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植物单倍体植株的倍性鉴定

李 好琢1 , 2 , 张志 宏1

(1.沈阳农业大学园艺学院, 110161;2.辽宁省农业技术学校,沈阳 110161)

　　摘　要:单倍体植株在倍性育种中具有极大的优点

和巨大的应用潜力 ,快速 、准确地筛选出单倍体植株对

加速育种进程具有重要的意义。植株倍性的鉴定方法

主要有直接鉴定法和间接鉴定法。现综述了直接鉴定

法即染色体计数法和流式细胞分析法(flow cy tometric

measurement)、叶片气孔大小及保卫细胞叶绿体数目鉴

定法 、染色中心直径和异染色质数目以及植株形态观察

等间接鉴定法的应用进展 ,并对各自的优缺点作了简要

的评述。
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单倍体育种是 20世纪 70年代发展起来的一项新

技术。其优点是:控制单倍体性状的基因无论是显性还

是隐性均可充分表达 ,使单倍体植株群体呈现丰富的遗

传多态类型。若对单倍体植株进行染色体人工加倍 ,即

可得到同质纯合的纯系。它可大大缩短育种年限 ,加速

育种进程 ,提高选育效率 ,在育种中具有极大的应用

潜力。

单倍体植株的获得常通过花粉(花药)培养以及未

受精子房或胚珠离体培养诱导孤雌生殖 ,无论是小孢子

培养还是大孢子培养 ,单倍体植株的诱导频率都是比较

低的 ,且再生出的植株 ,往往是单倍体 、双单倍体及其他

倍性植株的混合群体。通过对获得的再生植株的倍性

进行快速而准确地鉴定 ,以便尽早筛选出单倍体植株。

目前鉴定植株倍性的方法主要有直接鉴定法和间接鉴

定法。

1　直接鉴定法
直接鉴定法即染色体计数法 ,这是确定倍性最基本

和最可靠的方法。通常以根尖 、茎尖 、幼叶 、叶片愈伤组

织或卷须为材料 ,采用压片法和去壁低渗法进行染色体

标本制备 ,需用卡宝品红 、醋酸洋红或铁矾-苏木精等

染色液进行染色 、镜检和计数。
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韩雪梅等[ 1]在草莓花药苗染色体观察方法及数目

变异的研究试验中认为:预处理药品以对二氯苯饱和液

与加 A-溴萘的对二氯苯饱和液的预处理效果较好。

前者处理时间比较自由 ,在2 ～ 20 h之间效果都很好;而

加 A-溴萘后 ,可获得显著缩短的染色体 ,特别适用于

染色体计数。相比之下 ,用8-羟基喹啉 、秋水仙素细胞

分散及拍片效果较差。通过铁矾-苏木精 、碱性品红、

醋酸洋红三种染色剂染色效果的对比试验 ,结果表明 ,

铁矾-苏木精、碱性品红染色对比度大 ,可供拍片。染

色效果以铁矾-苏木精最佳 ,但染色后常需再用 45%

醋酸分色软化1 h左右。杜胜利等[ 2] 以黄瓜未受精子房

培养的再生植株群体为材料 ,研究和比较了几种倍性鉴

定方法 ,认为体细胞染色体计数法是最可靠的直接

方法。

总之 ,许多文献都表明染色体计数法是可靠性最高

的植株倍性鉴定的直接方法 ,但操作复杂 ,需要装备良

好的实验室条件和熟练的细胞学操作技术 ,鉴定速度

慢 ,费时费力 ,而且当染色体数目太多时也可能造成

误差。

2　间接鉴定法
与染色体计数法相比 ,间接鉴定方法简便易行 ,但

可靠性有时不高。间接鉴定法主要有以下几种。

2.1　流式细胞分析法(flow cytometric measurement)

该方法是通过流式细胞分析仪对大量处于分裂期

间染色体的细胞 DNA 含量进行检测 ,经仪器的附设计

算机自动进行统计分析 ,绘制出 DNA 含量(倍性)的分

布曲线图。以已知倍性的同类试材为对照 ,确定待测植

株的倍性
[ 3]
。

流式细胞分析仪最初主要用于医学领域 ,自 20世

纪 80年代后 ,国外学者对玉米 、番茄 、木薯 、向日葵等植

物细胞核 DNA 含量已进行过测定 ,在果树的苹果、梨、

猕猴桃和草莓上也逐渐有一些报道 ,通过比较细胞核

DNA 含量的高低可进行倍性鉴定
[ 4]
。

与染色体计数直接鉴定法相比 ,流式细胞光度术测

定核 DNA 含量 ,试样处理简单 ,测量较精确 、快速 ,而且

可以同时对许多样本的大量细胞核 DNA 含量进行测

定;另外 ,这种方法对试材的需求量很少(50mg 左右)
[ 4]
,

这对于未授粉子房获得的再生植株的早期鉴定可能具

有更大的应用价值。

可见 ,利用流式细胞分析仪的特点是快速 、方便 、准

确 ,由于准备好的细胞核样品在数分钟内即可完成测定

和分析 ,特别适合用于样品较多的倍性检测分析。但流

式细胞分析仪十分昂贵 ,测定费用高 ,目前在国内拥有

这种仪器的单位还不多;另外 ,利用流式细胞分析法测

定倍性时 ,样品制备时间不宜过长 ,否则会影响鉴定

结果。
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2.2　叶片气孔大小及保卫细胞叶绿体数目鉴定法

关于植株叶片气孔大小及保卫细胞叶绿体数目与

染色体倍性的关系已有许多文献报道。郭永强[ 5] 测定

西葫芦未授粉胚珠的单倍体 、双单倍体和四倍体叶片表

皮保卫细胞的长度分别为(20.31±3.38)、(30.80±2.19)

和(41.78±1.03)μm ,其比例约为 1∶1.5∶2 ,因而提出

在胚囊再生植株倍性鉴定时也作参照。但韩毅科等[ 6]

认为不同倍性黄瓜叶片的气孔直径和长度差异不显著 ,

不能作为倍性鉴定的指标。

气孔保卫细胞叶绿体数能反应染色体倍性。陈土

炎对不同倍性茶树品种的叶片保卫细胞叶绿体数目的

观察结果表明 ,不同倍性间保卫细胞中的叶绿体数目差

异比同倍性内品种间的差异大得多 ,达极显著水平。杨

艳琼等
[ 7]
以烟草为试材进行染色体倍性鉴定 ,结果表

明:气孔保卫细胞叶绿体数受染色体倍性控制 ,不同染

色体倍性间气孔叶绿体数平均值差异极显著 ,单倍体

95%以上的叶绿体数在 14个以下 ,双倍体 95%以上的

叶绿体数则在 14个以上 ,经开花结实验证其准确率达

91%,而不同品种同一倍性内气孔保卫细胞叶绿体数平

均值差异不显著。

杜胜利等以黄瓜未受精子房离体培养获得的 200

株再生植株为试材 ,进行保卫细胞叶绿体数目法倍性鉴

定 ,认为保卫细胞叶绿体数几乎随植株倍性成正比增

加 ,单倍体 、双单倍体和三倍体之间差异达极显著水平。

郭永强[ 5] 以西葫芦(Cucurbita pepo)未授粉胚珠为

材料 ,利用叶片保卫细胞叶绿体压片方法对西葫芦胚囊

再生植株进行了倍性鉴定 ,结果表明 ,单倍体 、二倍体和

四倍体植株叶片表皮保卫细胞叶绿体数的均值分别为

(4.15±0.37),(8.05±0.76)和(16.05±0.69),其比例约

为1∶2∶4 ,从而提出叶片保卫细胞叶绿体计数能有效

用于西葫芦再生植株倍性鉴定。玉米 、小麦 、棉花 、青花

菜、甜菜 、马铃薯 、桑 、苜蓿 、三叶草 、葡萄等作物的染色体

倍性与气孔保卫细胞叶绿体数目也存在着正相关[ 8 ～ 10] 。

刘仁祥和黄莺(1998)[ 11] 对倍性鉴定的最佳取样时

期和取材部位进行了研究 ,认为烟草植株染色体倍性的

早期快速鉴定宜选用第5片叶 ,通过测其气孔保卫细胞

叶绿体数间接鉴定倍性 ,这样可把鉴定时期提前到大田

移栽前 ,杨艳琼等也得出类似的结论。

用气孔大小和保卫细胞叶绿体计数测定染色体倍

数的方法已应用于多种作物 ,而且与根尖压片观察染色

体数和开花结实验证相比 ,气孔保卫细胞叶绿体计数法

简便 、快速 、准确。这种方法在花粉和胚囊植株生育早

期就能及时准确地鉴定出减半的单倍体植株 ,以便采取

有效措施予以利用 ,减少损失 ,加快育种进程。

2.3　染色中心直径和异染色质数目

有些作物的倍性与其体细胞染色中心大小 、异染色

质数目密切相关 ,是有效的间接鉴定方法。如瓜类栽培

种的基因组含有较多的异染色质 ,这些异染色质在细胞

分裂间期的核中仍保留其固缩状态 ,并常被染色剂染成

深红色 ,呈点状或棒状 ,易于计数。不同倍性植株染色

中心直径和异染色质数目与植株倍性呈正相关 ,可作为

黄瓜倍性鉴定的间接指标。杜胜利等以黄瓜未受精子

房再生植株为试材 ,取幼嫩卷须 ,采用去壁低渗法进行

染色体制片 ,结果显示不同倍性植株染色中心直径和异

染色质数目差异达显著水平 ,而双单倍体和三倍体之间

无显著差异 ,说明染色中心直径和异染色质数目可用来

鉴定单倍体 ,但这种方法在区分双单倍体和三倍体时会

有一定误差。

2.4　植株形态观察

随着细胞染色体倍性的增加 ,植物各器官体积一般

趋于增大 ,如:四倍体甜菜植株的花冠 、花粉粒和种子均

大于二倍体
[ 12]
。与此同理 ,单倍体植株各器官会比二倍

体减小。单倍体西瓜植株的叶面积、茎长 、茎粗显著低

于二倍体 ,单倍体植株的雌 、雄花也明显小于二倍体 ,且

单倍体雄花中没有花粉粒
[ 10]
。黄瓜单倍体能结果 ,但果

形多异常 ,无正常的种子 ,多空瘪籽。而双单倍体种子

饱满。单倍体花粉粒在开花前即败育 ,双单倍体花粉粒

发育正常 ,三倍体的花粉粒绝大多数败育 ,仅有少量正

常花粉粒 ,大多数单倍体生长势明显弱于双单倍体和三

倍体 ,黄瓜单倍体植株较二倍体植株具有长势较弱 、叶

片较小、花瓣裂片深等特点 ,单倍体不能正常结子 、雄花

败育 、雌雄花花冠明显深裂等特征 ,这些特征可作为区

分黄瓜单倍体和二倍体植株的形态指标[ 13] 。

颖长可以作为水稻染色体倍数的又一指标。水稻

单倍体与二倍体的颖长一般以 5.6mm为界 ,二倍体与

三倍体的颖长以7.8 mm 为界[ 14] 。周元昌[ 15] 以花培苗

形态学鉴别法与 DNA流式细胞仪测定法进行比较 ,认

为若以 DNA流式细胞仪测定法鉴定结果为标准 ,苗期

形态学鉴定的准确率可达 94.2%。

植株的形态学观察也是间接确定植株倍性的重要

方法之一 ,形态学鉴定倍性具有简便 、快捷 、无需特殊仪

器设备的优点 ,但要在植株生长发育较晚时期鉴定 ,致

使育种材料不能得到及时利用。

综上所述 ,不同方法对不同作物具有不同的适应

性 ,对不同作物需认真摸索 ,综合一两种方法 ,快速 、准

确 、尽早鉴定出植株倍性 ,筛选出单倍体植株 ,以更好的

利用种质资源 ,加快单倍体育种进程。
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我国地被植物耐荫性研究
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　　摘　要:地被植物作为园林绿化的重要材料逐渐引起人们的广泛关注 ,而地被植物耐荫性研

究在当今生态园林城市的建设中意义重大而任务紧迫。现介绍近10余年来我国各地区对耐荫

地被植物的引种筛选 、应用工作。并借鉴其它园林植物耐荫性的研究方法 ,探讨地被植物耐荫性

的评价指标体系 、指出了我国在地被植物耐荫性研究方面存在的问题及今后的发展方向。
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1　地被植物耐荫性的研究意义
近年来 ,地被植物以其覆盖力强、易繁殖、适应性

强、耐修剪 、养护管理粗放 、丰富的群落层次和视觉效

果 ,在城市园林中日益引起人们的广泛关注。而伴随着

国民经济的发展和城市化进程的加快 ,城市中一些绿地

多处于建筑包围中 ,由高层建筑 、立交桥 、林地等形成的

荫蔽 、半荫蔽土地不断增多 ,据统计我国城市中 50%以

上绿地处于荫蔽环境中
[ 1]
。所以地被植物耐荫性研究

对于尽快解决这些地段的植物配置问题 ,建立稳定而多

样化的园林复层种植结构 ,提高单位绿地的园林生态效

益 ,建设生态园林城市 ,具有重要的现实意义。

2　我国对耐荫地被植物的引种筛选、应用研究
从20世纪90年代初开始 ,我国一些城市根据本地

不同的自然生态环境 ,相续开展了对耐荫地被植物的引

种筛选 、应用研究工作。如武汉地区 ,伍世平等筛选出
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耐荫性较强的:土麦冬(Liriope spicata)、阔叶麦冬(Liri-

ope platyphyl lus)及沿阶草(Ophiopogon japonicus);半

耐荫地被:莲叶点地梅(Abdrosace henryi)、剪刀股(Lx-

eris debi lis)、聚花过路黄(Lysimachia congesti f lora)、菖

蒲(Acorus calamus)及石菖蒲(Acorus gramineus)[ 2] 。刘

艳玲等重点选择出耐荫性强、绿期长 、观赏性高且能密

伏地面的种类:蛇莓(Duchesnea indica)、活血丹(Glecho-

ma longituba)和过路黄(Lysimachia christinae)[ 3] 。车生

泉针对上海地区实际情况 ,通过 3次对浙江西天目山野

生地被的野外调查和引种试验的基础上 ,对有开发利用

价值的59种野生耐荫地被做了报道[ 4] 。北方地区 ,白伟

岚等曾选取北京市 50种园林植物进行耐荫性研究 ,筛

选出强耐荫的地被植物:富贵草(Pachysandra termina-

lis)、玉簪(Hosta Plantataginea)、紫萼(Hostaventricosa)、

涝峪苔草(Carex giraldiana)、蛇莓 、麦冬等[ 2] 。王和祥

等通过对 54种地被植物在天津市区适应性观察 ,最后

推荐了适合作为楼后 、立交桥下、复层林下以及疏林下

的耐荫地被植物
[ 5]
。康俊水等通过对 57种地被植物在

山东东营市的引种试验及适应性观察 ,筛选出适合滨海
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