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一种高效的蚕豆染色体加倍方法探讨
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摘要：为解决传统植物染色体加倍方法效率低、费工费时、中期分裂相细胞少等问题，采用４种质量浓
度秋水仙素对蚕豆侧根进行处理，检测加倍效果。结果表明，以０．５～１．０ｃｍ长的蚕豆侧根为材料，
用０．１０ｍｇ／ｇ的秋水仙素处理４８ｈ时，根尖的膨大率最高，为９２．９４％，膨大根尖中部至根冠区的细
胞诱导率为２８．２０％，显著高于中部至伸长区。侧根平均８条，与传统的主根加倍方法相比，工作效率
提高了８倍，且显微镜下观测到的中期分裂相细胞更多。因此，该方法不仅适合植物染色体加倍试验
的教学，也为其他植物的染色体加倍提供了借鉴。
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　　目前，植物染色体加倍试验多以洋葱、大蒜或蚕

豆为材料，秋水仙素为诱变剂。秋水仙素是一种生

物碱，味苦，有毒。洋葱体积大，受季节限制多经冷

藏或辐射处理，出根率较低，培养所需时间久，分裂

相旺盛期持续时间短且不明显。大蒜体积小，须根

多，劳动效率较高，但细胞小，染色体多，不易分辨；

而且以低浓度秋水仙素处理时，加倍的细胞少，高浓

度处理时，根又易褐化、腐烂，对加倍方法要求较高。

蚕豆体积小，染色体大而数目少，培养时间短，既不

受季节限制，又取材方便，效果也相对较好［１］。因

此，蚕豆是植物染色体加倍试验的理想材料。传统
蚕豆染色体加倍方法用秋水仙素处理主根，以膨大

的根尖整体制片观察，检测到的中期分裂相细胞不

仅较少，也增加了试验成本和试验人员的劳动强度，
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制约了蚕豆在染色体加倍试验中的广泛应用。因
此，开发一种简单、高效、环保型植物染色体加倍方
法具有重要意义。本研究针对传统试验存在的缺
陷，以蚕豆侧根为处理对象，以膨大根尖的中部至根
冠区部位为观测区，获得了较为理想的试验效果，报
道如下。

１　材料和方法

１．１　试验材料
蚕豆种子购于重庆北碚天生桥市场。

１．２　处理设置与染色体加倍
将无霉变、无虫害的蚕豆种子用清水冲洗干净，

浸泡２４ｈ后平铺于含３层湿纱布的瓷盘中，并用

３层湿纱布覆盖。２５℃下培养至主根长１ｃｍ时，切
掉根尖培养侧根，待根长０．５ｃｍ时，分成５组，每组

２０粒萌发种子，放入直径为１２０ｍｍ的培养皿中。

加入质量浓度分别为０．０５、０．１０、０．５０、１．００ｍｇ／ｇ
的秋水仙素，以清水处理为对照，２５℃下继续培养。

在培养１２、２４、３６、４８、６０、７２ｈ时分别检测膨大侧根
数和总侧根数，计算膨大率。处理结束后，用自来水
将供试材料冲洗干净，于上午８：００－９：００时剪下侧
根置冰水混合物中，１～４℃下处理２４ｈ，再用卡诺
氏固定液Ⅰ（无水乙醇∶冰醋酸＝３∶１）固定２４ｈ，

然后用９５％、８０％、７０％的乙醇逐级漂洗，直至无醋
酸气味后置７０％乙醇中，４℃保存。

膨大率 ＝ 膨大的侧根数／观察总侧根数 ×
１００％。

１．３　细胞学鉴定
根据形态特征，切取鼓槌状根尖膨大部分。以膨

大部位中央为基准线把材料分为两部分，区段Ⅰ为中
部至根冠区，区段Ⅱ为中部至伸长区，常规制片法压片
制标本。具体如下：１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ　６０℃解离１５
ｍｉｎ后，蒸馏水漂洗干净，置于载玻片上，滴１滴改
良石碳酸品红染色液，捣碎组织并染色５ｍｉｎ左右，

烤片，盖上盖玻片，敲片。显微镜下随机观察６０个
细胞，统计分析诱导率。

诱导率＝中期分裂相细胞数／总的观察细胞
数×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同质量浓度秋水仙素对蚕豆侧根生长的影响
据测定，２５℃下清水处理的蚕豆侧根在７２ｈ内

增长了２．４ｃｍ，而０．０５、０．１０、０．５０、１．００ｍｇ／ｇ的秋
水仙素处理后，侧根增长量分别为２．１０、０．５０、

０．４０、０．３７ｃｍ，均低于清水对照。０．１０、０．５０、１．００
ｍｇ／ｇ秋水仙素处理的蚕豆侧根生长均缓慢，３个质
量浓度之间差异不明显（图１），表明秋水仙素对蚕
豆侧根的生长具有明显的抑制作用。

图１　不同质量浓度秋水仙素对蚕豆侧根生长的影响

２．２　秋水仙素对根尖膨大率的影响
用０．０５、０．１０、０．５０、１．００ｍｇ／ｇ的秋水仙素处

理１２ｈ时，未检测到膨大的蚕豆根尖；２４ｈ时，蚕豆
根尖的膨大率分别为３２．１８％、６７．６７％、６５．６７％、

６１．１７％；４８ｈ 时达到最大值，分别为 ７４．４４％、

９２．９４％、８０．３０％、７９．６０％；其后，各质量浓度下的
蚕豆根尖膨大率逐渐下降。清水处理的蚕豆根尖自
始至终未见膨大（图２）。

图２　秋水仙素质量浓度和处理时间对
蚕豆侧根根尖膨大率的影响

２．３　秋水仙素对蚕豆侧根中期分裂相的影响
由图３可见，蚕豆主根根尖切除后，侧根大量长

出，一般８～１０条。秋水仙素处理后，与对照相比，

根尖明显变大，呈鼓槌状，染色体具有不同程度的加
倍。把膨大的根尖分为区段Ⅰ与区段Ⅱ（图３Ｃ）。

在０．０５、０．１０、０．５０、１．００ｍｇ／ｇ　４种秋水仙素质量
浓度处理下，蚕豆根尖在区段Ⅰ的诱导率分别为

８．１９％、２８．２０％、２２．５０％和１９．８３％，在区段Ⅱ的
诱导率分别为２．０３％、１９．２０％、１１．４０％、２．２１％，

０．１０ｍｇ／ｇ的秋水仙素诱导率为最高，与其他质量
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浓度相比，差异均达极显著水平（Ｐ＜０．０１，图４）。
区段Ⅰ与区段Ⅱ相比，４种质量浓度处理下，均为区
段Ⅰ的诱导率较高，且差异也均达到了极显著水平

（图５）。以上结果显示，０．１０ｍｇ／ｇ质量浓度的秋
水仙素处理蚕豆侧根，利用区段Ⅰ进行制片观察，效
果较好。

３　讨论
秋水仙素是一种生物碱，能抑制有丝分裂，破坏

纺锤体，使染色体停滞在分裂中期，导致细胞不分
裂；但当质量浓度很低时，却能加快染色体运动，使
其更快到达两极，因此，适宜质量浓度的秋水仙素是
植物染色体加倍试验的关键。在染色体加倍试验
中，需制片检测染色体数目以确定是否加倍，处于中
期分裂相的细胞染色体易于观察统计。因此，在植
物染色体加倍试验中，观察到的中期分裂相细胞越
多，试验效果越好。通常，植物染色体加倍试验选用
的材料有洋葱、大蒜、黑麦和蚕豆，洋葱和大蒜各１６
条染色体，黑麦１４条，蚕豆１２条。就染色体数目而
言，蚕豆是最适合染色体倍性观察的材料，其次为黑
麦，最后是洋葱和大蒜。进行染色体加倍，不同材料
需要的秋水仙素质量浓度不同，一般认为，黑麦为

１．５０ｍｇ／ｇ［２］，洋葱为２．００ｍｇ／ｇ［３］，大蒜为０．１０
ｍｇ／ｇ［４］，蚕豆主根为０．５０ｍｇ／ｇ［５］或１．００ｍｇ／ｇ［６］。
本试验采用梯度处理的方式，发现０．０５ｍｇ／ｇ的秋
水仙素对蚕豆侧根的生长基本没有抑制作用，０．１０、

０．５０、１．００ｍｇ／ｇ的具有极显著影响，但３个质量浓
度之间的抑制力无显著差异。鉴于秋水仙素有剧
毒，因此认为，０．１０ｍｇ／ｇ质量浓度的秋水仙素处理
蚕豆侧根效果较好，与传统的蚕豆主根处理相比，秋
水仙素质量浓度降低了５～１０倍。
在秋水仙素处理黑麦根尖试验中，中期分裂相

细胞随时间延长和浓度增加呈先增后减的变化过

程［７］。本研究中，蚕豆侧根的膨大率也出现了一个
先增后减的过程，均在４８ｈ时达到顶峰，这与前人
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以蚕豆主根为材料的处理结果一致［５－６］。处理质量
浓度之间相比，０．１０ｍｇ／ｇ下的膨大率最高，处于中
期分裂相的细胞也最多。同时发现，区段Ⅰ的中期
分裂 相 细 胞 显 著 多 于 区 段 Ⅱ。因 此 认 为，

０．１０ｍｇ／ｇ质量浓度的秋水仙素处理蚕豆侧根效果
较好，且最佳观测区为根尖膨大部位中部至根冠区，
这一方法是否也适用于洋葱、大蒜、黑麦等材料，有
待进一步研究。
蚕豆侧根约８～１０条，与１条主根相比，试验效

率至少提高了８倍。侧根处理的最佳秋水仙素质量
浓度为０．１０ｍｇ／ｇ，仅为传统处理质量浓度（０．５～
１．００ｍｇ／ｇ）的１／５～１／１０，极大降低了对环境和研
究人员的危害。蚕豆根尖膨大部位，中部至根冠区
的中期分裂相细胞显著多于中部至伸长区，因此，利
用区段Ⅰ检测染色体倍性比传统的利用整个膨大根
尖效果更好。本方法具有简便、高效、低污染、效果
好等优点，在植物遗传学染色体加倍试验中具有广
泛的应用价值，同时也为其他植物多倍体的创制提
供了借鉴。
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