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植物染色体倍性鉴定方法研究进展
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摘 要： 对植物染色体倍性的间接、 直接鉴定方法进行了综述， 并对各种方法的优越性和不足之处进行了评
述. 指出植物染色体倍性鉴定应因陋就简， 多采用早期鉴定和破坏性较小的鉴定方法， 同时各种鉴定方法综
合运用， 对不同植物采用不同的鉴定办法， 为育种实践服务.
关键词： 染色体； 倍性鉴定； 流式细胞仪
中图分类号：Q-31 文献标识码：A 文章编号：1007-7847（2009）05-0453-06

Progresses on Determination of Cell Chromosome
Ploidy Level of Plants

TAO Di-hui1，LI Xiao-hong2，WANG Li-qun2，ZHOU Jie-liang1，
CHEN Yong1，HUO Wen-gen3

（1. College of Biological and Electromechanical Polytechnic，Changsha 410127，Hunan，China；2. Crop Institute，Hunan Academy
of Agricultural Sciences，Changsha 410125，Hunan，China；3.Miluo Agriculture Bureau，Miluo 414400，Hunan，China）

收稿日期： 2009-03-18；修回日期： 2009-05-28
作者简介： 陶抵辉（1965-），男，湖南宁乡人，湖南生物机电职业技术学院研究员，湖南农业大学博士研究生，主要从事农作物遗传育
种、栽培教学及研究，Tel：0731-84637015，E-mail：dihuicn@126.com.
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植物染色体倍性现象在自然界普通存在［1］，

单倍体及其加倍后的二倍体系（DH）在遗传上是
一致的［2］，单倍体及其 DH系在植物细胞学、作
物遗传及育种上具有重要作用，可加速育种进

程，缩短育种周期，提高选育效益［3］. 基因加倍
（Gene duplication）被认为是植物进化的加速器［4］，

染色体数的增加及其引起的基因冗余被认为是

真核生物（尤其是有花植物）进化的主要原动力［5］，

多倍体经常出现一些新的表型，如抗旱、无性生
殖、抗病虫、无核、花期、器官体积、生物量的
变化等，使其更适合自身或农业生产的需要［6］.
自 1937年人工诱导多倍体成功以来，多倍体育

种和应用进入了新的时代，倍性育种为农业生产

带来了可喜局面［7~9］. 倍性鉴定是倍性育种及其
应用的重要环节，如何应用最简便、有效且尽可
能早期鉴定出植株的倍性水平，可以大大减少育

种的工作量及盲目性，降低成本，加速育种进

程，在农作物倍性育种中具有重要意义. 本文对
各种倍性鉴定方法进行了综述，并对其优缺点进

行了评述.

1 间接鉴定法

1.1 形态鉴定
根据植株器官如根、茎、叶、花、果实、种
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子的形态、颜色等在各倍性之间的差异来进行倍
性识别. 一般情况下多倍体较之相应的二倍体植
株根茎变粗、叶片变大加厚、叶色加深、叶形指
数变小、花果变大，种子形状大小改变、叶色及
花色改变等，在一些植物中可用来初步判断其倍

性水平. Compton和 Gray［10］研究发现子房直径、
雄花的花瓣和花粉囊直径、叶长与叶宽比是西瓜
倍性水平很好的标志，如四倍体西瓜子房直径是

二倍体的 1.4倍，而叶长与叶宽比却小于相应的
二倍体. 陈发棣等［11］诱导的四倍体菊花脑与二倍

体对照相比，主茎增粗、叶片加厚、加宽等. 郑
思乡等［12］观察离体培养条件下金鱼草多倍体表

现为叶色浓绿、叶片肥厚、质地粗糙，特别是花
大、花瓣厚、花色艳丽、花粉粒巨大等形态特征.
Einset ［13］、Einset 和 Imhofe ［14］已报道了由于亲本

染色体的加倍而出现了“大果”或“巨果”的苹果
芽变植株，茎干粗壮. 利用形态学鉴定倍性简
单、直观、快速，无需仪器设备，实用性强，对
熟悉该作物的人准确率也较高，工作量不大. 不
足之处是经验因素影响大，可能会因人而异，且

部分材料需在植株生长发育较晚时期才能鉴定，

使育种材料不能得到充分利用.
1.2 生理生化指标鉴定
植物倍性的差异引起生理特性的改变，导致

生理生化指标的相应改变，可作为鉴定植物倍性

的依据. 如持水量、渗透压、呼吸作用、含糖量、
维生素含量、矿物质含量、氨基酸含量、光合速
率、蒸腾速率及同工酶、酶带变化等.张建军等［15］

在研究莳菜时发现四倍体莳菜氨基酸含量比二

倍体高 9.35%，而四倍体番茄的 Vc含量都较相
应的二倍体含量高［16］. 程心旻等［17］对白术同源四

倍体及其二倍体过氧化物酶的比较研究发现，与

二倍体相比，白术四倍体 POD酶同工酶谱都出
现了一条新谱带 Rf 0.31，而且酶谱的其它谱带
也不尽相同；四倍体总过氧化物酶的活性变化也

很大. 郑思乡等［12］在研究金鱼草多倍体时发现，

四倍体 J-4的净光合速率、蒸腾速率、气孔导度
均比二倍体 J-2高，尤其是四倍体的净光合速率
比二倍体高 34.83%. 陈清华等［18］曾用过氧化物

酶和酯酶同工酶来检定二倍体（2x）、三倍体（3x）、
四倍体（4k）西瓜，结果表明四倍体的酯酶活性低
于二倍体. 马德伟［19］也认为甜瓜四倍体过氧化物

酶同工酶的活性低于二倍体. 然而，能够反映染
色体倍性的同功酶数量和灵敏性有限，并且同功

酶表达的多态性并不能完全代表染色体倍性的

差异，同时由于植株在不同的发育时期、不同组
织器官及不同生理状态，同工酶数量和活性均有

很大的变化，因此必经采集同一时期同一组织器

官并在相同条件下才能获得准确结果，这种鉴定

法由于局限性大而极少运用. 同样，其它生理生
化指标也具有相对性，在同一倍性水平的不同品

种间，也存在差异，依据生理生化指标仅能在一

些特定植物的特定指标上进行初步判断.
1.3 生育状况鉴定
许多植物经倍性化后，表现为生长缓慢、发
育迟缓、结实率降低、抗逆性增强等，可依此进
行植物倍性的初步判断. 笔者的研究表明（未发
表）：西瓜三倍体幼苗长势弱于二倍体和四倍体，

而成株期长势明显优于二倍体、四倍体；抗逆性
以三倍体最强，四倍体次之，二倍体相对较差；

结实率上差异明显，二倍体蜜宝单瓜产籽 200～
300粒，其同源四倍体 50～80粒，三倍体不结籽，
为无籽西瓜. 张振超等［20］在研究多倍体不结球白

菜时观察到四倍体结实率明显降低，抽薹较晚.
杨晓明等 ［21］在葡萄多倍体诱导中观察到诱变株

（多倍体）与其原红提相比，发根快、多发丛生
根、枝条生长旺盛、生长速度快，移栽温室后仍
表现出明显的生长优势. 刘文革等［22］对蜜枚西瓜

的二倍体、三倍体、四倍体采用不同浓度 NaCl
胁迫，发现不同倍性之间存在明显差异，四倍体

比二倍体具有更强的耐盐性. 刘惠吉等［23］研究发

现，四倍体白菜细胞的原生质水合度小、沾滞性
强，因而受环境的胁迫变化小，从而导致其抗热

性增强. 植物生长发育状况受遗传基因的控制，
倍性化后的植物虽然染色体序列没有改变，但存

在基因冗余、基因沉默、甲基比、基因重组、核
质互作等系列因素的影响，表现出不同的生长发

育特征，而各种植物表现不尽相同，作为倍性鉴

定应因不同种类、不同指标而异.
1.4 细胞学鉴定
主要通过检测各倍性水平植株的气孔大小、
数量、比例，保卫细胞叶绿体数量，花粉形态大
小、花粉母细胞分裂是否异常，细胞、细胞核及
核仁大小变化等而进行倍性的初步鉴定. 马国斌
等［24］在观察不同倍性西瓜时发现四倍体叶片气

孔长度明显长于二倍体，保卫细胞内叶绿体数目

约为二倍体的 2倍，认为气孔大小及气孔保卫细
胞内叶绿体数目可以作为四倍体植株早期鉴定
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的指标. 杜胜利等［25］在研究黄瓜倍性鉴定时发

现，保卫细胞叶绿体数几乎随植株倍性成正比增

加，单倍体、双单倍体、三倍体之间差异达极显
著水平，认为保卫细胞叶绿体数可作为鉴定植株

倍性的一个重要依据. 青花菜小孢子培养获得的
单倍体、二倍体、四倍体和八倍体植株其叶片保
卫细胞叶绿体数（叶绿体 /保卫细胞）分别为 8.3、
13.6、22.1和 30.7［26］. 陈劲枫等［27］在研究同源四

倍体黄瓜时发现同源四倍体黄瓜的花粉粒长度

比原二倍体的长 27%左右，直径大 22%左右，差
异极显著，四倍体花粉粒有一定频率（2.3%）的 4
孔花粉粒，且多皱缩、畸形，而二倍体花粉粒均
为 3个萌发孔，认为花粉粒的形态可作为一种快
速有效的黄瓜四倍体鉴定方法. 刘文革、王鸣等［28］

利用扫描电子显微镜对不同倍性西瓜花粉粒形

态进行了系统观察，结果表明：二倍体花粉多为

近长球形，花粉整齐一致；四倍体花粉为圆球

形，有异形花粉、粘连花粉和空瘪花粉；三倍体
花粉全部为空瘪花粉. 杨瑞芳等［29］研究莲多倍体

时发现，莲花粉母细胞在减数分裂中有环状染色

体、染色体落后、减数分裂不同步及双付核仁现
象的发生. 随着植物倍性的加大，表现出细胞、细
胞核、核仁体积的加大，多倍体染色体的异常行
为包括染色体配对不正常，有单价体和多价体，

染色体落后、分离不规则、数目不均，有多极分裂
和微核小孢子数目不等、大小不一致等［30］. 植物
多倍化后，遗传特性和遗传行为改变，必然发生

细胞形态的改变，用细胞学进行倍性鉴定可靠程

度较高，尤其利用保卫细胞内叶绿体数量进行倍

性鉴定在许多植物上得到广泛应用和验证，其操作

较简单，作为前期鉴定不失为一种行之有效的方

法. 当然最根本的鉴定还应是染色体数目的鉴定.
1.5 分子水平鉴定
主要通过利用流式细胞计数法测量 DNA的
相对含量及进行 RFLP、AFLP、RAPD、指纹图
谱、原位杂交及 GISH、FISH 技术等进行倍性鉴
定. 流式细胞仪也称倍性分析仪，它集电子技
术、计算机技术、激光技术、流体理论于一体，
可以定量地测定某一细胞中的 DNA、RNA或某
种特异蛋白的含量，以及细胞群体中上述成分量

不同的细胞数量. 随着倍性的增加，DNA 含量
呈倍性增加趋势，据此可判断其倍性水平. 流式
细胞仪的工作原理是用染色剂对细胞进行染色

后测定样品荧光密度，荧光密度与 DNA含量成

正比，DNA含量柱形图直接反映出不同倍性的
细胞数，近年来在倍性分析中应用越来越广泛.
流式细胞仪法快速鉴定植物的染色体倍性水平，

不受植物取材部位和细胞所处时期限制，取材部

位可以是叶片、茎、根、花、果皮、种子等，特
别是在离体培养过程中，试管中的芽或植株很小

或很幼嫩时，仅用 1 cm2的样品就能鉴定出材料

的倍性，其制样简单，灵敏度、分辨率及准确性
较高，数据的重复性好，测试速度快，并且 DNA
含量变异可在分布图上直观地看出，特别适用于

样品较多的倍性检测分析［31］；其缺点是设备昂

贵，维护人员要求较高的专业水平，同时其对群

体细胞的准确性高，但对单个细胞及混倍体的区

别不够精确. 马爱红等［32］使用德国 Partec公司的
倍性分析仪，采用流式测定法测定细胞核的

DNA含量对葡萄进行倍性鉴定，结果分布图上
出现了不同的峰值，有二倍体、混倍体、四倍体
（峰值刚好是二倍体的 2倍）. 陈斌等［33］对花培辣

椒植株通过流式细胞仪清楚地显示出每份材料

叶片的 DNA含量峰值的变化，快速检测出单倍
体、二倍体、三倍体或单倍体加二倍体的混倍体，
并与座果结籽的鉴别结果相一致. 张振超等［20］在

利用流式细胞仪对四倍体不结球白菜进行鉴定

时其结果与染色体计数法鉴定结果一致，且操作

性优于染色体计数法，省时、高效，还可以检测
出非整倍体以及混倍体，进行基因组大小的测

量、细胞周期分析、流式核型、染色体分拣等.
随着分子生物技术的发展，原位杂交技术、指纹
图谱技术的日趋成熟也为多倍体的鉴定提供了

全新的途径，GISH、FISH技术的应用不仅能鉴
定细胞的倍性，而且还能鉴定其亲本的来源；此

外 RAPD、RFLP、AFLP技术也已成功的应用到
本领域的研究中 ［34，35］. 刘文革等 ［36］以蜜枚和 JM
西瓜品种的纯合二倍体及其人工诱导的同源四

倍体、三倍体为材料，对不同倍性西瓜 AFLP标
记的分子遗传变异进行了比较，其中，蜜枚品种

西瓜具有多态性的条带有 3 条，四倍体、三倍
体、二倍体各有 1条特异带；JM西瓜具有多态
性的条带有 7 条，3 条为 JM4X 特有带，2 条为
JM3X特有带，2条为 JM2X特有带. 吴福川等［37］

通过对不同倍性金鱼草基因组 DNA随机扩增多
态性研究表明，二倍体与其同源四倍体金鱼草指

纹图谱的差异，随不同花色品系及不同引物而变

化；四倍体金鱼草在诱导过程中除染色体加倍外，
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基因组 DNA的核苷酸碱基序列也可能发生改变.
1.6 条件鉴定
植物染色体倍性化后，不同倍性植株繁殖速

度、对环境条件的适应程度均有所改变，依此可
对倍性材料设计一定的条件进行早期鉴定，达到

“早、快、好、省”的目的，在育种实践中实现早
期筛选和应用具有积极意义. 郭启高等［38］对西瓜

试管苗进行早期倍性鉴定，采用增殖系数法（以

一定时间内的增殖系数差异来检测倍性）、高温
胁迫法（以一定高温、时间处理后的致死率判别
倍性）、低温胁迫法（以一定低温、时间处理后的
致死率进行倍性判断），与染色体计数法进行比

较，其倍性检出平均符合程度分别达到 88%、
90%和 80%. 该法只需对批量再生苗作一次性短
时处理，而不必对每株进行倍性鉴定，且所留下

的试管苗可作快速扩繁而尽快应用于育种，实用

性强.
1.7 杂交鉴定
用待测的倍性材料为母本，已知的二倍体材

料为父本进行杂交，分析后代的育性及其它性状

表达进行比较，可鉴定其倍性水平. 但要求对该
植物的遗传规律有所了解的情况下进行，且较耗

时、复杂，有一定的限制. 用杂交鉴定法判断西
瓜四倍体变异株的准确率可达 100%［39］.
1.8 染色中心直径和异染色质数目鉴定
染色中心直径和异染色质数目在染色体倍

性的鉴定研究上有一定参考价值，可作为倍性鉴

定的间接指标. 在染色体制片过程中，出现频率
高，容易识别和测量计数.韩毅科等 ［43］在研究中

发现，不同倍性黄瓜染色体中心直径和异染色质

的数目差异显著与植株倍性呈正相关，其中单倍

体染色体中心直径平均为 5.1 μm，双单倍体为
13.3 μm，单倍体异染色质数目平均为 5.0，双单
倍体为 11.9.

2 直接鉴定

2.1 染色体计数
植物倍性化最本质的特征是细胞内染色体

数目的变化，采用一定时期一定部位的组织细胞

进行染色体染色、计数，是最直接、最准确的倍
性鉴定方法. 其一般步骤为：1）取材：取旺盛分
裂组织以获得更多的中期分裂相，如根尖、茎
尖、居间分生组织等；2）预处理：采用秋水仙
素、对二氯苯、8 一羟基喹啉、α-溴萘等进行离

体或在体处理，以阻止纺缍体的形成，使分裂细

胞停止于中期阶段；3）固定：一般采用卡诺氏
固定液固定 2～24 h，目的是把细胞迅速杀死，使
蛋白质变性或沉淀，尽量保持细胞各种结构的原

有状态；4）解离：采用酸或酶处理去除细胞之
间的果胶层并使细胞壁软化，以便于压片；5）
染色：采用洋红、醋酸地衣红、醋酸树脂蓝、甲
苯胺蓝、石炭酸品红、醋酸洋红、苏木精、孚尔
根等染色剂进行染色，以便观察计数；6）镜检：
在显微镜下对染色体进行计数. 虽然染色体计数
为最直接、最准确的倍性鉴定方法，但其制片要
达到理想的计数结果技术要求高，对某些植物有

一定难度. 如取样部位、时间、制片过程中的各
种处理方式方法、步骤影响因素多，要达到理想
真实结果需进行大量深入的研究和总结. 根据不
同材料各步骤略有不同，包括常规压片法和去壁

低渗法.
2.1.1 常规压片法
对细胞壁不作特殊处理，一般采用根尖、茎
尖、卷须、愈伤组织等材料行常规压片后进行染
色体计数. Peloquin等［40］通过染色体计数法准确

鉴定出杂种香蕉的倍性水平. 郭启高等［38］在离体

培养过程中利用不定芽叶尖染色体计数法，可以

在组织培养早期 100%检出西瓜植株倍性 .
Teodoro Cardi［41］用茎尖染色体计数法证实了用叶
绿体计数法鉴定出的马铃薯（四倍体 40%）的正
确性.
2.1.2 去壁低渗法
用纤维素酶或果胶酶（或其混合酶液）对细

胞壁进行去除处理，以便对染色体进行更清晰的

观察和计数. 一般步骤为：取材（幼芽、茎尖、幼
叶、卷须等）→预处理（饱和对二氯苯溶液）→前
低渗（KCl低渗液）→前固定[甲醇：冰乙酸 = 3 ∶ 1
（V / V）]→酶解（纤维素酶、果胶酶）→后低渗（蒸
馏水）→染色→压片镜检.陈瑞阳等［42］在国内首创

利用去壁低渗法进行染色体标本制备，并对 37
科 105 种植物进行制片，总结了不同植物的低
渗、酶解和染色时间. 韩毅科等［43］采用卷须运用

去壁低渗法进行黄瓜染色体制片得到理想结果，

与取叶芽、茎尖相比，取卷须对宝贵的单倍体材
料无任何损伤. 孙马等 ［44］利用去壁低渗染色体

计数法及流式细胞术法，首次系统地对中国野

生葡萄 18 个种 64 个株系的染色体倍性进行了
鉴定，结果表明供试的中国野生葡萄全部为二
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倍体（n = 24），两种鉴定方法的结果一致.
2.2 核仁数目与核型分析鉴定
植物倍性化后，细胞分裂间期的细胞核仁数

目随倍性发生改变［45］，可据此判断倍性关系. 在
细胞分裂间期取待测植株的幼叶、茎尖，采用去
壁低渗法制片，显微镜下统计每个细胞的核仁数

目可判断其相应倍性水平. 核型是由每个细胞核
中各个不同的染色体按一定型式组合而成的，它

是物种的特有遗传信息，有很高的稳定性和再现

性，植物倍性化后核型公式随之发生改变，倍性

化后部分染色体在臂比、着丝粒位置等方面存在
明显差异［46］. 可据此鉴定多倍体，但需对该植物
的核型已有较为深入的研究.

3 讨论

染色体倍性化在植物进化、作物品种改良上
作用重大，在遗传育种、优良农艺性状利用上还
将发挥越来越重要的作用. 准确鉴定植物倍性水
平是发挥其作用的重要环节. 植物染色体倍性鉴
定应当遵循这样的原则：早期筛选、破坏性小、
准确度高、因陋就简. 能尽早鉴定出来的应尽早
鉴定，从而缩短育种时间，加速育种进程，尽快

应用于育种实践；能用简单办法鉴定出来的尽量

用简单办法，可节省人力物力.
各种鉴定方法结合运用，可用来判断鉴定的

准确性. 染色体计数法虽然准确，但某些植物制
片难度较大，不易观察到真实结果；流式细胞仪

法为近来兴起的新兴技术，对群体细胞鉴定的准

确性高，但对单个细胞及混倍体的区别不够精

确；形态鉴定法、条件鉴定法简单易行，但其准
确性有等提高，且需对该植物的遗传规律有一定

基础研究；生理生化指标、细胞学也有许多局限
性. 各种方法的综合运用，相互印证，才能摸索
出各种植物倍性鉴定的正确方法. 植物倍性化
后，其遗传行为将更为复杂，我们不能期望统一

的、标准的多倍体鉴定方法出现，必须针对各种
植物分别进行深入研究，但各种植物倍性鉴定方

法可以相互借鉴，达到快速、省时省力鉴定植物
倍性的目的，更好地为倍性植物的利用服务.
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