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园艺植物多倍体诱导研究进展

张全美张明方 铃

(浙江大学园艺系 杭州 310029) 

摘 要 园艺植物多倍体在育种中具有重要的地位和应用价值，有很大的发展前景。 人工诱

导方法有物理方法诱导、化学方法诱导和体细胞杂交等，其中以化学诱导方法为主。 化学诱导剂普

遍应用秋水仙碱。 如何达到高效诱导多倍休，缩短育种进程还需对诱导的群体进行鉴定，目前的鉴

定方法主妥有形态学鉴定法、细胞学鉴定法、染色体数计数法和流式细胞仪分析法等鉴定方法。本

文概述了园艺植物多倍体的诱导方法、鉴定方法及其优缺点。

据统计，自然界有 30% - 35% 的被子植物，其中

70%的禾本科植物是多倍体[ 1 ] 。 多倍体植株表现生

长健壮、抗逆力增强、果实增大以及维生素、氨基酸和

其他营养物质含量提高 ， 因此受到人们的关注。 自然

突变发生频率低，人工诱导提高了多倍体发生频率。

通过人工诱变创造植物多倍体类型，在园艺植物育种

工作中具有广阔的发展前景。 本文就多倍体产生的

途径、方法、鉴定及其发展做一概述。

一、自然突变形成多倍体

自然突变有无性和有性两种方式。

元性方式是自然界的二倍体在减数分裂过程中

发生偶然的染色体加倍而产生多倍体，然后通过选育

手段和繁殖手段培育成多倍体植株，如芽变就是一典

型的突变例子[2 ] 。有性方式是小子包子母细胞或大抱子

母细胞减数分裂过程中染色体未减数形成了2n配子，

经杂交或直接形成多倍体种子产生多倍体植株。但自

然突变的发生频率低，生产上主要利用人工诱导。

二、人工诱导获得多倍体

1. 物理方法诱导

高温、低温、离心、超声波和射线都可诱导多倍

体形成。 Smith-MK[45 ]抗枯萎病 4 号小种矮型香蕉

品种进行 γ 射线诱导获得突变型四倍体，突变体的

果重和耐寒性优于标准品种，突变体也获得了抗 4

号小种抗性。 但此类方法由于诱导率低、嵌合率高、
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危害性大(射线)而逐渐被淘汰。

2. 化学方法诱导

化学方法诱导即利用化学药剂进行诱导，目前

主要应用秋水仙碱，除草剂类药剂也取得了较好的

效果。 诱导方法可分为活体诱导和离体诱导两种方

法。 利用化学方法诱导多倍体已在多种园艺植物如
大白菜[3J 、西瓜[4 ， 5J 、甜瓜[6 ， 7J 、柑楠[8J 、香蕉[9J 等植

物上获得成功。

活体诱导处理部位可为种子、幼苗茎尖、幼苗生

长点等，诱变率一般在 0.1% 一 1% 。 具体的应用方

法应方便、有效、安全和切实可行。 谭素英等[ 10 J 通

过剥去生长点外幼叶后用 1%秋水仙素的羊毛脂膏

涂抹和 0.2% 的秋水仙素水溶液浸芽处理，显著提

高了西瓜变异频率和秋水仙碱处理效果。 刘惠吉

等[3J用 0.4%的秋水仙碱水溶液处理短白梗白菜具

2-3 片真叶的幼苗，选育出四倍体白菜‘热优 2

号'，用 0.2% 的秋水仙碱溶液处理耐寒黑菜(连云

港地区冬种春收的主栽小白菜)子叶期的幼苗生长

点获得四倍体。

但传统的活体诱导处理方法具有诱变率低、嵌

合率高，且获得的四倍体植株捻性低，不易获得大量

四倍体个体等缺点，而离体培养过程中应用诱变剂

的诱导技术能够克服活体诱导技术的缺点。

离体培养可提高多倍体诱导率，降低嵌合率。

Compton 和 Gray 等[ l1 J研究表明，采用子叶作为外

植体进行西瓜离体培养可有效产生可育、非嵌合四

倍体植株，纯合率达 90% ，比用秋水仙碱处理二倍

体西瓜幼苗获得的四倍体植株纯合率高得多(幼苗

处理的嵌合率高达 36% -75%)[4Jo Zha鸣等[5J在

西瓜幼胚子叶不定芽再生的前 7 天在再生培养基中

添加 0.05%秋水仙碱，使再生植株中四倍体的频率

由对照(不加秋水仙碱)的 8%提高到 52% ，大大提

高了组织培养再生四倍体的频率和效率。 Frederick

G Gmitter 等[8J报道，在离体培养未成熟柑桶的未发

育子房过程中加人 0.01%秋水仙素获得四倍体，茎

尖和叶芽细胞染色体数鉴定结果表明，获得的四倍

体是单细胞来源，而非嵌合体，这类四倍体可作为三

倍体无籽柑桶繁殖很有用的繁殖亲本。

离体培养过程中用化学药剂诱导材料加倍可大

体分为两种，一是直接诱导法，即将材料放在含诱变

剂的培养基中处理一段时间，再转到不含诱变剂的

培养基中培养 ;二是间接诱导法，即先在不含诱变剂

的培养基中培养一段时间，再转移到含诱变剂的培

养基中培养，培养基可是固体培养基，也可是液体培

养基。一般来说，直接处理外植体产生的药害大，经

预培养后再用诱导剂处理可提高四倍体获得率，

Hansen-AL 等[ 12J研究表明，预培养时间从 0 天延长

到 10 天时，四倍体频率从 10 %提高到 25% 。

悬浮培养可使细胞群分离成单个的细胞，获得

的多倍体纯合率提高，嵌合率降低。 Don J Heinz 

等[13 J用甘蕉茎尖作外植体，将形成的愈伤组织转移

到固体培养基中增殖后置于含 50mgIL 秋水仙碱的

液体培养基上悬浮培养，对 46 株植株的细胞学鉴定

结果表明，22 株是四倍体，22 株是二倍体，其余 2 株

是混倍体。

二甲基亚枫(DMSO)是运输化学物质进入组织

的一种载体，在组织培养过程中加入 DMSO 可作为

秋水仙碱的一种调节剂，促进多倍化[14] 。 Hamill­

SD 等[9J将香蕉茎尖外植体浸入 0 .5 % 的秋水仙碱

和 2%的 DMSO溶液中处理 2 小时获得 30% 的四

倍体诱导率。

离体培养条件下外植体类型不同，芽再生率有

很大不同。 Adelberg 等问，7J对甜瓜子叶再生四倍体

进行了探索和研究，结果表明从授粉后 18 天到 22

天的幼胚子叶再生植株中高达 50%为四倍体，而从

授粉后 34 天的成熟胚子叶再生的植株中只有 7%

为四倍体。 从子叶不同部位再生的植株，四倍体的

频率也大不相同，近胚轴端子叶组织再生的植株四

倍体频率显著高于从其他子叶部位再生的植株。 在

S . tuberosum 和 S. commersonii 组织培养中，用叶

作外植体的芽再生率略高于茎外植体的芽再生率，

用叶外植体获得四倍体的频率为 40% ，嵌合率较
低[ 15 J 。

培养基类型和激素类型也影响四倍体的获得

率。 Shinichi Adaniya[ 16J 分别在液体培养基和固体

培养基上培养姜的茎尖外植体，结果表明液体培养

基促进了茎尖的生长，固体培养基对四倍体的诱导

更有效。 BA 浓度不同，四倍体出现频率有很大不

同 ，西瓜品种‘郑杂五号'在 BA 浓度为 2.25mglL

时 ， 四倍体出现频率达 54.2 % ，而在 4mgIL 时四倍

体出现频率为零[ 17 J 。

基因型不同对四倍体出现频率也有很大影响。

Compton 和 Gray[ 18J 用四种四倍体西瓜品系

F92U8 、SP90-LSP90-2 、 SP90-4 作子叶外植体来源，

结果表明，在每一个外植体年龄段，这四种基因型的

芽分化能力都不相同。 品系F92U8 和 SP90-2 两天

大幼苗子叶外植体分化率最高，分别为 66% 和

60% 。 当用成熟种子或超过两天大的幼苗子叶作外
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植体时，分化出较少的芽。 相反，品系 SP90-4 四天

大的幼苗子叶外植体分化率最高(40%) ，但这一分

化率低于品种F92U8 和 SP90-2 的最优分化率。在

这四种品系中，品系 SP90-1 的子叶外植体分化最差

(11 %)。

离体培养中除了利用秋水仙碱作为诱导剂外，

除草剂类药剂的应用也在扩大。研究表明，生物碱、

除草剂在某些植物种中的多倍化程度高，药害

轻[38J 。 在这些化合物中， Oryzalin(一种二苯基胶类

除草剂)、 arniprophos-metyl (一种磷酷胶除草剂，简

称 APM) 、Pronamide(一种苯基酷胶除草剂)和氟乐

灵(一种二苯基胶类除草剂)比秋水仙碱对植物微管

蛋白有更高的亲和性，低浓度条件下具有更高的微

管蛋白解聚能力，比秋水仙碱更有效。 M. van 

Duren 等[39J用 30μmollL的 Oryzalin 添加 2% (v/v) 

的DMSO获得29.1% 的四倍体，对照用5.0mmollL

秋水仙碱添加 2% (v/v) 的 DMSO 处理仅得23.1%

的四倍体。 L. Chalak 和 J. M. Legave[ 40 J 用 Oryzalin

和秋水仙碱处理三倍体狲猴桃获得六倍体的实验表

明，相比秋水仙碱而言，Oryzalin 对染色体加倍具有

更好的效果，对材料的毒害性更小，用0.025mmollL

的秋水仙碱处理，仅有 13.3% 的外植体形成愈伤组

织，但未存活，用 5flMoryzalin 处理， H1 繁殖系获得

45.7% 的六倍体植株， 1丑繁殖系获得 50 . 0% 的六

倍体植株。 Pronarnide、APM[ 41 J 和氟乐灵[42J在甜菜

胚培和甘蓝胚培培养中已有成功的报道，在众多园

艺植物多倍体诱导上的应用效果还有待进一步

研究。

3. 体细胞融合和远缘杂交获得多倍体

原生质体融合可以克服远缘杂交遇到的生殖障

碍，获得有价值的多倍体植株。 原生质体的融合方

法有电融合法和 PEG融合法，原生质体融合后经培

养产生愈伤组织，再诱导分化为杂种植株获得异源

多倍体或同源多倍体。 Teodoro Cardi 等[20 J利用电

融合技术将马铃薯和野生种二倍体的原生质体融

合，获得了比亲本更有活性的再生株，杂种株获得了

野生种的耐冷性、高比重、有丝分裂突变率高等特

性。 S . Warra 等[ 21 J将马铃薯双单体的原生质体用

化学方法融合获得了四倍体和六倍体杂种植株。

多倍体可用来克服远缘杂交的障碍，转移有益

性状的外源基因。 同亲本相比，种间杂种存在育性

降低、自交不亲和或生活力降低的现象。 种间杂交

产生的杂种经染色体加倍可获得异掠多倍体，恢复

杂种育性。 如 S. melongena 和 S . integrifoliωn 杂

交获得不育杂种，在离体培养杂种茎尖外植体过程

中加人 0.05%秋水仙碱可高频率诱导出双二倍体，

除倍性不同外，双二倍体的基因状况与二倍体杂种

相同，但双二倍体高抗叶萎病、枯萎病病毒株系 I

(8107) 和病毒株系1I (8215) [22J 0 C. Mollers 等[20J

报道双单体体细胞杂交是获得四倍体杂种的最好方

法，电融合法优于 PEG 融合法，硝酸银的加入大大

促进了愈伤组织的芽再生。 雄性可育的双单体马铃

薯染色体加倍可提供基因型纯合的雄性可育四倍

体，可进一步应用于基因研究和繁殖中。

4. 2n 配子有性多倍化获得多倍体

在小抱子和大抱子时期减数分裂异常产生 2n

配子， 2n 配子在植物多倍体形成中起着重要的作

用[23J 。 不减数雄配子(2n 花粉)的发生在植物界是

广泛存在的，已在 85 个属的植物中发现过 2n 花粉

的发生，在蔓陀罗、玉米、菜豆、大白菜及马铃薯等植

物上已有报道[23 ， 37J 。但就其研究的深度和广度，均

以马铃薯 2n 配子的研究最为突出 。 D. Carputo[27J 

研究表明，2n 配子的应用使育种家拓宽了栽培马铃

薯的基因基础，可转移改善有利性状的新基因，使等

位基因多样化，扩大植株杂合性，还可利用 2n 配子

将抗生物和非生物逆境基因转移到多倍体中。 2n

配子是一种转移野生品种的目标基因到栽培品种

(4x)基因库的独一无二的工具。

以能产生 2n 配子的二倍体作母本与四倍体杂

交是获得新型四倍体的有效方法，以此方法获得的

四倍体比秋水仙碱处理获得的四倍体捻性提高

快[25 J 。 申书兴等[37J报道中国大白菜二倍体 Bp058

能产生 2n 配子， 2n 雌配子的产生率为 8.33% ，受精

率为 66 .03% ， 2n 雄配子的受精率低于 2n 雌配子。

2n 配子与四倍体大白菜的 n 配子杂交产生新型四

倍体，具四倍体胚胎的可育子房能发育成饱满种子。

刘学自民等[25 J用 5 个不同包球类型并含有 2n 配子的

二倍体大白菜与四倍体大白菜杂交，选育出具有不

同熟性、抗逆性强、品质优良的大白菜材料和多育

1 、2 、3 号杂交一代。

除利用自然产生 2n 配子外，还可利用人工诱导

产生， Sanford[46 J 用秋水仙碱处理甜樱桃枝获得

55%的未减数花粉。

5. 其他特殊方法

Tsayoshi Imai 等[19J 报道利用二倍体马铃薯块

茎片进行农杆菌介导的转化体中四倍体频率高达

65% ，利用再生植株在含抗生素的培养基上生根情

况来确认具抗生素抗性的编码基因的整合，这一方
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法是有效的。 通过Southern 杂交，所有被选择株都

带有编码基因 。 在一年继代繁殖时间内 ， 这一抗性

性状可稳定表达。 转化体中二倍体和四倍体比率为

1 :2。在没有与农杆菌共培养的 78 株转化植株中，

表现出相当低的四倍体比率(35%) ，只有 27 株是四

倍体。

三 、多倍体的鉴定

在诱导多倍体过程中，准确及时鉴定出多倍体

植株可以缩短培养周期，提高四倍体育种工作效率。

多倍体由于染色体加倍 ，其外部形态特征和内部特

征都发生了明显变化。 根据这些变化就可区别二倍

体与多倍体。 目前常用的几种鉴定方法如下所述。

1.形态学鉴定法

形态学鉴定法是最直观的鉴定方法。 多倍体植

物由于染色体加倍，其外部形态特征和二倍体有明

显的差别，主要表现在根、茎、叶 、花器和果实的形态

和大小上。Compton 和 Gray[ ll )研究发现子房直径、

雄花的花瓣和花粉囊直径、叶长与叶宽比是西瓜倍

性水平很好的标志， 四倍体子房直径是二倍体子房

直径的1. 4 倍。 四倍体和二倍体雌花的花瓣直径和

子房长度没有差别。 而雄花中，四倍体花瓣直径和

花粉囊直径大于二倍体的。 二倍体的叶长与叶宽比

大于四倍体的叶长与叶宽比。

2. 细胞学鉴定法

与二倍体相比，多倍体的细胞学形态表现为保

卫细胞叶绿体数目增多。 Compton 和 Gray[ ll ) 通过

再生植株叶片每对保卫细胞中叶绿体数目多少鉴定

二倍体和四倍体植株。 每株四倍体西瓜植株中，平

均每对保卫细胞有 19 个叶绿体，二倍体植株中每对

保卫细胞有 11 个叶绿体。 这样，随倍性从 2n 到

4n，每对保卫细胞叶绿体密度增加系数为 1. 7 ，用 10

株四倍体后代和四倍体与二倍体杂交获得的三倍体

种子来确认了其四倍性。 此方法也在黄瓜倍性加

倍[26 )和用秋水仙碱处理获得的西瓜幼苗上得到了

验证[4 ) 0 Compton 和 Gray[44 ) 用荧光黄( fluorescein 

diacetate，简称 FDA)对离体培养小植株的叶片进行

染色，保卫细胞叶绿体经 FDA 染色后会发出荧光，

用显微镜和 uv光观察就可确定保卫细胞叶绿体数

目 ，二倍体和四倍体植株中每对保卫细胞的叶绿体

数目平均为 9. 7 和 17 . 8 0 Solov' -eva-LV[ 28 ) 报道保

卫细胞叶绿体数是苹果倍性水平的指标，二倍体保

卫细胞叶绿体数不超过 18 个，三倍体保卫细胞叶绿

体数在 23 - 25 个，四倍体保卫细胞叶绿体数是 26

个。

3. 染色体计数法

多倍体加倍后最本质的特征是染色体加倍，因

此，染色体计数法是最直接最准确的鉴定方法之一。

Peloquin 等 [29 ) 通过染色体计数法准确鉴定出杂种

香蕉的倍性水平。 Vandenhout[ 30) 用 Hoetsch color 

染色法进行染色体计数，此方法比其他染色技术如

品红、 醋酸洋红或丙酷洋红染色有更好的效果。

Teodoro Cardi[ 15 )用茎尖染色体计数法证实了用叶

绿体计数法鉴定出的马铃薯四倍体 ( 40% )的正确

性。 N创r_RR[ 31 )用根尖染色体和气孔密度成功鉴定

了辣椒再生株的倍性。 杜胜利等采用去壁低渗法进

行染色体制片 ，成功鉴定出加倍体[26) 。

4. 流式细胞仪分析法

流式细胞仪分析法可迅速测定细胞核内 DNA

的含量和细胞核大小，是大范围实验中鉴定倍性的

快速有效的方法[ 32 ) 。 其原理是用染色剂对细胞进

行染色后测定样品荧光密度，荧光密度与 DNA 含

量成正比，DNA含量柱形图直接反映出不同倍性水

平的细胞数，测定前用鸡红血细胞或鱼血细胞校正

仪器。 染色剂有 PI (Propidium iodide，腆化丙睫)、

EB (Ethidium bromide，澳化 乙皖) 、 H033342

(Hoechst 33342) 、 FITC (Fluorescein isothiocyanate , 

异硫氨基荧光素)等[51 ) 。 将样品放在冰水中可放置

两天，整片叶子可储存一周而不影响倍性鉴定结

果[33 ) 。 细胞核 DNA 含量不受外部因素如光密度、

植物组织水含量的影响[ 18 ) 。 张兴平等[34 )利用该仪

器快速检测出西瓜再生芽情况。

5. 体细胞杂种的鉴定方法

体细胞杂种的鉴定以同工酶和 RFLP[21) 等分

析法为主。 M.Hagimori 等[35 ) 以同功酶分析法成功

鉴定出了日本萝 卡和花椰菜 的体细胞杂种。 J

Preiszner[ 36 )在愈伤组织阶段利用杂种优势鉴定四

倍体 Solanum tuberosum 与二倍体 S . brevidens 的

体细胞杂种。 在 31 个无性系中有 86% 的组织是六

倍体，杂种同亲本相比较，耐寒性强、抗霉病和细菌

病。 杂种特征也可由染色体组型来确定， S. Waara 

等[21 )通过 RFLP 分析杂种叶绿体基因组表明，所有

杂种都具有与亲本相似的 cpDNA，带全套染色体的

四倍体明显比双单倍体亲本的生长势强。

形态学、细胞学鉴定法、染色体计数法都达不到

早期快速的鉴定目的。 流式细胞仪测定价格昂贵。

研究者们都在寻求可快速、有效鉴定出群体倍性的
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方法 ，根据多倍体比二倍体对逆境抗性增强的特点、

对某种化学药剂的耐性不同上可望鉴定出群体倍性

水平 ，达到早期快速鉴定出群体倍性的目 的。 郭启

高[43 ]通过增殖系数法、高温胁迫法、低温胁迫法检

出倍性平均符合程度分别为 88 % 、 90 %和 80 % 。 此

类方法的应用还有待于进一步验证。

四、展 望

多倍体最明显的特征是"巨大性"，生产上利用

多倍体可以提高产量和品质、增加抗病抗逆能力;利

用多倍体作为亲本获得三倍体，如三倍体西瓜和三

倍体甜菜;还可利用多倍体克服远缘杂交遇到的障

碍。 异源多倍体的杂合度提高和同源多倍体的基因

序列增加提高了基因功能的保险性 ， 为逆境条件下

的生存竞争提供了稳定的基础[48 ] 。

自从 1937 年 Blakeslee 和 avery[ 47 ] 发现秋水仙

碱诱导染色体加倍以来 ， 育种学家开展了大量的多

倍体诱导工作。 但是，目前多倍体在园艺学方面的

应用不及作物学和花卉学方面 ，原因有几方面 ，一是

大多数木本多年生植物开花期太长使得诱导的多倍

体应用于栽培的步骤繁琐、耗时;二是目前的诱导鉴

定方法还不完善，如不能获得真正非嵌合的多倍体，

秋水仙碱对植物材料的毒害作用太强 ，诱导频率也

需进一步提高。三是获得的多倍体育性低[49 ] ， 稳定

时间长，导致育种成本太高。 因此，需探索新的诱变

方法和诱变剂来进一步提高诱变率，找到早期快速

鉴定出群体倍性的方法。

此外 ，也气PD 技术是近几年来发展起来的新技

术，为在分子水平上研究多倍体提供了思路。 Kuni

ak Sugawara 等[ 50 ]利用 RAPD 技术成功鉴定出柑楠

嵌合体 ，其广泛应用有待于研究。

多倍体的诱导与植物类型、外植体类型、激素类

型和浓度、诱变剂类型和浓度、处理时间等多种因素

有关，要想找到它们之间的相关性，尤其是离体培养

诱导方法中各种因素的相关性，还需要很长时间。

此外 ，分子水平上的研究更待深入。 因此，园艺植物

多倍体的诱导要成为一项成熟的技术，需要育种家

们的共同努力 。
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不同的基质表面形貌对细胞生长行为的影晌

朱邦尚 且各庆华 骨 王宗光

(上海交通大学化学化工学院上海 200240)

张奇巧徐宇虹

(上海交通大学生命科学技术学院上海 200030 )

摘 要 在细胞体外培养中，基质的表面形貌特征是影响细胞行为的一个重要因素。 在微米
尺度范围内本文研究了几种不同几何轮廓的脊/沟状形貌结构和不同问距的柱状体对鼠c6神经
肢质瘤细胞生长的影响。 脊/沟状形貌结构诱导细胞趋向生长，不同的几何轮廓对细胞行为的影响
存在差异。 柱状体间距影响细胞的贴壁和铺展，进而影响细胞的生长行为;大的问距不利于细胞生
长，当间距很小时，柱状体截面的几何轮廓影响细胞的行为 。

关键词:基质表面形貌细胞行为 "神经胶质瘤细胞

细胞和组织的培养通常是在培养基质如培养 察培养细胞的生长状况，形貌对于细胞生长影响的

皿、培养板的表面进行的。在研究基质的表面特性 研究才逐步展开[1-5J。事实上，基质的表面形貌与

对细胞行为的影响时，人们往往关注其表面物理化 其表面的物理化学特性一样影响培养细胞的着附、

学特性如亲水/亲油性、表面能、表面电荷等，而忽略 贴壁、增殖、形态以及细胞的趋向等。 本文研究了一

了基质表面形貌对细胞行为的影响。 这是因为基质 种柱状纤维结构、两种沟槽结构(截面分别为三角形

表面虽然存在着这样或那样的微结构，但由于这些

微结构的大小不一且分布无序，在通常的细胞培养

时很难具体地看出表面形貌对细胞行为影响的规

律。直到上世纪 70 年代末， Clark 和 Curtis 等把微

电子的微制造技术用于制作基质表面微形貌然后观

本文 2003 年 1 月 23 日收到， 5 月 4 日接受。
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