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秋水仙素诱变离体卷丹多倍体的研究 
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　 　 摘要：用 ０ １５％秋水仙素附加 ２ ００％二甲基亚砜诱变离体培养的卷丹小鳞茎，避光条件下摇床诱导，用组织培养结合不

定芽诱导技术获得了多倍体苗，并对多倍体染色体数目进行鉴定。 结果显示，诱导 ９６ ｈ 效果最好，变异率达到 ５４ ２９％ 。 细胞

学观察发现，对照为三倍体、非整倍体和极少数单倍体细胞组成的嵌合体，诱变出的 ４ 棵变异株细胞分别为染色体数目由

５３ ～ ７２ 条的不同比例构成，属于典型的非整倍的异倍型嵌合体。 诱变株与对照植株间幼苗叶形指数、气孔密度及气孔大小等

特征差异比较明显。
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卷丹在长江流域广为栽培，为百合药材的主要

来源，也是我国三大食用百合品种之一，同时也是园

林普遍应用的球根花卉［１⁃３］。 中国药典 ２０１０ 版［４］

规定百合的药材来源为百合科植物卷丹 （ Ｌｉｌｉｕｍ
ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ）、百合（ Ｌ． ｂｒｏｗｎｉｉ ｖａｒ． ｖｉｒｉｄｕｌｕｍ）及细叶

百合（Ｌ． ｐｕｍｉｌｕｍ）。 虽然产地对百合有效成分影响

较大，但药用百合中卷丹比百合、细叶百合总皂苷元

含量分别高出 ２５ ８％ 、２５ ５％ ［５］。 研究认为，卷丹

在自然界有天然三倍体存在［６］，我国的卷丹几乎都

是三倍体［７］，在日本的对马及韩国的济州岛和釜山

市存在二倍体［８］。
多倍体育种在粮食、蔬菜、花卉及药用植物中

已经普遍应用［９⁃１０］ 。 多倍体植物农艺性状变化明

显，表现为器官的巨型性，抗逆性、产量和有效成

分增加。 如药用植物四倍体金银花（ Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａ⁃
ｐｏｎｉｃａ）九丰一号比二倍体增产 ５８ ７％ ［１１］ ；板蓝根

（Ｂａｐｈｉｃａｃａｎｔｈｕｓ ｃｕｓｉａ）四倍体有效成分含量比普

通二倍体高出约 ４０％ 等［１２］ 。 百合多倍体育种研

究主要集中在花卉用百合［１０，１３⁃１６］ 和食用百合多倍

体诱导［１７⁃１８］方面。 目前药用百合多倍体育种工作
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还较薄弱，虽然有细叶百合（ Ｌ． ｐｕｍｉｌｕｍ）成功获得

四倍体幼苗的报道［１９］ ，但国内栽培的卷丹还没有

出现多倍体品种。 本研究对卷丹进行多倍体诱

导，以期得到个体大小、有效成分和抗病性方面都

有良好表现的新种质，为今后的百合产业提供优

良的种质资源。

１　 材料与方法

１ １　 材料

黑龙江省哈尔滨市种源卷丹灭菌后接种到培养

基 ＭＳ ＋ ０ ５ ｍｇ ／ Ｌ６⁃ＢＡ ＋ ０ ２ ｍｇ ／ ＬＮＡＡ 上诱导愈

伤组织和不定芽，建立高效组培体系，以不定芽块作

为多倍体诱导的材料［２０］。
１ ２　 多倍体的诱导

参考前人的百合化学诱变工作［１３⁃１８］，选用秋水

仙素作为诱变剂，二甲基亚砜为渗透剂，将 ０ １５％
秋水仙素附加 ２ ００％二甲基亚砜高温灭菌，灭菌试

剂分别浸泡无菌苗鳞茎（直径 ０ ９ ～ １ ５ ｃｍ）２４、
４８、７２、９６ 和 １２０ ｈ（避光，摇床），培养温度（２５ ℃），
光照强度 ２０００ Ｌｘ，光照 １４ ｈ，继代接种后观察材料

生长和形态变化状况。
１ ３　 多倍体的稳定

从叶片形态、植株颜色、植株长势 ３ 个方面比较

多倍体植株与原植株在形态学上的差异。 叶片呈暗

绿色，叶片肥厚、变硬，叶表多不平等外形畸形，若出

现这样变态叶片可初步认为疑似变异器官。 将疑似

变异器官在无菌台上割下，然后接种到 ＭＳ ＋ ６⁃ＢＡ
２ ０ ｍｇ ／ Ｌ ＋ ＮＡＡ ０ ２ ｍｇ ／ Ｌ 培养基上，待疑似变异

器官重新脱分化、再分化出芽，将继代增殖成一个株

系，并标记该疑似变异株系。
１ ４　 多倍体的鉴定

采用植物染色体常规压片法观察染色体数

目［２１］。 将正常对照植株和疑似变异株系植株无菌

苗 ２５ ℃恒温生根培养（１ ／ ２ ＭＳ ＋ ６⁃ＢＡ ０ ５ ｍｇ ／ Ｌ ＋
ＮＡＡ ０ ２ ｍｇ ／ Ｌ），至根长 １ ｃｍ 左右，切取根尖放入

０ ２％秋水仙素溶液中，预处理 ２４ ｈ，卡诺固定液

９５％乙醇 ∶ 冰醋酸 ＝ ３ ∶ １ 固定 ６ ｈ，１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸

６０ ℃恒温水浴解离 １０ ｍｉｎ，卡宝品红染色 １５ ｍｉｎ
后压片。 显微镜下镜检，每个种源统计 ３０ 个以上清

晰分裂相的细胞染色体数目，并拍照。 当无菌苗高

在 ６ ｃｍ 左右时炼苗移栽，比较对照植株和变异株的

生长势、叶片形状及大小，其中，叶形指数 ＝叶长 ／叶
宽。 选取相同培养条件下对照植株和变异植株的下

表皮，在显微镜下观察拍照并对比气孔密度及气孔

大小的变化。

２　 结果与分析

２ １　 秋水仙素诱导卷丹

０ １５％的秋水仙素处理卷丹 ２４ ｈ 时试验材料

无死亡，也无变异现象产生。 处理 ４８ ｈ 的变异率较

低，仅为 ２９ ６３％ ，７２ ｈ、９６ ｈ 变异率比较高，在 ５０％
左右。 但是采用 ７２ ｈ、９６ ｈ 处理的卷丹中出现了不

同程度的小鳞茎中心褐化死亡现象，且比处理 ４８ ｈ
严重得多。 处理 １２０ ｈ 死亡率为 ５７ １４％ ，是 ９６ ｈ
的 ２ 倍以上，而且相应的变异率降低。 因此从存活

和变异综合考虑，秋水仙素浸泡卷丹获得敏感植株

的最佳时间为 ９６ ｈ，处理时间延长不利于其成活

（表 １）。

表 １　 秋水仙素处理卷丹的诱变

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉｌｉｕｍ ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ
ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ　

处理时间

（ｈ）
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｔｉｍｅ

处理株数

Ｎｏ． ｏｆ
ｔｒｅａｔｅｄ
ｐｌａｎｔｓ

死亡株数

Ｎｏ． ｏｆ
ｄｅａｄ
ｐｌａｎｔｓ

死亡率

（％ ）
Ｄｅａｔｈ
ｒａｔｅ

形态显著

变异植株

Ｎｏ． ｏｆ ｐｌａｎｔｓ
ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

变异率

（％ ）
Ｍｕｔａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

２４ ３０ ０ ０ ０ ０

４８ ２７ ２ ３ ７０ ８ ２９ ６３

７２ ３０ ５ １６ ６７ １４ ４６ ６７

９６ ３５ ９ ２５ ７１ １９ ５４ ２９

１２０ ２８ １６ ５７ １４ １０ ３５ ７１

正常对照植株与秋水仙素处理后表型明显变异

植株相比较，主要表现在叶片形态差异明显。 通常

正常对照植株叶片长披针形，较薄（图 １⁃Ａ）；而诱变

处理后，植株出现叶片颜色加深、叶片表面粗糙、叶
片增大、加厚、叶片肉质化、甚至有些畸形（图 １⁃Ｂ）
等现象。 待这些变异叶片生长到 １ ｃｍ 以上后，将叶

片变异部分切下，置于继代培养基培养，使之脱分化

出芽，对变异加以稳定（图 １⁃Ｃ）。 将脱分化出的芽

继代，使其生长出幼苗（图 １⁃Ｄ）。 试验中通过上述

方式共获得 ４ 株幼苗，这样的植株幼苗可以认为是

疑似多倍化卷丹变异植株。 对照植株与疑似多倍化

植株在生根培养基中培养，对照植株生根较快，根系

生长迅速，而疑似多倍化的植株分化能力弱，生长迟

缓，很难生根。

６８３１



　 ６ 期 陈　 艾等：秋水仙素诱变离体卷丹多倍体的研究 

Ａ：对照植株；Ｂ：诱变剂诱导叶片变厚、变绿；Ｃ：变异器官继代再生；Ｄ：初步稳定的变异植株

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，Ｂ：Ｔｈｉｃｋｅｒ ａｎｄ ｇｒｅｅｎｅｒ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｄｕｃｅｒ，Ｃ：Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｖａｒｉａｎｔ ｏｒｇａｎ，Ｄ：Ｉｎｉｔｉａｌ ｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ ｖａｒｉａｎｔ ｐｌａｎｔ

图 １　 卷丹多倍体诱变过程植株形态

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｌｉｌｉｕｍ ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ ｐｏｌｙｐｌｏｉｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２ ２　 诱变卷丹的染色体鉴定

染色体计数法是鉴定多倍体获得成功与否的最

直接准确的方法之一。 卷丹对照植株的染色体数目

变异范围在 ２８ ～ ３６ 条之间，其中 ３６ 条染色体细胞

数占 ５４ ７６％ ，３４ 条染色体细胞数所占比例接近

２０％ ，其他染色体数目的比例较小（图 ２⁃Ａ、Ｂ、Ｃ），
可见卷丹对照植株不是真正的三倍体，而是以三倍

体细胞为主的嵌合体。
变异株 １（ＪＤ⁃ｈ⁃⁃１２）染色体 ６６ 条和 ６８ 条的细

胞分别占 ４０％ 左右，７２ 条染色体的细胞占 ６％ ；变
异株 ２（ＪＤ⁃ｈ⁃⁃１５）细胞由 ５３ 条到 ７２ 条 １０ 个数目的

染色体构成，其中 ６２ 条染色体细胞占 ３４％ ，６６ 条染

色体细胞占 １８％ ，６８ 条染色体的细胞约占 １８％ ，真
正六倍体的 ７２ 条染色体细胞只有 １５％ ；变异株 ３
（ＪＤ⁃ｈ⁃⁃２１） 细胞染色体数 ６４ 条和 ６８ 条各占约

２５％ ，６６ 条和 ６７ 条各占 １７％ ，还有少数 ５６、５７ 和 ５８
条染色体细胞；变异株 ４（ＪＤ⁃ｈ⁃⁃２７）细胞由 ６０ 条到

６８ 条 ５ 个染色体数目组成，其中 ６６ 条染色体占

２３％ ，６８ 条占 １７％ 。 从 ４ 个疑似多倍体变异植株的

染色体数目组成看，其体细胞都是由不同比例染色

体数目混合构成（表 ２，图 ２⁃Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ），属于嵌合

体。 对 ４ 株幼苗扩繁，初步得到 ４ 个嵌合体株系。

表 ２　 ４ 个株系染色体数目

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｏｕｒ ｓｔｒａｉｎｓ

株系 染色体条数

ＪＤ⁃ｈ⁃⁃１２ ５４，６２，６４，６４，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，７１，７２，７２

ＪＤ⁃ｈ⁃⁃１５ ５３，５４，５８，５９，６０，６２，６２，６２，６２，６２，６２，６２，６２，６４，６４，６４，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６８，６８，６８，６８，６８，６８，７２，７２，７２，７２，７２

ＪＤ⁃ｈ⁃⁃２１ ５６，５７，５７，５８，５８，５８，６４，６４，６４，６４，６４，６４，６４，６４，６４，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６７，６７，６７，６７，６７，６７，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８

ＪＤ⁃ｈ⁃⁃２７ ６０，６０，６０，６０，６０，６２，６２，６２，６２，６４，６４，６４，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６６，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８，６８

图 ２　 卷丹根尖染色体数目

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｌｉｌｉｕｍ ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ
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２ ３　 卷丹诱变植株的叶片形态及气孔特征

经染色体数目鉴定确认为近似六倍体嵌合体的

植株，在离体条件下进行扩繁和生根培养，炼苗移栽

至草炭为基质的营养钵中，常规管理。 １５ ｄ 后观测

记录发现，４ 个嵌合体株系幼苗表现比较一致。 变

异植株与对照植株相比叶长无明显差异，但变异植

株的叶片宽度增加明显，叶形指数变小（表 ３，图
３）。

表 ３　 诱变植株的叶片形态及气孔特征

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｅａｆ ｓｈａｐｅ ａｎｄ ｓｔｏｍａ ｆｅａｔｕｒｅ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔ

叶长

（ｃｍ）
Ｌｅａｆ
ｌｅｎｇｔｈ

叶宽

（ｃｍ）
Ｌｅａｆ
ｗｉｄｔｈ

叶形

指数

Ｌｅａｆ
ｉｎｄｅｘ

气孔长

（μｍ）
Ｓｔｏｍａ
ｌｅｎｇｔｈ

气孔宽

（μｍ）
Ｓｔｏｍａ
ｗｉｄｔｈ

气孔密度

（ｍｍ２）
Ｓｔｏｍａ
ｄｅｎｓｉｔｙ

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ
６ ３７ ±
１ ９５

０ ３３ ±
０ １４

１９ ３０ ６８ ６０ ±
７ ５１

３３ ００ ±
５ ２５

３２

诱变植株

Ｖａｒｉａｎｔ
ｐｌａｎｔｓ

６ ３６ ±
１ ６２

０ ５７ ±
０ ０９

１１ １６ ８５ ２０ ±
６ ３９

５２ ００ ±
６ １３

１８

Ａ：对照植株；Ｂ：诱变植株；下同

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｎｔ，Ｂ：Ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔ，ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

图 ３　 卷丹正常植株与诱变植株形态比较

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ
ｐｌａｎｔ ｏｆ Ｌｉｌｉｕｍ ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ

变异植株与对照植株相比气孔明显变大，但气

孔变化在变异株系之间差异不大。 变异植株气孔长

度比对照平均增加 １７ μｍ、气宽度平均增加 １９ μｍ，
但密度减少近 ５０％ （表 ３，图 ４）。 可见，叶形指数、
气孔密度及气孔大小等特征在多倍体与对照植株之

间差异比较明显，可以作为初步鉴别植物多倍体快

速方法。

图 ４　 卷丹正常植株与诱变植株气孔特征比较

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｔｏｍａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔ ｏｆ Ｌｉｌｉｕｍ ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ

３　 讨论

化学诱变和组织培养相结合对外植体进行加倍

诱导，是获得园艺植物多倍体的有效方法，可以提高

诱变率［２２］。 近年来，在离体状态下利用秋水仙素诱

导染色体加倍已经成为常见的诱变研究手段之

一［１３⁃１８，２２⁃３０］。 在用秋水仙素处理诱导多倍体过程

中，因细胞分裂不同步容易形成混倍体 （或嵌合

体），难以获得同质的多倍体［２３⁃２５］。 其中有的诱变

结果全部为混倍体，如秋水仙素诱导离体培养越橘

（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ），变异率达到 ２２ ６％ ，诱变株系为二倍

和四倍嵌合体［２７］。 但多数诱变结果为不同倍性个

体组成的群体，如秋水仙素诱导蝴蝶兰（Ｐｈａｌａｅｎｏｐ⁃

ｓｉｓ ｈｙｂｒｉｄ）类原球茎 ９０ 株再生苗中只检测出 ８ 棵

染色体加倍苗，其中嵌合体的苗数有 ２ 棵［２８］ ；君子

兰（Ｃｌｉｖｉａ ｍｉｎｉａｔａ）多倍体诱导得到四倍体、二倍体

和混倍体植株［２２］ ，有研究者认为利用不定芽诱导

多倍体，较易获得同质的多倍体不定芽［２５］ ，或对诱

变后植物的丛生芽或愈伤组织进行连续切割转

接，可大大降低常规诱变技术中产生嵌合体的

比例［２９］ 。
园艺植物中无性繁殖植物的混倍体现象比较常

见，可利用遗传型不同的细胞在嵌合体异层中的共

存性，合成表层（第 １ 层）抗病抗虫、内层（第 ２ 和第

３ 层）优质的无性繁殖园艺植物，以解决抗病抗虫与

优质的矛盾［３０］。 在国产 ２１ 个药用菊花（Ｃｈｒｙｓａｎ⁃
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ｔｈｅｍｕｍ ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ）栽培类型中，普遍表现出不同程

度的非整倍性［３１］；牡丹月季品种为混倍体，包含三

倍体、四倍体 ２ 种稳定核型［３２］；梨（Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ）
也有四倍体和六倍体的混倍体种质［３３］。

亚洲百合品种群（Ｌｉｌｉｕｍ Ａｓｉａｔｉｃ ｈｙｂｒｉｄｓ）中有二

倍和四倍嵌合体品种［３４］，但百合属中其他品种类群

中未见有嵌合体的报道。 本试验材料为来自哈尔滨

的卷丹，染色体数目分析显示该试验材料并非真正

的三倍体，而是三倍体（３６ 条染色体 ５４ ７６％ ）、非
整倍体和极少数单倍体细胞组成的嵌合体。 诱变后

获得的卷丹的嵌合体细胞中染色体数目多由 ６０ ～
６８ 条中的不同比例构成，属于典型的非整倍的异倍

型嵌合体，但已经接近 ２ｎ ＝ ７２ 的六倍体的染色体数

目。 目前试验只初步稳定获得 ４ 个株系的幼苗，今
后还要进一步做几代的稳定性观察工作，如果有稳

定性类型出现，可以固定出新的种质；如果有部分植

物嵌合体是不稳定的，在世代繁殖过程中会出现新

的植株类型，从另一个侧面看对育种工作也是有

益的。
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