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茶壶枣离体多倍体诱导关键技术研究

郭    烨1      崔艳红2      孔德仓3      曹    明3      庞晓明1      李颖岳1

(1. 林木育种国家工程实验室，林木花卉遗传育种教育部重点实验室，北京林业大学生物科学与技术学院，北京 100083；
2. 北京林业大学期刊编辑部，北京 100083；3. 河北省沧县国家枣树良种基地，河北 沧州 071001)

摘要:【目的】离体多倍体育种是枣树育种的重要方法，对其关键技术的研究有利于建立和完善枣树离体多倍体育种体系，

加快枣树多倍体种质的创制。【方法】以茶壶枣无菌叶片为材料，将预培养不同天数（7 ~ 20 d）的叶片固定后制成石蜡切

片，进行细胞学观察以确定适宜的预培养时间。在此基础上，将叶片不定芽再生技术与秋水仙素染色体加倍技术相结合，

在叶片预培养 8、9、10、11 d后，分别用 70和 90 mg/L的秋水仙素处理 48和 72 h，并对处理后得到的不定芽进行流式细

胞术倍性检测。【结果】通过对叶片最佳预培养时间的细胞学研究可以得出，茶壶枣无菌叶片在预培养 8 ~ 9 d时，分生细

胞的分裂能力最强，且未出现分化现象，在此时期用秋水仙素对叶片进行处理，可大大提高诱导率，并且可以有效避免嵌

合体和混倍体的出现。染色体加倍试验发现，在预培养 8 d后，用 70 mg/L的秋水仙素处理 72 h，其诱导率最高，达

4.11%，并成功获得 8株多倍体植株。通过流式细胞术确定这 8株多倍体均为纯合四倍体。【结论】本研究探索出了将茶

壶枣叶片不定芽再生体系与秋水仙素染色体加倍技术相结合，人工诱导茶壶枣多倍体的技术方法。
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Abstract: [Objective] In vitro polyploid breeding is an important method for jujube breeding. The study of
its  key technologies is  conducive to the establishment  and improvement of  polyploid breeding system and
the creation of polyploid germplasm of jujube. [Method] In this study, the leaves of Ziziphus jujuba Mill.
cv. ‘Teapot’ were used as materials, and the leaves of different days (7−20 day) were fixed and then made
into  paraffin  sections  for  cytological  observation.  On  this  basis,  the  leaf  adventitious  bud  regeneration
technology was combined with the colchicine chromosome doubling technique.  After the leaves were pre-
cultured for 8, 9, 10 and 11 days, they were treated with 70 mg/L and 90 mg/L colchicine for 48 and 72 hours,
and  the  flow  cytometry  ploidy  test  was  performed  on  the  adventitious  buds  obtained  after  treatment.
[Result] Through the cytological  study on the optimal pre-culture time of the leaves,  it  can be concluded
that the meristematic cells have the strongest division ability and no differentiation during the pre-culture of
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8−9 days. During this period, treatment of leaves with colchicine can greatly increase the induction rate and
effectively avoid the appearance of chimeras and mixoploids. The chromosome doubling test found that after
8  days  of  pre-culture,  the  induction  rate  was  up  to  4.11% after  treatment  with  70  mg/L  colchicine  for  72
hours, and 8 polyploid plants were successfully obtained. It  was confirmed by flow cytometry that these 8
polyploids  were  pure  tetraploids.  [Conclusion]  This  study  explores  the  technical  method  of  artificially
inducing polyploidy of Ziziphus jujuba Mill. cv. ‘Teapot’ by adventitious bud regeneration technology and
colchicine chromosome doubling technique.
Key words: Ziziphus jujuba Mill. cv. ‘Teapot’; cytological observation; chromosome doubling; tetraploid

枣 (Ziziphus jujuba)为鼠李科（Rhamnaceae）枣
属（Ziziphus）植物，是我国重要的经济树种 [1]。枣果

素以营养丰富著称，是传统中药和滋补保健佳品。

研究发现，枣果内不仅含有丰富的糖类、脂肪、蛋白

质等物质，还含有人体不可缺少的多种微量元素和

维生素[2]。此外，食用枣果还具有免疫调节[3]、抗癌[4]

以及平喘[5] 等功效。杂交育种是果树育种的主要途

径，但是大量实践表明，由于枣树花小，去雄和人工

授粉操作非常困难，加之枣花量大而坐果率低，存在

胚败育现象，难以得到杂种后代，枣树杂交育种非常

困难[6−7]。目前，尚未有通过人工杂交获得枣树新品

种的报道。

多倍体现象在植物界中普遍存在，尤其在有花

植物中最为普遍[8]。多倍体在很多方面显示出了优

越性，其果实较二倍体大，营养成分的含量也显著提

高[9]。在枣树人工倍性育种中，石荫坪等[10] 最早利用

胚乳作为材料，成功获得了金丝小枣、圆铃和长红枣

的胚乳三倍体植株。自此，枣树离体加倍技术日渐

成熟，已成功利用枣树的茎段 [11]、丛生芽 [12]、茎

尖[13] 等材料获得了各品种的多倍体植株。但通过以

上材料得到的多倍体多会产生嵌合体和混倍体，其

后续的纯化过程十分困难[14]。研究表明，在离体多

倍体诱导中采用叶片作为材料，在外植体叶芽原基

发生前施加秋水仙素进行处理，然后通过再生体系

获得的植株则多为纯合体[15]。Cui等[16] 利用叶片不

定芽再生技术，用秋水仙素对酸枣无菌叶片进行处

理，成功得到了纯合四倍体植株。

此外，大量研究表明，利用秋水仙素进行离体加

倍诱导过程中的预培养时间非常关键。秋水仙素的

主要作用是使待处理的外植体有丝分裂同步化，从

而改善药剂的作用效果[17]。在有丝分裂过程中，秋

水仙素与微管亚基相结合，阻碍了纺锤丝的正常形

成，纺锤丝形成的失败使得染色单体不能正常的向

两极移动，从而形成了多倍体[18−19]。因此，通过细胞

学观察，研究预培养时间与细胞分裂时期的对应关

系，准确找到细胞的旺盛分裂期，这对于提高诱导率

具有十分关键的作用。

本研究通过石蜡切片技术对叶片不定芽再生进

行细胞学观察，以确定合适的预培养时间。在此基

础上设计试验，探索茶壶枣离体加倍处理中秋水仙

素浓度、处理时间、预培养时间等关键因素。拟建立

茶壶枣离体加倍体系，为枣树的多倍体育种技术的

完善和枣树多倍体种质创制提供技术支撑。

1   材料与方法

1.1    试验材料

茶壶枣因果形酷似茶壶而得名，是兼具食用价

值和观赏价值的枣树品种[20]。本文的供试材料茶壶

枣组培苗来自本实验室于 2014年建立的茶壶枣组

培体系[21]。将幼嫩芽苗进行继代培养，30 d后，选取

长势良好、叶片嫩绿，生长势相对一致的茶壶枣组培

苗作为试验材料。

1.2    叶片最佳预培养时间的细胞学研究

以茶壶枣无菌叶片为材料，在不定芽启动培养基

I（WPM + TDZ 1.0 mg/L + IBA 0.3 mg/L + 蔗糖 30 g/L +
琼脂 6 g/L）中进行预培养，自叶片预培养第 7 d起，

每天取样，直至第 20 d为止。将预培养不同天数的叶片

置于 FAA固定液（38%甲醛:冰醋酸:30%乙醇 = 1:1:8）
中固定 36 h后，采用常规石蜡切片技术 [22]，利用

Olympus-BX 51型光学显微镜，观察茶壶枣叶片在预

培养不同天数后叶片内部的细胞学形态，并拍照记录。

1.3    秋水仙素诱导离体加倍的处理

选取组培苗形态学自上而下第 3 ~ 5枚叶片作

为试验材料，沿叶片中脉垂直方向横切 2个伤口，切

断主脉但不切断叶片，采用两步培养法进行不定芽

直接再生。叶片以近轴端接触培养基方式，接种于

不定芽启动培养基 I上。根据叶片最佳预培养时间

的细胞学研究，在避光条件下，将刻伤叶片在不定芽

启动培养基 I上分别预培养 8、9、10、11 d后，将叶片

转至含秋水仙素的液体培养基（不含琼脂的不定芽

启动培养基 I）中分别诱导处理 48和 72 h。处理结

束后，用无菌水清洗叶片 4遍，再用无菌滤纸吸干叶

片表面液体，继续置于不定芽启动培养基 I上进行

暗培养，共暗培养 21  d后转至不定芽伸长培养
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基Ⅱ（WPM + IAA 0.1 mg/L + GA 0.5 mg/L + 蔗糖

30 g/L + 琼脂 6 g/L）中，置于温度为 25 ℃、光照强

度 2 000 Lx、14 h光/10 h暗的光周期条件下进行培养。

试验采用完全随机区组试验设计，秋水仙素浓

度设为 70和 90 mg/L两个梯度，处理时间为 48和
72 h，预培养的时间为 8、9、10、11 d。共设 16个处理

组合（表 1），每个处理组合接种 3个培养皿，每个皿

转接 10枚叶片，共 3次重复。

1.4    流式细胞仪倍性检测

待叶片再生的不定芽长到 1 cm后转入继代

培养基（MS + 6-BA 1 mg/L + IBA 0.5 mg/L + 蔗糖

30 g/L  +  琼脂 5.8  g/L）中伸长生长，每 30 d继代

一次。待不定芽长到 5 cm高时，转入生根培养基

（1/2MS + IBA 0.7 mg/L + 蔗糖 30 g/L + 琼脂 5.8 g/L）
中诱导生根，40 d后，剪取幼嫩叶片用流式细胞仪检

测再生植株的倍性。选用二倍体茶壶枣叶片作为对

照，荧光通道值设置为 50。纵坐标代表检测样品的

相对细胞数，横坐标代表荧光通道值，通过峰值的位

置可以判定检测样品的倍性。荧光通道值在 50左右

为二倍体，荧光通道值在 100左右为四倍体。

1.5    数据分析

采用 Excel 2013 录入和整理数据，并用 SPSS
22.0 软件进行数据统计分析，多重比较采用 Duncan
氏新复极差法。文中涉及百分比数据需反正弦转换

后再进行数据分析。

四倍体诱导率 = 四倍体株数/不定芽再生数 × 100%
叶片存活率 = 存活叶片数/处理株数 × 100%

2   结果与分析

2.1    叶片离体再生不定芽的形态学观察

通过试验可以发现，当叶片预培养至第 7 d时，

由于长时间处于无光照条件下，叶片颜色逐渐从翠

绿色转变为黄绿色，而叶片刻伤处未发生明显变化

（图 1a、b）。直到预培养至第 11 d时，叶片开始呈现
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a. 预培养 7 d；b. 预培养 9 d；c. 预培养 11 d；d. 预培养 13 d；e. 预培养 15 d；f. 预培养 20 d。a, 7 days pre-culture time; b, 9 days pre-culture time;
c, 11 days pre-culture time; d, 13 days pre-culture; e, 15 days pre-culture; f, 20 days pre-culture.

图 1    茶壶枣离体多倍体诱导过程中不同预培养时间的叶片

Fig. 1    Leaves of different pre-cultivation time during in vitro polyploid induction of ‘Teapot’ jujube
 

 

表 1    秋水仙素处理茶壶枣组培苗叶片诱导
多倍体处理设计表

Tab. 1    Design table of ‘Teapot’ jujube leaves with
colchicine treatments

处理
Treatment

预培养时间
Pre-culture
time/d

秋水仙素浓度
Colchicine concentration/

(mg·L− 1)

秋水仙素处理时间
Colchicine treatment

time/h

1   8   70 48
2   8   70 72

3   8   90 48

4   8   90 72

5   9   70 48

6   9   70 72

7   9   90 48

8   9   90 72

9   10 70 48

10 10 70 72

11 10 90 48

12 10 90 72

13 11 70 48

14 11 70 72

15 11 90 48

16 11 90 72
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扭曲的状态，切口过主脉处呈现膨大增厚的现象

（图 1c、d）。当进行到第 15 d时，切口过主脉处的膨

大现象更加明显，并且出现白色的小突起（图 1e）。
培养至 20  d后，切口过主脉处的白色突起达到

1  mm，而切口过侧脉处也开始出现白色的突起

（图 1f）。
2.2    叶片离体再生不定芽的细胞学观察

枣叶片主要由叶表皮、亚表皮、维管束及维管束

周围大量的薄壁细胞组成[23]。当叶片在不定芽启动

培养基 I中预培养至 7 d时，维管束周围薄壁细胞的

细胞核明显，细胞质变浓厚，细胞整体呈变大的趋

势，而离维管束较远的薄壁细胞，其状态仍然呈细胞

核不明显，细胞质稀疏的状态，这与维管束周围的薄

壁细胞已开始进行分裂有关，此外，在维管束的周围

开始有少量成团的分生细胞出现（图 2a）。当叶片预

培养至 8 ~ 9 d时，靠近维管束的薄壁细胞继续进行

旺盛分裂，而与维管束距离较远的薄壁细胞也开始

出现细胞分裂现象（图 2b、c）。当预培养时间更长，

达到 10 d以上时，分生细胞的分裂速度急剧增加，

并且聚集在一起形成分生组织，逐渐开始分化。从

图中可以观察到，构成分生组织的细胞与周围的

细胞明显不同，其细胞体积更小，排列更加紧密

（图 2d、e、f）。预培养至 13 ~ 14 d时，薄壁细胞继续

迅速分裂，分生组织体积变大，并向四周扩展，急速

扩张突破外植体，出现芽原基和叶原基。由于叶片

表皮细胞和叶肉细胞不具有分裂能力，而逐渐破损

脱落（图 2g、h）。当预培养时间更长，达到 20 d时，

可从外部观察到，叶片上形成单个或丛生的不定芽

（图 2i）。
2.3    秋水仙素处理对外植体存活率及叶片不定芽再

生的影响

不同浓度的秋水仙素和不同的处理时间对外植
 

a

50 μm

d

100 μm

e

50 μm

f

50 μm

g

100 μm

h

100 μm

i

100 μm

b

100 μm

c

50 μm

a. 预培养 7 d；b、c. 预培养 8、9 d；d、e、f. 预培养 10、11、12 d；g、h. 预培养 13、14 d；i. 预培养 20 d。a, 7 days pre-culture time; b, c, 8, 9 days pre-
culture time, respectively; d, e, f, 10, 11, 12 days pre-culture time; g, h, 13, 14 days pre-culture time; i, 20 days pre-culture time.

图 2    茶壶枣叶片不同预培养时间的组织学观察

Fig. 2    Histological observation on different pre-culture time of ‘Teapot’ jujube leaves
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体的存活率及不定芽的再生率具有不同程度的影响

（表 2）。
总体来看，随着秋水仙素浓度的增加和处理时

间的延长，毒害作用加深，使得外植体的存活率和不

定芽再生率均呈降低的趋势。

对外植体存活率的数据进行方差分析（表 3）。
秋水仙素浓度和处理时间对外植体的存活率和不定

芽再生有着极显著的影响（P < 0.01），而预培养时间

对外植体的存活率和不定芽再生均没有显著影响。

使用浓度为 70 mg/L的秋水仙素处理外植体，其存

活率极显著高于浓度为 90 mg/L的秋水仙素处理结

果；而秋水仙素处理 48 h外植体后的存活率极显著

高于处理 72 h后的外植体存活率（图 3）。由此，可

以得出，随着秋水仙素浓度的增加和处理时间的延

长，对外植体的毒害作用逐渐加深，从而造成了外植

体存活率的降低。

对不定芽再生数的数据进行方差分析（表 4）。
秋水仙素浓度和处理时间同样对不定芽再生数有极

显著影响（P < 0.01）。秋水仙素浓度越大，处理时间

越长，不定芽再生数越少。但在试验过程中对叶片

外植体进行观察，发现秋水仙素处理后可存活的外

植体均可分化出不定芽。使用浓度为 70  mg/L
的秋水仙素处理外植体，其不定芽再生数极显著高

于浓度为 90 mg/L的秋水仙素处理后结果；秋水仙

素处理 48 h后外植体的不定芽再生数极显著高于处

理 72 h后的外植体不定芽再生数（图 4）。此结果，

同样与秋水仙素毒害作用的累加有关。
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图 3    秋水仙素浓度及处理时间对外植体存活率的影响

Fig. 3    Effects of colchicine concentration and colchicine treatment time on the explant survival rate
 

 

表 2    秋水仙素处理对茶壶枣叶片存活率、再生芽数以
及四倍体诱导率的影响

Tab. 2    Effects of colchicine treatment on leaf survival
rate, number of regenerated buds and tetraploid

induction rate in ‘Teapot’ jujube

处理
Treatment

外植体存活率
Explant survival

rate/%

再生芽数
Regenerated

buds

四倍体诱导率
Tetraploid induction

rate/%

1   83.33 ± 1.25a 8.40 ± 0.41df 0
2   69.33 ± 1.46ab 5.60 ± 0.48bcd 4.11

3   62.33 ± 1.79bc 6.30 ± 0.31df 0

4   52.00 ± 2.14cde 5.10 ± 0.53a 0

5   80.60 ± 2.31a 7.98 ± 0.21df 0

6   62.67 ± 3.21bc 6.21 ± 0.55cdf 1.37

7   56.67 ± 7.27bcde 6.10 ± 0.54cdf 0

8   40.67 ± 6.26e 5.40 ± 0.32a 0

9   70.67 ± 3.73ab 8.40 ± 0.31f 0

10 59 ± 11.88cdef 6.50 ± 0.81df 0

11 55.33 ± 4.945bcd 6.30 ± 0.67df 0

12 45.00 ± 0.91de 5.50 ± 0.62ab 0

13 79.40 ± 1.57a 7.88 ± 0.29df 0

14 65.33 ± 7.83bcd 6.45 ± 0.24df 0

15 60.33 ± 5.51bcd 6.70 ± 0.33df 0

16 45.23 ± 2.61de 5.70 ± 0.3abc 0

注：不同的小写字母表示差异显著，P  < 0.05。下同。Notes: different
lowercase letters indicate a significant difference at P < 0.05 level. The
same below.

表 3    秋水仙素处理茶壶枣叶片外植体存活率的方差分析

Tab. 3    Variance analysis of explant survival rate on colchicines treatment of ‘Teapot’ jujube

变异来源 Source of variation 自由度 Degree of freedom (df) 均方 Mean square (MS) F

预处理时间 Pre-culture time 3     102.702 2.498

秋水仙素浓度 Colchicine concentration 1   2 238.692 54.443**

秋水仙素处理时间 Colchicine treatment time 1   1 279.600 31.119**

随机误差 Random error 31      41.120

总计 Total 36

注：**表示达到极显著差异，P < 0.01。下同。Notes: ** indicates extremely significant difference at P < 0.01 level. The same below.
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2.4    倍性检测

从叶片外植体上剪取长度在 1 cm左右的不定

芽，将其转接到茶壶枣继代培养基中，培养 30 d后，

对其进行生根培养，共获得健壮的再生植株 146
棵。取生根后的再生植株的叶片进行流式细胞仪检

测。通过检测，共测得四倍体茶壶枣 8株，未发现嵌

合体和混倍体，其余均为二倍体（图 5）。四倍体分别

出现在 2号和 6号处理中，即将茶壶枣离体叶片先

进行 8 d或 9 d预培养，再用浓度为 70 mg/L的秋水

仙素进行诱导处理，处理时间为 72 h。

3   结论与讨论

3.1    预培养时间的确定

对外植体进行预培养的目的是使诱导材料处于

同一分裂期[17]。由于秋水仙素只对处于分裂期的细

胞有作用，因此找到适宜的处理时期是提高多倍体

诱导率，降低或避免嵌合体和混倍体出现的关

键[24]。Ma等[25] 通过组织学研究发现，在灰枣不定芽

再生过程中，暗培养进行至一半时，细胞核开始启动

分裂，由此推测此时可能为秋水仙素处理的最佳时

期。此外，研究发现，不同枣品种、不同外植体所需

要的预培养时间不同。王娜[12] 研究发现以冬枣、酸

枣的茎段和丛生芽为外植体进行诱导时，最佳预培

养时间为 4 d；宁强[14] 以冬枣和辣椒枣的叶片为外植
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图 4    秋水仙素浓度及处理时间对不定芽再生数的影响

Fig. 4    Effects of colchicine concentration and colchicine treatment time on the number of adventitious bud regeneration
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图 5    流式细胞仪倍性分析图

Fig. 5    Analysis diagram of ploidy by FCM
 

表 4    秋水仙素处理茶壶枣叶片外植体再生芽数的方差分析

Tab. 4    Variance analysis of explant survival rate on colchicine treatment of ‘Teapot’ jujube

变异来源 Source of variation 自由度 Degree of freedom (df) 均方 Mean square (MS) F

预处理时期 Pre-culture time 3     0.318 0.527  

秋水仙素浓度 Colchicine concentration 1   20.358 20.358**

秋水仙素处理时间 Colchicine treatment time 1   24.225 40.111**

随机误差 Random error 32   0.645

总计 Total 37
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体进行离体诱导的最佳预培养时间为 10 d。在本研

究中，为了确定最佳处理时期，对茶壶枣不同预培养

时间的叶片进行了细胞学研究。研究发现，预培养

8 ~ 9 d时维管束附近的薄壁细胞已经启动分化，且

一部分已经分化形成分生组织，此时处于分裂期的

细胞最多，且分生组织还未分化形成芽原基和不定

芽。这一发育过程与 Ma等[25] 对灰枣不定芽再生的

研究结果一致。在此时期对叶片进行秋水仙素处

理，其诱导率最高。预培养时间越短，薄壁细胞分裂

形成的分生细胞越少，秋水仙素处理后得到的多倍

体细胞较少，发育成完整植株的可能性越低，诱导率

随之降低；若预培养时间过长，分生组织开始分化形

成芽原基和不定芽，此时细胞分裂虽然也很旺盛，但

容易形成嵌合体和混合体，造成后期纯化困难 [26]。

同时，在本研究中，经过秋水仙素诱导得到多倍体的

处理也都是在预培养 8 ~ 9 d的条件下获得的，与组

织切片研究的结果一致。

3.2    秋水仙素浓度与处理时间

在枣树离体加倍过程中，秋水仙素浓度和处理

时间都直接影响外植体的再生率和多倍体的诱导

率[27−28]。秋水仙素对诱导材料有毒害作用，一般来说

秋水仙素浓度越高，对外植体的毒害越大，死亡率越

高，再生率越低，但多倍体的诱导率会相应提高；相

反，秋水仙素浓度低，外植体的死亡率降低，再生率

提高，但诱导率会下降[29−30]。研究发现，不同的枣树

品种、不同的处理材料适宜的秋水仙素浓度和处理

时间均不同 [31−32]。Gu等 [13] 研究发现沾化冬枣芽

尖的最适秋水仙素浓度为 90  mg/L，处理时间为

48 h；枣组培苗茎段的最适浓度和处理时间分别为

50 mg/L，处理 72 h和 100 mg/L，处理 48 h；枣愈伤

组织的最适浓度为 50 mg/L，处理 24 h。王岩 [33] 经

研究发现，酸枣叶片的最适秋水仙素浓度为 60 ~
80 mg/L，处理时间为 48 ~ 72 h。而本文经研究得

出，茶壶枣的最适秋水仙素浓度为 70 mg/L，处理时

间为 72 h。
本试验以茶壶枣无菌叶片为材料，借助石蜡切

片技术确定最佳预培养时间，将叶片不定芽再生技

术与秋水仙素染色体加倍技术相结合，成功得到茶

壶枣纯合四倍体植株，为枣树的多倍体育种技术体

系的建立和完善以及枣树多倍体种质的大量创制奠

定了基础，同时也为枣树遗传转化研究提供了坚实

的理论依据。
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