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摘 要：以长穗桑枝条为外植体，建立其无菌离体快繁体系，综合利用组织培养技术和秋水仙素诱变技术，进行四倍体诱变处理， 

试验结果表明：长穗桑最佳的增殖培养基为 MS+BA 2．0 mg／L+NAA 0．2 mg／L+蔗糖3O g／L，最佳的生根培养基为1／2MS+ 

BA 0．1 ms／L+NAA 0．05 mg／L+3O g／L蔗糖，四倍体诱导的最佳处理条件为0．2％浓度的秋水仙素浸泡茎段3d，诱导率最高为 

16．7％ 。 
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Studies on tissue culture and tetraploid 

induction of Morus wittiorum Han d-Mazz． 
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(1．Horticulture Research Institute，Sichuan Academy of cIlltll】cal Sciences，Sichuan Chengdu 610066，China；2．Chengdu Seoend Re- 
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Abstract：A study ofinducin8tetraploid bytreatingin vitro stem segment ofMoras uffuiorumHand-Mazz．waB carried outwith different con。 

centrations of eolcbicines solution and differenttreated durations．The resultsindicatedthatMS + BA2．0ms／L + NAA 0．2mg／L + flU- 

crose 30 g／L waB the optimum m~ium forbud proliferation。and 1／2MS+BA0．1 mg／L+N̂ ．A0．05 mg／L+sucrose 30 g／L is optimal for 

rooting．Th e highest induction rate ofMoras wittiorum Hand-Mazz．was 16．7％ by treatment with O．2％ colchicines solution for 3 days· 

Key words：Morus wittioFIl,ln Hand—Mazz．；tissue eulture；colchicine；tetraploid 。 

长穗桑(Morus wittiorum Hand．Mazz．)，是桑科 

(Moraceae)桑属(Morus)植物。长穗桑原产我国⋯， 

果可食用，叶可养蚕，且果实和鲜叶产量都很高，是 

难得的果叶两用桑树，有较大的经济实用价值。桑 

果(又称桑椹)具营养丰富、防病治病和延缓衰老等 

功能特点，在食品和药品上的应用极为广泛。特别 

是桑果中含有一种叫“白黎芦醇”(RES)的物质，能 

刺激人体内某些基因抑制癌细胞生长，并能阻止血 

液细胞中栓塞的形成 J。因此，无论是传统医学还 

是现代医学都视桑椹为防病保健之佳品。 

目前，果用桑栽培品种以二倍体为主，也有一定 

数量的三倍体，天然四倍体种质很罕见。生产上应 

收稿日期：2007—09—11 

作者简介：何 建(1980一)，男，重庆綦江人，硕士，主要从事园 

艺育种研究 。E·mail：emailhejian@126．com． 

用的多倍体桑大多具有优质、高产、果个大、肉质厚 

等优良性状，因此，本试验采用组织培养技术和多倍 

体育种技术相结合的方法，诱导培育长穗桑四倍体 

新种质资源，以期从中选育出产量高品质好的四倍 

体新品种。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

以云南省热带作物研究所提供的优良长穗桑枝 

条为试验材料。 

1．2 试验方法 

1．2．1 外植体材料灭茵及培养条件 取长穗桑枝 

条，剪断成带芽的小段，洗涤剂浸泡 10 min，自来水 

冲洗30 min，75％乙醇处理40 s,0．1％升汞消毒12 

min(升汞中加1—2滴2％吐温-20)，无菌水洗4— 

6次。采用基本培养基MS，并依试验目的的需要添 

加不同浓度配比的激素和蔗糖，每种培养加琼脂 
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表1 增殖培养基的L’(3。)正交试验设计表(供试因子和 

水平) 

Table 1 Orthogonal table of medium for multiplication(factors and 

levels) 

因子水平 望 !竺 
Leve1 offactots A B C 

BA／(mg·L一 )BA／(mg·L一 )蔗糖／(g·L一‘) 

6 g／L，pH调至5．8。培养温度为25℃，每天光照 

12—14 h，光照强度为 15oo一2000 lx。 

1．2．2 离体再生体 系的建立 采用 (3 )正交 

表[3】，考察不同成分的培养基对长穗桑增殖率的影 

响。待初代培养的外植体抽出侧芽后，切取侧芽转 

人表 1中按正交试验 (3 )设计的不同的继代增 

殖培养基中。每处理 1O瓶，每瓶3—4个芽。30d 

后统计增殖率，因子水平安排(表1)。 

1．2．3 多倍体的诱导方法 将获得的无菌试管苗 

茎尖转移到已过滤灭菌的浓度分别为0．05％、0．1 

％、0．2％、0．4％的秋水仙素溶液中，处理时间有 

1、2、3、4、5 d 5个梯度，对照用无菌水处理3 d。共 

计21个处理组合，每种组合处理30株，放于摇床上 

轻轻摇动使其与秋水仙素溶液充分接触，处理完毕 

用无菌水冲洗4—5次，转人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 

的株系予以保留并繁殖。 

1．2．4 四倍体的鉴定 采用去壁低渗火焰干燥 

法[4 检测长穗桑染色体数目。每株分别取1—2个 

茎尖或刚发出来的幼叶作为实验材料。其流程为： 

切取分裂旺盛的茎尖或刚发 出来的幼叶 O．002 

moL／L 8一羟基喹啉预处理 2．5—3．5 h 用固定液 

(甲醇：冰醋酸 =3：1)固定 2—24 h 纯净水洗净固 

定液 酶解(3％纤维素酶：3％果胶酶 =1：1)2— 

4h一用纯净水后低渗 1O min 固定 30 min以上 

涂片，风干 ％ Giemsa染料(pH=7．0)染色6— 

1O min 自来水洗净玻片上多余的染料 镜检、计 

数、显微摄影。 

2 结果与分析 

2．1 BA、NAA及蔗糖不同配比对长穗桑增殖效果 

的影响 

从表2中可以看出，随着BA浓度的增加，增殖 

率也相应的提高，而 NAA、蔗糖的浓度和增殖率的 

提高，并没有明显的线性关系。从表3各因子的水 

平来看，最优组合是A B。c：，即BA浓度为2 mg／L， 

NAA浓度为0．05 mg／L和蔗糖 3O g／L，但未在本试 

验中反映出来。而从实际结果(表2)看出，最优组 

合是A3B3c2，即MS+BA 2．0 mg／L+NAA 0．2 

mg／L+蔗糖3O g／L，其最高的增殖率为320％。 

这是因为正交试验是一种均一性试验设计，不可能 

包含所有处理组合，但仍可以选择较好的处理组合。 

从极差值来看，由于极差值越大，表示该因子越重 

要，因此从表3可看出3种因子中，对长穗桑增殖率 

影响最大的是 BA，而 NAA和蔗糖的影响作用较小。 

而且，通过多重比较，在0．05的显著水平上，3个水 

平的BA浓度使长穗桑的增殖率有显著差异，随浓 

度增加，增殖率显著增加。 

表 2 增殖培养基正交试验表配比及增殖结果 

Table 2 OrthogDnal table of medium formulation and the results of multiplication 

注：表中字母A，B，C分别代表BA，NAA和蔗糖，下同。 
Note：The letters A，B，C in the table rep~*sent BA，NAA and sucrose respectively．Th e game 8,8 below 
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2．2 长穗桑四倍体诱导的结果与分析 ． 

随着秋水仙素处理浓度的提高，对茎尖的伤害 

程度相应加重；同一秋水仙素处理浓度其处理时间 

的增加与茎尖受伤害程度也呈正相关。同时，用高 

浓度的秋水仙素处理发现，随着处理时间的延长，其 

诱导率反而下降，多数茎尖由于秋水仙素的毒害作 

用，虽被转入无秋水仙素的培养基中，仍慢慢萎蔫失 

去生活力。由表4可见，高浓度的秋水仙素使多倍 

体诱导率升高，但浓度太高会导致叶片萎蔫或严重 

抑制愈伤组织再生能力；而低浓度、短时间处理，则 

不易获得加倍材料。在对秋水仙素处理浓度和处理 

时间的最佳组合研究中，以0．2％秋水仙素处理3d 

效果好，四倍体诱导率最高，为16．7％。从表4也 

可以看出，所有处理组合共得到21株纯合四倍体， 

26株嵌合体。具体结果(表4)。 

试验采用了染色体计数法鉴定多倍体，此法是 

鉴定多倍体最为直接准确的鉴别方法。另外，人工 

诱导多倍体往往会出现生长点细胞染色体加倍，而 

根尖仍然为原来倍性，为了避免该现象对细胞染色 

体倍性的鉴定结果的影响，本试验采取茎尖为鉴定 

表4 秋水仙素溶液浸泡长穗桑对诱导多倍体的影响 

Table 4 The effects of immersing shoot·tip in colchicines solution O11 inducing tetraploids of the从 w／a／orum Hand—Mazz 
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图I 长穗桑二倍体细胞染色体 2n=2x=28 

Fig．1 The chromosome of diploid 

图 2 长穗桑 四倍体细胞染色体 2n=4x=56 

Fig．2 Th e Chromo$ome of tetraploid 

材料。根据幼嫩茎尖细胞染色体的观察结果，未经 

处理的对照二倍体植株中的细胞染色体数为2n= 

2x=28(图1)。而经秋水仙素溶液处理后的材料， 

虽存在较高比例的嵌合体，但同时也获得了部分纯 

合的四倍体植株。所得到的四倍体染色体数目为 

2n=4x=56(图2)。 

2．3 二倍体与四倍体的形态学观察 

与二倍体植株相比，四倍体长穗桑具有以下特 

征 ：株型矮化，芽粗壮多毛状，叶色浓绿，叶形较大、 

较厚，叶边卷翘、皱缩，叶缘锯齿特别粗大或不规则， 

叶柄较粗长，叶脉粗。(图3，图4) 

2．4 嵌合体的分离与利用 

实验中，经秋水仙素溶液诱导后的植株，发现有 

嵌合体现象的存在，其所占的比例较高。由于嵌合 

体在培养过程中，各种倍性的细胞增殖速度有异，所 

以，为避免多倍体细胞发生“回复突变”，应尽早采 

取嵌合体分离方法来获得纯合的多倍体植株以稳定 

其倍性。即将鉴定确认的嵌合体植株转接到增殖培 

养基中诱导其产生不定芽，再检测不定芽的倍性，如 

此反复，从中分离得到纯合的多倍体植株。 

3 讨论与结论 

3．1 秋水仙素溶液的处理浓度与时间 

由于秋水仙素对不同的植物细胞会产生不同程 

度的影响，处理时应根据不同的植物、组织、器官来 

灵活掌握处理时问。至于处理的适宜时问，亦以处 

理材料完全被浸透，并有足够的药量进人生长点细 

胞为准，而且处理所持续的时问还受到诱变剂的水 

图3 长穗桑二倍体的组培苗 

Fig．3 Tub。plant of diploid 

图4 长穗桑四倍体的组培苗 

Fig．4 Tube plant of tetraploid 

解半衰期而定 J。一般来说，处理幼嫩的组织，如 

萌动的种子及幼苗，处理的浓度要低，处理的时间不 

少于24 h。在研究中，认为中等浓度与长时间处理 

对长穗桑的诱变效果较好，秋水仙素的有效浓度为 

0．2％，由于品种及其生理状态的差异有关因为各 

种植物和不同组织中微管蛋白与秋水仙素的结合能 

力不同 J，因此在对不同品种或细胞进行处理时， 

不同的浓度与处理时间会对细胞产生不同程度的影 

响，所以掌握好秋水仙素的诱变处理的浓度与时间 

问题是尤其关键的。 

3．2 关于出现嵌合体现象的讨论 

对于出现嵌合体芽较多，而纯合四倍体较少的 

现象，根据乔永刚等人的论述 J，这可能是因为，一 

个芽中所有细胞分裂的时间不同步，当幼芽附着有 

秋水仙素溶液时，正在分裂的细胞就发生了加倍，变 

成四倍体细胞，而此期间该组织中一直处于G。期的 

细胞没有发生分裂，继续保持着原来的二倍体形式。 
一 旦解除了秋水仙素的抑制作用，诱导后的芽中各 

种倍性的细胞(包括尚未加倍的二倍体细胞)就保 

持竞争性分裂状态。由于倍性高的细胞自身 DNA 

复制和蛋白质合成速度永远不及二倍体细胞快，因 

此加倍了的细胞分裂速度就放慢，特别是八倍体等 

倍性高的细胞分裂速度更慢。尽管延长时间对正生 

长的芽处理，大大提高了多倍体细胞在所处理组织 

中占有的比率，但是几乎不可能完全消除二倍体细 

胞在所处理组织中的存在。所以，一般说来，经过处 

理后的材料为多倍体细胞占绝大多数的嵌合体芽， 

若不及时分离，就会使组织中的多倍体细胞逐渐被 

站 麓。 lIl 躐 
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二倍体细胞排挤或“淹没”，最后恢复成二倍体芽。 

3．3 二倍体和四倍体田间表现的比较 

要想培育出长穗桑多倍体新品种，还须经过田 

间试验、经济性状选择等大量研究工作，四倍体长穗 

桑新种质的获得已经奠定了前期基础，而对四倍体 

长穗桑田问表现尤其是结果性状表现有待进一步研 

究。 
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