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　　摘要：以甘肃省８个地区的野生草地早熟禾和商用品种‘午夜２号’为试验材料，通过纸上萌发法统

计多胚苗率，利用石蜡切片技术统计无融合生殖率，并探究两者之间的相关性。结果表明：参试草地早

熟禾材料的多胚苗率为０～１５．２９％，其中最高的是陇南，最低的是甘南，二者差异显著；无融合生殖率

最高的是陇南，可达到７１．０４％，最低的是甘南，仅为１１．２％，其他种质的无融合生殖率差距比较小，为

３２％～５８％；相关性分析表明，多胚苗率与无融合生殖率存在显著相关性（犚
２＝０．９６），该研究结果可为

草地早熟禾无融合生殖材料筛选、种植栽培及其遗传育种提供一定的技术参考。
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　　无融合生殖指不经雌雄配子结合而产生胚和种子

的生殖方式［１］，与有性生殖、无性生殖并存，并介于两

者之间［２］，它与无性生殖的区别在于其发生在性器官

中，与有性生殖的不同之处在于不经过性融合过程，其

特点是产生的后代是母本基因型的复制［３］。无融合生

殖分为专性和兼性两种，专性无融合生殖是指胚是由

一个未经减数分裂的二倍体细胞或经减数分裂的单倍

体细胞发育而来，其胚的形成全都是自发进行，无需受

精而产生与母本完全相同的后代，理论上只具备无融

合生殖能力。但是 Ｎｏｇｌｅｒ
［４］发现即使是专性无融合

生殖体的后代，也可偶尔发现具备有性生殖的后代；兼

性无融合生殖指有些植株同时具备有性和无融合生殖

能力，后代遗传一部分是纯合的母本型，另一部分则产

生了一个或多个不同性状的类型［５－７］。

一粒种子同时萌发出两株或两株以上幼苗的现象

称为多胚［８］，二倍体无融合生殖主要表现形式之一就

是多胚现象［９］。前人研究结果显示［１０－１３］，一些被子植

物多胚现象与无融合生殖现象具有一定的相关性，无

融合生殖具双胚、双苗或多苗等特性，但有些双苗或多

苗可能不一定全都是无融合生殖，因此在发掘新的具

有无融合生殖倾向的植物时，除了考察种子的多胚外，

进一步研究大孢子的发生、胚囊的发育以及胚原始细

胞的来源等问题对阐明其无融合生殖方式非常必

要［１１］。虽然双苗或多苗不一定都是无融合生殖，但由

于这种现象与无融合生殖密切相关，且易鉴别，故可作

为线索，以便从大量栽培品种中筛选无融合生殖的突

变体［１４］。

草地早熟禾（犘狅犪狆狉犪狋犲狀狊犻狊）属禾本科、早熟禾属

多年生草本植物［１５］，是草原与草甸植被的重要组成部

分［１６］，被广泛应用于各种不同类型的草坪建植中［１７］。

国外较早就开始对草地早熟禾无融合生殖进行研究，

早在１９３３年，Ｍｕｎｔｚｉｎｇ
［１８］就已经报道了草地早熟禾

中存在无融合生殖的现象，并发现早熟禾生殖体系是

兼性无融合生殖。无孢子生殖是草地早熟禾最普遍的

一种无融合生殖方式［２］，由于无融合生殖没有父本的
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参与，其后代是母本遗传物质完整克隆，这给作物的育

种以及种子的生产带来极大的想象空间和巨大的潜在

价值，其在作物育种和种子生产上的优势显而易

见［１９］。其生态型极丰富，自交率很高，能固定杂种优

势，用于作物育种可缩短时间，降低成本，而这些因素

的交互作用导致早熟禾之间的遗传关系错综复杂，是

植物育种中的研究热点［１１］。草地早熟禾具有的多胚

和萌发多苗特性，１００年来仍是研究无融合生殖的模

式植物［２０］。

本文对甘肃野生草地早熟禾种质资源无融合生殖

方式进行鉴定分析，以期为筛选草地早熟禾无融合生

殖材料提供更为简捷的方法。

１　材料和方法

１．１　试验材料

８份野生草地早熟禾材料，分别采集于甘肃清水、

陇西、肃南、甘南、定西、秦州、兰州、陇南等地；商用品

种‘午夜２号’。

１．２　试验设计与方法

１．２．１　多胚苗率的统计　将各种质分别取２０００～２

２００粒的种子（７０％酒精浸泡１ｍｉｎ，ＮａＣｌＯ溶液浸泡

１５ｍｉｎ，用灭菌水冲洗６－８次，自然风干后备用）。采

用纸床萌发法，直径为９ｃｍ的培养皿，铺设２层中速

滤纸作为发芽床。每皿５０粒种子，每种质４０皿。光

照培养箱变温条件下纸上萌发法测定种子的发芽率，

光子量照度：４００μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）；温度：光照（２５±

１）℃、１６ｈ，黑暗（２０±１）℃、８ｈ；相对湿度：６０％～

７０％。按规定日期统计出苗率及单苗和多苗所占

比率。

发芽率（％）＝（发芽总数／供试种子数）×１００％

单苗率（％）＝（单苗总数／发芽总数）×１００％

多苗率（％）＝（多苗总数／发芽总数）×１００％

１．２．２　无融合生殖的鉴定与统计　将各种质种子经

过人工清选、自然干燥后，于２０１７年４月２０日单株定

植在甘肃农业大学草坪草种质资源圃内，后期精心灌

溉、施肥，并定期多次间苗，保证草地早熟禾单株生长。

２０１８年４月１８日草地早熟禾抽穗后，采集不同

时期（抽穗期至乳熟期）的小穗，采样时长４５ｄ，共采集

２０次。采集的新鲜小穗立刻固定于７０％乙醇浓度的

ＦＡＡ混合固定液中。用注射器真空抽气，保证小穗沉

淀于瓶底。

石蜡切片参考田晨霞［２１］试验方法，稍作改进。试

验时将材料的每朵小花分离以保证子房独立，因材料

的子房非常小，多次试验发现带有稃片不影响切片效

果，所以在做石蜡切片时保留稃片。采用多浓度酒精

梯度摇动脱水，二甲苯逐级过渡透明，熔点为５２～

５４℃的石蜡浸蜡，经包埋、修块、切片、展片、烤片，然后

进行脱蜡、复水、伊红和埃利希氏（Ｅｈｒｌｉｃｈ’ｓ）苏木精双

重染色后，中性树胶封片，自然风干制成永久切片，正

倒置一体显微镜观察子房结构，鉴定其生殖方式，统计

无融合生殖率。

无融合生殖鉴定条件：１．珠心细胞明显增大，细胞

核明显且细胞质浓；２．胚囊数目多于１个；３．１个胚囊

时看成熟胚囊的核数，四核月见草型为无融合生殖。

无融合生殖率（％）＝（无融合生殖数／观察数）×１００％

有性生殖率（％）＝（有性生殖数／观察数）×１００％

１．３　图片处理

ＲｅｖｏｌｖｅＲＶＬ１００Ｇ正倒置一体显微镜观察并

拍照。

１．４　统计与分析

采用ＳＰＳＳ１９．０进行数据统计和分析，用Ｅｘｃｅｌ

２０１３作图。

２　结果与分析

２．１　甘肃野生草地早熟禾多胚苗率

２．１．１　甘肃野生草地早熟禾发芽率　野生草地早熟

禾种质材料的发芽率要远低于商用品种‘午夜２号’，

其中最低的是定西，发芽率仅为１４．６％，与其他种质

差异显著 （犘＜０．０５）；最高的为陇南，发芽率为

７９．８％，除了与‘午夜２号’差异不显著外，与其他均差

异显著（犘＜０．０５）；其余甘南、肃南、秦州、清水、兰州、

陇西的发芽率分别为６６％、５４．４％、７６．８％、５１％、

６５．６％、６７．８％，与‘午夜２号’差异显著（犘＜０．０５）

（图１）。

２．１．２　甘肃野生早熟禾单胚苗的发生频率　各野生

草地早熟禾材料的单胚苗率是８４．７１％～１００％，最高

的是甘南，与其他材料差异均显著（犘＜０．０５）；其次分

别为‘午夜２号’、清水、肃南、秦州、兰州、定西、陇西、

陇南，对 应 的 单 胚 苗 率 分 别 ９２．２４％、９１．７６％、

９０．４４％、８８．２８％、８７．８％、８７．６７％、８７．６１％、

８４．７１％，单胚苗率最低的陇南与兰州、定西差异不显

著，与另外６份材料差异显著（犘＜０．０５）（图２）。
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图１　甘肃草地早熟禾种质材料的发芽率
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注：不同字母表示不同品种间的差异显著（犘＜０．０５），

下同

图２　甘肃草地早熟禾种质材料的单胚苗率
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２．１．３　甘肃野生早熟禾多胚苗的发生频率　野生草

地早熟禾种质材料的多胚苗率分别是１２．３３％（定

西）、１１．７２％（秦州）、１０．９８％（兰州）、９．５６％（肃南）、

８．２４％（清水）、７．７６％（‘午夜２号’）、７．３％（巴润）、

１１．５％（陇西），其中最低的是甘南，多胚苗率为０，差

异与其他种质显著（犘＜０．０５），最高的为陇南，多胚苗

率为１５．２９％，与‘午夜２号’、清水、甘南差异显著（犘

＜０．０５），与其他的材料差异不显著（图３）。

２．２　无融合生殖的鉴定与统计

２．２．１　无融合生殖胚胎的鉴定　野生草地早熟禾的

无融合生殖类型绝大多数是无孢子生殖，胚囊由特化

的珠心细胞发育而来，珠心组织中１个或１个以上体

细胞发育成比周围的珠心细胞体积大、细胞核明显、细

胞质浓的细胞，这些膨大的珠心细胞一般纵向或平行

排列于珠心，并开始有丝分裂，Ａ１和 Ａ３，特化的珠

心细胞明显增大，细胞核明显，细胞质浓；Ａ２随着珠

孔端的３个大孢子相继退化，合点端的１个大孢子发

育成功能大孢子，为有性生殖发育。Ｂ１和Ｂ３分别

为双胚囊和三胚囊，数目多余１个，即为无融合生殖；

Ｂ２退化的胚囊沿纵轴方向开始延长，功能大孢子母

细胞体积逐渐增大，发育为功能大孢子，即单核胚囊，

为典型的有性生殖发育。有性生殖成熟胚囊形成了七

细胞八核：１个卵细胞、２助细胞、３个反足细胞、２个极

核（Ｃ２），而无融合生殖则形成成熟的四核月见草型胚

囊（Ｃ１和Ｃ３）（图４）。

图３　甘肃草地早熟禾种质材料的多胚苗率
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２．２．２　无融合生殖率的统计　有性生殖率最高的是

甘南，可高达８８．８％，最低的是陇南，为２８．９６％，其次

是定西，为３１．４２％；无融合生殖率最高的是陇南，可

达到７１．０４％，其次定西，无融合生殖率为６８．５８％；而

最低的是甘南，仅为１１．２％，相对比较低的‘午夜２

号’的无融合生殖频率为３２．４７％，其他种质的无融合

生殖率差距比较小，在４２％～５８％左右，它们的无融

合生殖率分别为肃南 ４７．８％、秦州５８．６％、清水

４２．０２％、兰州５１％、陇西５７．５％。

表１　甘肃野生草地早熟禾无融合生殖率

犜犪犫犾犲１　犛狋犪狋犻狊狋犻犮狊狅犳犪狆狅犿犻犮狋犻犮犳狉犲狇狌犲狀犮狔狉犪狋犲狊狅犳狋犲狊狋犲犱

犓犲狀狋狌犮犽狔犫犾狌犲犵狉犪狊狊犵犲狉犿犾狆犪狊犿狊

种质
观察子

房数／个

无融合生殖

子房数／个

无融合生

殖率／％

有性生

殖率／％

甘南 ９２６ １０４ １１．２０ ８８．８０

肃南 ７９０ ３７８ ４７．８０ ５２．２０

陇南 ８４３ ５９９ ７１．０４ ２８．９６

秦州 ７８２ ４５８ ５８．６０ ４１．４０

定西 ７２０ ４９４ ６８．５８ ３１．４２

清水 ８７５ ３６８ ４２．０２ ５７．９８

兰州 ７７８ ３９７ ５１．００ ４９．００

陇西 ８０４ ４６２ ５７．５０ ４２．５０

午夜２号 ７４７ ２４３ ３２．４７ ６７．５３
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图４　草地早熟禾有性生殖与无融合生殖对比图

犉犻犵．４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狊犲狓狌犪犾狉犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犪狀犱犪狆狅犿犻狓犻狊狅犳狋犲狊狋犲犱犓犲狀狋狌犮犽狔犫犾狌犲犵狉犪狊狊犵犲狉犿犾狆犪狊犿狊

注：图中↑：特化的珠心细胞；Ａ１：特化的珠心细胞（无融合生殖）Ａ２：退化珠心细胞（有性生殖）Ａ３：特化珠心细胞（无融

合生殖）；Ｂ１：１，２双胚囊（无融合生殖）Ｂ２：单胚囊退化（有性生殖）Ｂ３：１，２，３三胚囊（无融合生殖）；Ｃ１及Ｃ３：成熟胚囊形成

四核月见草型，１，２，３，４四核月见草型（无融合生殖）Ｃ２：成熟胚囊形成七细胞八核：ＥＣ卵细胞、ＳＹ助细胞、Ａ反足细胞、ＰＮ极

核（有性生殖）

２．３　甘肃野生草地早熟禾无融合生殖率与多胚苗率

相关性分析

无融合生殖率和多胚苗率的相关系数为０．９６２，

呈极显著相关性（犘＜０．０１），说明可以运用多胚苗粗

略的筛选无融合生殖率高的种质（表５）。

３　讨论

多胚苗发生频率在某些程度上受环境因素的影

响［２２］。黎垣庆等［２３］对水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪）多胚苗材

料进行遗传学研究表明，双胚苗发生频率的高低受某

些修饰因子的影响；郭学兴等［２４］对水稻Ｃ１００１Ｂ进行

表５　甘肃野生草地早熟禾无融合生殖率

与多胚苗率相关性分析

犜犪犫犾犲５　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀犪狆狅犿犻犮狋犻犮犳狉犲狇狌犲狀犮狔

犪狀犱狆狅犾狔犲犿犫狉狔狅狉犪狋犲狅犳狋犲狊狋犲犱犓犲狀狋狌犮犽狔

犫犾狌犲犵狉犪狊狊犵犲狉犿犾狆犪狊犿狊

多胚苗率 无融合生殖率

多胚苗率 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性 １ ０．９６２

显著性（双侧） ０．０１

Ｎ ９ ９

　　注：在０．０１水平（双侧）上显著相关

研究发现多胚苗特性易受温光等环境因素的影响，在

遗传上受微效多基因控制；母锡金等［１２］对草地早熟禾
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的多胚现象进行研究，得出其颖果产生双胚和三胚是

很常见的。本研究发现，不同地区的野生草地早熟禾

材料多胚苗率不同，多胚苗率最高的是陇南，可达到

１５．８％，而甘南没有多胚苗，全是单胚生长。这与赵桂

琴［２５］等对甘南材料的多胚苗研究结果一致。可能由

于植物种子自身含有的营养成分有限，育苗过程中会

造成单苗和多苗在个体上有较大的差异［２６］。

只有特定起源的多胚材料在其杂种优势的固定上

才具有较大的价值，因而在筛选和评价多胚材料时有

必要弄清其胚胎学特征，这对于农作物无融合生殖的

研究有着重大的现实意义［２７］。蔡雪［１１］等发现无融合

生殖植物具有的多胚现象特征可作为无融合生殖特性

的的形态学指标。本试验通过对各草地早熟禾的子房

进行石蜡切片观察统计无融合生殖率得出，无融合生

殖率最高的为陇南，为７１．０４％，无融合生殖率最低的

甘南，仅为１１．２％，其他种质的无融合生殖率差距比

较小，范围为４２％～５８％。赵桂琴等
［２５］对３个野生早

熟禾和３个引进栽培品种统计了无融合生殖率，得出

引进栽培品种的无融合生殖率在４８％～６５％，野生种

质发生频率在５％～２３％；田晨霞
［２１］对５个野生草地

早熟禾的子房进行统计发现无融合生殖率在３７．６％

～５０．２％，本研究得出的试验结果也与之一致，不同种

质的无融合生殖率存在一定的差异，宁万军等［２８］也发

现不同核桃（犑狌犵犾犪狀狊狉犲犵犻犪）品种的无融合生殖率存在

较大差异。

本研究对草地早熟禾的无融合生殖率和多胚苗率

两者之间的相关性分析，发现无融合生殖率与多胚苗

率在０．０１水平呈现显著相关，各早熟禾种质的无融合

生殖率和多胚苗率的比例大约为４～５．５∶１，田晨霞
［２１］

在研究过程中得出草地早熟禾的无融合率与多胚率的

比例基本上为３∶１，呈一定的相关性。而赵桂琴等
［２５］

得出草地早熟禾两者比例基本上为１０∶１，所占比例基

本是一致的。本研究的两者相关性与之前研究结果相

吻合。刘向东等［１０］对水稻用激素喷施去雄后的多胚

苗进行研究，证实多胚现象与无融合生殖之间存在着

高度相关。冯辉等［２９］发现韭菜（犃犾犾犻狌犿．狋狌犫犲狉狅狊狌犿

Ｒｏｔｔｌ．ｅｘＳｐｒｅｎｇ）原品系多胚苗率与其无融合生殖后

代多胚苗率呈极显著正相关，说明多胚苗发生与无融

合生殖有关，可以将多胚苗作为挖掘韭菜无融合生殖

材料的标记性状。

４　结论

１）试验选用草地早熟禾材料的多胚苗率为０～

１５．２９％，其中最高的是陇南，为１５．２９％，最低的是甘

南，没有多胚生长；

２）无融合生殖率最高的是陇南，为７１．０４％，定西

与之不相上下，无融合生殖率为６８．５８％，无融合生殖

率最低的甘南，仅为１１．２％，其他种质的无融合生殖

率差距比较小，为４２％～５８％；

３）无融合生殖率与多胚苗率存在显著正相关性，

各早熟禾种质的无融合生殖率和多胚苗率的比例大约

为４～５．５∶１。
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犛犻狀狅犝．犛．犆犲狀狋犲狉狊犳狅狉犌狉犪狕犻狀犵犾犪狀犱犈犮狅狊狔狊狋犲犿犛狌狊狋犪犻狀犪犫犻犾犻狋狔，犔犪狀狕犺狅狌７３００７０，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：ＥｉｇｈｔｗｉｌｄＫｅｎｔｕｃｋｙｂｌｕｅｇｒａｓｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｒｅａｓｉｎＧａｎｓｕａｎｄｏｎｅｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｃｕｌ

ｔｉｖａｒ‘ＭｉｄｎｉｇｈｔⅡ’ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｉｒａｐｏｍｉｃｔｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄｐｏｌｙｅｍｂｒｙｏｒａｔｅｂｙｕｓｉｎｇＰａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏ

ｎｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅａｎｄｐａｐｅｒｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｏｌｙｅｍｂｒｙｏｒａｔｅｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ０％

ｔｏ１５．２９％，ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｗａｓｆｒｏｍＬｏｎｇｎａｎａｎｄｔｈｅｌｏｗｅｓｔｗａｓｆｒｏｍＧａｎｎａｎ．Ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔａｐｏｍｉｃｔｉｃｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｗａｓｆｒｏｍＬｏｎｇｎａｎ（７１．０４％），ａｎｄｔｈｅｌｏｗｅｓｔｗａｓｆｒｏｍＧａｎｎａｎ（１１．２％），ａｎｄｔｈｅｒｅｓｔｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ

３２％ｔｏ５８％．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎａｐｏｍｉｃｔｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ａｎｄｐｏｌｙｅｍｂｒｙｏｒａｔｅ（犚
２＝０．９６）．ｂｒｅｅｄｉｎｇｏｆＫｅｎｔｕｃｋｙｂｌｕｅｇｒａｓｓ．

　　犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｋｅｎｔｕｃｋｙｂｌｕｅｇｒａｓｓ；ｐａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ；ａｐｏｍｉｃｔｉｃｆｒｅｑｕｅｎｃｙ；ｐｏｌｙｅｍｂｒｙｏｒａｔｅ
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