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京枣试管苗茎尖多倍体诱变研究

齐 向 英，陈 宗 礼，奚 增 军，樊 丽 丽，张 向 前，任 　 宽
（延安大学 生命科学学院 陕西省红枣重点实验室（延安大学）陕西省区域生物资源保育与利用工程技术研究中心，陕西 延安７１６０００）

　　摘　要：以京枣试管苗茎尖为试材，以秋水仙碱为诱变剂，通过在含不同浓度秋水仙碱的培
养基中共培养来诱导京枣多倍体。结果表明：在含秋水仙碱３０ｍｇ／Ｌ的培养基中共培养３０ｄ诱
导率最高可达３６．６７％。通过染色体观察确定变异植株染色体数目为４８条。对照植株染色体数
目为２４条。四倍体植株气孔长度为３９．６２μｍ、宽度为２２．０６μｍ、气孔密度为５８．８９个／ｍｍ

２、活
体叶绿素平均含量为１１．７１ｓｐａｄｒ／ｍｍ２；分别为原二倍体植株的１．５４６、１．６６２、０．６３６、２．３６６倍。
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　　枣（Ｚｉｚｉｐｈｕｓ　ｊｕｊｕｂｅ　Ｍｉｌｌ．）为鼠李科（Ｒｈａｍｎａｃｅａｅ）
枣属（Ｚｉｚｉｐｈｕｓ）植物［１］，原产我国，是我国特色和优势
果树。长期以来枣树的新品种选育工作仅限于从自然
芽变中选取新、良品种。枣树人工新品种选育报道很
少。多倍体（Ｐｏｌｙｐｌｏｉｄ）现象在植物中早已存在，而在
枣树上迄今只发现一个自然三倍体品种［２］。枣树人工
多倍体选育工作在近年来进展迅速，不断有报道出现，
所用材料也十分广泛［３－８］，但通过试管苗幼茎诱变尚未
见报道。组培快繁过程中枣树茎尖、特别是幼嫩茎尖
十分丰富，取材十分方便，并且不影响快繁的进程。该
研究目的是通过试管苗幼茎诱变多倍体，进一步丰富
枣树多倍体育种方法，同时通过试管苗茎尖获得枣树
试管多倍体。

１　材料与方法
１．１　试验材料
试验用材料为陕西省红枣重点实验室组织培养继

代的京枣试管苗。将京枣试管苗在陈宗礼等［９］试验中
筛选的枣树继代培养基（Ｃｙ４＋６－ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ
０．２ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．０１ｍｇ／Ｌ，编号为Ｚ）中培养生长
２５ｄ后，取长度为０．５ｃｍ的茎尖作为诱变处理材料。

１．２　试验方法
１．２．１　诱变处理方法　将单个茎尖分别接入含秋水
仙碱１０、３０、５０ｍｇ／Ｌ的Ｚ培养基中，于培养的第１０、
２０、３０天分别抽取每个处理３０个茎尖转入无激素培养
基中培养备用。以无秋水仙碱的培养基为对照。
１．２．２　诱变试管苗分析　染色体分析：分别取诱变试
管苗和对照二倍体植株试管苗茎尖，参考陈瑞阳等采
用去壁低渗法［１０］。气孔数量和大小分析：选取由茎尖
向下４片展开的叶子作为材料采用透明胶布粘取
法［１１］。活体叶绿素含量分析：采用ＳＰＡＤ－５０２法［１２］。
１．２．３　培养条件　光照时间１２ｈ／ｄ、温度（２４±１）℃、
湿度（７０％±５％）、光照强度１　８００ｌｘ。
１．２．４　数据分析　数据依据统计学原理用Ｅｘｃｅｌ２００３
进行分析［１３］。

２　结果与分析
经过秋水仙碱处理一段时间后，试验组的试管苗

生长明显较慢。并且随处理时间的增加试验组的试管
苗出现节间缩短、植株茎杆变粗、叶片皱褶程度增大、
叶色浓绿等变化。
２．１　诱变结果
取每个处理对照苗和变异苗各３０株，每株观察３０

个有效细胞分裂相，确定染色体数目（图１、２），结果见
表１。在所有处理中除经过秋水仙碱１０ｍｇ／Ｌ培养
１０ｄ和３０ｍｇ／Ｌ培养１０ｄ没有产生变异植株外，其它
的处理均产生了变异植株。其中含秋水仙碱１０ｍｇ／Ｌ
培养２０、３０ｄ和含秋水仙碱５０ｍｇ／Ｌ培养１０ｄ产生的
染色体数目分别为２４条和４８条的二四倍体的嵌合
体。含秋水仙碱１０ｍｇ／Ｌ和５０ｍｇ／Ｌ的培养基中都
产生嵌合体２株，诱变率最高的为含秋水仙碱３０ｍｇ／Ｌ
培养２０ｄ，产生了１１株多倍体（图３），诱变率达到
３６．６７％。对照植株没有产生任何变异。
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　　表１ 诱变结果

浓度

／ｍｇ·Ｌ－１
培养时间

／ｄ

染色体数目

２４　 ２４、４８　 ４８
株数 株数 株数

变异株数 变异率／％

１０

１０　 ３０
２０　 ２９　 １　 １　 ３．３３
３０　 ２８　 １　 １　 ２　 ６．６７

３０

１０　 ３０
２０　 ２０　 １０　 １０　 ３３．３３
３０　 １９　 １１　 １１　 ３６．６７

５０
１０　 ２２　 ２　 ６　 ８　 ２６．６７
２０　 ２８　 ２　 ２　 ６．６７
３０　 ２２　 ８　 ８　 ２６．６７

ＣＫ
１０　 ３０
２０　 ３０
３０　 ３０

２．２　气孔数量和大小分析
变异植株和对照植株在气孔长度、气孔宽度和气

孔数量上存在明显的差异（图４、５），见表２。变异植株
的气孔长度平均值为３９．６２μｍ，为对照植株２５．６２μｍ
的１．５４６倍；变异系数１１．０７是变异植株１０．５０的
１．０５４倍；说明气孔长度变异植株的变异度大于对照植
株。气孔宽度变异植株为２２．０６μｍ，是对照植株
１３．２７μｍ的１．６６２倍，变异系数变异植株为３．９９，是对
照植株６．６３的０．６０２倍；说明气孔宽度性状变异植株
变异程度小于对照植株。气孔数量变异植株为
５８．８９个／ｍｍ２，是对照植株９２．６６个／ｍｍ２的０．６３６
倍；变异系数变异植株为１８．７２，是对照植株１１．６２的
１．６１１倍，说明变异植株气孔数量变程度增大。

图１　二倍体染色体数２４条（１００×１０）　图２　四倍体染色体数４８条（１００×１０）　　　　　图３　京枣四倍体与二倍体　　　

图４　四倍体植株叶面气孔（４０×１０）　　　　　　　　　　图５　二倍体植株叶面气孔（４０×１０）

２．３　活体叶绿素含量
变异植株和对照植株活体叶绿素含量存在较大的

差异。变异植株活体叶绿素含量为１１．７１ｓｐａｄｒ／ｍｍ２，
是对照植株４．９５ｓｐａｄｒ／ｍｍ２的２．３６６倍，其变异系数

０．７２是对照植株０．７９的０．９１１倍。说明变异植株叶
绿素含量明显增加，并且叶绿素含量的变化程度小于
对照植株。

　　表２ 变异植株和对照植株气孔数量、长宽度及活体叶绿素含量比较

气孔长度
变异系数

（ＣＶ）
气孔宽度

变异系数

（ＣＶ）
气孔密度

变异系数

（ＣＶ）

叶绿体含量

／ｓｐａｄｒ·ｍｍ－２
变异系数

（ＣＶ）

变异植株 ３９．６２　 １１．０７　 ２２．０６　 ３．９９　 ５８．８９　 １８．７２　 １１．７１　 ０．７２

对照植株 ２５．６２　 １０．５０　 １３．２７　 ６．６３　 ９２．６６　 １１．６２　 ４．９５　 ０．７９

变异幅度 １．５４６　 １．０５４　 １．６６２　 ０．６０２　 ０．６３６　 １．６１１　 ２．３６６　 ０．９１１
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３　讨论与结论
诱变过程中材料对秋水仙碱浓度和作用时间反应

各不相同。刘贵仁等［３］通过金丝小枣愈伤组织培养获
得的同源四倍体最早报道获得的枣树同源四倍体。其
后通过秋水仙碱用不同材料诱导出多种枣树的同源四
倍体。严仁玲等［４］用枣树组培苗通过秋水仙碱诱导出
金丝小枣的同源四倍体，并发现用０．４％的秋水仙碱浸
泡４８ｈ诱变率可达到２２．５％，同时成活率达到了
６４．５％。蒋洪恩等［５］在大田以冬枣、临猗梨枣和辣椒
枣１ａ生嫁接苗为试材，研究发现０．１５％秋水仙碱处
理茎尖１８ｈ，临猗梨枣诱变率可达５０％；０．１％秋水仙
碱处理３０ｈ冬枣的诱变率达到４３．３％；０．１５％处理
１８ｈ辣椒枣的诱变率最高可达４３．３％。并且在辣椒枣
中还发现了染色体数为２ｎ＝２ｘ＋２＝２６及ＤＮＡ含量
为八倍体的细胞。王娜等［６］用组培苗丛生芽和茎段诱
导出了冬枣和酸枣四倍体，并对不同的诱变方式做了
研究。发现酸枣和冬枣丛芽在含５０ｍｇ／Ｌ秋水仙素的
ＭＳ培养基混培处理４０ｄ，诱变频率分别为３６．６７％和
２６．６７％；酸枣茎段在含０．４％的秋水仙素溶液处理４ｄ
诱变频率为２３．３３％；冬枣茎段在同浓度的秋水仙碱溶
液中处理为２ｄ诱变率为１６．６７％。齐向英等［７］通过
茎段诱变获得了狗头枣、骏枣和木枣的同源四倍体，其
中狗头枣用秋水仙碱１０ｍｇ／Ｌ处理４５ｄ或５０ｍｇ／Ｌ
处理３０ｄ，诱变率均为３３．３％；骏枣为秋水仙碱
３０ｍｇ／Ｌ、处理３０ｄ，诱变率为４０．０％；木枣为秋水仙
碱３０ｍｇ／Ｌ、处理４５ｄ，诱变率可达４６．７％。
诱变后材料的鉴定一般采用的为染色体鉴定、气

孔鉴定、叶绿素含量鉴定以及核酸含量和茎尖分生层
细胞大小几个方面［１４］。张晓芬等［１５］研究了辣椒染色
体倍性与气孔性状的相关性，指出随着辣椒染色体倍
性的提高，叶面气孔密度呈明显下降趋势，叶面的气孔
密度、保卫细胞叶绿体数、保卫细胞横径可作为鉴定染
色体细胞的有效依据。戴洪义等［１６］对二、四倍体葡萄
细胞内叶绿体数量进行比较发现，四倍体气孔保卫细
胞内叶绿体的数量是二倍体的２倍。陈佰鸿等［１１］用
透明胶带粘取叶片表皮观察气孔的方法，这种方法简

单快捷，并且有很清楚的显示气孔的效果。齐向英
等［１７］通过对比研究发现该方法可直接测取活体叶绿
素含量，简便快捷，可用于枣树叶绿素相对含量的
测定。
该试验以京枣试管苗茎尖为材料，通过秋水仙碱

处理诱导出二四倍体的嵌合体，变异幅度较高，同时在
活体叶绿素含量、气孔长度和大小上诱变前后都存在
明显变异。该试验结果验证了其它人的结果。
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