和花药培养的研究最广泛也最成功。

作为诱导植物单倍体的一条途径，未受精子房和胚珠的离体培养与花粉和花药

的离体培养具有同样重要的价值和意义。但是由于技术上的原因，未受精子房和胚

6
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珠离体培养的研究和利用程度不及花粉和花药培养。即便如此，前人的实验证明未

受精子房和胚珠的离体培养诱导单倍体途径具有其不可替代的优势(周嫦等1982；

王文和，2005)：

(1)至今，有较多作物的花药和花粉培养很难成功或者其诱导单倍体频率太低，

未受精子房和胚珠离体培养可能提供另一条有效的单倍体诱导途径，如葫芦科、百

合科等作物；

(2)雄性不育植物的单倍体培养；

(3)对于禾本科植物，用花药和花粉培养诱导出的单倍体的白化苗率通常很高，

未受精子房和胚珠诱导则可获得较多绿色苗；

(4)在某些植物中花粉和花药植株表现出明显的倍性和性状变异，未受精子房

和胚珠离体培养可能提供一条获得较为稳定后代的途径。

此外，未受精子房和胚珠的离体培养可以为研究胚囊单倍体细胞自发成胚的发

育机理建立一个良好的离体体系。

1．2国内外研究进展

离体培养未受精子房和胚珠是为了诱导植物雌核离体发育，而植物雌核离体发

育的目的就是产生单倍体(Haploid)、自然加倍或人工加倍的双单倍体以及多倍体

与非整倍体植株，我们把这三类植株统称为胚囊植株，胚囊植株在植物遗传学以及

作物育种实践中具有很高的研究和利用价值。

早在二十世纪五十年代植物学家和育种家就开始了对未受精子房和胚珠离体培

养的探索，尝试着以此找到一条获得单倍体的新途径，然而没有成功(周嫦等，1982)。

二十世纪六十年代，Tulecke(1 964)通过银杏(Ginkgo biloba)未受精雌配子的离

体培养，获得了单倍体的愈伤组织，但是没有分化出植株。Nishi和Mitsuoka(1969)

在对水稻(Oryza sativa)未受精子房的离体培养中获得了二倍体和四倍体植株，但

是没有获得单倍体植株。Uchimiya等(1971)通过对玉米(Zea mays)未受精子房

和茄子(Solanum melongena)未受精胚珠的离体培养诱导出了愈伤组织，而且观察

到愈伤组织中有单倍体细胞的分裂，从而证明了通过未受精雌配子体的离体培养诱

导单倍体植株是可行的。San Noeurn(1976)利用大麦(Hordeum vulgate)未受精

子房首次诱导出单倍体植株，并开创性的提出了“离体雌核发育”(in vitro

gynogenesis)的概念。此后，国内的植株科学工作者利用烟草(Nicotiana tabacum)
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和小麦(Triticum sativum)的未受精子房诱导出了单倍体植株(祝仲纯等，1979)，

以后相关的报道逐渐增多。

从所查的文献报道来看，国内相关的研究工作主要集中在二十世纪八十年代，

涉及的作物主要有水稻、小麦、大麦、玉米、向日葵、烟草、非洲菊、百合、韭菜

等作物，而且获得了这些作物的单倍体及双单倍体胚囊植株。这些研究所涉及的内

容主要包括未受精胚珠和子房离体培养以及再生体系的建立，各种因素对诱导频率

的影响能力，再生植株的倍性鉴定方法及其发育起源的研究等，并对国内外的相关

研究进展做出了综述报道(周嫦等，1982)。这些研究工作有力的推动了国内的单倍

体研究发展，其中很多的研究结果还为国外的相关研究提供了重要的参考。进入二

十世纪九十年代以后，相关的报道却逐渐减少。近几年来，人们对于农作物新品种

的需求在日趋增长，丰富种质资源、选育符合各种消费环境的农作物新品种成为了

当务之急。随着科学技术的发展，作物育种技术水平也得到了飞速发展，尤其是分

子标记技术在遗传育种研究中的广泛应用，使得单倍体诱导研究在国内再一次兴起。

其中，在黄瓜未受精子房的离体培养研究上取得了重大突破(杜胜利，2001)，并已

将研究成果成功地应用到黄瓜的新品种选育上。

在这方面的研究上，国外学者的研究与国内情况相异，从二十世纪九十年代到

二十一世纪初的一些文献报道中可以看出，国外的研究主要集中在探索并完善未受

精子房和胚珠离体培养单倍体途径上，而且很多研究工作已经进入到寻找再生胚囊

植株农艺性状遗传规律的阶段，其中有些研究成果转化到了育种实践中。表(1)是

未受精子房或胚珠培养已获单倍体的物种。
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表I未受精子房或胚珠培养已获单倍体植株的物种

Table 1 The species of haploid pknb obtained by cultured unpollinated ovaries or ovules

从文献报道中可以发现研究多集中在禾本科、百合科、葫芦科、茄科以及菊科，

其中以禾本科的研究最多。在水稻(周嫦等，1983；Li，1998)和非洲菊(Gerbera

jamesonii)(Meynet et a1．，1984)的未受精子房和胚珠的离体诱导单倍体中已分别建

立起可重复的培养流程。而且Li(1999)对水稻未受精子房获得的单倍体植株的某

9



华中农业大学2010硕士研究生学位论文

些农艺性状进行了遗传学分析。Bohanec(2001)对洋葱未受精子房培养发育来的株

系进行了RAPD分析，证明了再生植株的基因型是稳定的，Serik(1997)报道了未

受精子房和胚珠诱导获得的单倍体植株已经应用在水稻、甜菜、洋葱和非洲菊的育

种上。对于甜瓜的未受精子房和胚珠的离体培养，最早是Ficeadenti(1999)获得成

功，得到了单倍体，其次是Lotifi等(2003)采用Ficcadenti的诱导方法获得了三棵

幼苗，但是还未来得及鉴定就死亡了，最后是韩丽华等(2004)获得了6棵胚囊植

株，而且鉴定有单倍体植株。未受精子房和胚珠离体培养的研究开辟了另一条单倍

体育种途径，这为作物育种开创了新的研究领域，并且随着实验生殖细胞学的兴起，

也为研究雌核发育和开展植物遗传工程提供了良好的平台。

纵观国内外的相关研究报道，未受精子房和胚珠离体培养的研究主要集中在以

下几个方面：(1)建立可重复的离体培养体系；(2)探索人工诱导单倍体的影响因

素；(3)再生胚囊植株的倍性鉴定：(4)研究再生胚囊植株的发育起源；(5)单倍

体胚囊植株的人工加倍方法；(6)DH群体的农艺性状分析以及和亲本的性状比较。

离体雌核诱导单倍体的育种途径应用的关键技术就是能否有效的提高再生胚囊

植株的诱导频率，因此，深入研究植物离体雌核发育机理非常重要。但是，目前这

方面的文献很少，报道的也只是植物工作者的一些推测，还得不到证实。因为，影

响离体雌核发育的因素太多，而且难以控制胚囊发育的同步性，所以很难调控雌核

的发育动向，同时很难控制雌核朝着指定的方向发育。反过来，未受精子房和胚珠

培养可以提供一个半离体的手段对胚囊的发育进行远比过去深入细致的研究(周嫦，

1982)。为了更好的将相关的研究成果应用到遗传学和育种的研究实践中，植物工作

者应进一步开展基础性研究，深入组织、器官、细胞以及分子水平对植物离体雌核

发育的机理进行研究。

综合未受精子房和胚珠离体培养研究的文献资料后，我们发现，影响未受精子

房和胚珠培养的因素有很多，包括供体植株的基因型、未受精子房和胚珠的发育时

期即胚囊细胞的发育时期、基本培养基类型、供体植株的栽培季节、外植体培养前

的预处理、外植体的接种方式、培养方式、以及培养条件等，其中培养条件又包括

激素组成、pH值、外源添加物等。但是，这些影响因素并不是独立存在的，往往实

验结果受到多个实验因素的影响。下面就关于各种影响未受精子房和胚珠离体诱导

单倍体的因素作进一步研究。
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1．2．1供体植株的基因型

和其他的组织培养一样，在未受精子房和胚珠的离体培养中，诱导成功与否以

及诱导频率高低均受到基因型的明显影响，在水稻的未受精子房和胚珠培养中，周

嫦等(1983)发现粳稻胚囊愈伤组织的诱导频率最高，其次是籼稻。Li等(1999)

在对11个水稻品种进行未受精子房培养时发现基因型导致愈伤组织的诱导频率在

0．8％到12．5％之间变动。在对非洲菊(Gerberajamesonii)(Miyoshi，1996)的17个

基因型未受精子房培养中，有4个基因型没有产生愈伤组织。Gemes．Juhasz等(2002)

在对5个黄瓜品种进行未受精子房培养得到的单倍体植株诱导频率最高的为18．4％，

最低的为7．1％。谢冰等(2005)发现基因型对西葫芦胚状体的诱导有很大的影响，

在对小油菊(Guizotia abyssinica L．)未受精子房离体培养中，Bhat(2007)发现胚

状体的诱导频率从2．5％到12．5％不等。Tarek(2007)在对12个西葫芦品种的未受

精胚珠离体培养时也发现了基因型是一个关键的因素，子房的反应率从O到48．8％

不等。而在甜菜(Marylise。1989)的未受精子房离体培养中发现基因型只有在特定

的培养基条件下才产生明显的影响。另外，在草莓(王文和，2001)，向日葵(阎华

等，1988)等作物上也发现了基因型的影响。以上的文献报道表明，基因型对未受

精子房和胚珠离体培养单倍体具有很大的影响。因此，我们在探索培养条件时应根

据不同的基因型做出相应的调整，并深入到细胞和分子水平探索基因型影响的机理。

1．2．2接种时未受精子房和胚珠的发育时期(胚囊成熟度)

Gemes．Juhasz等(2002)在研究黄瓜未受精子房离体培养时选取开花前3天，

开花前6个小时，以及开花当天的子房为实验材料，结果表明：只有开花前6个小

时的胚珠经过6．12周的培养能得到胚状体，其他的时期的子房则不能诱导出胚状体。

韩丽华等(2004)在甜瓜未受精胚珠离体培养中依据前人的研究成果，采取的样品

是开花前14 h的子房，并诱导成功获得了单倍体植株和其他胚囊植株，此时胚囊处

于接近成熟胚囊的状态。而谢冰等(2005)在对西葫芦未受精胚珠离体培养研究中

发现，接种时胚珠的发育时期是西葫芦离体雌核发育的关键因素，其作用大于培养

基与供体基因型的效应，其结果表明：开花当日的胚珠平均诱导率最高为15．1％，

其次是开花前一日的胚珠为13．2％，诱导率最低的是开花后一日的胚珠为0．9％。开

花当日的胚囊为成熟胚囊，开花前一日的胚囊为接近成熟的胚囊。Bhat(2007)在

小油菊的研究上也得出了类似的结论：在开花当天和开花前一天采的子房能出胚，

而开花前两三天的花不能出胚。从以上文献中可以看出，对于葫芦科的作物，成熟
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胚囊或接近成熟的胚囊比较容易诱导成功或者诱导的频率较高。因此，选择合适的

胚囊成熟度对实验的成功与否起着重要的作用。

1．2．3培养基对未受精子房和胚珠离体培养的影响

在植物组织培养中，培养基为外植体的生长发育提供了所需的营养物资，所以

培养基对外植体的培养起着至关重要的作用。而培养基的影响除了其自身的形态外，

还包括其所含的其他成分：基本培养基组成、添加的各种外源激素的种类和浓度、

碳源种类和浓度、pH值、琼脂以及其他的有机无机成分(表2)。任何一个因素的

改变都可能会对实验结果造成很大的影响，但是这些因素又是一个整体，对外植体

生长发育的影响是综合的效应。而每一种实验材料都有其最适合的培养基，很难找

到一种较为通用的培养基，因此在具体的实验过程中，我们需要针对不同的培养材

料，筛选出各自适合的培养基，这需要大量的工作。

表2未受精子房和胚珠离体培养所用的培养基
Table 2 The medium of in vitro culture unpollinated ovaries and ovules

种名 萎17 添加物 参考文献

Species !壁 Additional COmpon朗ts Refcrence
Basai medium

。

G“拓Df蛔abyssinica(L．f．)Cass． MS 2．oIun2，4-D+I．01amKT+309／L蔗糖 Bhat et a1．，2007

Eragrostis tef MS，L3 9．2．m2，4一D+8．9岬【lBAP Gugsa el a1．，2006

Arabidopsis thaliana MS 2叽BAPm 1mg／LNAA+609／L蔗 Rojek et a1．，2005

Allium cepa B5 2蔗．0糖mg／L2’4-蚴呲6．BA+7．5％ Endang et al测
Beta vulgaris MS 1．0-2．0mg／LBAP+1 0％蔗糖 Gurel ct a1．，2000

1．0-2．Omg／L2，4-D+I．Omg／LNAA+O．

Triticum durum Desf 改良MS 5-1．0mg／LKT+0．1mg／LIPA+309／L Olfa el eL!．，2007

蔗糖+609／L麦芽糖

Hyoscyamus muticus MS，BN 0．05mg／LNAA+o．5mg／L6-BA Chand ct a1．，1 998

Psorale口corylifolia MS磊嚣筹≯蚴+3 m丘蝴Chand龇al 200s
O,'yza J口f／va N6

0·25mg／LNAA+0．5mg／LI从+2舳 Li et al·，

g，LKT 1998

Cucumis sativu$ cBM ：：勰嚣裟删～2耋裂～n
Hordeum vulgare N6誉嚣器嚣8岬～4‘4岫c⋯“删99
Cucurbitapepo MS 10rSmg／L2，4-D+309／L蔗糖 Melwally el a1．，1998

Cucurbitapepo N6 2．4．D卜NAA+BA+3％蔗糖 谢冰，2006

Cucumis meio CBM 韩丽华，2004

Hevea brasiliensis Mueil．-Arg． 改良MB ling／L2．4_D+1．2mg／LKT 杨晓泉，1997

兰些丝竺竺丝：竺竺 坚! 生：巴巴型尘：兰巴丝坚兰￡垒 里墨堡：1212
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1．2．3．1基本培养基对未受精子房和胚珠离体培养的影响

对于未受精子房和胚珠的离体培养，常用的基本培养基有MS、N6、B5、CBM

等，或以这些培养基为基础的改良培养基，其中又以MS培养基应用得最为广泛。

1．2．3．2外源激素对未受精子房和胚珠离体培养的影响

从表2中可以看出，每个成功的未受精子房和胚珠离体培养试验都添加了外源

激素，外源激素的种类和浓度均对未受精子房和胚珠离体培养起着至关重要的作用，

所用的外源激素种类有：MA、NAA、6-BA、KT、GA3、TDZ、BAP、MCPA等，

在水稻的未受精子房的研究中，周嫦等(1981)发现，外源激素的浓度对促进雌核

发育、防止体细胞增生起着关键的作用，不加外源激素的培养基很难启动雌核发育，

而且增加外源激素的浓度有利于未受精子房的生长，但较低的激素浓度更利于雌核

发育，过高的外源激素容易导致体细胞的愈伤化。王文和(2001)在对草莓的未受

精子房的离体培养的研究中发现，2，4．D是成功诱导所必需的外源激素，当2，4．D

浓度小于2．0 mg／L时，诱导效果随2，4．D浓度增大而增大，2，4．D浓度为2 mg／L

时诱导频率最高。而添加KT和BA等细胞分裂素类物质则对雌核的发育有抑制作

用并促进体细胞愈伤组织的增生，对诱导不利。在很多作物中，TDZ是一种应用很

广泛的外源激素，尤其是在葫芦科作物的未受精子房和胚珠的离体培养中，如黄瓜

(Gemes．Juhasz et a1．，2002；Diao et a1．，2009)、甜瓜(韩丽华等，2004)。众多的文

献资料说明，植物的雌核发育需要外源激素的刺激，但是外源激素的种类和浓度又

依据外植体的种类的不同而不同，而且不同的外源激素种类和浓度对刺激雌核发育

和体细胞增生两方面都有影响。

1．2．3．3碳源的浓度和种类对未受精子房和胚珠离体的影响

从表(2)可以发现蔗糖是未受精子房和胚珠离体培养的常用碳源，使用浓度因

作物的种类而异，蔗糖浓度从3％到10％不等。Tarek et a1．(2007)在西葫芦未受精

胚珠的离体培养中比较了30、60、90 g／L三个蔗糖浓度的效应，发现30 g／L的蔗糖

浓度是最佳浓度，而90 g／L的蔗糖浓度没有诱导出胚囊植株。除作为碳源外，蔗糖

还通过调节培养基中的渗透压来影响胚状体的诱导。对于其他的碳源，麦芽糖也可

以作为一种碳源应用在试验中，而且其效果优于蔗糖。Olfa et a1．(2007)在Triticum

durum Desf．未受精子房的研究中发现，麦芽糖能提高反应的子房发生率。S Chand et

a1．(2007)在对Psoralea corylifolia未受精子房的培养研究中也发现了类似的现象，
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在比较3．0％、4．O％、5．0％、6．O％的蔗糖和麦芽糖浓度的影响时发现：胚状体诱导率

在各种浓度的麦芽糖培养下均高于蔗糖，其中麦芽糖浓度为5．O％时胚状体的诱导率

最高，可能原因是麦芽糖可以直接被外植体吸收利用，而蔗糖需要水解成单糖才能

被吸收利用。因此，在选择碳源时，不仅要考虑碳源的浓度，也要考虑到碳源的种

类。

1．2．4培养条件对未受精子房和胚珠的影响

1．2．4．1接种方式的影响

从所查的文献报道中可以发现，大部分的未受精子房和胚珠都是在固体培养基

中进行的。在固体培养基上，外植体的摆放具有随机性，有的是因为不同的作物特

异的外植体形状而摆放不同，有的是因为外植体的切分方式不同而不同。西葫芦是

将未受精胚珠平放在培养基上(谢冰等，2006)，草莓是将未受精子房直插在培养基

中(王文和，2001)，黄瓜是切2 mm．3 mill厚的子房薄片平放接种(杜胜利，2001；

Diao ct a1．，2009)，或者分离出的胎座平放在培养基上接种(Gemes．Juhasz et a1．，2002)，

甜瓜也是将分离出的胎座平放着接种在培养基上(韩丽华等，2004；王林，2009)。

苦瓜也是将子房、胎座或者未受精胚珠平放在培养基上(杨满业，2003；宋莉英，

2004)。

1．2．4．2预处理对未受精子房和胚珠的影响

低温和热激是两种常用的预处理方式，很多实验表明，这两种方式对未受精子

房和胚珠的离体培养有一定的促进作用，但其作用机理尚不明确。Gemes．Juhasz et a1．

(2002)在研究黄瓜未受精子房离体培养时比较了24℃、28℃、35℃三个温度的

影响，发现胚状体的诱导率在35℃的热激条件最高为18．4％。陈小鹏等(2005)也

证明了35℃热激处理是黄瓜胚状体诱导的最佳温度。Diao et a1．(2009)在黄瓜也证

明了35℃热激能提高胚的诱导率，而且3 d的要好于2 d和4 d的热激。韩丽华等

(2004)在厚皮甜瓜未受精胚珠离体培养时也进行了35℃的热激。Tarek etal．(2007)

在西葫芦未受精胚珠的离体培养发现：32℃条件下热激4 d效果最好。Gurel et a1．

(2000)在研究甜菜未受精子房离体培养发现：4℃低温处理5 d能提高胚的诱导率。

Olfa et a1．(2007)在小麦上也发现了4℃低温处理有利于有用的愈伤组织的形成和

单倍体植株的形成。但也有实验表明4℃低温并没有增加胚的诱导率，反而降低了

胚的诱导率(Bhat et a1．，2007)。所以，低温和热激的选择也依据作物的不同而不同。
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1．2．4．3其他有机和无机添加物对未受精子房和胚珠的影响

AgN03是一种常用的化学诱雄剂，能抑制乙烯的活性，而且可以通过促进多胺

的合成来提高体细胞胚的发生频率。韩丽华等(2004)的研究发现在诱导培养基中

添加80 mg／L的AgN03时，甜瓜未受精子房的出胚率最高。但是Diao et a1．(2009)

在黄瓜未受精胚珠离体培养的研究中却发现AgN03对胚的诱导没有显著影响，Gurel

et a1．(2000)在对甜菜未受精子房离体培养的研究中发现AgN03浓度为2．5 mg／L时

降低胚的诱导率，5．0 mg／L时抑制胚的诱导率，而0．5％的活性炭能提高胚的诱导率，

但是Geyt et a1．(1986)在甜菜上却发现O．5％的活性炭抑制了愈伤组织的诱导。由这

些文献我们可以看出，同种添加物在不同的实验材料上产生了不同的效果，乃至相

反的效果，所以对于不同的作物，我们需要对添加物种类和浓度进行系统的比较实

验，不可盲目添加。

1．2．5供体植株的生理状态对未受精子房和胚珠的影响

供体植株的生理状态由植株所处的生长环境决定，包括温度、光照、营养状况

以及环境胁迫等条件。Marylise et a1．(1989)在研究甜菜的雌核发育时发现6月的材

料要优于夏季其他月份的材料。王文和(2001)在做草莓的未受精子房离体培养的

研究时发现，草莓各种生长环境中诱导率最高的是春季露地苗一级花蕾，依次为春

季露地苗二级花蕾、保护地苗一级花蕾和保护地苗二级花蕾。Tarek et a1．(2007)在

比较西葫芦第一、二、三节位雌花的效应后发现：第二节的雌花诱导频率最高，并

且夏季生长的雌花效果更好。Puddephat ct a1．(1999)在洋葱的未受精胚珠的离体培

养中发现：生长在15℃条件下生长的材料的胚的诱导率是10℃和温室正常生长的

10倍。Sibi et a1．(2001)在小麦的研究中发现夏季是未受精子房离体培养的最佳季

节。韩丽华等(2004)的甜瓜实验证明了秋季材料的诱导率比春季好。

除了以上所说综述的几项影响因素之外，对未受精子房和胚珠离体培养有影响

的因素还包括培养温度、光照时间、pH值、琼脂浓度以及添加复合物等因素。

1．2．6单倍体植株倍性鉴定方法

在得到单倍体植株后，在应用之前，我们需要对其进行倍性鉴定，目前，植物

倍性鉴定方法包括直接途径和间接途径。其中，直接途径有体细胞染色体计数和流

式细胞术；间接途径包括植株性状观察、叶片气孔保卫细胞叶绿体数目、气孔密度、

气孔大小、花粉粒的性状等的观察。杜胜利等(2002)在研究黄瓜倍性鉴定方法时
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得到的结论是：体细胞染色体计数法是最可靠的直接方法。流式细胞术是在二十世

纪七十年代发展起来的一种新的分析技术，利用此技术可以快速测定细胞核中DNA

的含量，是一种操作简便、迅速、准确度也较高的倍性鉴定方法。但是若植株已经

自然加倍，那么这两种方法又是不完全的，还必须对该植株的自交后代性状的具体

表现进行鉴定，才能确定其倍性以及是否纯合。

1．2．7再生胚囊植株的倍性水平

由植物雌核发育获得的胚囊植株其来源可以由植物的每一个或几个胚囊成员细

胞发育而来，这就说明了胚囊植株群体并非都是单倍体群体，而是由单倍体、双单

倍体、多倍体以及混倍体所组成的复杂群体。对于植物遗传学研究和应用育种来说，

每一种类型都有其很高的利用价值。Miyoshi et a1．(1996)在鉴定Gerbera，amesonii

的愈伤组织时得到了80．4％的单倍体愈伤组织，15．2％的双单倍体愈伤组织，4．3％混

倍体愈伤组织。Chand et a1．(1998)在Hyoscyamus muticus获得的胚囊植物群中发现

单倍体占25％，二倍体占35％，混倍体占40％。Puddephat etal．(1999)在得到的洋

葱胚囊植株中发现单倍体占68％，自然加倍的双单倍体为23％。而二倍体占优势的

胚囊植株再生体系在育种实践中更具有优势。

1．2．8单倍体植株加倍的研究

在很多的文献报道中，得到的胚囊植株包含了一部分的DH群体，而这些DH

群体属于自然加倍，也就是我们所需要的倍性。而对于单倍体植株，我们需要对其

进行加倍。秋水仙素是一种常用的加倍试剂，但是其使用浓度、作用时间、作用部

位以及方式对作物的加倍产生能不同的效果，刘仁祥等(2009)在烟草单倍体加倍

效应的研究中发现：随着秋水仙素浓度的升高，加倍率呈开口向下的抛物线曲线变

化趋势；加倍率与浸苗时间呈线性回归关系，加倍率随浸苗时间的延长而增加。Yetisir

et a1．(2003)在研究甜瓜单倍体加倍方法时发现：用秋水仙素浸染生长点的方法最

好，加倍率为89％，是植株离体浸染和伤口浸染的3倍。同样是甜瓜单倍体加倍技

术，薛皓等(2008)的研究成果表明：1 mg&6-BA和0．5％秋水仙素+2％DMSO对

甜瓜单倍体的加倍效果较好。文科等(2006)在研究玉米单倍体加倍技术时比较了

三种秋水仙素处理方法，浸根法、注射法和浸种法，结果表明：浸种法处理效果最

好，注射法次之，浸根法最差。
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2本论文研究目的和内容

苦瓜(Momordica charantiaL．)，别名锦荔枝、癞葡萄、凉瓜，是葫芦科苦瓜

属一年生草本蔓生攀援植物，其染色体数为2n=2x=22。

它不仅具有很高的食用价值，而且现代医学证明苦瓜含有多种药用成份，具有

多种药用功效。苦瓜作为一种药食兼用的保健蔬菜，近年来受到广大消费者的青睐，

对苦瓜的需求也不断增加。

随着人们对苦瓜需求的增加，不同商品生产目的对苦瓜育种目标提出了多元化

的要求。苦瓜的主要育种目标为抗逆、优质和高产，其中抗逆包括抗病育种，耐低

温弱光以及耐高温高湿等。随着苦瓜栽培方式的日益多样，特别是各种大棚温室等

保护地栽培方式的兴起，使得苦瓜育种工作者需要培育适合各种栽培方式的品种。

在传统的育种中，苦瓜优良自交系的获得需要经过多年多代的自交选择。因此，传

统遗传育种方法存在育种周期长、难度大等问题，严重制约苦瓜的育种进程。

单倍体技术的研究和应用将会极大地缩短育种周期，提高育种效率。而且单倍

体重要的遗传价值也将为苦瓜的遗传研究开辟广阔的前景。同时，单倍体尤其是双

单倍体与分子生物学、基因工程的密切结合，则可更好地改良苦瓜的遗传变异，产

生更多的优良品种。从葫芦科其他作物诱导单倍体发生途径比较得出，辐射花粉、

花粉蒙导、化学药剂诱导雌核发育可能得到单倍体。

本研究以苦瓜未授粉子房和未受精胚珠为实验材料，利用花粉蒙导、化学药剂、

离体培养处理等手段，探索诱导雌核发育并结合离体培养以获得苦瓜单倍体植株的

方法，从而建立苦瓜未受精子房和胚珠的诱导体系，为获得大量单倍体苦瓜、构建

苦瓜的遗传图谱以及分子遗传研究提供基础平台。
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3材料与方法

3．1材料

试验材料名称及特性见表(3)，其中Z．1-4x132．3．1由本实验室提供，“翠妃"

从农友种苗武汉分公司处购买。

表3试验材料名称及特性
Table 3 The name andcharacter of experimental material

试验材料于2009年2月24日播种育苗，同年3月30日定植于国家蔬菜改良中

心华中分中心的大棚内，田间管理如同一般大田生产。

本实验取用开花后经过处理的子房以及未受精胚珠，所以在苦瓜的整枝上有别

于普通栽培，其植株基本上留花而不坐果，采样部位从苦瓜植株第10节开始，主、

侧蔓健壮的雌花作为样本。采样完后主、侧蔓均不打顶，6月份以后每月进行一次

整枝修剪。同时，将植株上因为昆虫授粉而开始膨大的幼瓜及时摘除，以确保其他

雌花生长良好。为了解决苦瓜子房供应量的问题，通过有效的田间管理延长其种植

时间，直到同年12月中旬罢园，为实验提供足够的材料。

3．2方法

3．2．1苦瓜花粉灭活处理

将试验材料的雄花未开放前进行套袋隔离处理，在其上午开花后，每天各采集

200朵雄花带回实验室。当天选取50朵雄花花药做如下处理，连续如此操作一周。

(1)将花药放在直径60 n'lln的培养皿中，再置于烘箱中，烘箱温度为50℃，

连续处理三天，每天12小时。

(2)采用功率为30 W的紫外灯管照射花药1．24小时。

(3)使用20．100 mg／L甲苯胺蓝溶液浸泡苦瓜花粉-'b时。

(4)将苦瓜花粉在室温条件下放置1．24小时。
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_-●-_--●_●__-●__●_---______-________________●____________●_______---_---●●-●__●____________-______-●_______---_____________●_______________--■_____-___-___●______●________--●■________●__■_______________■_________●______--___一

3．2．2花粉活力检测

用硼酸．蔗糖溶液法将其在黑暗条件下培养1小时后测定处理后的花粉活力，随

机观察并记录五个视野下正常生出长度超过花粉粒直径I／2的花粉管的花粉粒数和

该视野下的花粉粒总数，并用Olympus CX41显微镜连接广州明美科技公司MD30

型CCD拍照存档。

花粉萌发率=正常生出长度超过花粉粒直径1／2的花粉管的花粉粒数／该视野下

花粉粒总数×100％

花粉畸形率=花粉管畸形的花粉粒数／该视野下花粉粒总数x100％

3．2．3利用葫芦科近缘属花粉对苦瓜雌花进行蒙导法处理

对两种试验材料第二天早上即将开放的雌花用硫酸纸袋套袋。次日早上，将当

天刚刚开放的南瓜、普通丝瓜、瓠瓜、西瓜、网纹甜瓜、黄瓜花粉分别与失活的苦

瓜花粉混合，将其分别涂抹在当天早上开放的雌花柱头上，重新套上纸袋，3．10天

后采下这些子房带回实验室，将花瓣和柱头轻轻剥离，用自来水连续冲洗l小时，

再用手术刀将子房外皮削去，用蒸馏水将苦瓜子房表面冲洗干净。最后在超净工作

台上用手术刀将已处理过的苦瓜子房切成5 mmx5 mm的小块，使之刚刚露出胚珠，

一般一个小块含有3．5个胚珠，消毒后置于培养基上。

3．2．4甲苯胺蓝、马来酰肼、二甲基亚砜处理苦瓜雌花

对两种试验材料第二天早上即将开放的雌花用硫酸纸袋套袋。次日早上不同浓

度溶液的甲苯胺蓝、马来酰肼、二甲基亚砜对雌花柱头进行喷施。甲苯胺蓝溶液是

在当天早上开放的雌花柱头涂抹上苦瓜花粉之后，再将其喷施于雌花柱头，使其完

全浸没花粉1分钟，再套上纸袋；其他两种溶液是直接喷施在雌花柱头上后，套上

纸袋，3．10天后采下子房带回实验室备用。余下操作同3．2．3

3．2．5苦瓜未受精胚珠的准备

据观察，苦瓜雌花一般于上午7时许开放，以胚珠为培养材料的苦瓜子房在雌

花开放前12小时采下带回实验室。将花瓣和柱头轻轻剥离，用自来水连续冲洗1小

时，然后用手术刀将子房外皮削去，再用蒸馏水将苦瓜子房表面冲洗干净。最后在

超净工作台上用手术刀将苦瓜子房切成条，以刚刚露出胚珠为佳。每条子房上含胚

珠lO．20个，放置带灭菌滤纸上，接种时用镊子挑出胚珠置于培养基上。
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3．2．6接种外植体的灭菌准备

超净工作台上紫外杀菌30 min，再在超净工作台上用75％的酒精消毒60 S。设

计次氯酸钠的有效氯浓度为2％、3％、4％、5％，设置的灭菌时间为8 min、9 min、

10 min(表4)。灭菌试验共12个处理，处理编号见表(4)。每个处理3皿，两个品

种共72皿。每个处理以150 ml烧杯为灭菌容器，每次加入50 m1次氯酸钠溶液。灭

菌的同时不断振荡。灭菌完成后，用无菌蒸馏水清洗3次，每次l min，最后将带有

胚珠的小块放在灭菌滤纸上吸干水分备用。对于灭菌试验的培养皿接种小块后，同

样放置在35℃的黑暗条件下热激4 d，然后放在正常的培养条件下(光强为2000 lx，

光照时间为14 h)培养，两周后观察其污染率。污染率=污染的培养皿数／接种的培

养皿数×100％，在正式试验之前完成。

表4不同的灭菌处理方案

Table 4 Different treatments of sterilization

3．2．7苦瓜处理后子房在不同激素和添加剂配比下的诱导培养

将经过消毒好的子房在灭菌滤纸上切成5 minx5 l砌的小块，再接种于不含激

素和添加剂的培养基上以及不同激素和添加剂配比的培养基上。每皿(100 mm)均

匀接种10．20枚子房块，每个处理5个皿。子房块含有带胚珠的胎座组织，子房块

平放于培养基上，胚珠无明显朝向。接种子房块时，用镊子轻柔夹取之，以免夹伤

胚珠，最后用Paraflim封口膜封口，接种后的子房块则在28℃黑暗培养2 d后，再

于培养室进行光照培养，以此诱导胚状体或者愈伤组织生成。以MS培养基为基本

培养基，添加NAA、6-BA、CPPU、A斟03，并加入3％的蔗糖和0．75％的琼脂，调

节培养基的pH值为5．84．6．00，培养基用高压灭菌锅在121℃．126℃的条件下灭菌

20 rain，其中培养基中的维生素、AgN03溶液采用抽滤灭菌，在培养基经过高温高

压灭菌之后凝固前时加入，此操作在超净工作台上完成。培养基共25种，其中添加

成分见表(5)。
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愈伤组织诱导率=诱导出愈伤组织的胎座块／全部接种的胎座块×100％

3．2．8苦瓜未受精胚珠的预培养

将准备好的材料接种于预培养基上，其中，未受精的胚珠，每皿(60 mm)整

齐均匀的接种15．25枚，最后用Paraflim封口膜封口。以MS培养基为基本培养基，

同时加入NAA、2，4．D、6-BA，并加入3％的蔗糖和O．75％的琼脂，调节培养基的

pH值为5．84．6．00，培养基用高压灭菌锅在121℃．126℃的条件下灭菌20 min，其

中培养基中的维生素采用过滤灭菌，在培养基冷却但还没有凝固时加入，诱导培养

基激素添加成分见表(6)，此操作在超净工作台上完成。将接种好的培养皿(60 mm)

放在35℃的黑暗条件下热激4 d以刺激胚珠膨大。

3．2．9苦瓜未受精胚珠的在不同激素和添加剂配比的诱导培养

将经过热激4 d处理后的未受精胚珠转移到诱导培养基上继续培养，仍以培养

皿(60 nun)为培养容器，每个皿倒入6 ml培养基，其中每皿接种胚珠10．25枚，

每个处理5个皿。培养室的温度控制在25．30℃之间，光照时间为14 h(06．20时)，

光照强度为2000 Ix。未受精胚珠膨大后，再将其切成小块，接种到分化培养基上。

分化培养基是在MS培养基上加入3％的蔗糖和0．75％的琼脂以及激素6-BA、NAA、

IAA，其中6-BA的浓度为1．0、2．0、3．0 mg／L，AgN03的浓度为1．0、2．0、3．0，NAA

的浓度为0、0．2、O．5 mg／L，IAA的浓度为0、0．2、0．5 mg／L。实验采用L9(34)的

四因素三水平正交组合设计(表7)。

未受精胚珠愈伤组织诱导率=诱导出愈伤组织的胚珠个数／全部接种的胚珠个

数x100％

3．2．10数据处理

实验数据使用SPSSl6．0软件进行分析处理，多重比较的显著水平a=0．05。

2I
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表5诱导培养基中的激素与添加剂配比组合

Table 5 Hormones and additive forinduction medium

处理标号
6-BA(mg／L) CPPU(mg／L) NAA(mg／L)

AgN03(mg／L)Orderof仃eatment
÷

’ 1 。

2 l 0 1 0

3 2 0 1 0

4 3 0 1 0

5 4 0 1 0

6 5 0 l 0

7 6 0 1 0

8 1 0 1 0

9 l 0 2 0

10 1 0 3 0

11 1 0 4 0

12 1 0 5 0

13 1 0 6 0

14 l 0 1 1

15 1 0 l 2

16 1 0 1 3

17 l 0 1 4

18 1 0 l 5

19 1 0 1 6

20 0 O．05 0．5 0

21 0 O．10 0．5 0

22 0 0．15 0．5 0

23 0 O．20 0．5 0

24 0 0．25 0．5 0

25 0 0．30 0．5 0

表6胚珠诱导培养基中所添加的激素水平

Table 6 Hormones level for ova眄induction medium

处理编号

N～Vmg／L) 2，4-D(mg／L) 6-BA(mg／L)
Order ofweatment

。 、 ’

l O．5 l l

2 0．5 2 I

3 0．5 l 0

4 0．5 4 1



表7诱导培养基中所用的激素及添加剂水平

Table 7 Hormones and additive level for induction medium

激素或添加剂(mg／L)

培养基编号
．．

坚2竺旦翌竺1 21垒堂!!!翌生竺!!!婴吐2
Orderof meQludi m—■iBA———A忑0_3——__NAA· 队A6． gN

I^^

1 1 1 0 0

2 1 2 0．2 0．2

3 1 3 O．5 0．5

4 2 1 0．2 0．5

5 2 2 0．5 0

6 2 3 0 0．2

7 3 1 0．5 0．2

8 3 2 0 0．5

9 i——三．——————————旦』l-——————————兰L—l_-—-_I_l—●●_l-—_—_-—●●-——————————一一
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4结果与分析

4．1苦瓜花粉灭活处理结果

对Z-14×132．3．1和翠妃两种试验材料的花粉进行常温放置、烘干、紫外线照

射和甲苯胺蓝溶液浸泡共四种处理之后，将它们分别用硼酸．蔗糖溶液法在黑暗条件

下培养l小时后再测定花粉活力。分析结果见表(8．9)，图1．图ll。

结果表明：在这四种处理后的花粉内，烘干是能在最短时间内使苦瓜花粉几乎

完全丧失萌发活力的处理方式，品种间无显著差异，而处理梯度有显著差异

(F_l 1．725，p<0．01)；常温处理花粉后，品种间有显著差异(F-5．91，p<o．05)，处

理梯度上也有显著差异(F=163．671，p<O．01)；紫外线辐射花粉后，品种间无显著

差异，而处理梯度间有显著差异(F=269．078，p<O．01)；而随着甲苯胺蓝溶液浓度

的提高，花粉不能正常萌发、花粉管外形异常的现象越加明显，品种之间畸形率差

异显著(F=13．624，p<o．01)，处理梯度之间也有显著差异(F=103．608，p<0．01)。

本研究结果表明用烘干法灭活苦瓜花粉是最高效的方法。

be be

nnn
3 6 12

处理小时数(h)

图l常温放置处理后苦瓜花粉萌发率

■A

口B

Fig．1 The germination rate of pollen after room temperature treatment

dd一雅
踯加∞的∞∞加m

O

^96v褂越橙弈撄
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图2烘干处理后苦瓜花粉萌发率

Fig．2 The germination rate of pollen after drying treatment
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图3紫外线处理后苦瓜花粉萌发率

Fig．3 The germination of pollen after ultraviolet radiation
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图4甲苯胺蓝溶液处理后花粉的畸形率

一A

口B

Fig．4 The deformity rate of pollen after toluidine blue immersion

图5 A苦瓜花粉烘干一小时后在放大加倍下的成像

Fig·5柏times enlarged drawing ofApollen after drying in l hour



Fig．7 40 times enlarged drawing ofA pollen after ultraviolet radiation

in 1 hour
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8

10

9

图8-11 A苦瓜花粉在100mg／L甲苯胺蓝溶液浸泡一小时后，在放大40、100、
400倍下的成像．

Fig．8-11 40’100，400 times enlarged drawing ofA pollen after immersion in

100mg／L toluidine blue solution in 1 hour



表8不同处理后苦瓜花粉萌发率

Table 8 Germination rate after different treatment

●____-_____-_●__-_●_--_●_-__●_--_●_●___●__-●_-●__●-_____●_-●-_-__-●-_____-●_-_--●___●_●-______■_____-___●____●__一I-_______-__-___●__--●__--■__-

处理时间 常温 烘干 紫外线辐射

Time Roomtemperature Drying Ultraviolet radiation

A B A B A B

表9不同浓度甲苯胺蓝溶液处理后苦瓜花粉畸形率

Table 9 MalfoIrmation rate after different level concentration of

toluidine blue solution

4．2葫芦科近缘属花粉对苦瓜雌花进行蒙导处理结果分析

对两种试验材料的雌花用当天刚刚开放的南瓜、普通丝瓜、瓠瓜、西瓜、网纹

甜瓜、黄瓜花粉分别与失活的苦瓜花粉混合后，进行蒙导处理。实验结果见表

(10．1 1)，图12．图20。

由结果可知用普通丝瓜花粉进行蒙导处理10天，约有50％的A材料(下同)

苦瓜子房生长量、25％的B材料(下同)子房生长量明显高于其他五种花粉蒙导处

理结果，品种间存在显著差异(F=477．904，p<O．01)，南瓜、瓠瓜、西瓜、网纹甜

瓜、黄瓜五种花粉蒙导处理之后的苦瓜子房生长量之间也存在着显著差异(F--1．984
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×103，p<O．01)；经过普通丝瓜花粉蒙导处理后的子房块在含激素的培养基上并未

分化出愈伤组织。

12

图11．12 A苦瓜子房经过普通丝瓜花粉蒙导处理两周后

Fig．11—12 The ovary ofA via pollen mentor with iuffa’S pollen in 2 weeks

14

图13-14 A苦瓜子房正常授粉两周后

Fig．13-14 The ovary ofA pollinated with itself pollen in 2 weeks
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15 16

图15-16 B苦瓜子房经过普通丝瓜花粉蒙导处理两周后

Fig．15-16 The ovary of B via pollen mentor with luffa’s pollen in 2 weeks

17 18

图17-18 B苦瓜子房正常授粉两周后

Fig 17-18 The ovary of B pollinated with itself pollen in 2 weeks

3l
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1 9(A) 20(B)

图19．20 A，B子房未授粉处理两周后

Fig．19-20 The ovary ofA，B unpollinated ovary in 2 weeks

表10 A苦瓜子房经过蒙导法处理之后的结果
Table 10 Result of pollen mentor treatment ofA bitter gourd

蒙导花粉

Species ofpollen mentor

长(咖)

Length(m)

直径(锄)

Diamaar(cm)

质量(g)

Weight(g)

黄瓜

南瓜

瓠瓜

网纹甜瓜

普通丝瓜

西瓜

4．02e

5．94d

6．86 c

7．37 c

13．29b

6．10d

O．63 f

O．82e

1．13 c

O．87d

3．10b

O．88 e

1．10 c

3．05 c

3．6l c

4．14c

36．02b

2．7l c

正常授粉 24．49 a 4．38 a 150．87 a



4．3甲苯胺蓝、马来酰肼、二甲基亚砜处理苦瓜雌花结果分析

对两种苦瓜试验材料的雌花用甲苯胺蓝、马来酰肼和二甲基亚砜进行处理。实

验结果见表(12．14)，图21．图28。

由结果可知甲苯胺蓝，随着溶液浓度的升高，其对花粉萌发的抑制效果愈加明

显，从处理后子房的生长量看出，品种间子房长度不存在显著差异，子房直径存在

显著差异(F=5．566，p<0．05)，质量存在显著差异(F=58．133，p<0．01)；而在处理

梯度之间，子房的长度、直径以及质量均存在显著差异。

马来酰肼，苦瓜雌花对溶解它的冰醋酸溶液很敏感，即便将含有马来酰肼(1∥L)

的冰醋酸原液稀释3．3倍．10倍之后作为工作液使用，喷施到苦瓜雌花上之后，雌花

柱头在次日即呈明显萎缩状态。品种间子房长度上有显著差异(F=13．686，p<O．05)，

子房直径存在显著差异(F=62．435，p<0．01)，子房质量存在显著差异(F--39．552，

p<0．01)；同时在品种内处理梯度间，子房的长度、直径以及质量上均存在显著差异。

二甲基亚砜，其1％、2％浓度的溶液能使30％左右苦瓜子房在未授粉的情况下

膨大，但处理14天后，其尚未长成商品瓜时，瓜条即开始黄化。经过处理的子房接

种到含激素的培养基上，胎座上的胚珠未能分化成胚状体或愈伤组织。品种间子房

长度有显著差异(F=31．914，p<0．01)，子房直径存在显著差异(F=17．246，p<0．01)，

子房质量有显著差异(F=14．995，p<0．05)，而品种内处理梯度之间，子房的长度、

直径以及质量均存在显著差异。
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2l

图21-22 A苦瓜子房用20 mg／L甲苯胺蓝溶液处理两周后

Fig．21-22 The ovary ofAsprayed with 20 mg／L toluidine blue solution iⅡ2 weeks

24

图23-24 B苦瓜子房用20mg／L甲苯胺蓝溶液处理两周后

Fig．23-24 The ovary of B sprayed with 20mg／L toluidine blue solution岫2weeks



26

图25-26 A苦瓜子房经过2％一--甲基亚砜处理两周后
Fig．25-26 The ovary ofA sprayed with 2％DMSO solution in 2 weeks

27 28

图27-28 B苦瓜子房经过2％--甲基亚砜处理两周后

Fig．27-28 The ovary of B sprayed with 2％DMSO solution in 2 weeks

35
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4．4外植体灭菌处理结果

本实验中苦瓜从2009年3月30日定植，直到同年12月中旬罢园。在用外植体

做离体培养时，发现在相同的培养条件下春、夏季的污染率高于秋季的污染率。0．1％

升汞灭菌效果最为显著，但对幼嫩外植体有明显伤害。当灭菌时间为3 min，其能导

致胎座组织和胚珠全部发白失活(王林，2009)。故换用较温和的次氯酸钠溶液作为

灭菌剂。

在以保证灭菌效果并且对试验材料伤害较小的前提下，实验结果表明，两个苦

瓜品种的春、夏季合适的灭菌方案为：用有效氯浓度3％的次氯酸钠溶液，灭菌10

min。进入秋季后，可将灭菌时间缩短到8 min-9 rain，见表(15)。随着有效氯浓度

的提高、灭菌时间的延长，胚珠、胎座由白转绿的时间亦越长，其活力降低。

表15苦瓜A'B在不同灭菌浓度和灭菌时间下的污染率
Table 15 The rate of pollution in Aand B

4．5苦瓜处理后子房在不同激素和添加剂配比下的诱导培养

将经过甲苯胺蓝溶液处理的苦瓜子房消毒，置于已灭菌的滤纸上，再切成5

mm×5 mm的小块，接种于MS培养基上。结果发现胎座上的胚珠在培养两周之后就

逐渐发白，丧失活力。愈伤组织形成率如表(16)，图29．图32。而子房块接种到分

别含有不同浓度的6-BA、NAA、CPPU和AgN03的MS培养基上去，其中以含有

6-BA 1 mg／L、NAA 1 mg／L、AgN03 5 mg／L的培养基中形成的愈伤组织形成率最高，
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愈伤组织体积最大。CPPU对苦瓜子房块的愈伤组织分化没有明显刺激效应。品种

之间的愈伤组织形成率无显著差异，但B苦瓜对激素更为敏感，单位时间内形成的

愈伤组织体积比A苦瓜大。品种内不同成分培养基之间存在显著差异(F=147．576，

p<0．01)。

29(B) 30(A)

图29-30厶B在无激素或添加剂的MS培养基上培养三周后

Fig．29-30 The ovary ofA，B in the medium without hormones or additive in 3 weeks

3l(A) 32(8)

图31-32～B在含有6-BA、NAA和AgNOj的MS培养基上培养八周后

F嘻31-32 The ovary of～B in the medium with 6-BA,nAA and Agn03 in 8 weeks
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表16不同培养基下苦瓜子房的愈伤组织形成率

Table 16 the callus rate of ovary of bitter gourd in different media

4．6苦瓜未受精胚珠在不同激素和添加剂配比下的诱导培养

将未受精胚珠放在35℃的黑暗条件下热激培养4 d以刺激胚珠膨大。预培养4 d

后，未受精胚珠的颜色由乳白色转变为浅绿色。凡不能转色者即丧失生长活力。将

已转色胚珠接种至诱导培养基后，随着培养时间的延长，四种诱导培养基中的胚珠

均能逐渐膨大。愈伤组织形成率见表(17)，图33．图36。品种间的愈伤组织形成率

没有显著差异，而不同诱导培养基之间存在显著差异(F=11．031，p<0．01)。再将愈

伤组织在超净工作台上切割成小块，转接到含有不同激素和添加剂的四因素三水平
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的分化培养基上，见表(7)，在配方3、5、7、9中，胚珠培养25 d后，形成的愈

伤组织体积能继续膨大，但未能分化出芽或根。培养两个月之后进行继代处理，所

有由未受精胚珠诱导出的愈伤组织在三个月之内逐渐褐化；而在余下的配方中，胚

珠在培养25 d后，形成的愈伤组织体积增长不明显或已经褐化。

图33 A苦瓜未受精胚珠热激之后培养三周胚珠逐渐膨大

晦33m衄删州姒a|kr脚shod‘咖讪咧∞岫叫蛔虹3删硌

图34 B苦瓜未受精胚珠热激之后培养三周之后胚珠逐渐膨大

吩34m唧p0酬删_哆ofB柚时h瞳幽0dk玳托衄吲帼血e赫腿钿3触
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图35 A苦瓜未受精胚珠在诱导培养基培养四周后

Fig．35 The unpoilinated ovary ofA after heat shock were enlarged On the

induced medium in 4 weeks

图36 B苦瓜未受精胚珠在诱导培养基培养四周后

Fig．36 The unpollinated ovary of B after heat shock wel2e enlarged on the

induced medium in 4Weeks
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表17胚珠在诱导培养基中的愈伤率

Table 17 Callus rate of ovary in induced medium
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5 讨论

5．1．苦瓜花粉灭活处理

花粉的生活力既取决于遗传因子，又受到环境条件的限制。花粉从花药散出后

经过一定的时间才会死亡，但其受精能力的丧失则早很多(王俊丽，1997)。影响花

粉生活力的环境因素很多，其中温度、湿度和空气是其主要限制因素。在高温、高

湿和有氧条件下，离体后的花粉将由于水分丧失、营养基质消耗、酶活性减弱、有

害代谢物积累、花粉表膜生理活性改变或者病菌感染等原因，就会加速其衰老和死

亡。此外，辐射也是影响花粉生活力的重要因素。

辐射分为电离辐射与非电离辐射。电离辐射包含a射线(a粒子)、13射线(p

粒子)、中子等高能粒子流与Y射线、X射线等高能电磁波，而被称为宇宙射线的高

能粒子射线则两者皆有。电磁波的电离能力，随着电磁波谱(electromagnetic

spectrum)变化，电磁波谱中的Y射线、X射线几乎可以电离任何原子或分子。电磁

波的频率愈高，能量愈强，电离能力愈强。在电磁波谱上，远紫外线(far ultraviolet)

频率大于紫外线很多，电离能力较强； 非电离辐射是指与X射线相比之下波长较

长的电磁波，由于其能量低，不能引起物质的电离，故称为非电离辐射。如紫外线

或近紫外线(near ultraviolet)与可见光、红外线、微波和无线电波等电离能力较弱

的电磁波。高量的电离辐射对生物有害，会导致癌症、基因突变。而非电离辐射的

影响则弱得多，所以紫外线对苦瓜花粉活力的杀伤作用有限，促使其变异的能力较

低。

甲苯胺蓝是一种常用的人工合成染料，属于醌亚胺染料类。这类染料一般含有

两个发色团，一个是胺基，一个是醌型苯环，构成色原显色。染料除有发色团外，

还要有能使色原对组织及其他被染物产生亲和力的原子团即助色团。助色团能促使

染料产生电离形成盐类，帮助发色团对组织产生染色力。甲苯胺蓝不仅含有两个发

色团，还含有两个助色团，使切片上的组织细胞着色。作为碱性染料，甲苯胺蓝中

的阳离子有染色作用，组织细胞的酸性物质与其中的阳离子相结合而被染色。它可

使细胞核呈蓝色，并能使高等生物的雄核遗传物质失活。Illies(1975)就通过对授

粉后的欧洲山杨喷施甲苯胺蓝溶液获得过其单倍体；人们亦用其处理鱼类、蛙类精

子，使其精核遗传物质失效(胡则辉等，2007)。

所以相比之下，在单位时间内，烘干处理对花粉萌发力的破坏性最为彻底；紫

外线照射能破坏花粉的营养(王俊丽，1997)，但破坏其萌发力的能力较弱；甲苯胺
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蓝溶液需在其浓度达到80 mg／L及以上时，对花粉萌发能起到明显抑制作用，但是作

为使花粉失活的方法来使用时，操作步骤和处理后花粉的收集不如烘干法简便易行。

5．2葫芦科近缘属花粉对苦瓜雌花的影响

葫芦科蔬菜的花粉是能同时长出多个花粉管，但最终仅有一个会继续延长去完

成双受精过程，其余在中途就停止生长。对温带地区的植物而言，25．30℃是适合花

粉管萌发的温度。另一个影响花粉管萌发和其生长的重要因素就是花粉与雌蕊之间

的亲和程度。若不亲和，花粉不能萌发或花粉管生长缓慢。为避免在柱头处发生不

亲和反应，将该苦瓜自身花粉杀死，但花粉壁蛋白未发生变性，用其作为蒙导花粉

(mentor pollen)或称识别花粉(recognition pollen)，再混入近缘属蔬菜的新鲜花粉。

亲和的失活花粉可避免柱头识别出不亲和的花粉，其蒙导实质在于柱头是通过花粉

壁中的蛋白来识别花粉的亲和性(胡适宜，1982)。本实验混合普通丝瓜花粉后，子

房的生长量最大且与正常授粉的苦瓜子房相比，子房内不会产生种子的雏形。通过

观察六种花粉电镜扫描图片可见，普通丝瓜花粉粒在外形、表面沟孔性状、表面纹

理等方面均与苦瓜花粉最为近似(马德伟，1999)，西瓜花粉粒的相似度较差。而南

瓜、瓠瓜、黄瓜、网纹甜瓜的花粉粒则与苦瓜花粉粒有明显不同。由此推测：由于

普通丝瓜花粉粒形态上与苦瓜花粉粒相似性较高，用其进行蒙导的效果比其他葫芦

科近缘属植物的花粉要明显。

植物种间、属间、族间乃至科间进行花粉蒙导处理，实质是属于远缘杂交的范

畴。普通丝瓜染色体数2n=2x=26，苦瓜染色体数2n=2x=22，用前者的花粉对后者的

雌花进行蒙导处理，普通丝瓜花粉花粉管生长正常，但精核未能与卵核融合而在卵

的细胞质中解体。卵仍继续发育，可能形成一个具有苦瓜单倍染色体的胚。所以花

粉蒙导、远缘花粉授粉成为一些植物获得单倍体的一种方法。在这里，外源花粉诱

导卵细胞的分裂与发育(李再云等，2005)。
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图37．38苦瓜、普通丝瓜花粉的电子显徽镜扫描图片

Fig．37-38 The image of bitter gourd and luffa’S pollen
via electron microscope
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图39．40西瓜、南瓜花粉的电子显徽镜扫描图片

Fig．39-40 The image of watermelon and pumpkin’s pollen
via electron microscope
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图41．43瓠瓜、黄瓜、罔纹甜瓜花粉的电子显徽镜扫描图片

Fig．4l—43 The image of bottle gourd，cucumberand netted melon’s pollen

via electron microscope
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5．3化学药剂对苦瓜子房的影响

马来酰肼(MH)，它对植物生理方面所起的作用是对植物体内的生长激素起减

低活性的影响，亦或可能是干扰植物的光合作用程度，抑制过氧化物同功酶或细胞

膜电势的超极化，或是干扰RNA的合成、核蛋白的代谢。MH有利于葫芦科作物生

长、开花和结果。近年印度试验了以150 mg／L的MH溶液用于瓠子，以50 mg／L用于

西瓜， 比之未经MH处理的植株， 能有效地增长主茎，增加每节的分枝，降低雄／

雌花比例而增收瓜果(顾培基，1991)。

王熹等(2005)对杂交水稻F1种子发芽的抑制效应中使用了99％马来酰肼(化

学纯、水溶性，美国有利莱路化工有限公司市售产品)。而本试验使用的马来酰肼购

自上海晶纯试剂有限公司，它微溶于水和乙醇，易溶于冰醋酸。虽然将溶液稀释3

倍．10倍至lJl00 mg／L、200 mg／L、300 mg／L之后，苦瓜子房柱头依旧对溶液中的醋酸

非常敏感，以至于柱头萎缩，子房生长受阻，其生长量明显低于清水对照处理。

二甲基亚砜(DMSO)有诱导植物进行无融合生殖的作用，早在20世纪30年

代M0且HJIeBc曲就发现韭菜的卵细胞、助细胞及反足细胞和珠被细胞都具有胚胎发

生能力，在每个胚囊中都有多胚发生，但在种子成熟时，一般只保留合子胚或不定

胚。胡适宜(1982)提出韭菜中具有无融合生殖现象，但对此方面的研究还很少(王

巨嫒等，2005)。通过将O％、l％、2％的二甲基亚砜溶液喷施在Z．1．4x132．3．1、“翠

妃"的雌花柱头上，可以发现的确可以使部分苦瓜子房膨大，且剖开子房后未见结

籽，说明该药剂能起到类似生长素、赤霉素的作用。而处理14天之后，苦瓜瓜条黄

化变软则说明实验处理的浓度尚不足以刺激未受精胚珠进一步发育或者该药剂可能

并不能刺激未受精胚珠完成无融合生殖的过程。

5．4灭菌试剂种类和浓度的选择

本次实验中所选用未授粉子房和未受精胚珠两种材料作为外植体，若采用升汞

将对其造成很大伤害，乃至致使其死亡。查阅相关的文献资料，发现次氯酸钠是未

受精子房和胚珠培养实验中最为常用的灭菌试剂，使用浓度(以有效氯含量来计量)

根据作物种类的不同而改变。常用的有效氯浓度为1．O％、2．0％、5．0％以及lO．0％。

而浓度愈高、时间愈长，灭菌效果虽然愈好却对材料的伤害也愈大。因此，在本实

验中设计几个灭菌处理来确定最佳的灭菌方案——既达到良好灭菌效果，又对试验

材料伤害最小。然而对于不同季节采收的外植体，其灭菌效果也不尽相同，这说明
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生长在不同季节的外植体所带菌落数量不同。对两种苦瓜的灭菌试验结论都是秋季

的灭菌时间均短于春、夏季，表明秋季苦瓜外植体携带菌落数量要少于春、夏季的。

5．5热激对苦瓜未受精胚珠的影响

热激是当前启动雌核发育应用得较为普遍的诱导手段，在很多作物的未受精子

房和胚珠的离体培养中，对不同温度的热激以及热激时间的长短都有所报道。在黄

瓜和甜瓜上，35℃是常用的热激温度，前人的实验表明，热激能诱导未受精胚珠的

雌核启动。本实验参考前人在黄瓜(Gemes．Juhasz et a1．，2002；Diao et a1．，2009)和甜

瓜(韩丽华，2004；王林，2009)上的研究成果，将未受精胚珠在35℃的黑暗条件

下热激4 d，热激后胚珠由白转绿，并且胚珠有略微膨大。结果表明，热激有一定的

诱导效果。由于实验条件所限，未能完成35℃黑暗热激处理1 d．5 d的梯度试验，

所以苦瓜未受精胚珠最佳热激处理时间有待今后验证。

5．6基因型的影响

许多研究成果证明基因型是影响诱导效率的重要因素之一，相同的培养条件下，

不同的基因型会产生差异较大的诱导效果。阎华等(1988)在研究向日葵未受精胚

珠离体培养时，根据对培养反应将品种分为三种类型：能诱导孤雌生殖，未能诱导

孤雌生殖和对培养的反应比较钝感，表明了品种特性对诱导效果起着重要的作用。

本研究采用了两种表型差异较大的苦瓜品种进行试验，结果显示：多项试验中均表

现出品种之间有显著差异，这些结果表明了基因型是影响苦瓜离体培养的诱导效果

的重要因素之一。若本研究的苦瓜试验材料能在三份及以上，则将更具备苦瓜基因

型对单倍体诱导率有差异影响的说服力。

5．7生长激素的影响

生长激素是在植物组织培养过程中起着重要作用的因素。常用的生长激素分为

细胞分裂素类和生长素类两大类，通常在组培实验中需要对激素种类和浓度比例进

行调节以期达到最好的培养效果。在不加任何激素的MS培养基中，苦瓜浅绿色的

含胚珠的胎座组织仅仅经过一周的培养，就白化而失去活性。本实验在诱导培养阶

段使用了6-BA、NAA和CPPU三种激素以及添加剂AgN03。两个苦瓜品种在不含

激素的MS培养基中未能形成愈伤组织，在含有6-BA、NAA和A斟03的组合里能
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长出大量的愈伤组织。由于实验条件和实验时间所限，本研究未能完成激素TDZ、

ZT、KT等对诱导苦瓜单倍体离体培养的检测工作，所以可能存在优于6-BA、NAA

和AgN03的培养基激素组合。

5．8 AgN03对外植体分化的影响

AgN03中的A矿能抑制外植体受到创伤之后大量形成的乙烯，而乙烯是抑制器

官发生和体细胞胚胎发生的。由于乙烯的生物合成与多胺的生物合成是相互抑制的，

因为两者都以S．腺苷甲硫氨酸(SAM)作为共有前体(赵巧阳等，2008)，所以

AgN03促使多胺的大量合成。合成的多胺转而提高器官发生和体细胞胚胎的发生频

率。此外，植物组织在密闭的容器离体培养过程中会产生乙烯，随着培养时间的延

长，培养容器中的乙烯含量会逐渐积累，而乙烯的积累会抑制培养材料的生长发育

以及芽、胚状体的分化。在本实验中，添加过AgN03培养基中的外植体，其形成愈

伤组织的速度快且愈伤组织体积较大，而较大体积的愈伤组织便于后期切割成小块

用于继代培养。从实验结果看，AgN03对离体培养外植体的生长与分化起到重要的

促进作用。

5．9诱导苦瓜单倍体的潜在途径

经过初步实验，可以推测诱导苦瓜单倍体可能存在以下两条途径：

一、早晨苦瓜雌花开放后，对其用普通丝瓜花粉进行花粉蒙导处理，或用其自

身花粉授粉后，向柱头喷施浓度为80 mg／L．100 mg／L的甲苯胺蓝溶液浸没柱头上的

花粉：处理后3．7天，采下子房作为外植体进行单倍体诱导培养，培养基中添加6-BA、

NAA及AgN03等激素或添加剂寻找最优诱导培养基组合；对产生的愈伤组织诱导

其分化出芽与根，或使愈伤组织分化为胚状体，再发育为单倍体植株。

二、选取生长盛期的苦瓜植株，在雌花开花前12 h采取试验样品：剥离出来的

未受精胚珠在1／2MS预培养基35℃黑暗条件下，选取最佳热激时间以刺激胚珠膨

大转绿；热激之后将胚珠转移到诱导培养基中，培养4．5周来诱导愈伤组织生成；

对于形成的愈伤组织诱导其分化出芽与根，或使愈伤组织分化为胚状体。
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论是科研工作还是学习生活，导师都给予了莫大的帮助。导师平易近人、兢兢业业

的育人风范以及对于80后学生的包容都使我终生难忘。在此毕业之际，谨对向老师

表示由衷的感谢。

感谢实验室孔秋生老师从我预备试验直至最终的论文写作过程中不断地给与建

议与帮助。

在论文的开题和论证过程中，得到了谢从华教授、叶志彪教授、别之龙教授、

汪李平教授、徐跃进教授、匡汉晖教授、李汉霞教授的关心和指导。在此，向他们

表示深深的谢意。

在实验实施过程中，杨静老师、夏军辉老师给与了无私的帮助，在此表示感谢，

也感谢基地周师傅、徐师傅、汪师傅在田间管理上提供的帮助。

感谢刘芬、何丹、周迅、李俊丽、楮盼盼、张称心、余中伟、刘成平、陈方、

王运强、张凌云、汪自松、王林、邢立栋师兄师姐们，以及谭远宝、秦华伟、蔡玉

静等同学，他们在试验上都给予了大力的支持和帮助。

感谢陈鑫、张德、黎兰献、鲁旭才、何志俊在试验期间和最后论文的写作和修

改过程中给予的帮助。

感谢苏文然在大棚内农药、叶面肥施用上提供的建议和帮助。感谢身在外地求

学、工作的同学们给与的帮助。

感谢园艺林学学院、国家蔬菜改良中心华中分中心及园艺植物生物学教育部重

点实验室给本试验创造的良好条件和环境，使得试验能顺利完成。感谢各兄弟实验

室在试验过程中给予的无私帮助。

感谢父母经年累月在学习生活上给予我莫大的支持和关心，使我顺利完成学业。

刘鹛
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