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刺梨四倍体诱导及其ＩＳＳＲ分析
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　　摘　要：以刺梨为试材，利用组织培养结合秋水仙素溶液浸泡法诱导刺梨多倍体，并对四倍
体与二倍体进行ＩＳＳＲ分析。结果表明：刺梨诱导芽分化增殖的最适培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ　０．５
ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ，诱导率达到１００％，增殖系数４．４以上。用０．２％的秋水仙素溶液处理
４８ｈ诱导率最高，纯合体诱导率为２４．５％。四倍体与二倍体ＩＳＳＲ结果显示扩增条带差异明显，
表明诱导加倍过程中四倍体发生了基因组变异。
关键词：刺梨；ＩＳＳＲ；四倍体
中图分类号：Ｓ　６６１．２　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１０）１７－０１５８－０３

　　刺梨（Ｒｏｓａ　ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ　Ｔｒａｔｔ．）系蔷薇科蔷薇属落叶
小灌木，又名刺梨子、木梨子、送春归。刺梨营养价值和
药用价值极高，其果肉中ＶＣ含量居各类水果之冠，每
１００ｇ果肉中含ＶＣ　２　５００ｍｇ［１］。刺梨被誉为“长寿防
癌”的绿色珍果，含有抗癌物质及ＳＯＤ抗衰老物质，同时
还具有排铅的作用［２］。刺梨广泛分布于温带及亚热带
地区，我国野生刺梨主要分布在贵州、云南、四川、湖北、
陕西等省，其中以贵州品种最多。
由于其二倍体植株形态复杂，果实小，籽多，可食部

分少。现拟利用秋水仙素溶液诱导多倍体，以期获得性
状优良的材料，为更好的开发刺梨相关产品打下坚实的
基础。同时采用ＩＳＳＲ分析刺梨多倍体基因组较二倍体
是否发生变异，为刺梨的多倍体育种提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试的刺梨品种来自贵州大学，为‘贵农２号’。

１．２　试验方法
１．２．１　刺梨离体快繁体系的建立　外植体灭菌：选择田
间当年生、健壮枝条上带腋芽的茎段为外植体，剪成
１～２ｃｍ长的小段，保证每１小段至少有１个可萌发的
腋芽，用中性洗涤剂浸泡１０ｍｉｎ，洗掉表面污渍，再用自
来水冲洗０．５ｈ，滤纸吸干水分后置于超净工作台进行
灭菌。超净工作台内，以７０％乙醇处理１５ｓ和０．１％升
汞处理１０ｍｉｎ，无菌水冲洗４次。然后接种于分化培养
基中，３０ｄ后观察统计。刺梨初代和继代培养：将消毒
后的刺梨芽、茎段以及组培苗接种于 ＭＳ附加６－ＢＡ（０、

０．２、０．５、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ）和ＩＡＡ（０、０．１、０．２、０．５ｍｇ／Ｌ）
的培养基中，进行最适激素配比的筛选，共计２０种处理，
每个处理接各种１０个，重复３次。

１．２．２　刺梨四倍体诱导　利用秋水仙素溶液浸泡法对
丛生芽进行处理，设定０．１％、０．２％、０．３％、０．４％、

０．５％、０．６％等６个处理浓度。从刚长出来的１ｃｍ的刺
梨的丛生芽上取０．３～０．５ｃｍ的茎尖，每种组合处理３０
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株，放于摇床上轻轻摇动使其与秋水仙素溶液充分接
触，分别浸泡２４、４８、７２ｈ后，用无菌水清洗３～５次，转
入到不含有秋水仙素的继代培养基上继续培养，待长势
恢复良好，得到完整植株后，用茎尖进行染色体倍性鉴
定。确定为四倍体的株系予以保留并扩繁。

１．２．３　刺梨四倍体与二倍体ＩＳＳＲ标记　取刺梨四倍
体与二倍体组培苗幼叶，改良ＣＴＡＢ法提取ＤＮＡ，建立
ＩＳＳＲ优化体系。优化体系：２０μＬ反应体系中含１０×
ｂｕｆｆｅｒ　２．０μＬ，Ｍｇ

２＋１．８７５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶
１．０Ｕ，ｄＮＴＰｓ　０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｐｒｉｍｅｒ　２．０μｍｏｌ／Ｌ，模板
ＤＮＡ　２０ｎｇ。ＰＣＲ扩增程序：９４℃ 预变性５ｍｉｎ，９４℃ 变
性１ｍｉｎ，４８℃ 退火４５ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３４个循环，

７２℃ 延伸６ｍｉｎ。

２　结果与分析
２．１　不同激素配比对刺梨芽诱导和继代增殖的影响
试验表明，当６－ＢＡ的浓度高于１．０ｍｇ／Ｌ时，增殖

倍数降低，且不定芽平均高度下降，部分苗叶子发黄并
干枯。当６－ＢＡ的浓度为０．２ｍｇ／Ｌ时，刺梨植株分裂不
多，组培苗长势好。低浓度时，不通过愈伤组织可直接
萌发新芽，萌芽更早，芽生长更快；高浓度时，愈伤程度
加大，经过愈伤组织途径产生芽，萌芽较迟，芽生长缓
慢，且变异多，１５ｄ左右才见明显生长；当ＩＡＡ的浓度高

于０．２ｍｇ／Ｌ时，组培苗基部多愈伤组织，当不加ＩＡＡ
时，刺梨长势不好。综上所述，ＭＳ＋６－ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋
ＩＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ最适合刺梨继代增殖的培养基（图１）。

２．２　秋水仙素诱导四倍体
刺梨是一种对秋水仙素敏感的植物，经过秋水仙素

处理的材料，都会不同程度的出现死亡的现象。处理时
间越长，处理浓度越高，死亡率越高，死亡的大部分材料
在秋水仙素溶液处理后起初生长正常，１０ｄ后，材料变
成淡褐色，逐渐死亡，但有部分芽即使变褐后也能在培
养３０ｄ后分化出芽，那些变褐但受损较轻的材料，切除
掉坏死部分，将剩下的组织接种到增殖培养基上也能分
化成苗。诱导的时间对苗的成活率也有很大的影响，秋
水仙素对刺梨的诱导时间在４８ｈ最适宜。
总的来说，刺梨经秋水仙素处理后，生长速度明显

减慢。在０．１％～０．６％这几个浓度中，用０．２％的秋水
仙素溶液处理４８ｈ诱导率最高，且得到了较多的纯合
体，纯合体诱导率为２４．５％。秋水仙素诱导时常出现嵌
合体现象，植株表现为混倍体（２～４×），为防止回复突
变，应尽快地进行切割繁殖和筛选四倍体（图２）。继续
多次进行检测，直到四倍体植株逐渐趋于稳定，不再分
化出二倍体植株。

２．３　四倍体的鉴定

　　图１　刺梨二倍体 　　　　　　图２　刺梨四倍体 　　　　　　
图３　刺梨二倍体染色
　　体（１０×１００倍）

　　　　
图４　刺梨四倍体染色
　　体（１０×４０倍）

　　采用体细胞染色体计数法鉴定倍性，该法是鉴定四
倍体最直接准确的途径。将自然条件下生长的供试刺
梨和未经诱导的离体再生植株的根尖采用去壁低参火

焰干燥法，进行染色体的检测，结果发现其染色体数目
均为２ｎ＝２ｘ＝１４（图３）。经秋水仙素溶液处理后所获得
的四倍性变异植株，虽嵌合体比例较高，但同时也获得
了不少纯合的四倍体植株，所得四倍体的染色体数目为

２ｎ＝４ｘ＝２８（图４）。

２．４　刺梨四倍体基因组与二倍体比较分析
从１００条ＩＳＳＲ引物中筛选出１８条多态性好、条带

清晰的引物进行选扩，共扩增出１６８个位点。与二倍体
基因组比较，
四倍体缺失位点数为１２个，占７．１４％，新增位点

图５　刺梨四倍体与二倍体ＩＳＳＲ比较

　　注：株：２Ｘ：二倍体，４Ｘ：四倍体；ａ：四倍体新增位点，ｂ：四倍体缺失

位点。

数为５个，占３％（图５）。表明刺梨基因组在加倍过程中
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进行了部分调整，以适应生存环境的需要。

３　结论与讨论
该试验建立了刺梨快繁体系和最佳诱导四倍的秋

水仙素浓度，植物生长调节物质是培养基中的关键物
质，用量虽小，但在组培中起着重要和明显的作用，生长
调节物质的种类和用量对刺梨快繁影响显著。用量过
高刺梨叶片发黄干枯长势弱，过低芽分裂少，生长慢。
在组织培养中，继代培养是快速繁殖的关键，直接影响
着试验进程。诱导刺梨芽分化和继代增殖的最适培养
基为ＭＳ＋６－ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ，诱导率达
到了１００％，增殖系数为４．４以上。
浸泡处理是秋水仙素对材料作用最直接的方法。

研究结果表明，无菌苗浸泡在秋水仙素溶液中处理后，
能产生一定比例的变异，同时，材料的生长也受到不同
程度的抑制，甚至死亡。在用不同浓度秋水仙素溶液浸
泡刺梨芽的试验中，处理时间和处理浓度对刺梨芽的加
倍有决定性的影响，并且处理时间和浓度也影响着处理
后刺梨芽的成活。结果表明，用０．２％的秋水仙素溶液
处理４８ｈ诱导率最高，纯合体诱导率为２４．５％。通过试
验建立了诱导刺梨四倍体的秋水仙素浓度和时间的组

合，为刺梨四倍体的繁殖研究奠定了一定的技术基础。

ＩＳＳＲ分析结果表明，刺梨多倍体基因组较二倍体
发生了一定程度的变异，推测其原因：一是组织培养过
程中会导致基因组发生变异；二是多倍体诱导过程中秋
水仙素导致基因组发生变异；三是基因组的加倍导致染
色体重组［７］、反转录转座子的激活［１０］、甲基化模式的改

变［８］，导致基因组发生变异；四是环境选择压力导致其
基因组发生变异［９］。刺梨二倍体及其同源四倍体刺梨
间大部分遗传结构是相同的，甚至无变化，这说明性状
差异可能主要是由基因的累加效应产生的，ＤＮＡ序列
的变化可能也有一定影响［６］。
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