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利用秋水仙碱诱导美洲黑杨２ｎ花粉的初步研究

赵鑫闻
（辽宁省杨树研究所，辽宁 盖州　１１５２００）

摘　要：为了获得美洲黑杨三倍体植株，本试验采用二因素随机区组试验设计，对利用秋水仙碱诱导美洲黑杨２ｎ
花粉技术进行研究，结果表明：（１）水培３ｄ、４ｄ，５ｄ时，利用０３％、０５％、０８％的秋水仙碱对美洲黑杨雄花芽进
行处理均能得到一定比例的２ｎ花粉；（２）在水培３ｄ时，利用０５％的秋水仙碱处理美洲黑杨雄花芽，得到的２ｎ花
粉最多，为２３４％。
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１　引言

黑杨派是杨柳科（Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ）杨属（Ｐｏｐｕｌｕｓ
Ｌ．）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，美洲黑杨常遭遇冻害，出现干稍和整株死

亡现象，遇到干旱少雨年份，生长量也大幅降低，美

洲黑杨的抗逆性亟待改良。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１条有效途径。
杨树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，现已利用

各种方法取得了一定成就。Ｊｏｈｎｓｓｏｎ最早采用秋水
仙碱处理欧洲山杨、美洲山杨雄花枝，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［４］。张志毅（１９９２）等利用高温和秋水仙碱处理
毛新杨均获得了２ｎ花粉，并取得了三倍体植株；康



向阳等（１９９６）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杂种三倍体

的育种技术体系［６～９］。李云等（２００１）利用秋水仙
碱处理白杨雌花芽，获得１３株白杨三倍体［１０］；李开

隆等（２００６）利用秋水仙碱诱导大青杨２ｎ花粉，得
到了１０％直径为３７５＜ｄ＜５０的大花粉并获得了
青杨派三倍体［１１］；王君等（２００７）对授粉后的雌花序
施加秋水仙碱诱导青杨派异源三倍体，获得了２６株
青杨杂种三倍体［１２］；祁传磊等（２０１１）利用秋水仙碱
对授粉后的大青杨雌花序及直接对种子进行处理也

均获得了多倍体植株［１３］；石乐等（２０１２）利用高温处
理毛新杨×新疆杨合子，获得了杂种三倍体和四倍
体植株［１４］；李静等（２０１４）利用秋水仙碱处理授粉后
的山杨和中国山杨雌花序，均获得了三倍体和四倍

体植株［１５］。而黑杨派倍性育种方面的研究较少，因

此本试验将以美洲黑杨为材料，对利用秋水仙碱诱

导美洲黑杨花粉染色体加倍技术进行研究，为美洲

黑杨的多倍体育种奠定基础。

２　材料与方法

２．１　材料
美洲黑杨３３号杨（Ｐ．ｄｅｌｔｏｉｄｅｓｃｌ．‘３３’）雄花枝

于２０１６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。

２．２　方法
２．２．１　２ｎ花粉的诱导

将采集的美洲黑杨雄花枝移入温室进行水培，

分别在水培３ｄ、４ｄ、５ｄ时（水培２ｄ时花序尚未伸
出鳞片，水培 ６ｄ时花序开始产生花粉），利用
０３％、０５％、０８％的秋水仙碱溶液处理美洲黑杨
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３０ｕｌ～４０ｕｌ，两次处理时
间间隔为５ｈ～７ｈ。每种处理１０～１５个雄花芽，每
５个雄花芽得到的混合花粉为１次重复（表１）。

表１　不同水培时间利用不同浓度秋水仙碱进行美洲
黑杨２ｎ花粉的诱导

浓度 水培时间（ｄ）
Ｃ１ ０．３％ ３
Ｃ２ ０．３％ ４
Ｃ３ ０．３％ ５
Ｃ４ ０．５％ ３
Ｃ５ ０．５％ ４
Ｃ６ ０．５％ ５
Ｃ７ ０．８％ ３
Ｃ８ ０．８％ ４
Ｃ９ ０．８％ ５

２．２．２　２ｎ花粉的统计与纯化
２ｎ花粉的统计与纯化，分别按照不同处理收集

获得的花粉，并混合均匀，每个处理取少量花粉做５
个临时涂片，每个涂片观察５个视野，测量视野内花
粉的直径，Ａ１表示花粉粒直径 ｄ＜２５μｍ范围；Ａ２
表示２５μｍ＜ｄ＜３７５μｍ；Ａ３表示３７５μｍ＜ｄ＜
５０μｍ；Ａ４表示ｄ＞５０μｍ。分别统计每个处理中获
得的各级花粉数量及所占比例并分析［１１］。研究表

明直径大于３７μｍ的花粉为染色体未减数的２ｎ花
粉［５，７，１７］，因此本试验中 Ａ３和 Ａ４级花粉为 ２ｎ花
粉。

３　结果与分析

３．１　不同水培时间及不同浓度秋水仙碱的诱导效
果

将采集的美洲黑杨雄花枝移入温室进行水培，

水培３ｄ后花序开始伸长，即开始进行美洲黑杨２ｎ
花粉的诱导，分别在水培３ｄ、４ｄ、５ｄ时利用０３％、
０５％、０８％的秋水仙碱处理美洲黑杨雄花芽，结果

表２ 诱导美洲黑杨各级花粉数及百分率

编号 样本数 Ａ１花粉数 Ａ２花粉数 Ａ３花粉数 Ａ４花粉数 Ａ１百分率（％） Ａ２百分率（％） Ａ３百分率（％） Ａ４百分率（％）
Ｃ１ ２５ ３６ １３８ ２９ １ １８ ６８ １４ ０．５
Ｃ２ ２５ ５０ １９３ １２ ２０ ７６ ５ ０．０
Ｃ３ ２５ １５ １２９ ６ １０ ８６ ４ ０．０
Ｃ４ ２５ ４５ １２３ ４８ ３ ２１ ５６ ２２ １．４
Ｃ５ ２５ ３１ １３１ ２０ １ １７ ７２ １１ ０．５
Ｃ６ ２５ ２２ １６４ １２ １１ ８３ ６ ０．０
Ｃ７ ２５ １４８ ３１４ １２ ３１ ６６ ３ ０．０
Ｃ８ ２５ １０ ７１ ３ １２ ８５ ４ ０．０
Ｃ９ ２５ ７６ ２６０ １２ ２２ ７５ ３ ０．０
注：Ａ１表示花粉粒直径ｄ＜２５μｍ范围；Ａ２表示２５μｍ＜ｄ＜３７５μｍ；Ａ３表示３７５μｍ＜ｄ＜５０μｍ；Ａ４表示ｄ＞５０μｍ。
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图１　经秋水仙碱处理的不同级别的美洲黑杨花粉

显示，水培３ｄ，４ｄ，５ｄ后利用０３％，０５％，０８％
的秋水仙碱进行处理，均得到了一定比例的２ｎ花
粉，其中水培３ｄ后利用０５％的秋水仙碱进行处理
获得的２ｎ花粉数量最多，获得直径３７５μｍ＜ｄ＜
５０μｍ的Ａ３级花粉百分率为２２％，获得直径为 ｄ
#

５０的Ａ４级花粉百分率为１４％（表２）。
３．２　美洲黑杨２ｎ花粉诱导方差分析

从表３方差分析结果来看，处理时间及秋水仙
碱浓度对美洲黑杨２ｎ花粉的诱导影响均较大，达到
极显著水平，因此在利用秋水仙碱进行美洲黑杨大

花粉的诱导的过程中，不仅要注意处理时间的把握，

同时也要选择合适的秋水仙碱浓度，本试验结果表

明，水培３ｄ时利用０．５％的秋水仙碱溶液对美洲黑
杨雄花芽进行处理得到的２ｎ花粉最多。

表３ 不同处理所得２ｎ花粉方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 ｐ值
秋水仙碱浓度 ６．６１５ ２ ３．３０７ １９．２５０ ０．０００
水培时间 ３．９４５ ２ １．９７３ １１．４８１ ０．００１
误差 ２．７４９ １６ ０．１７２
总变异 １７．１８９ ２６ 　 　 　

４　结论与讨论

本试验研究结果表明，水培３ｄ时利用０５％的
秋水仙碱溶液对美洲黑杨雄花芽进行处理得到的

２ｎ花粉最多，获得 Ａ３级（３７５μｍ＜ｄ＜５０μｍ）花
粉的百分率为２２％，Ａ４级（ｄ

#

５０）花粉的百分率
为１４％。与毛新杨一样只要是在水培４０ｈ左右，
花序微露至花序伸出鳞片１／４之前处理，均能取得
较好的加倍效果的研究结果一致［７］；而与李开隆诱

导大青杨花粉染色体加倍的最佳诱导时间为水培后

４ｄ的研究结果略有不同［１１］。可能是由于不同品种

杨树的花粉母细胞减数分裂进程不同。

据朱之悌院士观测，毛白杨雄株花粉中，除那些

扁小、空瘪、无核等败育花粉外，均可观察到有大花

粉粒的广泛存在，并混杂在众多的小花粉粒中，但大

花粉粒直径要超过小花粉粒１倍以上，很容易识别；
大花粉粒直径变动在３５μｍ～４５μｍ之间，疑为未
减数的二倍体花粉［１６］。据 Ｅｉｎｓｐａｈｒ和 Ｍａｓｈｋｉｎａ经
验，直径大于３７μｍ的花粉为染色体未减数的２ｎ
花粉［１７］。张志毅等研究表明２ｎ花粉粒直径远远大

９３４期 赵鑫闻：利用秋水仙碱诱导美洲黑杨２ｎ花粉的初步研究 　　



于正常的单倍体花粉粒，约在 ３７μｍ以上［５］。康向

阳经发芽镜检，其染色体数为３８，一般的正常毛白
杨单倍体花粉染色体数为１９［７］。通过光学显微镜
测定，经过加倍处理的美洲黑杨花粉直径通常在１５
μｍ～４５μｍ之间，因此我们要根据其花粉直径的大
小进行分级研究，我们将直径大于３７μｍ的花粉作
为大花粉的标志加以统计，得到的Ａ３和Ａ４级花粉
极有可能是２ｎ花粉。下一步我们将对其进行鉴定
研究。得到的２ｎ花粉也有可能是天然大花粉，但其
数量较少，而且每个处理中都有可能产生天然大花

粉，不影响试验结果，因此在本试验中没有设计对

照。

人工诱导花粉染色体加倍途径获取杨树多倍体

是最简洁、可靠的途径之一［７］。利用秋水仙碱或高

温等诱导方法获得的２ｎ雌雄配子在欧洲山杨、美洲
山杨、香脂杨、毛新杨、银腺杨、青杨、大青杨等杨树

中，均已获得三倍体植株［４－１７］。杨树多倍体植株通

常在一些性状上优于二倍体［１８］。具体表现在巨大

性、抗性和一些生理结构的变化，例如生长量增加、

抗寒、抗旱、抗病虫害、器官大小、成分含量等［１９］。

欧洲山杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｅｍｕｌａ）三倍体比二倍体生长
快３０％［２０］，材积为二倍体的１．３５倍［２１］。我国选

育的毛白杨（Ｐ．ｔｏｍｅｎｔｏｓａ）异源三倍体最优无性系
（Ｂ３０１）单株材积是自然二倍体的３．５倍（８ａ生时）
［１８］。三倍体欧洲山杨抗干旱和瘠薄性能较其亲本

二倍体有明显的优势，并且还有较强的抗病虫害的

能力［２２］。实践证明倍性育种是对杨树进行遗传改

良的有效途径。
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