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越橘“Legacy”离体培养及
秋水仙素诱变研究初报①
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摘要:以越橘栽培品种“Legacy”茎段为外植体建立离体快繁体系后,研究了秋水仙素处理对“Legacy”组培苗的诱

变影响．结果表明:４℃低温冷藏茎段２４h后,用０􀆰１５％ HgCl２ 消毒８min,可获得越橘“Legacy”无菌材料．０􀆰１０％
秋水仙素浸泡茎尖２４h诱变效果最佳,变异率达到１０％,变异株均为嵌合体．０􀆰０５％秋水仙素处理茎尖２４h后,

继代后代增殖率与对照植株呈极显著差异,继代后代之间无显著性差异,其他越橘品种并没有表现出此现象．
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越橘又称蓝莓、蓝浆果,为杜鹃花科(Ericaceae)越橘属(Vacciniumspp􀆰)灌木．果实为蓝色浆果,具

有很高的营养价值和药用价值,富含多种维生素、微量元素及花青素、黄酮等生理活性成分[１]．越橘原

产北美,为世界最大栽培区．目前越橘属植物在全世界约４５０种以上,我国约有９０种、２４变种、２亚种,
南北方均有野生资源分布,主要在西南、华南及东北地区[２]．越橘对土壤选择性很强,适宜栽培在酸性

土壤中．目前我国北方栽培的越橘品种和面积均较南方多,适应我国南方气候特点的越橘品种大多果实

较小,但长势较旺．具有北高丛和南高丛遗传物质的越橘品种“Legacy”果实大、口感好,适合鲜食;果实

易贮藏,便于运输．“Legacy”已引进重庆并适应性栽培达５年,表现出抗病性中等、长势中庸、果实较大

且品质较好等特点．
多倍体具有巨大型、抗病性强、适应性广、生长旺盛等优点[３]．离体培养与秋水仙素诱导多倍体相结合

较常规杂交育种而言周期短,能够较快地得到植物新品种．本试验研究越橘品种“Legacy”外植体预处理及

消毒方法,建立越橘品种“Legacy”组培快繁体系;并研究秋水仙素处理离体茎尖的初步诱变效果,为越橘

“Legacy”倍性育种提供基础数据和材料储备．

１　材料与方法

１􀆰１　材　料

本试验材料选用越橘品种“Legacy”(２n＝２x＝２４)．离体茎段取自西南大学园艺园林学院园林植物与栽

培育种实验室苗圃地．
初代培养基及增殖培养基均为改良 wpm 基本培养基＋０􀆰７５mg/L的玉米素(Zeatin,ZT),２０g/L的
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蔗糖,５􀆰２g/L的琼脂,pH＝５􀆰０．
１􀆰２　方　法

１􀆰２􀆰１　无菌体系建立

选取生长旺盛,腋芽饱满的一年生半木质化枝条作为外植体．剪取枝条后在４℃下冷藏预处理,设置

时间梯度为０,１,２,３d,保持枝条湿润．处理完成后,剪成５cm 左右茎段．用洗衣粉清洗茎段表面１０min,
再用流水冲洗茎段１h以上[４]．将冲洗好的茎段置于超净工作台上用７５％乙醇浸泡２０s,无菌水冲洗４~５
次,然后用０􀆰１５％ HgCl２ 消毒５,８,１２min,无菌水冲洗４~５次,用无菌滤纸将茎段表面的水分吸干,将

其剪成约１cm 左右的茎段,接种于配置好的培养基中．当芽萌发后,继代２~３次后进行诱变．
１􀆰２􀆰２　诱变方法

根据石佳、李宏平等人的相关研究[５－６]可知,浸渍法诱导植株的变异率及成活率均高于培养基添加法

和离体诱导法．因此本试验采用浸渍法诱导处理试验材料．
在超净工作台上将秋水仙素过滤灭菌,配置成０􀆰０５％,０􀆰１０％,０􀆰１５％,０􀆰２０％等４种浓度．选取生长健

壮的无菌组培苗,剪取茎尖约０􀆰５cm,分别浸泡在４种浓度的秋水仙素溶液中,后置于摇床(１００r/min)震
荡．处理时间为１２,２４,３６,４８h,处理温度为(２６±１)℃．处理完成后,用无菌水冲洗３~５次,再用无菌滤

纸将茎尖表面的水吸干,转接到不含秋水仙素的培养基中[７－８]．每组处理为５０株．
１􀆰３　秋水仙素处理对越橘组培苗的诱变研究

１􀆰３􀆰１　多倍体诱变

１􀆰３􀆰１􀆰１　形态鉴定

植物性状变化(叶、芽、茎、花、果实)是鉴定多倍体最直接、最直观、最简便的方法,也是最粗略的方

法[９]．通过观察处理后的植株茎叶变化:茎增粗、节间变短、叶色变深、叶表皮毛增多等外部形态特征变

化,初步筛选出可能变异的植株进行细胞学鉴定．
１􀆰３􀆰１􀆰２　叶片气孔特征

撕取植株叶片下表皮制片,用１％碘 碘化钾染色５min后在LeicaDM１０００光学显微镜下观察保卫细

胞长度、宽度及气孔数目．
１􀆰３􀆰１􀆰３　染色体计数

采用去壁低渗 火焰干燥法[１０]进行制片:上午９－１１点剪取茎尖或茎旁幼叶,将材料放入０􀆰００２％
的８ 羟基喹啉中遮光处理５h,用去离子水冲洗两次,转移到固定液(V(甲醇)∶V(冰醋酸)＝３∶１)中
固定２４h,冲洗材料直到没有固定液气味,将材料转移到酶溶液(６％纤维素酶＋１􀆰２％果胶酶,pH＝
５􀆰５)中,在２５~３０℃下酶解３􀆰５h,用去离子水冲洗材料后浸泡在去离子水中１０min,再固定１h,敲

片,用 Na２HPO４ 预染４５min,用５％ Giemsa染液(pH＝７)染色５min,镜检．
１􀆰３􀆰２　诱变后植株生长情况观察

观察经秋水仙素诱变后植株的生长情况,观察记录生长数据,与二倍体对照进行比较．

２　结果与分析

２􀆰１　冷藏预处理与消毒时间对外植体污染率及成活率的影响

接种３~７d后,未彻底消毒的带菌外植体腋芽处或培养基上会出现多种菌落．７５％乙醇和０􀆰１５％升汞

在灭菌的同时也会使茎段褐化死亡．分别在１５d和３０d后统计污染率与存活率(表１)．与对照组相比,外

植体冷藏预处理后污染率降低,存活率增加．从污染率和存活率两方面综合考虑,本试验选取灭菌处理组

合为预处理１d后用０􀆰１５％的 HgCl２ 消毒８min．
２􀆰２　秋水仙素对越橘组培苗的诱变研究

２􀆰２􀆰１　秋水仙素对多倍体诱导及细胞学鉴定

经秋水仙素处理３５d后茎尖干枯呈黑褐色停止生长并死亡为统计死亡率的标准;通过形态鉴定统计
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形态变异率;以去壁低渗 火焰干燥法[１０]对形态变异植株进行染色体计数,统计变异率．
表１　冷藏预处理与消毒时间对外植体的影响

冷藏预处理时间/

d

消毒时间/

min

接种数/

个

污染数/

个

污染率/

％

存活数/

个

存活率/

％
０ ５ ３０ ２８ ９３􀆰３ ２ ６􀆰７

８ ３０ １３ ４３􀆰３ １２ ４０􀆰０
１２ ３０ ９ ３０􀆰０ ５ １６􀆰７

１ ５ ３０ ２５ ８３􀆰３ ４ １３􀆰３
８ ３０ ８ ２６􀆰７ ２０ ６６􀆰７

１２ ３０ ４ １３􀆰３ ７ ２３􀆰３

２ ５ ３０ ２３ ７６􀆰７ ４ １３􀆰３
８ ３０ ８ ２６􀆰７ １６ ５３􀆰３

１２ ３０ ４ １３􀆰３ ８ ２６􀆰７

３ ５ ３０ ２０ ６６􀆰７ ３ １０
８ ３０ ８ ２６􀆰７ １２ ４０􀆰０

１２ ３０ ３ １０􀆰０ ８ ２６􀆰７

　　取二倍体和全部形态变化明显的越橘茎尖,进行染色体数目计数．结果显示,越橘“Legacy”二倍体细

胞染色体数目为２n＝２x＝２４;经诱导的植株出现了加倍现象,即染色体数为２n＝４x＝４８(图１);同时诱导

后植株均表现为嵌合体,即二倍体细胞与四倍体细胞混合生长．统计变异株中多倍体细胞的比例,发现多

倍体细胞最高为４９􀆰０６％．
随着秋水仙素的质量浓度增加,其对植株的毒害作用增加,死亡率升高．在低质量浓度情况下,随

着处理时间增加,形态变异率和变异率增高,但时间大于３６h后植株形态变异率和变异率降低．其中经

０􀆰１０％秋水仙素处理,越橘的变异率相对较高,处理２４h后形态变异率为１６％,变异率为１０％,诱导

效果最佳(表２)．

图１　二倍体与四倍体染色体数目比较

２􀆰２􀆰２　秋水仙素对越橘组培苗增殖影响

０􀆰０５％秋水仙素处理２４h,越橘茎尖恢复生长后,表现出分枝量明显增多的现象(图２)．该现象继代４
代后仍不消失．分枝能力增强的现象并未随着继代次数的增多而减弱．统计分析表明(表３),处理后萌芽数

与增殖率均与对照植株在１％水平呈现极显著差异,继代各代之间萌芽数与增殖率均无显著差异．处理后

的植株后代生长中均出现茎杆变红的现象．
在试验过程中发现此现象后,取本实验室中已有的越橘组培苗品种Sharpblue和 M５,采用本试验中各

个质量浓度的秋水仙素浸泡２４h,对存活植株的后代继代培养,同样出现茎杆变红的现象,但并未发现诱
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变处理后出现分枝量明显增多的植株(表４)．石佳、李宏平等人的相关研究[５－６]中也未见对此现象的报道．
越橘“Legacy”茎尖在低浓度秋水仙素诱变处理后,表现出连续多代分枝能力、生长势增强的现象．引发此

现象的具体原因有待进一步研究．
表２　不同秋水仙素质量浓度和处理时间对越橘组培苗的影响

秋水仙素的质量

浓度/(mg􀅰L－１)

处理

时间/h

处理茎

尖数/个

死亡

数/个

死亡

率/％

形态变

异数/个

形态变

异率/％

嵌合体

数/个

变异

率/％
０ ０ ５０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

０􀆰０５ １２ ５０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２４ ５０ １５ ３０ ０ ０ ０ ０
３６ ５０ ２３ ４６ １ ２ ０ ０
４８ ５０ ３５ ７０ ０ ０ ０ ０

０􀆰１０ １２ ５０ １７ ３４ ４ ８ ４ ８
２４ ５０ ２４ ４８ ８ １６ ５ １０
３６ ５０ ３０ ６０ ２ ４ ２ ４
４８ ５０ ３８ ７６ ０ ０ ０ ０

０􀆰１５ １２ ５０ ２０ ４０ ３ ６ ２ ４
２４ ５０ ３２ ６４ ２ ４ １ ２
３６ ５０ ３８ ７６ ０ ０ ０ ０
４８ ５０ ４６ ９２ ０ ０ ０ ０

０􀆰２０ １２ ５０ ２８ ５６ １ ２ ０ ０
２４ ５０ ３５ ７０ ０ ０ ０ ０
３６ ５０ ５０ １００ ０ ０ ０ ０
４８ ５０ ５０ １００ ０ ０ ０ ０

图２　秋水仙素诱变株与对照株增殖情况对比

表３　秋水仙素对越橘“Legacy”丛生芽增殖影响

继代数/

次

接种数/

个

萌芽数/

个

增殖率/

个
生　长　情　况

Ck ８ ２５􀆰１０±２􀆰０７９bB ３􀆰１４±０􀆰２６０bB 茎杆绿,生长正常,愈伤正常约０􀆰４cm

１ ８ ５４􀆰６０±２􀆰７５７aA ６􀆰８３±０􀆰３４５aA
２ ８ ５３􀆰３０±４􀆰５４７aA ６􀆰６６±０􀆰５６８aA 茎杆变红但未增粗,分蘖多,叶绿,

３ ８ ５３􀆰４０±５􀆰３５８aA ６􀆰６８±０􀆰６７０aA 愈伤增大约０􀆰７cm
４ ８ ５４􀆰２０±４􀆰１８５aA ６􀆰７８±０􀆰５２３aA

　　注:a,b表示p＜０􀆰０５差异性分析,A,B表示p＜０􀆰０１差异性分析．
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表４　秋水仙素对越橘“Sharpblue”“M５”丛生芽增殖影响

品　种
接种数/

个

萌芽数/

个

增殖率/

个
生　长　情　况

Sharpblue对照 ８ １７􀆰１０±０􀆰７３８a ２􀆰１４±０􀆰０９２a 茎杆绿,生长正常,愈伤正常约为０􀆰４cm
Sharpblue处理 ８ １７􀆰５０±０􀆰８５０a ２􀆰１９±０􀆰１０６a 茎杆变红,生长开始较慢逐渐恢复正常,愈伤正常约为０􀆰４cm

M５对照 ８ １５􀆰９０±０􀆰９９４b １􀆰９９±０􀆰１２４b 茎杆绿,生长正常,愈伤正常约为０􀆰４cm
M５处理 ８ １６􀆰１８±１􀆰０７９b ２􀆰０２±０􀆰０４１b 同sharpblue处理株

　　注:a,b表示p＜０􀆰０５差异性分析,A,B表示p＜０􀆰０１差异性分析．

２􀆰３　二倍体与变异株特征比较

２􀆰３􀆰１　植株的形态观察

经过秋水仙素处理后的越橘植株均为嵌合体,称为变异株．与二倍体对照比较,变异株外部形态呈现

明显变化:叶片颜色变深;茎顶端、新叶表皮毛增多(图３);典型的器官巨大性(图４);生长缓慢．茎直径、

叶宽、叶厚及叶形指数等在１％水平差异极具有统计学意义,叶长在５％水平差异具有统计学意义(表５)．

图３　变异株与对照株叶表皮毛对比

图４　变异株与对照株茎叶形态对比

表５　对照株与变异株茎、叶显著性比较

组别 茎粗/mm 叶厚/mm 叶长/mm 叶宽/mm 叶形指数

对照株 ０􀆰５３±０􀆰０２５bB ０􀆰１０±０􀆰００９bB ６􀆰１２±０􀆰４５０bA ３􀆰６５±０􀆰２７５bB １􀆰６８±０􀆰０８１bB
变异株 ０􀆰７５±０􀆰０２０aA ０􀆰１７±０􀆰０１４aA ６􀆰４７±０􀆰２２４aA ４􀆰３５±０􀆰１７９aA １􀆰４９±０􀆰０４９aA

　　注:a,b表示p＜０􀆰０５差异性分析,A,B表示p＜０􀆰０１差异性分析．

２􀆰３􀆰２　下表皮叶片气孔特征比较

由表６可知,对照株与变异株保卫细胞长度、宽度和气孔数目差异均极具有统计学意义．其中保卫细
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胞平均长度增加１６􀆰３％;平均宽度增加１９􀆰３％．在１０×４０倍镜下视野里的平均气孔数目减少２４􀆰１％．变异

株的气孔密度降低、保卫细胞明显增大(图５)．
表６　对照株与变异株气孔差异显著性比较

组　别 保卫细胞长度/μm 保卫细胞宽度/μm 气孔数目/个/１０×４０

对照株 ３０􀆰７５±１􀆰６８７bB ２０􀆰２５±１􀆰８４５bB ３０􀆰７０±０􀆰９４９bB
变异株 ３５􀆰７５±１􀆰２０８aA ２４􀆰１５±０􀆰６５８aA ２３􀆰３０±１􀆰７６７aA

　　注:a,b表示p＜０􀆰０５差异性分析,A,B表示p＜０􀆰０１差异性分析．

图５　对照株与变异株气孔形态比较(１０×１００)

２􀆰３􀆰３　变异株生理指标检测

所测的三项生理指标,对照株与变异株在１％水平差异极具有统计学意义(表７)．变异株叶绿素含量高

于对照株,说明变异株植株光合作用强于对照株,变异株叶片颜色加深与叶绿素含量增加有关．变异株可

溶性糖含量增加、丙二醛含量降低,说明变异株较对照株抗逆性强．
表７　对照株与变异株三项生理指标比较

组　别 叶绿素含量/(mg􀅰g－１) 可溶性糖/％ 丙二醛/(μmol􀅰g－１)

对照株 ３􀆰９９±０􀆰０８５bB ４􀆰２９±０􀆰０５４bB ２􀆰４２±０􀆰０５４aA
变异株 ４􀆰５６±０􀆰０７４aA ４􀆰７８±０􀆰１１６aA １􀆰７９±０􀆰０４２bB

　　注:a,b表示p＜０􀆰０５差异性分析,A,B表示p＜０􀆰０１差异性分析．

３　结论与讨论

低温处理可降低外植体的呼吸强度,减少物质消耗,从而延长外植体寿命[１１]．本试验中４℃低温保存

使越橘外植体污染率降低,推测有效的低温预处理有可能降低外植体污染率．
秋水仙素诱导在多倍体育种中应用广泛且效果明显[１２－１３]．“Legacy”在０􀆰１０％秋水仙素处理２４h时植

株死亡率为４８％,变异率为１０％,诱导效果最佳．
“Legacy”在０􀆰０５％秋水仙素处理植株２４h后,少数组培苗分枝能力、增殖系数显著增加,细胞学研究发

现其变异率并未提高．此现象并未随着继代次数的增加而衰减．越橘的其他品种中尚未有此现象的报道,因此

其产生原因需进一步探索研究．此组培苗生根移栽后分枝能力及生长势的田间表现有待进一步试验观察．
经秋水仙素处理后的植株在生长过程中,叶片颜色变深,叶表皮毛增多,出现畸形叶,植株生长缓慢,

叶明显增大,茎增粗,各项生理指标与对照差异均极具有统计学意义．采用秋水仙素处理时嵌合率较高,需

要将嵌合体分离以获得较为纯合的多倍体植株．下一步将获得的嵌合体植株分离纯化成四倍体植株后,炼

苗移栽,进一步观察其田间性状表现,筛选出植株健壮、抗性强、生长势强的多倍体植株．
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TissueCultureofVaccinium L􀆰cv􀆰 “Legacy”and
MutagenicEffectsofColchicine

LIXueＧsong,　ZHAO　Kang,　LI　Ling
SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１６,China

Abstract:Plantregenerationsystemofcultivar“Legacy”ofVaccinium L􀆰 wasestablishedinanexperiＧ
ment,inwhichthestemsegmentsofthecultivarwereusedasexplantsandthencolchicineimmersionwas
madeoftheculturedplantsforpolyploidyinduction．Asepticplantswereobtainedbykeepingtheexplants
incoldstorage(４℃)for２４handdisinfectingthemin０􀆰１５％ HgClfor８min．Soakingshoottipsfor２４h
with０􀆰１０％colchicinegavethebestmutagenesis,withavariationrateof１０％．ThevariantswereallchiＧ
meras．Soakingshoottipsfor２４hwith０􀆰０５％colchicinegaveamultiplicationrateofsubculturesignifiＧ
cantlydifferentfromthatofthecontrolgroup．Suchaphenomenonwasnotdetectedinothercultivarsin
thisstudy．
Keywords:Vaccinium L􀆰;invitroculture;colchicine;polyploid
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