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计的调查分析方法，使得村民感知和专家知识有效互补、村民

利益和各方利益合理均衡、村民诉求和设计成果有机衔接，有

效提高项目设计的实用性。通过沈家村景观设计项目的开

展，把村民参与意识最大化体现在项目方案编制的过程中，将

乡村原始要素融入现代旅游休闲产业，实现乡村景观文化性、

体验性、经济性的有机统一，可为将来乡村景观设计提供一定

参考和借鉴。
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台湾泡桐体细胞同源四倍体的诱导及鉴定
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　　摘要：将台湾泡桐叶片愈伤组织放置于含有不同质量浓度秋水仙素的液体培养基上进行四倍体植株的诱导，采用
根尖细胞染色体计数和叶片单细胞ＤＮＡ含量测定的方法进行倍性分析。结果表明，在２７个试验组合中，用 ３０ｍｇ／Ｌ
秋水仙素处理预培养６ｄ的台湾泡桐叶片４８ｈ时，四倍体诱导率最高，为５．８３％。根尖染色体压片结果也表明，台湾
泡桐二倍体染色体数为２ｎ＝２ｘ＝４０，四倍体为２ｎ＝４ｘ＝８０。此外，与二倍体相比，诱变出的四倍体植株，具有生长慢、
茎加粗、叶片增宽、单个气孔面积增大、气孔密度减少等特征。
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　　植物多倍体具有抗逆性和适应性强等特点，能满足生产
上高产、优质、抗病虫害等要求，而且作为遗传桥梁，对开展目

的基因渐渗和转移研究具有重要意义。目前，人工诱导植物

多倍体已在杨树、桑树等林木树种［１－１２］上取得突破。泡桐在

我国有着悠久的栽培历史，由于其生长快、用途广，广受栽培

者的欢迎。然而，泡桐丛枝病的频发及“久治不愈”严重影响

了其大面积栽植和应用。近年来，范国强等［１３－１８］成功诱导了

同源四倍体兰考、白花、南方、豫杂一号等植株，但目前有关台

湾泡桐四倍体诱导研究鲜见报道。本试验以台湾泡桐组培苗

叶片为材料，采用不同质量浓度秋水仙素对其进行了同源四

倍体诱导，为丰富泡桐四倍体种质资源奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所用材料为河南农业大学林业试验站的台湾泡桐

种子，采集后，先用７０％乙醇消毒３０ｓ，再用０．１％ ＨｇＣｌ２消毒
５ｍｉｎ，取出后，无菌水冲洗３～５次，之后将种子晾干，置于装
有４０ｍＬＭＳ培养基 （含３．０ｇ／Ｌ琼脂粉、２５ｇ／Ｌ蔗糖）的三
角瓶中，在培养箱 ［温度（２５±２）℃，光照时间为 １６ｈ／ｄ，光
照度为１３０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］内培养。将生长 ８０ｄ的同一株
台湾泡桐组培苗上部２片完全展开叶片置于其器官直接发生
的培养基［１９］上增殖后，取其叶片待用。

１．２　试验方法
１．２．１　台湾泡桐叶片的预培养　取台湾泡桐组培苗自顶部
向下数的第２～４对叶片，剪成１．０ｃｍ×１．０ｃｍ小块，分别置
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于装有４０ｍＬ的ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１６．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的
培养基［１９］的三角瓶中，在２０℃的黑暗条件下进行不同时间
（表１）的预培养。
１．２．２　秋水仙素诱导台湾泡桐四倍体植株　将上述预培养
不同时间的外植体（台湾泡桐叶块）分别接种于含有秋水仙

素液体培养基［１９］的三角瓶中，并按照设计组合（表１）置于
２０℃ 的黑暗条件下进行四倍体诱导。诱导结束后，无菌水冲
洗叶片３～５次，再将叶片表面水分用无菌滤纸吸干，之后转
入不含秋水仙素的 ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１６．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
的培养基上，于光照度为 １３０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、光照时间为
１６ｈ／ｄ、温度为２５℃的培养室内进行芽诱导，每处理３０瓶，
每瓶２个叶块。１５ｄ后，统计台湾泡桐外植体存活数，３０ｄ后
统计外植体出芽数，并计算其存活率［（存活的外植体个数／
接种外植体总数）×１００％］和芽诱导率［（诱导出芽外植体
数／接种外植体总数）×１００％］。将诱导后长至２ｃｍ的幼芽
剪下，接种于１／２ＭＳ培养基上诱导生根，每３０ｄ继代培养１
次，共继代５次。

第５次继代苗培养后，幼芽根长至１．５～２．０ｃｍ时，先剪
其根尖制成压片［２０］用于观察染色体的加倍情况，再用流式细

胞仪［２１］确认秋水仙素诱变的台湾泡桐幼苗的倍性，并计算其

四倍体诱导率（流式细胞仪检测四倍体幼芽数／外植体诱导
出的总芽数）。每组试验重复２次，数据采用 ＳＰＳＳ软件处
理，并进行Ｆ检验。
１．２．３　台湾泡桐四倍体植株的鉴定　（１）幼苗根尖染色体
计数。台湾泡桐二倍体幼苗及秋水仙素诱导变异幼苗的根尖

细胞染色体观察参照舒寿兰等［２０］的方法。在尼康 ＴＳ－１００
荧光倒置显微镜（２０００×）下，观察上述根尖临时压片中的染
色体条数并拍照。（２）叶片单细胞 ＤＮＡ相对含量测定。分
别将染色体加倍的及普通二倍体的台湾泡桐叶片各５０ｍｇ置
于２ｍＬ缓冲液Ⅰ（０．５％Ｔｗｅｅｎ和浓度为０．１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬
酸）中，然后用剪刀或锋利的刀片将其切碎，用３００目尼龙网
过滤至ＢＤ专用试管中，重复过滤２次去除杂质。留取１ｍＬ
滤液置于转速为１５００ｒ／ｍｉｎ的离心机中４℃离心５ｍｉｎ，弃
除上清液，并加入１ｍＬ鞘液轻微摇匀，然后再置入上述转速
离心机中 ４℃离心 ５ｍｉｎ。倒掉上清液，在沉淀中加入
０．５ｍＬ仪器所带荧光染色液，轻微振荡摇匀后避光放置
３０ｍｉｎ，以便充分染色。然后用３００目滤网过滤１次至试管
中，用于测定叶片单细胞ＤＮＡ相对含量。
１．２．４　植株形态特征比较　观察并记录上面生长３０ｄ第５
次继代的四倍体和二倍体台湾泡桐幼苗叶形、叶色等差异。

每一指标测定１０个样品，求其平均值。
１．２．５　表皮细胞气孔器的比较　取苗龄６０ｄ的四倍体和二
倍体台湾泡桐组培苗成熟叶片，放置于质量分数５％ 的ＫＯＨ
溶液中煮沸３～５ｍｉｎ，然后置于冷水中。先在载玻片上滴一
滴清水，再用镊子挑取其表皮并展平放于载玻片的水滴上，用

滤纸吸去过多的水分。然后盖上盖玻片并用目镜中带有测微

尺镜头的显微镜观察，在１００×１０的油镜下观察测量每个气
孔器的长度、宽度和气孔器个数，计算气孔器密度，３次重复，
取平均值。

２　结果与分析

２．１　不同浓度秋水仙素处理对台湾泡桐四倍体诱导的影响

从表１试验数据及统计结果可以看出，不同预培养时间
及不同浓度、不同处理时间的秋水仙素诱导对台湾泡桐四倍

体诱导率、芽诱导率和外植体存活率均有不同影响。当秋水

仙素浓度是１０ｍｇ／Ｌ时，伴随预培养时间和秋水仙素诱导时
间的延长，四倍体诱导率、芽诱导率和外植体存活率均表现出

明显不同。其中，组合１１的四倍体诱导率、芽诱导率和外植
体存活率分别为６．９０％、２０．５８％及４９．１１％。当秋水仙素浓
度为２０ｍｇ／Ｌ时，组合１３的四倍体诱导率、芽诱导率及外植
体存活率均达到最高。当秋水仙素浓度为３０ｍｇ／Ｌ时，组合
１６的四倍体诱导率、芽诱导率和外植体存活率达到最大，分
别为３４５％、１１．９４％及３２．８３％。综上所述，当秋水仙素浓
度不断增大，台湾泡桐叶片（外植体）的最高四倍体诱导率及

芽诱导率、存活率基本呈现下降趋势，并且秋水仙素浓度对四

倍体诱导率、芽诱导率及外植体存活率的影响均极显著；秋水

仙素处理外植体的时间对外植体存活率、芽诱导率的影响均

极显著；外植体的预培养时间对芽诱导率的影响显著，而对四

倍体诱导率的影响则不显著（表２）。这表明，台湾泡桐最高
四倍体诱导率的产生是外植体预培养时间、处理时间及秋水

仙素浓度共同作用的结果。因此，选择组合１１（６ｄ预培养＋
１０ｍｇ／Ｌ秋水仙素＋４８ｈ处理），作为台湾泡桐四倍体诱导的
最佳组合。

表１　不同浓度秋水仙素处理对台湾泡桐四倍体诱导的影响

组合

预培

养时

间（ｈ）

秋水仙

素浓度

（ｍｇ／Ｌ）

处理

时间

（ｈ）

外植体

存活率

（％）

芽诱

导率

（％）

四倍体

诱导率

（％）

１ ０ １０ ２４ ５８．３３ａｂｃ １６．６７ｂｃｄｅｆｇ ３．３３ａｂ
２ ０ １０ ４８ ５２．０２ａｂｃｄ ２０．３５ａｂｃｄｅ ３．３８ａｂ
３ ０ １０ ７２ ４６．２８ｃｄｅ １２．４０ｃｄｅｆｇｈ ２．４９ａｂ
４ ０ ２０ ２４ ４７．８４ｂｃｄｅ １５．６８ｂｃｄｅｆｇ １．７４ａｂ
５ ０ ２０ ４８ ３７．５０ｅｆｇｈ １５．００ｃｄｅｆｇｈ ５．００ａｂ
６ ０ ２０ ７２ ２０．１６ｊｋｌｍｎ ９．２５ｆｇｈｉｊ ０．８５ａｂ
７ ０ ３０ ２４ ３１．４８ｇｈｉｊ １０．１８ｅｆｇｈｉｊ ０．８２ａｂ
８ ０ ３０ ４８ １８．３３ｋｌｍｎ １０．００ｆｇｈｉｊ ０．８３ａｂ
９ ０ ３０ ７２ １１．６７ｍｎｏ ５．００ｈｉｊ ０．００ｂ
１０ ６ １０ ２４ ６２．５０ａ ２７．５０ａ ４．１７ａｂ
１１ ６ １０ ４８ ４９．１１ｂｃｄｅ ２０．５８ａｂｃｄ ６．９０ａ
１２ ６ １０ ７２ ４４．１７ｄｅｆ １８．３３ａｂｃｄｅｆ ５．００ａｂ
１３ ６ ２０ ２４ ４６．８２ｂｃｄｅ ２５．７４ａｂ ６．４６ａｂ
１４ ６ ２０ ４８ ４３．０６ｄｅｆｇ ２０．７３ａｂｃｄ ５．９６ａｂ
１５ ６ ２０ ７２ ２３．３３ｉｊｋｌｍ １０．８３ｄｅｆｇｈｉ ０．８３ａｂ
１６ ６ ３０ ２４ ３２．８３ｆｇｈｉ １１．９４ｄｅｆｇｈ ３．４５ａｂ
１７ ６ ３０ ４８ １４．３１ｌｍｎｏ ７．５８ｇｈｉｊ ２．５４ａｂ
１８ ６ ３０ ７２ ９．６０ｎｏ ０．８１ｉｊ ０．００ｂ
１９ １２ １０ ２４ ６３．３３ａ ２７．５０ａ １．６７ａｂ
２０ １２ １０ ４８ ５８．６０ａｂ ２２．３８ａｂｃ １．７３ａｂ
２１ １２ １０ ７２ ４５．００ｄｅ １４．１７ｃｄｅｆｇｈ ０．８３ａｂ
２２ １２ ２０ ２４ ４９．２３ｂｃｄｅ ２０．８３ａｂｃｄ ２．５６ａｂ
２３ １２ ２０ ４８ ４１．３５ｄｅｆｇ １３．２２ｃｄｅｆｇｈ ０．８２ａｂ
２４ １２ ２０ ７２ ２９．１７ｈｉｊｋ ６．６７ｇｈｉｊ ０．００ｂ
２５ １２ ３０ ２４ ２４．４４ｉｊｋｌ ９．８０ｆｇｈｉｊ ０．７９ａｂ
２６ １２ ３０ ４８ １４．７４ｌｍｎｏ ５．２２ｈｉｊ ０．８８ａｂ
２７ １２ ３０ ７２ ４．２０ｏ ０．００ｊ ０．００ｂ

　　注：表中所有数据为２次重复平均值；数据采用邓肯氏新复极差
测验法，同列不同字母表示在α＝０．０５水平上差异显著。
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表２　秋水仙素诱导台湾泡桐四倍体的方差分析

方差来源
外植体存活率 芽诱导率 四倍体诱导率

ＭＳ Ｆ ＭＳ Ｆ ＭＳ Ｆ
预培养时间 ２．４ ０．０９ ５５．０１ ３．００６ ３８．７７６ ５．４８９
秋水仙素浓度 ５６３３．０５８ ２１１．０２１ ８１４．７５９ ４４．５２０ ２４．３３１ ３．４４４

处理时间 １８６６．３１０ ６９．９１４ ４４７．２７８ ２４．４４０ ２０．７７２ ２．９３３

　　注：，０．０１≤Ｐ＜０．０５；，０．００１≤Ｐ＜０．０１。

２．２　四倍体台湾泡桐植株的鉴定
２．２．１　根尖染色体观察　观察显微镜下根尖临时压片显示，
变异的台湾泡桐幼苗根尖细胞染色体为２ｎ＝４ｘ＝８０，正常台
湾泡桐二倍体的根尖细胞染色体为２ｎ＝２ｘ＝４０（图１）。染
色体观察结果显示，秋水仙素诱变的台湾桐幼苗细胞中，染色

体数均是正常二倍体的２倍。

２．２．２　叶片单细胞ＤＮＡ含量检测　流式细胞仪检测继代５
次的台湾泡桐变异幼苗和二倍体幼苗叶片单细胞 ＤＮＡ相对
含量的检测结果（图２）表明，台湾泡桐二倍体幼苗只在相对
荧光强度值为５０的位置上出现１个单峰，而经秋水仙素处理
后也仅在接近１００的位置上出现１个单峰，即变异幼苗叶片
单细胞 ＤＮＡ含量为其二倍体叶片的２倍。综上所述，秋水仙
素诱导获得的台湾泡桐变异幼苗为其同源四倍体幼苗。

２．３　台湾泡桐二倍体与同源四倍体幼苗的形态比较
由图３和表３可知，四倍体较二倍体幼苗叶色变深，叶片

变厚、增大，长宽比变小。另外，与二倍体相比，台湾泡桐四倍

体叶片的气孔变大，但其叶片的气孔器密度变小。

３　讨论

众所周知，当今植物多倍体诱导中效果最好、应用最广泛

的化学诱变剂是秋水仙素，它在植物多倍体诱导中具有非常

重要的作用［２２－２３］。本试验结果表明，组合１１是台湾泡桐四
倍体诱导率最高的组合，即将台湾泡桐叶片预培养６ｄ后，再
在浓度为１０ｍｇ／Ｌ秋水仙素的液体培养基上诱导４８ｈ，四倍
体诱导率达到最高，为 ６．９０％。这与在兰考泡桐、白花泡桐
和南方泡桐等叶片上得到的情况［１３－１８］有一定差异，台湾泡桐

四倍体诱导率有显著下降。这可能是将台湾泡桐叶片直接浸

泡于秋水仙素液体培养基中，造成其在较短时间内对外植体

产生毒害作用，降低了外植体的存活率和芽诱导率，因而造成

四倍体诱导率的显著下降。但是，与其他种类泡桐四倍体诱

导所采用的双层培养基法相比，上述方法减少了一定的工作

量，加快了诱导的速度，对于需要快速获得四倍体植株的植物

种类，液体浸泡的方法是比较好的选择。此外，在本试验中，

采用组合１１处理后获得的诱变植株大部分为四倍体，并且这
些四倍体能够稳定地遗传，其原因可能是用１０ｍｇ／Ｌ秋水仙
素处理预培养６ｄ的台湾泡桐叶片４８ｈ时，由于叶片较薄，细
胞分裂旺盛、分裂的同步性好，此时秋水仙素易抑制纺锤丝的

形成，从而导致大量的细胞染色体加倍，这样，获得变异植株

中出现嵌合体的概率就小。
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表３　台湾泡桐二倍体和四倍体叶片形态及气孔的变化

倍性
叶片长

（ｃｍ）
叶片宽

（ｃｍ） 叶片长／宽 气孔器长

（μｍ）
气孔器宽

（μｍ）
气孔器

长／宽
气孔密度

（个／ｍｍ２）
气孔密

度比
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