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秋水仙碱诱导美洲黑杨花粉染色体加倍的研究
*

赵鑫闻, 彭儒胜, 纪纯阳, 梁德军
(辽宁省杨树研究所, 辽宁摇 盖州 115200)

摘要: 为提高美洲黑杨抗寒性, 多倍体育种是一条有效途径。 本试验在掌握美洲黑杨花粉母细胞减数分裂进程

的基础上, 采用二因素随机区组设计, 研究了美洲黑杨花粉染色体加倍的有效处理时期及有效处理浓度。 结果

表明: (1) 在花粉母细胞减数分裂中期玉之前利用各浓度 (0郾 3% 、 0郾 5% 、 0郾 8% ) 的秋水仙碱处理美洲黑杨雄

花芽均能获得一定比例的 2n 花粉; (2) 利用 0郾 5%的秋水仙碱在花粉母细胞减数分裂粗线期处理美洲黑杨雄花

芽, 2n 花粉得率最高, 为 35郾 5% 。 本研究为美洲黑杨通过获取 2n 花粉途径进行多倍体育种奠定了基础。
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Inducing Pollen Chromosome Doubling of Populus deltoid by Colchicines

ZHAO Xin鄄wen, PENG Ru鄄sheng, JI Chun鄄yang, LIANG De鄄jun
(Liaoning Provincial Institute of Poplar, Gaizhou Liaoning 115213, P郾 R郾 China)

Abstract: The technique of polyploid breeding is an efficient way to improve the resistance of Populus deltoid.
The effective meiosis period and treating concentration of pollen chromosome doubling were studied by the two鄄factor
randomized block design, based on mastering the meiosis law of microsporocyte of P郾 deltoid. The results showed
that: (1) A certain proportion of 2n pollen grains could be gotten from the male flower buds induced by cochicine
solution with the concentration of 0郾 3% , 0郾 5% and 0郾 8% before Metaphase玉; (2) The highest proportion of
the 2n pollen grains could be up to 35郾 5% , when the male follow buds were treated by the cochicine solution of
0郾 5% at the pachytene stage. The results of this research lay a basis for polyploid breeding by obtaining the 2n
pollen grains.
Key words: Populus deltoid; meiosis; pollen chromosome doubling; cochicine

黑杨派是杨柳科 ( Salicaceae) 杨属 ( Popu鄄
lus) 的五大派之一, 栽培利用价值极高, 具有速

生丰产、 实用性强、 无性繁殖能力强等特点, 是世

界杨树人工林的重要树种资源[1-2]。 而在辽宁、 吉

林、 内蒙古等省区, 美洲黑杨 (Populus deltoid)
常遭遇冻害, 出现干梢或整株死亡现象, 就辽宁省

而言, ‘108 杨爷曾发生大面积死亡现象, 给林农带

来巨大经济损失。 美洲黑杨抗寒性亟待改良。 实践

证明, 三倍体育种在遗传增益、 材质改良、 速生、
抗逆性等方面有非常大的优势, 是杨树遗传改良的

一条有效途径, 因此可通过选育多倍体提高美洲黑

杨的抗寒性。
林木多倍体育种的主要方法有从自然界中直接

选择天然多倍体、 体细胞染色体加倍、 不同倍性体

间杂交、 天然或人工诱导未减数配子杂交等, 这些

方法都有其适合的树种及优势, 而人工诱导花粉染
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色体加倍是杨树多倍体育种中最为快捷的途径[3]。
Johnsson 等[4] 最早采用秋水仙碱处理欧洲山杨

(P郾 tremula)、 美洲山杨 (P郾 tremuloides) 雄花枝,
取得了一些 2n 花粉, 然后给雌花枝授粉, 均得到

了三倍体植株。 张志毅等[5] 应用秋水仙碱和高温

等方 法 处 理 获 得 了 毛 新 杨 ( P郾 tomentosa 伊
P郾 bolleana ) 未减数 2n 花粉, 并取得三倍体植株。
康向阳等[6-10]则在掌握杨树花粉母细胞减数分裂规

律的基础上, 明确了决定花粉染色体加倍效果的减

数分裂有效处理时期及高效获得白杨派 ( section
populus) 杂种三倍体的育种技术体系。 李开隆

等[11]利用秋水仙碱处理诱导大青杨 ( P郾 ussurien鄄
sis) 2n 花粉得到了 10%直径为 37郾 5<d<50 的大花

粉并获得青杨派三倍体。
目前, 在欧洲山杨、 美洲山杨、 欧洲黑杨、 香

脂杨 ( P郾 balsamifera)、 银白杨 ( P郾 alba)、 毛新

杨、 银 腺 杨 ( P郾 alba 伊 P郾 glandulosa )、 响 叶 杨

(P郾 adenopoda Mazim)、 通辽杨 (P郾 simonii Carr郾 伊
P郾 nigra L郾 ‘Tongliao爷) 树种上, 均进行了 2n 花粉

的诱导试验, 并与正常配子杂交得到了三倍体植

株[12-21], 但未见在美洲黑杨上的报道。 因此, 本

研究开展美洲黑杨花粉染色体加倍技术的研究, 以

期为美洲黑杨的多倍体育种奠定基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 试验材料

‘美洲黑杨 33 号杨爷 (P郾 deltoides cl郾 ‘33爷) 雄

花枝于 2017 年 3 月采集于辽宁省凌海市辽宁省杨

树研究所基因库, 用塑料膜包裹, 保持潮湿, 运回

后保存于低温的苗木窖中保存。
1郾 2摇 试验方法

1郾 2郾 1摇 花粉母细胞减数分裂进程观察

4 月于辽宁省杨树研究所温室内对‘美洲黑杨 33
号杨爷雄花枝进行水培处理, 室温为 8-15益。 选取

发育适中且外部形态相似的花芽, 初期每隔 12h 用

卡诺固定液固定 3-5 个, 待镜检花芽观察到细线期

花粉母细胞时, 每隔 3h 固定 1 次 (晚上温度较低,
减数分裂进程缓慢, 仍为每隔 12h 固定 1 次), 直至

花药变红开始散粉为止。 每次固定过夜后将花芽转

移至 70%乙醇于 4益保存待用。 花粉母细胞减数分

裂进程采用醋酸洋红临时压片法观察[18]。
1郾 2郾 2摇 花粉母细胞染色体加倍

根据花粉母细胞减数分裂进程观察结果, 分别

于花粉母细胞时期、 减数分裂细线期、 粗线期、 终

变期、 中期玉, 利用 0郾 3% 、 0郾 5% 、 0郾 8% 的秋水

仙碱溶液处理‘美洲黑杨 33 号杨爷雄花芽, 即用微

量注射器将秋水仙碱溶液注入雄花芽中, 每天注射

3 次, 每次 30-40滋L, 2 次处理时间间隔为 5-7h。
如次日需注射, 则于当晚将处理花枝移入 0-4益的

室内, 以减缓其减数分裂进程, 保持处理效用的连

续性[6]。 每种处理 10-15 个雄花芽。
1郾 2郾 3摇 2n 花粉的统计与纯化

分别按照不同处理收集美洲黑杨成熟花粉, 并

混合均匀, 每个处理取少量花粉做 3 个临时涂片,
经醋酸洋红染色后, 放置于 Olympus BX51 光学显

微镜下进行镜检, 每个涂片观察 5 个视野, 测量视

野内花粉的直径, 一般直径大于 37滋m 的杨树花粉

为染色体未减数的 2n 大花粉, 分别统计每个处理

中获得的 2n 花粉所占比例并分析[11]。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 花粉母细胞减数分裂进程观察

对不同时期采集的‘美洲黑杨 33 号杨爷花芽进

行压片观察, 见图 1。

图 1摇 美洲黑杨花粉母细胞减数分裂进程

注: 1 为前期玉, 2 为细线期, 3 为粗线期,

4 为中期玉, 5 为后期玉, 6 为四分体

Fig郾 1摇 Meiosis of pollen mother cells in P郾 deltoid

图 1 显示, 水培 24h 后, 大多数花粉母细胞进

入减数分裂细线期; 水培 36h 后, 观察到有些花粉

母细胞进入减数分裂粗线期, 有些花粉母细胞还处

于减数分裂细线末期; 水培 42h 后, 发现大多数花

粉母细胞进入减数分裂粗线期; 水培 48h 后, 则有

的花粉母细胞进入粗线期, 有的进入终变期; 水培

54h 后, 多数花粉母细胞进入减数分裂中期玉, 此
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时也观察到还有少量的花粉母细胞已经进入减数分

裂后期玉; 水培 60h 后, 多数花粉母细胞进入减数

分裂后期玉; 水培 72h 后大多数花粉母细胞进入四

分体时期, 减数分裂基本完成。
2郾 2摇 花粉母细胞染色体加倍

将处于不同减数分裂时期的‘美洲黑杨 33 号

杨爷雄花芽利用不同浓度的秋水仙碱溶液进行处

理, 获得的 2n 花粉所占的百分率见表 1。 由表 1
可知在花粉母细胞减数分裂中期玉之前, 利用不同

浓度的秋水仙碱溶液 (0郾 3% 、 0郾 5% 、 0郾 8% ) 对

‘美洲黑杨 33 号杨爷雄花芽进行处理均能得到 2n
花粉。 处理时期对 2n 花粉的诱导率影响较大, 在

花粉母细胞处于减数分裂细线期和粗线期时对美洲

黑杨雄花芽进行处理获得的诱导率显著高于其他处

理; 处理浓度对 2n 花粉的诱导率也有一定影响,
利用浓度为 0郾 5% 的秋水仙碱对雄花芽进行处理

时, 获得的 2n 花粉诱导率最高。 其中, 当秋水仙

碱的浓度为 0郾 5% , 处理时期为减数分裂粗线期

时, 获得的‘美洲黑杨 33 号杨爷2n 花粉诱导率最

高, 为 35郾 5% 。

表 1摇 花粉染色体加倍的始处理时期与 2n 花粉的比率

Tab郾 1摇 The initiation treatment period of pollen chromosome
doubling and the percentage of 2n pollen

处理
处理
时期

处理
浓度
/ %

2n 花粉比例 / %
重复
玉

重复
域

重复
芋 平均

CR鄄1 花粉母细胞 0郾 3 1郾 0 2郾 3 - 1郾 7
CR鄄2 细线期摇 摇 0郾 3 12郾 2 10郾 3 6郾 0 9郾 5
CR鄄3 粗线期摇 摇 0郾 3 10郾 0 5郾 1 13郾 2 9郾 4
CR鄄4 终变期摇 摇 0郾 3 2郾 1 3郾 7 - 2郾 9
CR鄄5 中期玉摇 摇 0郾 3 6郾 2 - 2 4郾 1
CR鄄6 花粉母细胞 0郾 5 8郾 5 5郾 1 2郾 9 5郾 5
CR鄄7 细线期摇 摇 0郾 5 12郾 5 15郾 0 16郾 2 14郾 6
CR鄄8 粗线期摇 摇 0郾 5 33郾 6 40郾 1 32郾 8 35郾 5
CR鄄9 终变期摇 摇 0郾 5 5郾 1 - 3郾 0 4郾 1
CR鄄10 中期玉摇 摇 0郾 5 3郾 5 - - 3郾 5
CR鄄11 花粉母细胞 0郾 8 1郾 5 - - 1郾 5
CR鄄12 细线期摇 摇 0郾 8 10郾 2 8郾 0 3郾 5 7郾 2
CR鄄13 粗线期摇 摇 0郾 8 20郾 0 15郾 4 23郾 3 19郾 6
CR鄄14 终变期摇 摇 0郾 8 3郾 6 - 2郾 0 2郾 8
CR鄄15 中期玉摇 摇 0郾 8 2郾 5 - - 2郾 5

3摇 结论与讨论

利用获取 2n 花粉途径进行杨树三倍体育种,
是获得杨树三倍体较为快捷、 可靠的途径之一[6]。
本试验利用不同浓度的秋水仙碱在花粉母细胞不同

减数分裂时期进行美洲黑杨 2n 花粉的诱导, 研究

结果表明, 在花粉母细胞减数分裂的过程中利用各

浓度 (0郾 3% 、 0郾 5% 、 0郾 8% ) 的秋水仙碱进行处

理均能获得一定比例的 2n 花粉; 处理时期对 2n 花

粉的诱导率影响较大, 在花粉母细胞处于减数分裂

细线期和粗线期时对美洲黑杨雄花芽进行处理获得

的诱导率显著高于其他处理。 当利用 0郾 5% 的秋水

仙碱在花粉母细胞减数分裂粗线期处理美洲黑杨雄

花芽时, 获得的诱导率最高, 为 35郾 5% 。
秋水仙碱是一种微管解聚剂, 是最重要的微管

工具药物。 当秋水仙碱与正在进行有丝分裂的细胞

接触时就与微管蛋白异二聚体结合, 从而阻断微管

蛋白组装成微管, 并引起原有微管解聚, 使细胞中

与微管相关的功能受到阻碍和丧失, 不能形成纺缍

丝。 没有纺缍丝牵引, 染色体不能排在赤道板上,
也不能使已经复制的染色体分向两极, 阻碍了中期

以后的细胞分裂进程, 进而形成染色体加倍的细

胞[20-21]。 因此, 秋水仙碱的作用时间, 以及利用多

大浓度的秋水仙碱对花粉母细胞进行处理成为花粉

母细胞染色体加倍技术的关键环节。 本试验对美洲

黑杨花粉母细胞染色体加倍的有效处理时期及有效

处理浓度进行了研究, 结果表明, 在花粉母细胞减

数分裂细线期与粗线期进行美洲黑杨 2n 花粉的诱导

效果最好, 总体上在减数分裂粗线期进行诱导得到

的 2n 花粉最多, 并且诱导的最佳浓度为 0郾 5%, 与

康向阳等[6]对杨树花粉染色体加倍有效处理时期的

研究以及李赟等[15]利用秋水仙碱诱导银白杨染色体

加倍的研究结果均一致。 同时, 有研究结果表明秋

水仙碱对花粉母细胞的持续作用时间对 2n 花粉诱导

率也有一定的影响[6,22], 而且在花粉加倍过程中,
由于每个花芽中花粉母细胞减数分裂进程不同以及

处理过程中管理条件的变化等, 都会对花粉母细胞

染色体加倍的得率造成影响, 因此对于如何提高美

洲黑杨 2n 花粉的诱导率还有待于进一步研究。
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