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摘要:【目的】建立低温诱导毛白杨花粉染色体加倍选育三倍体的技术体系，为林木三倍体育种提供理论指导。【方法】以

山西朔州的毛白杨为研究对象，利用醋酸洋红染色法，在掌握雄花芽减数分裂规律的基础上，施加 4 ℃ 低温处理毛白杨

雄花芽，诱导产生 2n 花粉；利用免疫荧光技术研究低温胁迫处理条件下花粉母细胞微管骨架动态变化，探索低温诱导毛

白杨花粉染色体加倍的内在机制；利用获得的低温诱导型 2n 花粉与毛白杨雌株进行授粉杂交，通过流式细胞仪和体细

胞染色体计数法检测倍性，筛选获得三倍体。【结果】（1）毛白杨花粉母细胞在温室水培条件下完成减数分裂需 4 ~
5 d，其花粉母细胞减数分裂进程与雄花芽外部形态和花药颜色变化有着明显的对应关系。（2）减数分裂时期和持续处理

时间对毛白杨 2n 花粉诱导率具有显著影响；处理时期与持续处理时间的交互作用对毛白杨 2n 花粉诱导率无显著影响。

（3）利用 4 ℃ 低温对发育至减数分裂Ⅱ中期的花粉母细胞进行 2 d的持续处理是低温诱导毛白杨花粉染色体加倍，获得

2n 花粉的最佳处理组合，最高可获得 9.51% 的 2n 花粉。（4）利用获得的低温诱导型 2n 花粉与毛白杨雌株进行授粉杂

交，筛选获得 1株三倍体。（5）4 ℃ 低温处理可干扰花粉母细胞减数分裂Ⅱ末期辐射状微管的形成，导致四分体时期相邻

子核之间的微管部分缺失。【结论】本研究首次利用低温诱导获得毛白杨 2n 花粉，并通过低温诱导型 2n 花粉杂交成功筛

选获得三倍体 1株，验证了利用低温诱导杨树花粉染色体加倍选育三倍体的可行性。
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Pollen chromosome doubling induced by low temperature to
produce triploid in Populus tomentosa
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Abstract: [Objective] This  study  aims  to  establish  a  technical  system for  triploid  production  of Populus
tomentosa  by  inducing  pollen  chromosome  doubling  with  low  temperature,  which  provides  theoretical
guidance for  triploid breeding of forest  tree species. [Method] Taking P. tomentosa  in Shuozhou,  Shanxi
Province of northern China as the research object, based on the observation of male meiosis of pollen mother
cells (PMCs), aceto-carmine staining method was used, and 4°C low temperature treatment was applied to
male  flower  buds  of P.  tomentosa  to  induce  the  production  of  2n pollen.  Immunofluorescence  technology
was  utilized  to  study  dynamic  changes  of  microtubule  in  PMCs  under  low  temperature  stress  conditions,
exploring  intrinsic  mechanism  of  low  temperature-induced  chromosome  doubling  in P.  tomentosa  pollen.
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Using  the  obtained  low-temperature  induced  2n  pollen  for  pollination  hybridization  with  female Populus
tomentosa plants,  the ploidy was detected by flow cytometry and somatic  chromosome counting to  screen
for triploidy. [Result] (1) The microsporocyte of P. tomentosa completed meiosis in about 4 to 5 d under
greenhouse  hydroponic  conditions.The  meiotic  process  of  PMCs  showed  a  clear  correspondence  with
morphology of  male  flower  buds  and dynamic change of  anther  color.  (2)  Meiotic  stage  and duration had
significant  effects  on  frequency  of  cold-induced  2n  pollen.  However,  meiotic  stage  ×  duration  interaction
had no significant effect on frequency of cold-induced 2n pollen. (3) The optimum treatment combination to
induce pollen chromosome doubling was successfully developed, and the PMCs were treated by 4 ℃ for two
days when the meiotic stage was at metaphase Ⅱ. The highest average frequency of cold-induced 2n pollen
was 9.51%. (4) One triploid was detected by crossing cold-induced 2n pollen with haploid female gametes of
P.  tomentosa  clone  SX-1.  (5)  After  treating  via  low  temperature,  radial  microtubule  arrays  (RMAs)  were
interfered in some treated PMCs at telophase Ⅱ, resulting in partial lack of RMAs between the four formed
daughter nuclei at tetrad stage. [Conclusion] It is the first time for 2n pollen induction by low temperature
in P.  tomentosa  and  one  triploid  is  successfully  obtained,  which  shows  that  inducing  pollen  chromosome
doubling to breed triploid by low temperature in Populus is feasible in a certain.
Key  words: Populus  tomentosa;  low  temperature  stress;  chromosome  doubling;  2n  pollen;  microtubule;
triploid breeding

毛 白 杨 （Populus  tomentosa）隶 属 杨 柳 科

（Salicaceae）杨属（Populus），属于落叶大乔木。它具

有生长迅速、树干笔直挺拔、木材材质优良、树冠形

态优美、适应能力强等优良特性，主要分布于黄河流

域中下游，尤其在河北、山西、陕西、山东、河南等地

区，是平原地区用材林营造、农田林网建设以及城乡

绿化的主要栽培树种之一，具有重要的生态价值和

经济价值[1]。研究[2−3]表明，三倍体育种综合了倍性

优势与杂种优势，使三倍体植株在生长、抗逆性、不

育性、材性等方面表现出显著的优良特性，是毛白杨

遗传改良的重要途径之一。

利用 2n 花粉与单倍性雌配子进行杂交，是人

工诱导获取林木三倍体的一条关键途径。“北林

雄株 1号”“北林雄株 2号”以及“三毛杨”系列杨树

新品种就是通过此途径选育而成的[4−5]。秋水仙碱作

为一种高效的化学诱变剂，已广泛应用于杨树

（Populus spp.）[6]、杜仲（Eucommia ulmoides）[7]、桉树

（Eucalyptus spp.）[8]等树种的 2n 花粉人工诱导，获得

了诱导率高达 82.23% 的 2n 花粉[6]。然而，秋水仙碱

具有剧毒，属于管制化学品，购置难度较大。高温亦

是一种高效的物理诱变剂，已广泛用于杨树 [9]、杜

仲[10]、月季（Rosa chinensis）[11]等物种的 2n 花粉人工

诱导。Tian等[9]利用 38 ℃ 的高温，对发育至终变期

的银灰杨（Populus canescens）花粉母细胞持续处理

6 h，获得了诱导率高达 56.3% 的 2n 花粉。利用这些

高频率高温诱导型 2n 花粉与银白杨（Populus alba）
单倍性雌配子杂交，成功获得 42株三倍体。进一步

的遗传组成分析表明，这 42株三倍体均来源于 SDR

型 2n 花粉，说明高温处理诱导产生的 2n 花粉均为

SDR（second division restitution）型。SDR（第一次减

数分裂正常，第二次减数分裂异常）和 FDR（第一次

减数分裂异常，第二次减数分裂正常）是两种减数分

裂异常机制，鉴于 SDR型 2n 花粉传递亲本杂合性

的能力远低于 FDR（first division restitution）型 2n 花

粉，这在一定程度上限制了高温在三倍体育种实践

中的应用。因此，研发新型的林木 2n 花粉诱变剂，

以提高诱导效率和遗传多样性，显得尤为迫切。

低温是一种有效的物理诱变剂，已被证实能

够诱导拟南芥（Arabidopsis  thaliana）[12]、日本柿子

（Diospyros kaki）[13]、辣椒（Capsicum annuum）[14]等多

种植物的花粉染色体加倍，从而产生 2n 花粉。然

而，低温诱导植物花粉染色体加倍的技术体系仍不

完善，如适宜处理温度、持续处理时间以及有效处理

时期等影响 2n 花粉诱导效率的关键因素还有待优

化，导致 2n 花粉诱导率普遍偏低。4 ℃ 低温处理水

培 3  d的银毛杨 （Populus  bolleana  × P.  tomentosa）
雌 花 序 或 −2 ℃ 低 温 处 理 水 培 2  d的 毛 新 杨

（P. tomentosa × P. bolleana）和银毛杨雌花芽，均可

获得三倍体[15]。这表明低温处理诱导杨树雌配子染

色体加倍选育三倍体是可行的。但有关低温诱导杨

树花粉染色体加倍选育三倍体的研究至今尚未见

报道。

本研究以山西朔州的毛白杨（Populus tomentosa）
为研究对象，拟通过醋酸洋红染色法，探究其花粉母

细胞减数分裂规律，在此基础上，进一步开展低温诱

导毛白杨花粉染色体加倍以获得 2n 花粉的研究，并

第 5 期 龙美玲等：低温诱导毛白杨花粉染色体加倍选育三倍体 27



探讨低温处理对花粉母细胞微管骨架的影响，从而

探索低温处理诱导毛白杨花粉染色体加倍以选育三

倍体技术的可行性。研究结果对于完善林木三倍体

育种理论，开发新型林木 2n 配子诱变剂等具有重要

的理论和实践意义。 

1   材料与方法
 

1.1    试验材料

2023年冬季落叶后，于山西朔州金沙植物园采

集毛白杨雄株无性系（SX-145）与雌株无性系（SX-1）
的花枝，用塑料布包裹，托运至北京林业大学温室，

放置于低温避光处待使用。 

1.2    研究方法 

1.2.1    毛白杨花芽外部形态与花粉母细胞减数分裂

进程观察

将毛白杨雄花枝置于 10 ~ 20 ℃ 的温室中进行

切枝水培。每隔 2 ~ 3 h，随机挑选 2 ~ 3个雄花芽，

将鳞片去除后，随机摘取花芽中部位置的小花，利

用 Olympus SZX12体视显微镜对不同花芽的外部形

态和花药颜色进行观察，并采用 Olympus  C5060
Wide Zoom型数码相机进行拍照记录。紧接着，将

花芽置于新配制的卡诺固定液中，于 4 ℃ 的冰箱固

定 24 h。摘取少量固定好的花药，运用醋酸洋红染

色制片法和 Olympus BX-51光学显微镜对花粉母细

胞的减数分裂过程展开观察 [16]，并运用 Olympus
DP70数码摄像系统进行照相。染色体制片的具体

操作参照鲁敏等[17]的方法。 

1.2.2    低温诱导毛白杨 2n 花粉

将毛白杨雄花枝分成对照组与处理组，水培于

10 ~ 20 ℃ 的温室。对照组水培至花药成熟，自然散

粉后，收集花粉并将其放置于−20 ℃ 的冰箱干燥密

封保存。同时，运用醋酸洋红染色制片法实时观测

处理组的花粉母细胞减数分裂进程，当雄花芽中大

多数花粉母细胞分别处于粗线期、终变期、减Ⅰ中

期、减Ⅰ后期、减Ⅰ末期、减Ⅱ前期、减Ⅱ中期、减

Ⅱ后期、减Ⅱ末期 9个时期时，选取 6 ~ 9个雄花

枝，置于 4 ℃ 的冰箱中，分别低温持续处理 1、2、
3 d，总计 27个处理组合。低温处理后，将花枝从冰

箱中取出，在温室中继续水培，直至花药成熟散粉，

依据不同的处理组合分别收集花粉，在−20 ℃ 条件

下进行干燥密封，留存备用。试验重复 3次，每次重

复 2 ~ 3个花枝。 

1.2.3    2n 花粉诱导率的统计

取少许来自不同处理组合的诱导型花粉，逐一

均匀地撒在滴有醋酸洋红染色液的载玻片上，制作

临时涂片。将制作好的涂片放置在 Olympus BX-

51光学显微镜下进行镜检，每个涂片随机挑选 5 ~
10个视野进行拍照记录，再借助 Image J软件，对图

像中的花粉直径进行测量。以对照组花粉粒平均直

径的 1.28倍作为判别 2n 花粉的标准[18]，统计每个

视野中 2n 花粉粒数目和总花粉粒的数目，以 2n 花

粉占统计花粉粒总数的百分比作为 2n 花粉诱导率。

选取诱导率比较高的处理组（减数分裂Ⅱ中期）3个
处理组合和对照组花粉的直径分布情况进行统计分

析。该试验重复 3次，每次重复选取 200 ~ 300个花

粉粒。 

1.2.4    毛白杨花粉母细胞减数分裂微管骨架的免疫

荧光标记

采集对照组与减数分裂Ⅱ中期低温处理后的毛

白杨雄花芽，摘取花药，分别进行微管蛋白免疫荧光

标记，参考张平冬等[19]方法进行制片操作和免疫荧

光标记。制备好的片子使用 Leica TCS-SP8型激光

共聚焦扫描显微镜观察和拍照，其中 DAPI的激发

波长设置为 364 nm，FITC的激发波长为 488 nm。 

1.2.5    授粉杂交育苗

毛白杨雌花枝水培于 10 ~ 20 ℃ 的温室，待雌

花序柱头发育至最佳可授期时[20]，从处理组合中选

取 2n 花粉诱导率相对高的处理组和对照组花粉，用

毛笔将其均匀涂抹于毛白杨雌花柱头进行授粉杂

交。将授完粉的毛白杨雌花枝继续置于温室水培，

直至蒴果成熟自然开裂，随后套袋收集种子。将收

集的种子点播于 50孔穴盘，每孔点播 1 ~ 2粒种子，

不同处理组合做好标记，随后将穴盘置于温室中培

育，以促进种子萌发生长，定期浇水看护。 

1.2.6    杂交子代倍性检测

利用流式细胞仪对存活的杂种幼苗进行倍性水

平检测，具体参考周晴等[21]方法。在子代苗木经流

式细胞仪初步检测判定为三倍体后，为了精准确定

杂交子代的倍性水平，须采用体细胞染色体计数法

对疑似三倍体植株进行染色体计数分析，确定其

染色体数目。染色体计数的具体步骤参考周晴等[21]

方法。 

1.2.7    数据分析

2n 花粉诱导率等百分比数据先经反正弦变换[22]

后，再利用 SPSS18.0统计软件进行差异显著性分析

和多重比较。 

2   结果与分析
 

2.1    毛白杨花芽外部形态与花粉母细胞减数分裂进

程观察

毛白杨花粉母细胞减数分裂进程与雄花芽的外

部形态和花药颜色变化有着明显的对应关系（表 1）。
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温室条件下水培可加快花粉母细胞减数分裂进程，

花粉母细胞发育到四分体时期大概历时 4 ~ 5 d。花
枝水培约 75 h，花芽略微膨大，芽鳞尚未开裂（图 1，
1a），花芽顶部与基部均为嫩绿色（图 1，1b），小花嫩

绿（图 1，1c），减数分裂进入细线期（图 2a）。水培至

93 h，芽鳞开裂，花序微露（图 1，2a），花芽顶部黄绿

色，基部呈现微红色（图 1，2b），小花颜色微红（图 1，
2c），花粉母细胞减数分裂经历偶线期（图 2b）、粗线

期（图 2c），发育至双线期（图 2d）。水培 101 h，此时

花序明显露出（图 1，3a），花芽顶部微红，基部由微

红色转变为浅红色（图 1，3b），小花亦为浅红色（图 1，
3c），花粉母细胞由终变期（图 2e）、中期Ⅰ（图 2f）发
育至减Ⅰ后期（图 2g）。水培 104 h，花粉母细胞经历

末期Ⅰ（图 2h）、前期Ⅱ（图 2i）和中期Ⅱ（图 2j），发
育至减Ⅱ后期（图 2k），此时的花芽进一步膨大，花

序露出（图 1，4a），花芽顶部浅红色，基部转变为鲜

红色（图 1，4b），小花鲜红（图 1，4c）。水培 105 h，花
芽膨大，花序露出芽鳞约 1/3（图 1，5a），此时花芽顶

部颜色鲜红，基部深红（图 1，5b），小花为深红色

（图 1，5c），花粉母细胞由末期Ⅱ（图 2l ~ n）进入四

分体时期（图 2o）。 

2.2    低温诱导获得毛白杨 2n 花粉

不同低温处理组合 2n 花粉的诱导率统计结果

如表 2所示。各处理组合的 2n 花粉诱导率呈现出一

定程度的差异，其中，在减Ⅱ中期低温 4 ℃ 持续处

理 2 d的诱导效果最为突出，平均 2n 花粉诱导率达

（9.51 ± 1.33）%；而在粗线期以 4 ℃ 持续处理 1 d的
诱导效果最不理想，平均 2n 花粉诱导率仅为（1.36 ±
1.18）%。不同处理组合的 2n 花粉诱导率的差异显

著性分析结果（表 3）表明，减数分裂时期和持续处

理天数均对毛白杨 2n 花粉诱导率具有显著影响，但

二者的交互作用对毛白杨 2n 花粉诱导率的影响并

不显著。进一步的多重比较结果（表 4）表明：减Ⅱ中

期的平均 2n 花粉诱导率总体上显著高于其他减数

分裂时期；持续处理 2 d的平均 2n 花粉诱导率显著

高于持续处理 1 d和 3 d的 2n 花粉诱导率。因此，

利用 4 ℃ 低温对处于减Ⅱ中期的花粉母细胞进行

2 d的持续处理是低温诱导毛白杨 2n 花粉的适宜处

理组合。

低温处理组的花粉经醋酸洋红染色后，置于光

学显微镜下镜检，可观察到大多数花粉粒被染成红

色，且着色均匀，表明其生活力良好（图 3）。2n 花粉

镜检结果表明，对不同发育阶段的毛白杨雄花序进

行低温处理，均能获得一定比例的 2n 花粉（图 3a）。
对照组花粉中也存在少量天然 2n 花粉（图 3b），但
其发生频率相对较低，仅为（0.33 ± 0.24）%。通过比

较诱导率比较高的减数分裂Ⅱ中期的 3个处理组合

和对照组花粉直径分布（图 4），发现低温处理组的

花粉直径分布范围明显增大，且大花粉比例显著增

加，进一步证实了低温处理对花粉染色体加倍的诱

导作用。 

2.3    低温处理对毛白杨花粉母细胞减数分裂微管骨

架的影响

微管蛋白免疫荧光标记结果如图 5所示。毛白

杨花粉母细胞减数分裂微管骨架呈现出规律性变化

（图 5a ~ i）。减数分裂前期，细胞核被网状核周微管

环绕，从核膜向细胞质辐射（图 5a）。随着减数分裂

进入终变期，核周微管迁移至核内染色体区域，主要

集中在细胞核内部，此时染色体形态明显，在核内散

乱分布（图 5b）。减Ⅰ中期，着丝粒微管与极丝微管

共同组成纺锤体微管，着丝粒微管与着丝粒相连，分

布于赤道板区，极丝微管由两极发出，染色体整齐分

布于赤道板（图 5c）。减Ⅰ后期，同源染色体随着丝

粒微管的延伸而分开，向细胞的两极移动（图 5d）。
当同源染色体到达细胞两极后，减数分裂进入减

Ⅰ末期，此时具有极性的纺锤体微管解聚并消失，核

周微管再次形成，环绕着两个新子核，核仁亦随之出

现（图 5e）。

 

表 1    毛白杨减数分裂进程与雄花芽外部形态及其花药颜色变化的对应关系

Tab. 1    Corresponding relationship between meiosis stage process and male flower bud
morphological and anther color change of Populus tomentosa

水培时间/h 花芽（序）变化
花芽颜色

小花颜色 减数分裂时期

顶部 基部

75 花芽略微膨大，芽鳞尚未开裂 嫩绿色 嫩绿色 嫩绿色 细线期

93 芽鳞开裂，花序微露 黄绿色 微红色 微红色 双线期

101 花序明显露出 微红色 浅红色 浅红色 减Ⅰ后期

104 花芽进一步膨大，花序露出 浅红色 鲜红色 鲜红色 减Ⅱ后期

105 花序露出芽鳞约1/3 鲜红色 深红色 深红色 四分体时期
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毛白杨花粉母细胞的胞质分裂属于同时型胞质

分裂，第一次减数分裂结束后随即启动第二次减数

分裂。在减Ⅱ前期，核周微管重新移至两个子细胞

核内，并与染色体相连（图 5f）。进入减Ⅱ中期后，两

个子核内形成纺锤体微管，着丝粒微管与排列在赤

道板上的染色体相连（图 5g）。减Ⅱ后期时，在着丝

粒微管的牵引下，两个子核内的姐妹染色单体分别

向子细胞两极移动（图 5h）。当姐妹染色单体到达细

胞两极后，分裂进入末期Ⅱ。此时，纺锤体微管再次

解聚，形成 4个新的子核，核膜重新出现，核周发出

辐射状微管连接着 4个子核（图 5i）。

在减Ⅱ中期的低温处理组中，花粉母细胞在减

数分裂前期，微管形态与对照组并无差异（图 5a ~
i）。减Ⅱ中期与减Ⅱ后期微管形态亦无明显异常

（图 5j ~ k）。当花粉母细胞发育至减Ⅱ末期，相邻核

之间的辐射状微管部分缺失（图 5l ~ o）。 

2.4    毛白杨 2n 花粉与毛白杨雌配子杂交创制三倍体

选择对照组和 2n 花粉比例相对较高的 8个处

理组合的花粉，分别与毛白杨雌花序进行授粉杂交，

共收获 4 062粒种子，成苗 618株。其中，对照组花

粉与毛白杨雌花序杂交获得 127粒种子，成苗 8株
（表 5）。当苗木生长至 15 ~ 20 cm时，采用两株子代

 

1a 水培 75 h 雄花芽

1 500 μm

1b 水培 75 h 去鳞花芽

1 500 μm

1c 水培 75 h 小花

500 μm

2a 水培 93 h 雄花芽

1 500 μm

2b 水培 93 h 去鳞花芽

1 500 μm

2c 水培 93 h 小花

500 μm

3a 水培 101 h 雄花芽

1 500 μm

3b 水培 101 h 去鳞花芽

1 500 μm

3c 水培 101 h 小花

500 μm

4a 水培 104 h 雄花芽

1 500 μm

4b 水培 104 h 去鳞花芽

1 500 μm

4c 水培 104 h 小花

500 μm

5a 水培 105 h 雄花芽

1 500 μm

5b 水培 105 h 去鳞花芽

1 500 μm

5c 水培 105 h 小花

500 μm

图 1    不同水培时间毛白杨雄花芽不同部位形态变化

Fig. 1    Morphological changes in different parts of male flower buds of Populus tomentosa at different hydroponic times
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苗混合制样策略，利用流式细胞仪对所有杂交子代

苗木进行倍性检测，若测试结果呈现两个显著峰值

（图 6a），则进一步单独检测[7]，最终从中筛选出 1株
疑似三倍体植株（图 6b）。然后进一步通过染色体计

数法验证其倍性水平，二倍体植株的染色体数目为

2n = 2x = 38（图 6c），子代植株体细胞染色体数目为

2n = 3x = 57（图 6d）时，即可确认为三倍体。本研究

中检测出 1株三倍体，来源于减数分裂Ⅱ中期时低

温持续处理 2 d所获得的 2n 花粉与毛白杨雌株的杂

交组合。 

 

a

10 μm

细线期

b

10 μm

偶线期

c

10 μm

粗线期

d

10 μm

双线期

e

10 μm

终变期

f

10 μm

减Ⅰ中期

g

10 μm

减Ⅰ后期

h

10 μm

减Ⅰ末期

i

10 μm

减Ⅱ前期

j

10 μm

减Ⅱ中期

k

10 μm

减Ⅱ后期

l

10 μm

减Ⅱ后期

m

10 μm

减Ⅱ末期

n

10 μm

减Ⅱ末期

o

10 μm

四分体

图 2    毛白杨花粉母细胞减数分裂进程

Fig. 2    Meiosis process of pollen mother cells in P. tomentosa
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3   讨　　论

林木多倍体在林业生产中占有重要地位，尤其

是三倍体植株通常表现出速生、优质、高抗逆性等优

点，在生产实践中具有重要的应用价值。人工诱导

配子染色体加倍选育三倍体时，实现有效处理时期

的即时判别是获得高频率 2n 配子，进而提高三倍体

育种效率的关键[23]。诱导雌配子染色体加倍时，可

通过雌花芽外部形态判断大孢子母细胞的发育进

 

表 2    不同处理组合的 2n 花粉诱导率

Tab. 2    Induction rates of 2n pollen derived from
different treatments

减数分裂时期 处理天数/d 2n花粉诱导率/% 处理编号

1 1.36 ± 1.18 M1

粗线期 2 3.65 ± 1.58 M2

3 3.17 ± 1.59 M3

1 4.67 ± 0.67 M4

终变期 2 8.69 ± 5.96 M5

3 4.45 ± 2.78 M6

1 2.60 ± 1.30 M7

减Ⅰ中期 2 5.39 ± 2.45 M8

3 4.13 ± 2.07 M9

1 5.51 ± 3.91 M10

减Ⅰ后期 2 5.57 ± 2.69 M11

3 3.44 ± 2.94 M12

1 2.90 ± 1.22 M13

减Ⅰ末期 2 4.62 ± 2.86 M14

3 3.30 ± 1.04 M15

1 2.88 ± 0.71 M16

减Ⅱ前期 2 4.17 ± 3.61 M17

3 2.78 ± 0.96 M18

1 5.11 ± 3.68 M19

减Ⅱ中期 2 9.51 ± 1.33 M20

3 5.50 ± 1.80 M21

1 3.33 ± 0.76 M22

减Ⅱ后期 2 5.12 ± 3.33 M23

3 2.83 ± 0.58 M24

1 2.38 ± 1.86 M25

减Ⅱ末期 2 6.07 ± 1.52 M26

3 4.50 ± 2.18 M27

对照 0 0.33 ± 0.24 CK

 

表 3    不同处理组合毛白杨 2n 花粉诱导率的方差分析

Tab. 3    Variance analysis on induction rates of pollen in
P. tomentosa under different
treatment combinations

变异来源 df F P

减数分裂时期 8 2.510 0.021*

处理天数 2 8.023 0.001**

减数分裂时期 × 处理天数 16 0.454 0.958

注：** 代表影响极显著（P < 0.01），* 代表影响显著（P < 0.05）。

 

表 4    不同减数分裂时期和不同处理天数毛白杨
2n 花粉诱导率的多重比较

Tab. 4    Multiple comparisons in induction rates of 2n
pollen under different meiotic stages and varied

treating days in P. tomentosa

减数分裂
时期

平均2n花粉
诱导率/%

处理天
数/d

平均2n花粉
诱导率/%

粗线期 2.73 ± 1.64b 1 3.42 ± 2.17b

终变期 5.93 ± 3.90ab 2 5.87 ± 3.21a

减Ⅰ中期 4.04 ± 2.05b 3 3.79 ± 1.83b

减Ⅰ后期 4.84 ± 2.98ab

减Ⅰ末期 3.61 ± 1.82b

减Ⅱ前期 3.28 ± 2.02b

减Ⅱ中期 6.71 ± 3.01a

减Ⅱ后期 3.76 ± 2.02b

减Ⅱ末期 4.32 ± 2.28b

注：同列不同小写字母代表差异显著（P < 0.05）。

 

a b

20 μm 20 μm

黑色箭头指向为 2n 花粉。

图 3    毛白杨低温诱导型 2n 花粉（a）与对照组中天然 2n 花粉（b）

Fig. 3    Low temperature-induced 2n pollen (a) and natural 2n pollen (b) of control group in P. tomentosa
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程[24]。诱导花粉染色体加倍时，掌握花粉母细胞减

数分裂规律有助于判别有效处理时期，可依据花芽

外部形态以及花药颜色估测花粉母细胞所处减数分

裂时期，省时省力。然而，由于不同树种甚至不同生

长环境的同一树种，其减数分裂进程亦有所不同，因

此区别具体树种，综合考虑种植环境等因素，开展详

细的细胞学观察显得十分必要。本研究对山西朔州

的毛白杨雄花芽开展了详尽的细胞学观察，结果表

明，毛白杨花粉母细胞在温室水培条件下完成减数

分裂约需 4 ~ 5 d，其减数分裂进程与雄花芽外部形

态及花药颜色变化具有明显的对应关系。

利用理化方法人工诱导林木花粉染色体加倍获

得 2n 花粉时，无论是采用物理方法还是化学方法进

行诱导，减数分裂时期、持续处理时间和处理剂量等

均是影响 2n 花粉发生频率的关键因素。周晴等[21]采

用秋水仙碱处理诱导银灰杨产生 2n 花粉，发现减数

分裂时期、注射次数以及减数分裂时期与注射次数

之间的交互作用均对 2n 花粉诱导率有着极为显

著的影响。发育至粗线期的花粉母细胞进行 11次注

射处理是最优处理组合，2n 花粉诱导率可达到

30.27%。毛彦科等[10]的研究亦表明，施加高温处理

诱导杜仲 2n 花粉时，花粉母细胞减数分裂时期、处

理温度和持续处理时间均对 2n 花粉诱导率有显著

影响。在高温处理诱导牡丹产生未减数花粉研究

中，40 ℃ 处理 4 h为最优处理组合，2n 花粉诱导率

高达 21.98%；而温度调整为 46 ℃ 时，同样处理 4 h，
此时 2n 花粉诱导率仅为 6.04%[25]。本研究考虑了减

数分裂时期和持续处理天数两个关键影响因素。研

究结果显示，减数分裂时期与持续处理时间对毛白

杨 2n 花粉诱导率有显著影响。当花粉母细胞发育至

减数分裂Ⅱ中期时，运用 4 ℃ 低温对其进行持续处

理 2 d是低温处理诱导毛白杨产生 2n 花粉的最佳处

理组合，诱导率最高可达 9.51%。尽管本研究利用

4 ℃ 低温处理毛白杨雄花芽诱导获得了一定比例的

2n 花粉，但 2n 花粉的诱导率明显偏低，可能与诱导

技术条件不够优化有关。因此，在未来的研究中，如

果需要获得更高频率的 2n 花粉，有必要进一步对低

温处理诱导毛白杨花粉染色体加倍的技术条件进行

优化。

微管骨架对环境条件和理化因子的反应十分敏

感，短期低温能引起细胞骨架的广泛解聚，致使周期

细胞的微管消失，从而引起染色体的正常排列秩序遭

受破坏。Rikin等[26]发现低温可诱导棉花（Gossypium
hirsutum）叶片细胞微管解聚。玉米（Zea mays）的悬

浮培养细胞在 4 ℃ 冷处理 3 d后，约 90% 细胞中的

微管几乎完全解聚[27]。胡萝卜（Daucus carota）细胞

在低温悬浮培养中，90% 以上的皮质微管在 1 h内
消失[28]。西瓜（Citrullus lanatus）微管在低温处理下

亦出现解聚现象，通过自身结构的动态改变来适应

外界环境[29]。De Storme等[12]利用 4 ℃ 低温对正在

开花的拟南芥进行 20 ~ 40 h的持续胁迫处理，可干

扰花粉母细胞减数分裂Ⅱ末期辐射状微管的形成，

造成减数分裂后细胞板形态建成失败。本研究中，

毛白杨花粉母细胞经 4 ℃ 低温胁迫处理 3 d后，发
育至减数分裂Ⅱ末期的花粉母细胞相邻子核之间的

辐射状微管亦呈现部分缺失现象，从而引起细胞质

分裂异常，导致细胞板形态建成失败，这可能就是低

温诱导毛白杨产生 2n 花粉的细胞学机理。 

4   结　　论

本研究选择以山西朔州的毛白杨为研究对象，

针对低温诱导花粉染色体加倍选育三倍体的可行性

问题，利用醋酸洋红染色法、免疫荧光技术等方法，

开展了毛白杨花芽外部形态与花粉母细胞减数分裂

进程观察，低温诱导花粉染色体加倍获得 2n 花粉，

低温处理对毛白杨花粉母细胞减数分裂微管骨架的

影响，低温诱导型 2n 花粉与毛白杨雌配子杂交创制

三倍体等研究。研究得到以下结论。

（1）毛白杨花粉母细胞在温室水培条件下完成

减数分裂约需 4 ~ 5 d，其减数分裂进程与雄花芽外

部形态及花药颜色变化具有明显的对应关系。

（2）当花粉母细胞发育至减数分裂Ⅱ中期时，持

续施加 2 d低温处理，可获得最佳加倍效果，其 2n
花粉诱导率可达 9.51%。

（3）进一步对不同处理组合的 2n 花粉诱导率进

行差异显著性分析，结果表明减数分裂时期和处理

天数均对毛白杨 2n 花粉诱导率具有显著影响。

（4）微管蛋白免疫荧光标记结果显示，低温处理

后的花粉母细胞发育至减数分裂Ⅱ末期时，相邻核

之间的微管受到破坏。
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（5）利用高频率的低温诱导型 2n 花粉与毛白杨

雌配子杂交获得杂交子代，经流式细胞仪和染色体

计数检测获得三倍体 1株，验证了低温诱导毛白杨

花粉染色体加倍选育三倍体的有效性。研究结果对

于丰富林木三倍体育种理论，开发新型林木 2n 配子

诱变剂等具有重要意义。
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