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秋水仙素对离体培养辣木多倍体的诱导 

◎一 

张 洁 ，何 林 ，王 力超 ，梁 国鲁 

(西南大学 园艺园林学院，重庆 4 0 0 71 6) 

摘要：以印度辣木栽培 品种 PKM(Moringa oleifera PKM一1)一年生植株 茎尖为外植体 ，采用秋水仙素结合组织培养 

技术诱导多倍体的方法，研究了秋水仙素浓度及处理时间对诱导染 色体倍性变异的影响，以及不同外源植物生长调节剂浓 

度对 茎段培养的增殖影响，结果表明：辣木芽初代培养的最适培养基为Ms+6-BA2．Omg／L+NAA 0．2rag／L，不定芽增殖的最 

佳培养基为Ms+6-BA 0．6mg／L，增殖系数为3．5 7，用0．1％秋水仙素处理2 4h左右，可诱导获得四倍体再生植株。 
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Colchicines to Induce polyploid on Moringa oleifera in Tissue Culture 

ZHANG Jie，HE Lin，WANG Li—chao，LIANG Guo—lu 

College ofHorticulture and Landscape ofSouthwest University,Chongqing 400716,China 

Abstracts：A study of inducing polyploidy by treating in Vi廿o stem segment of Moringa o／elyera，PKM—l，was carried out with different 

concentrations of colchicines solution and different treated durations．also the effect of different exterior plan t growth regulators、Ⅳim different 

concentrationonproliferation．The resultsindicatedthatMS+6-BA2．0mg／L+NAA0．2mg，Lwastheoptimummediumforgeneration，MS+6- 

BA 0．6 mg／L Was the favorable medium for adventitious bud proliferate med ium，tetraploid plantlets were obtained by~ atmem m 0．1％ 

colchicines for about 24h． 
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辣木 (Morinxa oleitera)又称鼓槌树 ，为辣木科 

辣木属热带落叶乔木⋯，原产于印度和非洲，含有丰 

富的蛋白质、维生素、氨基酸、矿质元素及活性酶类 

物质，是对抗营养不良的健康食品，也可药用、作为 

生长促进剂拉t等等，被西方科学家誉为奇迹之树 1。 

目前世界上有关辣木的研究方向和思路单一，而 

我国的辣木研究还刚刚开始。利用多倍体育种来创新 

资源是一个理想手段，多倍体育种是植物育种的新途 

径，不仅可对性状进行改良，还可提高植物体内有效 

成分的含量I4t，增强植物的生态适应性和对逆境的抗 

耐性，降低蒸腾作用，提高光合效率等。目前尚未见 

辣木的多倍体报道。本文采用秋水仙素诱导辣木多倍 

体，以期培育出高产、优质的辣木四倍体新品种，更 

好地满足生产需求。 

1 材料和方法 

1．1 试验材料 

供试材料为印度辣木栽培品种 PKM (Morinxa 

oleitera PKM一1)一年生植株，来 自西南大学果树重 
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点实验室。 

1．2 培养条件 

培养温度 20～26cc，光照强度 1 500～2 000 lx， 

光照时间 10～12h／d。 

1．3 辣木的初代培养 

取生长旺盛枝条上的茎尖为外植体，用自来水洗 

净表面，然后用中性洗涤剂浸泡7min，并不断摇动， 

再用自来水冲洗 30min，用滤纸吸干水分后置于超净 

工作台进行灭菌。以75％乙醇处理 10～15s和0．1％ 

升汞HgC1 (加数滴吐温一20)处理 8～10min，无菌 

水冲洗5～6次，接种于分化培养基，30d后观察结果。 

1．4 辣木苗的继代增殖培养 

切取长1．5～2．0cm生长相对一致的茎段进行增殖 

培养。增殖培养基以MS为基本培养基，附加一定浓 

度的BA、NAA，市售白砂糖 30 mg／L和卡拉胶 5．6 

m L，pH5．6～5．8。 

1．5 多倍体的诱导 

采用过滤灭菌配制浓度分别 0．05％、0．1％ 、 

0．2％、0．4％的秋水仙素水溶液，从刚长出约0．5～1cm 

生长健康旺盛的丛生芽或幼苗上取 0．2～0．3era的茎 

一 27— 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


◎ 热带农业科键 2007，30(1) 
尖，放人秋水仙素溶液中120r／rain摇床中振荡，分别 

培养 l2h、24h、36h后，将茎尖转入到不含秋水仙素 

的增殖培养基中进行培养。 

1．6 观察内容 

对试验诱导的多倍体进行外部形态(枝、叶、茎、 

根 )初步判断 和体细胞染色体数 目的鉴定。 

染色体鉴定采用去壁低渗火焰干燥法制片 。选 

取诱导过的生长健壮的茎尖或根尖．用 0．02 mol／L的 

8一羟基喹啉预处理2．5h，再用同定液 (甲醇 ：冰醋酸 

= 3：1)同定3h；弃去同定液后，用去离子水清洗 3 

遍并浸泡 30min后，转入0．3％纤维素酶和0．3％果胶 

酶的混和酶液酶解 2．5h；吸出酶液，加人去离子水中 

后低渗 l0min，再加入同定液同定 30min以上；弃去 

同定液，夹取材料在冰冻的玻璃片上敲散 ，待干燥后， 

用2～5％Giemsa染色 l5min左有，镜检观察到分散较 

好的染色体，确定植物倍性。 

1．7 统计 方法 

加倍处理的实验参数用下列参数统计： 

存活率 (％)=处理 l5d后的存活材料数／处理 

材料数 ×1()0 

加倍率 (％)：从处理后的再生苗中诱导出的多 

倍体再生苗数／用秋水fIh素处理的再生苗数×100 

增殖培养l 5d后统计每个茎段产生的有效不定芽 

(长度>0．5cm)数量 

增殖系数=增殖后不定芽数 ／接种茎段数 

2 结果与分析 

2．1 不同激素配比对外植体的影响 

结果 (表 1)表明：不加激素，辣木外植体不能萌 

芽。而且 6-BA对辣木芽的分化起着关键的作用，随 

着其浓度的升高，出芽时间减短，平均腋芽数增多。 

NAA也起着一定的作用。结合 芽天数及平均腋芽 
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表 l 不同激素配比对外植体的影响 

处 理 接种数 出芽天数 平均 

数，认为MS+6-BA2．0 mg／L+NAA0．2 mg／L为初代 

培养的最适培养基。 

2．2 不同激素配比对茎段增殖的影响 

结果 (表 2)表明，以处理 MS+6一BA0．6 mg／L为 

好，平均每个茎段增殖3个不定芽，增殖倍数为3．10， 

不定芽长势好。当6一BA的浓度高于0．6mg／L时，增 

殖倍数降低，且不定芽平均高度下降，部分茎尖出现 

了萎蔫状。一个月后愈伤组织下部出现了黑色状，上 

部组培苗已死。 

当加入了NAAt~，辣木茎段基部产生较大的愈伤 

组织，增殖系数却比只加6-BA时下降。可能是辣木 

本身所含生长素高，NAA的加人更导致愈伤增加，应 

不加为宜。实验发现，诱导后的辣木四倍体与未诱导 

的二倍体的最适增殖培养基是相同的。 

2．3 秋水仙素不同浓度和处理时间对材料的影响 

本实验中，经秋水仙素处理后的叶片变软，接种 

在分化培养基上培养20d左右后，开始在切口处长出 

致密、淡黄色愈伤组织。继代培养后，愈伤组织逐渐 

扩大，在愈伤处零星分化出许多微小的不定芽。随着 

秋水仙素浓度的提高和处理时间的延长，茎尖的生长 

受抑制程度大，当秋水仙素浓度为0．4％，处理时间为 

36h时，仅有 l6．7％的茎尖能够存活，多数茎尖由于 

表 2 不同激素配比对茎段增殖的影响 
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秋水仙素的毒害作用 ，虽被转人无诱变剂的培养基 

中，却慢慢萎蔫失去生活力。 

由表3可见，高浓度的秋水仙素使多倍体诱导率 

升高，但浓度太高会导致叶片萎蔫或严重抑制愈伤组 

织再生能力；而低浓度、短时间处理，则不易获得加 

倍材料。实验结果表明：0．1％秋水仙素处理24h左右， 

可诱导获得 19％的辣木四倍体再生植株，效果最好。 

表 3 秋水仙素不同浓度、不同处理时间对丛生芽茎尖的诱导 

2．4 辣木多倍体鉴定 

2．4．1 形态学观察 

经秋水仙素处理辣木茎尖获得的材料，显示出多 

倍体的形态特征 (表4)，其茎 、芽较二倍体粗壮，叶 

柄变粗变大，叶片肥厚，叶脉更清晰，颜色变深，分 

化能力弱，且生长迟缓 (图2)，因此，初步判断为多 

倍体。在经染色体鉴定后证明，外部形态与细胞学检 

验结果有很好的一致性。 

2．4．2 染色体鉴定 

图 1 二倍体组培苗 

热带农业科技 2007，30(1) ◎ 
表4 变异体与二倍体试管苗外形的比较 

观察材料 小苗发育 叶片 

二倍体苗 正常，芽苗较细 较细、较小，颜色较淡 

一 苗霎 、 

将自然条件下生长的供试辣木和未经诱导的离体 

再生植株的茎尖采用去壁低渗火焰干燥制片法 I，进 

行 染色体的检测 ，结果发 现其染色体数 目均为 

2n=2x=28(图3)，未发现其它倍性植株。经秋水仙素 

溶液处理后所获得的倍性变异植株，获得了不少纯合 

的四倍体植株和少量的非整倍体存在，所得四倍体的 

染色体数目为 2n=4x=56(图4)。 
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图3 二倍体细胞染色体数 图4 四倍体细胞染色体数 

(2n=2x--28) (2n---- 4x---- 56) 

3 讨论 

利用秋水仙素进行染色体加倍而诱导辣木多倍体 

是可行的，结合组织培养，不仅具有经济方便，诱导 

作用专一性强等特点，还可以提高多倍体发生频率， 

减少嵌合体出现。本实验以辣木茎尖为材料，研究了 

组织培养结合秋水仙素处理诱导辣木四倍体的方法， 

取得了较好的效果 ，以处理材料为单位 ，本方法的最 

图2 四倍体组培苗 
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高四倍体诱导率达到 19％，远远高于裴新澍 (1963) 

报道的传统方法仅 0．8％的最高诱导率。 

秋水仙素诱导的关键是既要获得较高的变异率， 

又要保持较高的成活率。本试验结果表明，当秋水仙 

素浓度为0．4％，处理36h后，仅有 16．7％的材料能够 

存活，诱导率为0；0．4％处理24h后，存活率增加，诱 

导率也升高。随着秋水仙素浓度的增加，处理时间的 

延长，多倍体的诱导率高，但茎尖的存活率降低，叶 

片出现萎蔫。而当秋水仙素浓度为0．05％时，全部存 

活，但未获得多倍体。由于低浓度、短时间处理，不 

易获得加倍材料，因此掌握合适的秋水仙素处理浓度 

和时间对获得较好的加倍效果极其重要。综上而言， 

0．1％秋水仙素处理 24h左右，可诱导获得 19％的辣 

木四倍体再生植株，效果最好。 

本实验还缺乏对不同材料或不同处理方法的纵横 

比较，因而对于秋水仙素处理浓度和时间最佳组合的 
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规律还有待进一步探索。对辣木多倍体的产量、品质， 

特别是各种有效成分的含量变化，有待进一步观察。 
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(上接第26页 )0．70％；烷烃类化合物有 9种，占峰面 

积的l7．88％ 烯烃类化合物有7种 ，占峰面积的7．42％ 

其他类物质有 3种 ，占峰面积的 1．46％。 

其中挥发性成分中峰面积较高的有 ：愈创木酚 

(7．93％)、2一甲氧基一4一甲基苯酚(4．01％)、大茴香 

醛 (5．05％)、2。3，5，6一四甲基苯酚 (9．25％)、香兰素 

(8．09％)、邻苯二甲酸二丁酯 (2．79％)、二十一烷 

(3．23％)、二十二烷 (3．10％)、(顺 )一二十三碳 一9一 

烯 (2．54％)、二十三烷 (1．29％)、二十四烷 (3．67％)、 

二十五碳烯 (2．23％)、二十五烷f4．81％)等。 

3 小结 

用同时蒸馏萃取方法收集云南香荚兰的挥发性成 

分，所得到的香荚兰挥发性成分的二氯甲烷浓缩液用 

GC—MS法分离并分析鉴定其成分及质量分数，共鉴 

定出49个化合物，占总峰面积的79．63％。醛类物质 

有 8种；酸类物质有 5种；酯类物质有7种；醇、酚 

类物质有 7种；酮类物质有 3种 ；烷烃类化合物有 9 

种；烯烃类化合物有7种；其他类物质有 3种。这些 

挥发性成分和许多不挥发性成分的综合作用产生了香 

荚兰独特的香气。文献报道I 1，用90％的乙醇萃取香 

荚兰豆荚中的香味物质，鉴定 l9个化合物。与本文 

用同时蒸馏萃取方法收集到的49个成分相比较，主要 

区别是挥发性成分的检}十{数量差别大，香草醛的相对 

含量差异较大。这些成分组成和含量上的差别 ，主要 
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是由于不同提取溶剂和不同提取方法存在的差异。采 

用同时蒸馏萃取 (SDE)能将香荚兰挥发性成分较完 

全的提取出来，而用乙醇直接萃取，虽然提取充分， 

但萃取液中含有较多的非挥发性成份，不利于香荚兰 

挥发性香气成分的分析。文献报道l3 ，用超临界C0，流 

体萃取香荚兰香气成分，超临界c0，流体萃取具有临 

界温度低、化学性质稳定及无溶剂残留等特点，所得 

提取物香气完全。与本文所用方法相比较，两者都可 

以得到较好的分析结果。由于同时蒸馏萃取法简便、 

易操作，所以该法可作为香荚兰挥发性成分提取的重 

要方法。 

香荚兰的品种、产地和加工方法的差异，导致香 

荚兰挥发性香气成分在组成和含量上的差异，造成香 

荚兰香气特性的不同。本文通过对云南香荚兰豆挥发 

性成分的鉴定研究，为更好地开发云南香荚兰资源提 

供了依据。 
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