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秋水仙素对蓝莓染色体加倍的效应及初步鉴定
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摘要：以高丛康维尔蓝莓组培苗为材料，用不同质量浓度的秋水仙素通过浸渍法和培养法进行染色体加倍

研究，从形态学、生理生化学、解剖学及细胞学进行比较，以确定能够诱导出多倍体的最佳处理方法和处理

质量浓度．结果发现，在形态指标上，０５，２０，４０ｍｇ／ｍＬ秋水仙素浸渍处理１ｄ及０４ｍｇ／ｍＬ秋水仙素培
养１０ｄ后，蓝莓的叶长、叶宽、茎直径、叶厚、茎直径的平均值均显著大于 ＣＫ；在解剖结构上，０５ｍｇ／ｍＬ浸
渍１ｄ和０４ｍｇ／ｍＬ培养１０ｄ后，其气孔变大，密度变低，为椭圆形，保卫细胞的淀粉粒减少，０５，２０ｍｇ／ｍＬ
秋水仙素浸渍１ｄ和０４ｍｇ／ｍＬ培养１０ｄ后均使细胞核明显变大；在生理指标上，０５ｍｇ／ｍＬ浸渍处理１ｄ
后显著提高了蓝莓ＳＯＤ酶活性，２０，４０ｍｇ／ｍＬ秋水仙素浸渍处理１ｄ能够显著提高可溶性蛋白质含量，其
中后者还显著提高了其叶绿素Ａ含量．可见，０５ｍｇ／ｍＬ浸渍１ｄ和０４ｍｇ／ｍＬ培养１０ｄ后，蓝莓植株发生
多倍性变异的可能性最大，但还需后续的大田鉴定，才能最终确定多倍体植株．
关键词：蓝莓；秋水仙碱；诱变；多倍体；鉴定
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　 　 蓝 莓 为 越 橘 科 （Ｖａｃｃｉｎｉａｃｅａｅ）越 橘 属
（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ）植物，是一种多年生灌木小浆果果树，
其果实富含花色苷、维生素及其他营养物质，保健及

药用价值较高，已被国际粮农组织列为人类五大健

康食品之一．但目前普遍栽培的康维尔蓝莓为二倍
体，存在果实较小，营养物质含量和产量相对较低的

缺陷，而多倍体蓝莓不仅枝繁叶茂，生长势和抗性

强，而且果实产量高、品质好、果大，为选育优质越橘

新品种提供了重要途径．现在蓝莓品种的多倍体诱
导是我国多倍体离体诱导的重要研究对象．目前，国
内外也有一些利用秋水仙素进行蓝莓多倍体诱导的



报道，如游来秋等［１］用秋水仙碱处理半高丛品种组

培苗茎段来诱导多倍体，陈冰心［２］对杰兔品种取其叶

片再生芽苗的茎尖进行培养诱导多倍体，但最终均没

有后续报道和所获多倍体蓝莓苗成功应用于生产的

报道．为了能够获得康维尔蓝莓多倍体并能够应用于
生产，本研究选用康维尔蓝莓组培苗进行诱导，利用

组织培养技术并结合秋水仙碱处理，通过浸渍法和培

养法，选育多倍体康维尔蓝莓．旨在获得多倍体植株，
使现有康维尔蓝莓的果实表现出巨大性，以及优质、

高产的育种目标，使该品种单果小的缺陷得到改善，

同时为蓝莓多倍体育种提供理论和实践依据．

１　材料与方法

１１　材料
供试材料为昆明学院农学院组培室培育的“康

维尔”蓝莓组培苗，最初原材料来自澳大利亚．
１２　方法

在２０１４年３月初选取１１０瓶长势基本一致的
康维尔蓝莓组培苗，进行诱导处理．浸渍法处理质量
浓度为０５，１０，２０，４０ｍｇ／ｍＬ，处理时间均为１ｄ，
处理方法为选取健壮的蓝莓组培苗切断只保留茎中

段，放置于不同质量浓度秋水仙素溶液中浸泡２４ｈ，
期间不时振荡摇动，之后用无菌水洗净后置于含有

２ｍｇ／Ｌ玉米素的 ＷＰＭ培养基中进行培养．培养法
处理质量浓度为００２５，００５０，０１００，０２００，０４００，
０８００ｍｇ／ｍＬ，培养时间根据质量浓度依次为 ３０，
２５，２０，１５，１０，５ｄ，表示为 ００２５ｍｇ／ｍＬ（３０ｄ），
００５０ｍｇ／ｍＬ（２５ ｄ），０１００ ｍｇ／ｍＬ（２０ ｄ），
０２００ｍｇ／ｍＬ（１５ｄ），０４００ｍｇ／ｍＬ（１０ｄ）和
０８００ｍｇ／ｍＬ（５ｄ），具体处理方法为选取健壮的蓝
莓组培苗切断只保留茎中段，将茎段接种于含有上

述不同质量浓度秋水仙素的 ＷＰＭ培养基（含
２ｍｇ／Ｌ玉米素）中进行培养．

形态特征观察的方法为用游标卡尺测量各处理

苗茎的直径、叶片厚度等；用刻度尺测量、叶宽、叶长

等．叶表皮气孔密度和大小观测的方法为叶片剪成
１０ｃｍ×０５ｃｍ的小块，置于碘 －碘化钾液中进行
染色，浸泡２４ｈ，Ｏｌｙｍｐｕｓ光学显微镜观察，并用测
微尺测定气孔大小．茎尖细胞观察的方法为对处理
材料茎尖先用ＦＡＡ溶液固定２４ｈ，随后用梯度酒精
逐级脱水，二甲苯透明，浸蜡，包埋，切片，脱蜡，用苏

木精－伊红染色［３］，观察细胞及核的大小．采用愈

创木酚－过氧化氢显色法测定ＰＯＤ活性，采用氮蓝
四唑光还原法测定 ＳＯＤ活性，叶绿素含量（质量分
数）的测定采用酒精提取法，蛋白质含量（质量分

数）的测定采用考马斯亮蓝显色法［４］．

２　结果与分析

２１　试验材料处理期间植株生长状况
通过观察处理后材料茎段和叶片受伤状况，浸渍

法的植株在ＷＰＭ培养基中培养５ｄ，２０，４０ｍｇ／ｍＬ
的茎段上有叶片脱落，且４０ｍｇ／ｍＬ的茎段上出现黑
色．培养法的 ００５０ｍｇ／ｍＬ（２５ｄ），０２００ｍｇ／ｍＬ
（１５ｄ），０４００ｍｇ／ｍＬ（１０ｄ），０８００ｍｇ／ｍＬ（５ｄ）处理
后发现其茎段下端变黑，伴有叶子脱落，生长出现停

滞的现象，随后对浸渍法处理的进行转接．转接后各
处理的蓝莓苗生长状况正常，见图１．

２２　形态特征鉴定
从下表１可看出，在叶长、叶宽、叶厚、茎直径等

几个指标中，浸渍法处理植株总体高于 ＣＫ，而部分
培养法却低于ＣＫ，且培养时间越长，植株受到的毒
害作用越大．与ＣＫ相比较，浸渍法０５ｍｇ／ｍＬ处理
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后，叶长为 ０７４ｍｍ、叶宽为 ０４０ｍｍ、叶厚为
００４ｍｍ；２０ｍｇ／ｍＬ处理后，叶厚为００３ｍｍ，茎直
径为０３４ｍｍ；４０ｍｇ／ｍＬ处理后，叶厚为００３ｍｍ，
且差异均有统计学意义；培养法中，仅０４００ｍｇ／ｍＬ

（１０ｄ）处理的在叶长、叶宽、叶厚上显著大于ＣＫ．可
见，从形态初步鉴定对蓝莓组培苗染色体加倍效果

较好的有浸渍法 ０５，２０，４０ｍｇ／ｍＬ和培养法
０４００ｍｇ／ｍＬ（１０ｄ）秋水仙素处理的蓝莓组培苗．

表１　秋水仙素处理后的形态特征鉴定结果

处理

方法

处理质量浓度

／（ｍｇ·ｍＬ－１）

处理时间

／ｄ

叶长

／ｍｍ

叶宽

／ｍｍ

叶厚

／ｍｍ

茎直径

／ｍｍ

浸渍法

０５００ １ 　６２２±１６０００ａ ３８１±１０２ａ ００８±００２ａ　 ０６１±０２３ｂｃｄ

１０００ １ ５５１±１１２ｂ ３３３±０７６ｃ ００８±００３ａｂ ０６５±０４７ｂｃ

２０００ １ ４８７±１２４ｃｄ ２７７±０７９ｅ ００７±００２ａｂｃ ０８９±１１７ａ

４０００ １ ５５０±１４３ｂ ３７８±０８６ａｂ ００７±００２ａｂｃ ０７１±０４９ａｂ

培养法

００２５ ３０ ４４２±０８９ｄｅ ２８４±０７４ｄｅ ００６±００１ｂｃｄ ０４５±０１３ｃｄｅ

００５０ ２５ ４１９±０８８ｅ ２６８±０６０ｅ ００５±００１ｃｄｅ ０３９±００５ｄｅ

０１００ ２０ ４７６±０９９ｃｄｅ ３１１±０７１ｃｄｅ ００７±００６ａｂｃ ０４０±００６ｄｅ

０２００ １５ ４４６±０９７ｄｅ ２７４±０６７ｅ ００６±００２ｂｃｄ ０３９±００７ｄｅ

０４００ １０ ５１１±０７３ｂｃ ３１９±０５８ｃｄ ００７±００１ａｂｃ ０４３±０１６ｃｄｅ

０８００ ５ ４４５±０７８ｄｅ ２７４±０６４ｅ ００４±００１ｅ ０３４±００７ｅ

ＣＫ ００００ ５４８±０９６ｂ ３４１±０６４ｂｃ ００４±００１ｄｅ ０５５±０１３ｂｃｄｅ

　　 注：表中同一列数字旁不同字母表示通过Ｄｕｎｃａｎ新复级差检验差异显著（ｐ＜００５），下表同．

２３　生理指标鉴定
下表２显示，各处理均对 ＳＯＤ，ＰＯＤ活性及蛋

白质和叶绿素含量（质量分数，下同）均造成较大的

影响．浸渍法０５００ｍｇ／ｍＬ处理使蓝莓ＳＯＤ活性比
ＣＫ高７０５４Ｕ／ｇ，其余各处理均使 ＳＯＤ活性低于
ＣＫ，除００２５ｍｇ／ｍＬ（３０ｄ）外，差异均有统计学意
义；各处理均使蓝莓ＰＯＤ活性显著低于ＣＫ；各处理
均使蓝莓蛋白质含量（质量分数，下同）显著高于

ＣＫ，其 中 增 加 幅 度 最 大 的 是 浸 渍 法 ２０，
４０ｍｇ／ｍＬ，分别增加 ４０５，４１６ｍｇ／ｇ；浸渍法
４０ｍｇ／ｍＬ处理使蓝莓叶绿素 Ａ质量分数增加了

０３３ｍｇ／ｇ，达到差异显著性水平，其余几个浸渍法
处理的差异均无统计学意义，而所有培养法处理的

蓝莓叶绿素 Ａ含量均显著低于 ＣＫ；各处理对叶绿
素Ｂ含量的影响情况较为复杂，浸渍法普遍使叶绿
素 Ｂ含量降低，其中降低幅度最大的是 １０，
２０ｍｇ／ｍＬ秋水仙素处理，其分别降低了 ０３７，
０４０ｍｇ／ｇ，达差异显著性水平．培养法则使蓝莓叶
绿素Ｂ含量有不同程度的上升，除０４ｍｇ／ｍＬ处理
外，其余差异均有统计学意义；浸渍法除４０ｍｇ／ｍＬ
外，其余各处理均使叶绿素总含量下降，其中以培养

法下降的幅度较大．

表２　主要生理指标鉴定结果

处理

方法

处理质

量浓度／
（ｍｇ·ｍＬ－１）

处理

时间

／ｄ

ＳＯＤ活性／
（Ｕ·ｇ－１）

ＰＯＤ活性／［Ｕ·
（ｍｇ·ｍｉｎ）－１］

蛋白质质

量分数／
（ｍｇ·ｇ－１）

叶绿素Ａ
质量分数／
（ｍｇ·ｇ－１）

叶绿素Ｂ
质量分数／
（ｍｇ·ｇ－１）

叶绿素总

质量分数／
（ｍｇ·ｇ－１）

浸渍法

０５００
１０００
２０００
４０００

１
１
１
１

３７０５４±１６３１４ａ　
２４７１±２７１２ｆ　
１７８５±１４７５ｆ　
５１２２±３７０４ｆｇ　

０８２±０４３ｃ
０８８±０４９ｃ
０８４±１６５ｃ
０２６±００９ｃ

１３１±０２９ｄ
２９６±０３５ｂ
４５５±０４９ａ
４６６±０６１ａ

１７１±０４１ｂ
１４５±０４６ｂ
１５８±０３０ｂ
２２０±０９１ａ

０６５±０３４ｃｄ
０３７±０１９ｄｅ
０３４±００７ｅ　
０７２±００６ｃ　

２３５±０４１ｂｃ
　１８２±０４６ｂｃｄ
　１９２±０３０ｂｃｄ
２９２±０９１ａ

培养法

００２５
００５０
０１００
０２００
０４００
０８００

３０
２５
２０
１５
１０
５

２３０６９±４４５８ｂｃ　
１１４５７±５７７６ｄｅｆ　
１８２５９±６３４０ｃｄ　
１１８２３±６７３６ｄｅｆ　
　１３２８５±６０１１ｄｅ　　
７３５７±１２７１３ｅｆｇ

０２９±０１７ｃ
１５０±０９５ｂ
０７４±０３３ｃ
１６８±１５５ｂ
０８３±０７６ｃ
０５８±０３９ｃ

１８９±０２４ｃ
３０３±０１４ｂ
１７７±０３２ｃ
２９８±０３６ｃ
３０５±０３３ｂ
２８２±０５１ｂ

１４５±０２８ｃ
１３１±０２４ｃ
１４５±０３０ｃ
１３５±０１８ｃ
０９８±０２２ｃ
１１５±０３９ｃ

１２４±０３１ａ　
１１０±０２４ａｂ
１２７±０３０ａ　
１１３±０２０ａｂ
０７９±０２２ｃ　
１１２±０２１ａｂ

　２６９±０２８ｂｃｄ
　２４１±０２３ｃｄｅ
　２７２±０３０ｂｃｄ
　２４８±０１８ｃｄｅ
　１７７±０２２ｅ　
　２２７±０３９ｄｅ　

ＣＫ ００００ ３００１０±１５９９６ｂ ３６４±１７４ａ ０５０±００９ｅ １８７±０２０ｂ ０７４±００６ｃ ２６１±０２０ａｂ
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２４　气孔及茎尖生长点细胞观察
从下页表３和图２中可以看出，各处理对蓝莓气

孔大小和密度均有一定的影响，处理后总体上气孔变

大，密度变低，尤其是浸渍法０５ｍｇ／ｍＬ和培养法
０４００ｍｇ／ｍＬ（１０ｄ）这两个处理显著增大了气孔的长
度和宽度，显著降低了气孔的密度．处理后对气孔保
卫细胞淀粉粒数目的影响也较大，其中浸渍法１０，
２０ｍｇ／ｍＬ和培养法００２５ｍｇ／ｍＬ（３０ｄ），００５０ｍｇ／ｍＬ
（２５ｄ），０１００ｍｇ／ｍＬ（２０ｄ）和０２００ｍｇ／ｍＬ（１５ｄ）使
气孔保卫细胞淀粉粒数量显著增多，而浸渍法

０５ｍｇ／ｍＬ和培养法０４００ｍｇ／ｍＬ（１０ｄ）则使细胞保
卫细胞淀粉粒数目显著减少．此外，各处理的气孔多
数呈椭圆形，而ＣＫ则呈圆形．

图３为茎尖生长点石蜡切片图，从图３可看出，浸
渍法０５，２０ｍｇ／ｍＬ和培养法０４００ｍｇ／ｍＬ（１０ｄ）处
理的细胞和细胞核明显大于ＣＫ．结合以上鉴定结果可
知，浸渍法 ０５，２０ｍｇ／ｍＬ和培养法０４００ｍｇ／ｍＬ

（１０ｄ）处理对蓝莓染色体加倍的效果最好．

３　讨论与结论

目前化学诱导多倍体分为活体诱导和离体诱

导．活体诱导处理部位可为幼苗、芽等，此方法在蔬
菜作物上获得了同源四倍体、三倍体品系，但其缺陷

是诱变率低、嵌合率高等．离体培养结合化学诱变剂
处理可以获得较高比例的多倍体，且离体诱导的实

验条件更容易控制，实验结果重复性好，从而减小误

差．本研究通过秋水仙素和组织培养相结合，采用浸
渍法和培养法对康维尔蓝莓幼嫩茎段进行诱导处

理，结果表明，浸渍法诱变率高于培养法，原因可能

是浸渍法处理时茎尖与秋水仙素接触更密切，而培

养法茎尖与秋水仙素接触时间过长，毒害作用大，且

诱变剂用量大、成本高．
秋水仙素主要作用于细胞分裂旺盛的细胞，选

取幼嫩、分化力强的蓝莓茎段作为处理材料，获得多

倍体的可能性较大．材料经秋水仙素处理后，由于受
到药剂的毒害作用，导致其前期生长缓慢，且处理质

量浓度越大，毒害作用越大，材料的死亡率越
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高［５－９］．但也有报道［１０］用高质量浓度秋水仙素进行

短时间处理效果较好．而本研究显示，用０５ｍｇ／ｍＬ
秋水仙素对蓝莓茎段进行浸渍处理 １ｄ和用
０４ｍｇ／ｍＬ秋水仙素培养１０ｄ诱变效果最好．

表３　气孔观察结果

处理

方法

处理质量浓度

／（ｍｇ·ｍＬ－１）

处理时间

／ｄ

气孔长度

／μｍ

气孔宽度

／μｍ

气孔密度

／（个·ｍｍ－２）

气孔保卫细胞　

淀粉粒数目／个

浸渍法

０５００ １ ４２４０±５０５ａ ８２２±１３６ａ １００００±２１３０ｄ １３１±０１４ｇ

１０００ １ ９６９±３４０ｃｄ ６４３±１４９ｂｃ ２６２１３±４０１１ａ ８９３±１０９ｂ

２０００ １ １２０５±１００ｃ ７０３±０７４ａｂ ２００６５±５５７６ａｂｃ ７４８±０８７ｂｃ

４０００ １ １０７５±１２９ｃ ５０４±０３９ｃｄ １５０８７±４０２１ｂｃｄ ４９４±０５５ｅ

培养法

００２５ ３０ 　９８９±０４５ｃｄ 　５５０±０３７ｃｄ ２５０２５±３９７６ａ １０３８±１３６ａｂ

００５０ ２５ ９４７±０７３ｃｄ ５３７±０８５ｃｄ ２２５８６±２８３３ａｂ ８４７±０９９ｂ

０１００ ２０ １１８９±０４６ｃ ４０３±０４３ｄ ２２７３２±６４２１ａｂ ７２１±０７６ｂｃ

０２００ １５ ９２５±１５５ｃｄ ４３７±１８８ｄ １７５３１±２８２８ａｂｃ １２３１±１３３ａ

０４００ １０ ２０６７±０２２ｂ ７１２±０４７ａｂ １１０３１±２０４５ｄ ２５３±０３２ｆ

０８００ ５ １１３２±９８７ｃ ５１２±０８５ｃｄ １２５６７±２８３７ｃｄ ６２３±０７６ｃｄ

ＣＫ ００００ 　９１４±１５９ｃｄ 　５４１±０６１ｃｄ 　２１２９０±６４１１ａｂｃ 　５２１±０８２ｄｅ

　　多倍体育种前景广阔，蓝莓的传统繁殖难度高，
时间长，生长环境受限等，采用组织培养技术结合秋

水仙素处理，可以较快选育出一批高品质、高产量、适

应性增强的种质资源．本研究目前得到的疑似加倍小
苗还处于炼苗期，要确定所处理植株是否为多倍体的

植株，尚需要进行有效的倍性鉴定．本研究通过对处
理后发生变异的康维尔蓝莓植株与ＣＫ相比较发现，
浸渍法 ０５，２０，４０ｍｇ／ｍＬ和培养法 ０４ｍｇ／ｍＬ
（１０ｄ）处理后植株茎秆变粗，叶片颜色加深，叶面积
增大，叶片茸毛增多等特征；多倍体与二倍体相比具

有气孔大、密度低的特征，浸渍法０５ｍｇ／ｍＬ处理１ｄ
和培养法０４ｍｇ／ｍＬ（１０ｄ）处理可得到气孔长度和宽
度均较大，而密度较小，以及淀粉粒较少的蓝莓苗；在

浸渍法０５，２０ｍｇ／ｍＬ和培养法０４ｍｇ／ｍＬ（１０ｄ）处
理的细胞核明显大于ＣＫ，表现出细胞的巨大性；ＳＯＤ
和ＰＯＤ是植物的抗氧化酶，相对而言浸渍法处理后
蓝莓苗ＳＯＤ，ＰＯＤ活性和蛋白质含量高于培养法．

本研究利用秋水仙素作为诱导剂结合离体培养

技术诱导康维尔蓝莓得到了较好的效果．浸渍法
０５ｍｇ／ｍＬ处理１ｄ和培养法０４ｍｇ／ｍＬ处理１０ｄ诱
变效果较好．这两个处理的植株在叶宽、叶长、叶厚、
茎粗、ＳＯＤ活性、蛋白质含量、气孔大小及细胞核大小
等方面均高于ＣＫ，气孔密度和气孔保卫细胞淀粉粒
数目则少于ＣＫ．但本研究获得的疑似多倍体植株还
需进行大田移栽，通过一段时间的观察，利用最可靠

的染色体计数法和流式细胞仪分析［１１］，才能确定是

否为多倍体植株，并为筛选高产、优质的蓝莓多倍体

提供种质资源．
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