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摘要:【目的】确定低温诱导毛白杨花粉染色体加倍获得 2n 花粉的适宜温度范围，提高 2n 花粉诱导效率，优化完善低温诱

导毛白杨花粉染色体加倍选育林木多倍体的技术体系。【方法】本研究以山西朔州的毛白杨雄花枝为试验材料，利用醋酸

洋红染色法，在探究毛白杨雄花芽不同发育时期对低温敏感性差异的基础上，开展低温诱导毛白杨花粉染色体加倍技术

条件的优化研究；利用获得的低温诱导型 2n 花粉与毛白杨、银腺杨雌株进行授粉杂交，通过流式细胞术和体细胞染色体

计数法检测倍性。【结果】（1）相较于花粉母细胞时期，处于减数分裂阶段的毛白杨花粉母细胞对低温更加敏感，低温处理

诱导毛白杨产生 2n 花粉的适宜温度范围为−13 ~ −7 ℃；（2）处理温度、减数分裂时期和持续处理时长均对毛白杨 2n 花

粉诱导率具有极显著影响，确定了利用−13 ℃ 的低温对发育至减数分裂Ⅱ中期的花粉母细胞进行 5 h的持续处理是低温

诱导毛白杨花粉染色体加倍的最佳处理组合，其 2n 花粉诱导率可达（31.11 ± 2.93）%；（3）利用高频率的低温诱导型 2n

花粉分别与毛白杨、银腺杨单倍性雌配子进行授粉杂交，成功获得 26株三倍体。【结论】本研究优化并完善了低温诱导

毛白杨花粉染色体加倍选育三倍体的技术体系，提高了 2n 花粉诱导率，并通过低温诱导型 2n 花粉杂交获得了 26株三

倍体，建立了一种高效稳定的林木三倍体诱导方法。研究结果将为推动林木三倍体育种理论和技术的发展奠定重要的

基础。
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Abstract: [Objective] This paper aims to determine the appropriate temperature range for low-temperature-
induced chromosome doubling in pollen of Populus tomentosa  to  enhance the induction rate  of  2n pollen,
thereby  improving  polyploid  breeding  technology  system  of  forest  through  inducing  pollen  chromosome
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doubling of P. tomentosa by low temperature. [Method] Based on an investigation of differential sensitivity
at  different  developmental  stages  of  male  flower  buds  to  low  temperature  in P.  tomentosa,  aceto-carmine
staining  method  was  used,  the  experimental  conditions  for  inducing  2n  pollen  by  low  temperature  were
systematically optimized by taking male floral  branches of P. tomentosa collected from Shuozhou,  Shanxi
Province  of  northern  China.  Furthermore,  triploids  were  generated  by  pollinating  the  obtained  low-
temperature-induced  2n  pollen  with  female  P.  tomentosa  and  Populus  alba  ×  P.  glandulosa,  and  were
determined  by  flow  cytometry  and  somatic  chromosome  counting.  [Result]  (1)  Compared  with  pollen
mother cell stage, pollen mother cells (PMCs) of P. tomentosa at meiotic stage exhibited higher sensitivity
for  low  temperature.  The  optimal  temperature  for  inducing  2n  pollen  ranged  from −13  to −7 ℃.  (2)  The
dominant  meiotic  stage,  temperature,  and  duration  significantly  affected  the  induction  rate  of  low
temperature-induced  2n  pollen.  The  optimal  treatment  combination  for  inducing  pollen  chromosome
doubling  in Populus  tomentosa  by  low  temperature  was  determined  to  be  5  h  of  continuous  treatment  of
pollen  mother  cells  at  −13 ℃  during  metaphase  II.  The  highest  induction  rate  of  2n  pollen  was  (31.11  ±
2.93)%. (3) Twenty-six triploids were produced by crossing low temperature-induced 2n pollen with haploid
female gametes of P. tomentosa and Populus alba × P. glandulosa. [Conclusion] In this study, to increase
induction  rate  of  2n  pollen,  the  technical  system  for  inducing  pollen  chromosome  doubling  by  low
temperature in P. tomentosa has been optimized and 26 triploids were produced by crossing low temperature-
induced  2n  pollen.  Therefore,  an  efficient  and  stable  method  to  produce  triploids  for  woody  plants  is
established. These results lay a solid foundation for the development of theoretical frameworks and technical
applications in triploid breeding of forest trees.
Key words: Populus tomentosa; low temperature; chromosome doubling; 2n pollen; pollen abortion; triploid
breeding; genetic improvement

毛白杨（Populus tomentosa）是杨柳科（Salicaceae）
杨属的落叶乔木，广泛分布于黄河中下游流域、华北

及西北地区，是我国特有的乡土树种。其具有生长

快、材质好、树干挺拔、冠形优美和适应性强等特点，

是黄淮海平原区速生用材林、农田防护林网以及城

乡绿化的重要造林树种之一[1]，具有重要的生态与经

济价值。毛白杨遗传改良尤其是三倍体育种研究具

有重要的理论和实践价值。与二倍体相比，三倍体

毛白杨具有材积生长量大、纤维长、木质素含量低、

纤维素含量高等优良特性，在生长、材性和抗逆性等

方面具有突出优势，是纤维工业原料林建设的适宜

品种[2−3]。

人工诱导花粉染色体加倍与单倍性雌配子进行

杂交是创制林木三倍体新种质的一条重要途径。

低温作为一种重要的物理诱变因子，在诱导高等

植物产生 2n 配子过程中发挥了重要作用。目前，

低温已被成功应用于辣椒（Capsicum annuum）[4]、日
本柿子（Diospyros  kaki）[5]、小叶盾薯蓣（Dioscorea
esculenta）[6]、 油 菜 （Brassica  napus）[7]及 拟 南 芥

（Arabidopsis thaliana）[8]等植物的花粉染色体加倍研

究中，并诱导获得了一定比例的 2n 花粉。近年来，

龙美玲等[9]利用 4 ℃ 低温，对处于不同减数分裂时

期的毛白杨雄花芽进行 2 ~ 4 h的持续处理，开展了

低温诱导毛白杨花粉染色体加倍选育三倍体的研究。

实验结果表明，利用 4 ℃ 低温对发育至减数分裂Ⅱ

中期的毛白杨雄花芽施加 2 d的持续处理，2n 花粉

诱导率最高可达 9.51%，这证明了低温诱导毛白杨

花粉染色体加倍的可行性。但由于该诱导实验仅设

置了 1个温度梯度（4 ℃），未对最佳处理温度进行

筛选，使得低温诱导毛白杨花粉染色体加倍技术体

系仍不完善，从而导致 2n 花粉诱导率偏低，难以满

足三倍体育种实践的要求。因此，开展低温诱导毛

白杨花粉染色体加倍技术体系的优化研究，进一步

优化影响 2n 花粉诱导率的关键因素（如处理温度、

持续处理时间以及有效处理时期）是非常必要的。

基于上述研究背景和技术挑战，本研究拟以山

西朔州的毛白杨雄株无性系为试材，在探究毛白杨

雄花芽不同发育时期对低温的敏感性差异的基础上，

开展低温诱导毛白杨花粉染色体加倍的技术条件优

化研究，旨在提高低温诱导型 2n 花粉比例。研究结

果将对丰富林木三倍体育种理论，促进林木三倍体

诱导技术发展等具有重要的理论与实践意义。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

本研究所用材料包括毛白杨雄株无性系 SX-
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145、毛白杨雌株无性系（SX-121）、银腺杨（Populus
alba × P. glandulosa） ‘84K’雄株无性系和银腺杨雌

株无性系 YX2的花枝。其中 SX-145和 SX-121的
花枝采自于山西省朔州市朔城区金沙植物园，银腺

杨‘84K’和 YX2的花枝采自山东省聊城市国有冠县

毛白杨林场。2023年和 2024年 1月上旬，采集粗

约 1.5 cm、长约 70 cm的花枝，用塑料布包裹，运送

至北京林业大学温室，置于阴凉避风处保存备用。

 1.2    研究方法

 1.2.1    毛白杨雄花芽对低温处理的敏感性测试

将毛白杨 SX-145雄花枝分为两组，分别水培

于 10 ~ 20 ℃ 的温室。当雄花芽处于花粉母细胞时

期或进入减数分裂后，分别将花枝放置于−7、−10、
−13、−15 ℃ 的冰箱内，持续处理 3、4和 5 h。试验重

复 3次，每处理重复 2 ~ 3个花枝。低温处理后的花

枝继续水培于温室，一周后分别统计花芽死亡率。

存活的花芽培养至花药成熟开裂，不同处理组合分

别收集花粉，经硅胶干燥后保存于−20 ℃ 冰箱，用于

统计败育花粉比例。

用镊子分别夹取不同处理组合的少量花粉，涂

撒在滴有 100 μL醋酸洋红的载玻片上，制作成 3 ~
5张临时制片。然后将临时制片放置于 Olympus BX-
61光学显微镜下，每张临时制片随机挑选 5 ~ 8个
视野进行观察拍照，败育花粉的观察和统计参考李

智群等[10]方法。试验重复 3次，每次重复需统计 200 ~
300个花粉粒。

 1.2.2    低温诱导毛白杨花粉染色体加倍技术条件的

优化

对毛白杨 SX-145进行修剪，保留枝条上形态大

小近似的雄花芽，并水培于 10 ~ 20 ℃ 的温室。待雄

花芽开始进入减数分裂后，每次间隔 2 h随机采集

2 ~ 3个花芽，经新配制的卡诺固定液固定后，利用

醋酸洋红压片法和 Olympus BX - 61光学显微镜进

行减数分裂进程观察。染色体制片的具体操作参照

鲁敏[11]方法。当观察到雄花芽中大多数花粉母细胞

进入减数分裂Ⅰ中期、Ⅱ前期、Ⅱ中期、Ⅱ后期、Ⅱ

末期时，按照完全随机区组设计，分别取 6 ~ 9枝处

于同一发育阶段的雄花枝分别放置于−7、−10、−13℃
的冰箱内，分别进行 3、4和 5 h的低温处理。试验重

复 3次，共计 45个处理组合，每个处理重复 2 ~ 3个
花枝，每花枝保留 15 ~ 20个花芽。经低温处理后的

雄花枝继续水培于温室直至花粉成熟，分别收集花

粉，经硅胶干燥后放置于−20 ℃ 冰箱保存待用。试

验保留少量未经低温处理的雄花枝作为对照。为验

证低温诱导杨树雄花芽产生 2n 花粉技术的通用性，

以银腺杨‘84K’雄花枝为实验材料，前期处理和毛白

杨 SX-145完全相同，当花粉母细胞进入减数分裂Ⅱ

中期时，运用−13 ℃ 低温分别对雄花芽进行 3、4和
5 h的持续处理，同样收集各处理组合花粉。

 1.2.3    2n 花粉诱导率的统计

从各低温处理组合中随机夹取少量花粉样本，

均匀撒布于滴加有 100 μL醋酸洋红染色液的载玻

片上，制备成临时涂片。然后将临时涂片置于

Olympus BX - 61光学显微镜下，每张临时涂片随机

挑选 5 ~ 8个视野进行观察拍照，进一步利用 Image
J软件进行花粉粒直径测量[12]。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[13]，统计

每个视野中总花粉粒数与 2n 花粉粒的数量，计算出

不同处理组合的 2n 花粉诱导率。试验重复 3次，每
次重复测量 200 ~ 300个花粉粒。

 1.2.4    授粉杂交与播种育苗

当温室水培的毛白杨无性系 SX-121和银腺杨

无性系 YX2雌花序柱头发育至最佳授粉期时，选取

2n 花粉诱导率相对高的处理组花粉和对照组花粉，

使用毛笔将其均匀涂抹于柱头。授粉后的毛白杨、

银腺杨雌花枝继续水培至蒴果成熟，套袋收集种子。

随后将种子点播于盛满基质的 50孔穴盘，每孔播

种 1 ~ 2粒种子，并用插签标注处理组合。播种完成

后，将育苗盘置于托盘内，移入温室进行培育管理。

 1.2.5    杂交子代苗木倍性检测

当幼苗苗高约 10 cm时，利用流式细胞仪进行

杂交子代的倍性水平检测。具体方法如下：采取

0.5 g左右新鲜的幼嫩叶片，放置于培养皿中，加入

1 mL的细胞核裂解液[14]，用刀片切碎叶片后经滤网

过滤，弃杂质，加入 5 μg /mL的 DAPI染色液 50 μL，
染色 5 min后，使用流式细胞仪进行倍性检测。经流

式细胞仪检测初步确定的疑似三倍体植株需进行体

细胞染色体计数以验证其倍性水平。染色体计数的

具体操作步骤可参照周晴等[12]方法。

 1.2.6    数据统计

由于 2n 花粉诱导率与败育花粉比例等百分比

数据不符合正态分布，故需事先进行倒数转换以满

足统计分析需求，然后采用 SPSS18.0统计分析软件

进行差异显著性分析与 LSD多重比较。

 2   结果与分析

 2.1    毛白杨雄花芽不同发育时期对低温处理的敏感

性差异

毛白杨雄花芽未进入减数分裂前，即处于花粉

母细胞时期，利用−15 ~ −7 ℃ 的低温对其进行不同

时间的持续低温处理，经不同低温处理后的雄花枝

继续水培于温室，雄花芽能够继续发育，未观察到低
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温致死的情况，花芽存活率达 100.0%（图 1a），表明

持续低温处理不会对处于花粉母细胞时期的毛白杨

雄花芽造成明显的伤害。然而，当毛白杨雄花芽进

入减数分裂后，经低温处理的花粉母细胞发育速度

明显减缓，部分花芽因低温伤害致死。−7 ℃ 低温分

别处理 3、4和 5 h后，雄花芽未见明显伤害，花芽均

继续发育；−10 ℃ 低温持续处理 3 h后，雄花芽开始

出现死亡现象，花芽存活率为（98.25 ± 3.04）%；随着

处理温度降低和处理时间的延长，花芽死亡率持续

上升，−13 ℃ 低温持续处理 5 h的花芽存活率仅为

（67.64 ± 11.55）%；当温度降低至−15 ℃ 时，处理后

的雄花芽全部死亡（图 1a）。这说明相较于花粉母细

胞时期，处于减数分裂阶段的毛白杨雄花芽对环境

温度变化更为敏感。

将存活的毛白杨雄花芽置于温室继续水培至花

粉成熟，分处理收集花粉。经醋酸洋红染色后，各处

理组的花粉中均可观察到大量着色浅的败育花粉

（图 1b ~ d）。尽管对照组花粉中亦可观察到一定数

量的败育花粉（图 1e），但其花粉败育率明显低于处

理组。随着处理温度的降低和持续处理时间的延长，

各低温处理组合的花粉败育率均有所增加。当毛白

杨花粉母细胞发育至减数分裂Ⅱ中期时，利用−13 ℃
低温持续处理 3 h组合的败育花粉率为（15.77  ±
5.14）%，显著低于持续处理 5 h组合的败育率（图 1f）。
综合考虑低温处理对毛白杨雄花芽的致死和花粉败

育双重效应，确定了低温处理诱导毛白杨花粉染色

 

100

a b

c

e

d

80

60

40

花
芽

存
活

率
/%

20

0
3 h 4 h 5 h

−7 ℃
3 h 4 h 5 h

−10 ℃
3 h 4 h 5 h

−13 ℃
3 h 4 h

20 μm

5 h
−15 ℃

25

30f

20

15

10花
粉

败
育

率
/%

5

0
对照组 4 h 5 h

−13 ℃
3 h

c

bc ab

a

花粉母细胞时期
减数分裂时期

20 μm

20 μm

20 μm

a. 低温胁迫下毛白杨无性系 SX-145不同时期雄花芽存活率；b、c、d分别为−13 ℃ 处理 3、4和 5 h的花粉；e. 对照组花粉；f. −13 ℃ 低温处理

不同时间后花粉败育率。图中箭头指向败育花粉，不同的小写字母表示不同处理组存在显著差异（P < 0.05）。

图 1    低温胁迫下毛白杨无性系 SX-145雄花芽存活率和花粉败育情况

Fig. 1    Survival rates and pollen abortion condition of male flower buds in Populus tomentosa clone SX-145 under low temperature stress
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体加倍的适宜温度范围为−13 ~ −7 ℃。
 2.2    低温诱导毛白杨花粉染色体加倍技术条件的优化

当观察到大部分花粉母细胞进入减数分裂Ⅰ中

期、Ⅱ前期、Ⅱ中期、Ⅱ后期、Ⅱ末期时，将毛白杨雄

花枝分别用−7、−10和−13 ℃ 的温度进行 3、4和 5 h
的持续处理，各处理组合均可诱导花粉染色体加倍

获得 2n 花粉（图 2），不同处理组合 2n 花粉诱导率

统计结果见表 1。对照组中有少量天然 2n 花粉存在

（图 2a），但其 2n 花粉仅占 0.48%。各低温处理组中，

低温诱导型 2n 花粉的诱导率介于 1.26% ~ 31.11%
之间（图 2b ~ d）。其中，当花粉母细胞进入减数分裂

Ⅱ末期时，利用−7 ℃ 低温持续处理 3 h的 2n 花粉

诱导率最低，为（1.26 ± 0.27）%；花粉母细胞发育至

减数分裂Ⅱ中期时，利用−13 ℃ 低温持续处理 5 h
的 2n 花粉诱导率最高，达（31.11 ± 2.93）%。不同低

温处理组合 2n 花粉诱导率的差异显著性分析结果

（表 2）表明，处理温度（F = 30.656，P < 0.001）、减数

分裂时期（F = 19.804，P < 0.001）和持续处理时长

（F = 5.554，P = 0.005）均对 2n 花粉诱导率具有极显

著影响。进一步的多重比较结果（表 3）显示：−13 ℃
低温处理的平均 2n 花粉诱导率显著高于−7 和−10 ℃
处理；减数分裂Ⅱ中期的平均 2n 花粉诱导率显著高

于其他分裂时期；低温持续处理 5 h的平均 2n 花粉

诱导率高于其他时间处理，其中显著高于 3 h处理。

综合以上结果，确定了利用−13 ℃ 的低温对发育至

减数分裂Ⅱ中期的花粉母细胞进行 5 h的持续处理

是低温诱导毛白杨花粉染色体加倍的最佳处理组合。

为了验证低温诱导杨树雄花芽产生 2n 花粉技

术的通用性，本研究选择以银腺杨‘84K’的雄花枝为

实验材料，当花粉母细胞进入减数分裂Ⅱ中期时，运

用−13 ℃ 低温分别对雄花芽进行 3、4和 5 h的持续

处理，并统计各低温处理组合的 2n 花粉诱导率。研

究结果与毛白杨无性系 SX-145相似，银腺杨‘84K’
对照组中亦发现有少量天然 2n 花粉（图 2e），但其

2n 花粉仅占 0.34%。各低温处理组中均存在一定量

的低温诱导型 2n 花粉（图 2f ~ h），2n 花粉诱导率介

于 10.45% ~ 39.17% 之间，说明低温诱导毛白杨花粉

染色体加倍获得 2n 花粉的技术亦适用于其他杨树

种，具有通用性。

 2.3    低温诱导杨树 2n 花粉与单倍性雌配子杂交创

制三倍体

选取毛白杨和银腺杨‘84K’中 2n 花粉诱导率相

对高且花粉产量较大的 6个处理组合的花粉，分别

与银腺杨无性系 YX2以及毛白杨无性系 SX-121的
雌花序进行授粉杂交，最终获得 6 167粒种子，成苗

1 540株（表 4）。当幼苗苗高约 10 cm时，使用流式

细胞仪对所有杂交子代进行逐一检测，从中筛选获

得疑似三倍体共计 26株（图 3a，b）。进一步利用体

细胞染色体计数法对疑似三倍体植株进行倍性水平

验证，发现二倍体对照的染色体数为 38条（2n =
2x = 38，图 3c），所有疑似三倍体的染色体数目均确

定为 57条（2n = 3x = 57，图 3d），均为真正的三倍体。

在获得的 26株三倍体中，其中 6株来自于毛白杨

SX-121与银腺杨‘84K’的杂交组合；20株来自于银

腺杨 YX2与毛白杨 SX-145的杂交组合。对照组的

杂交子代中未检测到三倍体（表 4），说明低频率的

天然 2n 花粉未能参与受精。

 3   讨　　论

温度是影响植物生长发育的重要环境因子。当

植物处于开花期，如果遇到极端低温或高温天气，均

会对植物生殖生长造成重要影响。温度胁迫对花粉
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a. 毛白杨无性系 SX-145的天然 2n 花粉；b、c和 d分别代表 −13 ℃ 处理 3、4和 5 h的毛白杨低温诱导型 2n 花粉；e. 银腺杨‘84K’的天然 2n
花粉；f、g和 h分别代表−13 ℃ 处理 3、4和 5 h的银腺杨低温诱导型 2n 花粉。 图中箭头指向 2n 花粉。

图 2    毛白杨无性系 SX-145和银腺杨‘84K’中的天然 2n 花粉与低温诱导型 2n 花粉

Fig. 2    Natural 2n pollen and low temperature-induced 2n pollen in P. tomentosa clone SX-145 and P. alba × P. glandulosa ‘84K’
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表 1    不同处理组合的 2n 花粉诱导率

Tab. 1    Induction rates of 2n pollen derived from different treatment combinations

减数分裂时期 温度/℃ 持续处理时间/h 处理编号 2n花粉诱导率/%

Ⅰ中期

−7

3 M1 1.55 ± 0.04

4 M2 1.84 ± 0.88

5 M3 2.00 ± 0.56

−10

3 M4 2.07 ± 0.26
4 M5 2.46 ± 0.84

5 M6 2.85 ± 0.46

−13

3 M7 2.89 ± 1.43
4 M8 3.27 ± 0.25

5 M9 4.21 ± 2.52

Ⅱ前期

−7

3 M10 1.68 ± 0.27
4 M11 2.17 ± 1.22

5 M12 2.30 ± 0.89

−10

3 M13 2.37 ± 0.84
4 M14 2.84 ± 1.16

5 M15 3.27 ± 1.50

−13

3 M16 3.70 ± 0.77
4 M17 4.31 ± 1.65

5 M18 6.11 ± 2.25

Ⅱ中期

−7

3 M19 2.45 ± 1.01
4 M20 4.28 ± 1.32

5 M21 5.10 ± 1.21

−10

3 M22 6.88 ± 1.62
4 M23 8.11 ± 1.63

5 M24 10.22 ± 2.31

−13

3 M25 14.92 ± 1.74
4 M26 19.86 ± 3.53

5 M27 31.11 ± 2.93

Ⅱ后期

−7

3 M28 2.13 ± 0.49
4 M29 2.65 ± 1.11

5 M30 2.74 ± 1.01

−10

3 M31 2.86 ± 1.24
4 M32 3.16 ± 1.62

5 M33 3.81 ± 2.73

−13

3 M34 4.25 ± 2.04
4 M35 5.64 ± 2.33

5 M36 7.40 ± 3.77

Ⅱ末期

−7

3 M37 1.26 ± 0.27
4 M38 1.56 ± 0.11

5 M39 1.86 ± 0.74

−10

3 M40 1.99 ± 0.77
4 M41 2.36 ± 1.55

5 M42 2.56 ± 0.81

−13

3 M43 2.79 ± 1.50
4 M44 3.00 ± 1.32

5 M45 3.97 ± 1.49

对照 CK 0.48 ± 0.16
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发育的影响主要表现为花药绒毡层和胼胝质降解异

常，花粉败育，花粉产量降低，花粉粒结构异常，生

活力下降，萌发率降低等[15−16]。但植物由于所处的

生长发育阶段不同，其对温度变化的敏感程度亦有

所差别[17]，故而极端温度胁迫对植物造成的伤害程

度也不尽相同。据 Takeoka等[18]和 Satake等[19]报道，

植物性母细胞自减数分裂开始至四分体形成前这一

发育阶段对温度胁迫最为敏感。本研究利用−15 ~
−7 ℃ 低温分别对处于花粉母细胞时期和减数分裂

时期的毛白杨雄花芽进行低温处理，发现处于花粉

母细胞时期（未进入减数分裂）的雄花芽对低温不甚

敏感，未观察到花芽死亡的现象。而对于处于减数

分裂时期雄花芽而言，−10 ℃ 低温持续处理 3 h就
可导致少量雄花芽死亡，花芽存活率降为（98.25 ±

 

表 2    各处理组合 2n 花粉诱导率的方差分析

Tab. 2    Variance analysis of 2n pollen induction rates for each treatment combination

变异来源 df MS F P

温度 2 8 207.372 30.656 < 0.001

减数分裂时期 4 5 302.168 19.804 < 0.001

处理时长 2 1 486.960 5.554 0.005

温度 × 减数分裂时期 8 116.802 0.436 0.896

温度 × 处理时间 4 36.112 0.135 0.969

减数分裂时期 × 处理时长 8 25.397 0.095 0.999

减数分裂时期 × 温度 × 处理时长 16 40.011 0.149 1.000

 

表 3    2n 花粉诱导率的多重比较

Tab. 3    Multiple comparisons of 2n pollen induction rates

处理温度/℃ 平均2n花粉诱导率/% 处理时期 平均2n花粉诱导率/% 持续处理时间/h 平均2n花粉诱导率/%

−7 2.37b I中期 2.57cd 3 3.59b

−10 3.85b Ⅱ前期 3.19bc 4 4.50ab

−13 7.83a Ⅱ中期 11.44a 5 5.97a

Ⅱ后期 3.85b

Ⅱ末期 2.37d

注：不同小写字母表示不同处理间存在显著差异（P < 0.05）。

 

表 4    低温诱导 2n 花粉与单倍性雌配子杂交创制三倍体

Tab. 4    Crossing 2n pollen induced by low temperature with haploid female gametes to produce triploids

杂交组合 处理编号 2n花粉诱导率/% 种子数 成苗数 三倍体株数 三倍体得率/%

毛白杨SX-121 ×
银腺杨‘84K’

MY1 10.45 1 300 410 0 0

MY2 12.49 503 37 0 0

MY3 14.02 805 49 0 0

MY4 16.00 1 397 367 3 0.82

MY5 39.17 295 41 0 0

MY6 30.95 215 64 3 4.69

银腺杨YX2 ×
毛白杨SX-145

YM1 6.88 446 123 1 0.81
YM2 8.11 285 87 1 1.15

YM3 10.22 93 84 10 11.90

YM4 14.92 171 16 2 12.50

YM5 19.86 221 28 4 14.29

YM6 31.11 36 10 2 20.00

CK 0.48 400 224 0 0

合计 6 167 1 540 26 1.69
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3.04）%；−13 ℃ 低温持续处理 5 h可导致大量雄花

芽死亡，花芽存活率仅为（67.64 ± 11.55）%；当处理

温度降至−15 ℃ 时，处理组雄花芽全部死亡。这说

明处于减数分裂阶段的毛白杨雄花芽较花粉母细胞

时期的雄花芽对低温胁迫更为敏感，这与拟南芥

（Arabidopsis thaliana）、水稻（Oryza sativa）等植物的

温度敏感性研究结果相似[20−22]。

减数分裂进程中的植物性母细胞对温度胁迫敏

感性除了体现在花芽致死外，还体现在温度胁迫伤

害导致配子发育异常，甚至引起配子败育[15]。本研

究中，采用−13 ℃ 低温对处于减数分裂Ⅱ中期的毛

白杨花粉母细胞进行 3、4及 5 h的持续处理，并统

计花粉败育率。研究结果表明，败育花粉率随着低

温持续处理时间的延长而逐渐上升，持续处理 5 h
时，败育花粉比例达（25.75 ± 2.11）%，这与模式作物

水稻花粉受低温胁迫的研究结果相一致。综合考虑

低温处理对毛白杨雄花芽的致死和花粉败育双重效

应，确定了低温处理诱导毛白杨花粉染色体加倍的

适宜温度为−13 ~ −7 ℃，这既考虑了低温诱导的有

效性，又平衡了诱导型花粉的产量。

有研究[20]表明，利用诱变剂诱导植物花粉染色

体加倍获得 2n 花粉时，只有在特定减数分裂时期进

行理化处理才能获得高频率的 2n 花粉。因此，确定

有效的减数分裂时期至关重要。但由于不同诱变剂

诱导植物产生 2n 花粉的作用机制差异，导致有效处

理时期因诱变剂类型不同而有所变化。据前人研究

报道：秋水仙碱处理诱导杨树花粉染色体加倍的有

效处理时期为粗线期 [23−24]，高温处理诱导银灰杨

（Populus canescens）花粉染色体加倍的有效处理时

期为终变期 [25]，外源赤霉素诱导新疆杨（Populus
bolleana）花粉染色体加倍的有效处理时期为减数分

裂Ⅱ前期[26]。本研究中，利用−13 ~ −7 ℃ 的低温对

处于减数分裂Ⅱ中期的毛白杨雄花芽进行处理获得

的 2n 花粉诱导率显著高于减数分裂Ⅰ中期、Ⅱ前期、

Ⅱ后期以及Ⅱ末期，故减数分裂中期Ⅱ是低温处理

诱导毛白杨花粉染色体加倍的有效减数分裂时期。

无论是采用物理方法还是化学方法诱导林木花

粉染色体加倍获得 2n 花粉时，处理剂量、减数分裂

时期以及持续处理时间均是影响 2n 花粉诱导率的

关键因素[23]。因此，2n 花粉诱导率的高低直接反映

了上述多个影响因素的综合效果。要想获得高 2n 花

粉诱导率，必须对这些影响因素的最佳组合进行优
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图 3    低温诱导毛白杨无性系 SX-145与银腺杨‘84K’花粉染色体加倍子代倍性分析

Fig. 3    Ploidy level analysis of offsprings derived from pollen chromosome doubling in P. tomentosa clone SX-145 and P. alba × P. glandulosa ‘84K’
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化筛选。有研究表明：利用 36 ℃ 的高温对正处于开

花期的玫瑰（Rosa spp.）进行 48 h的持续胁迫处理可

获得 24.5% 的 2n 花粉[27]；利用 38 ℃ 的高温对发育

至减数分裂终变期的花粉母细胞进行 6 h的持续处

理是高温诱导银灰杨花粉染色体加倍的最佳技术

组合，可获得 56.3% 的 2n 花粉 [28]；银白杨（Populus
alba）雄花芽经 36 ℃ 高温持续处理 4 h则可获得

32.75% 的 2n 花粉诱导率[29]。而药用木本植物杜仲

（Eucommia ulmoides）需要更高的处理温度，利用 46 ℃
高温对其雄花芽进行 4 h的持续处理可获得最佳诱

导效果[30]。

在植物 2n 花粉低温诱导研究中，大多因处理温

度设置不理想而导致 2n 花粉诱导率偏低。de Storme
等[8]利用 4 ℃ 低温对减数分裂时期的拟南芥花蕾进

行 40 h的持续处理，2n 花粉诱导率低于 8.0%。张新

忠等[31]施加 11 ℃ 的低温对辣椒花蕾进行 48 h处理，

亦仅获得 13.0% 的 2n 花粉诱导率。龙美玲等 [9]运

用 4 ℃ 的低温对减数分裂Ⅱ中期的毛白杨雄花芽进

行 2 d的持续处理，最高 2n 花粉诱导率仅为 9.51%。
本研究通过优化处理温度、减数分裂时期以及持续

处理时间 3个关键影响因素，发现利用−13 ℃ 对处

于减数分裂Ⅱ中期的花粉母细胞持续处理 5 h是低

温诱导毛白杨花粉染色体加倍的最佳技术组合，2n
花粉诱导率最高可达 31.11%，是龙美玲等[9]2n 花粉

诱导率的 3倍。利用高频率的低温诱导型花粉与毛

白杨、银腺杨雌配子进行授粉杂交获得杂交子代，检

测获得 26株三倍体，显著提高了三倍体得率。

尽管本研究初步确定了低温诱导毛白杨花粉染

色体加倍获得 2n 花粉的适宜温度范围，显著地提高

了 2n 花粉诱导效率，建立完善了低温诱导毛白杨花

粉染色体加倍选育三倍体的技术体系，但有关低温

诱导毛白杨产生 2n 花粉的细胞分子机制仍有待揭示。

 4   结　　论

基于前期研究基础，本研究以定植于山西省朔

州市朔城区金沙植物的毛白杨为实验材料，在探究

不同时期毛白杨雄花芽对低温敏感性差异的基础上，

开展了低温诱导毛白杨花粉染色体加倍技术条件的

优化研究，旨在提高 2n 花粉诱导效率，完善低温诱

导毛白杨花粉染色体加倍选育三倍体的技术体系。

研究主要得到以下结论。

（1）相较于花粉母细胞时期，处于减数分裂阶段

的毛白杨花粉母细胞对低温更加敏感，低温处理诱

导毛白杨产生 2n 花粉的适宜温度范围为−13 ~ −7 ℃。
（2）处理温度、减数分裂时期以及持续处理时间

均极显著地影响了毛白杨 2n 花粉诱导率，确定了利

用−13 ℃ 的低温对发育至减数分裂中期Ⅱ的花粉母

细胞进行 5 h的持续处理是低温诱导毛白杨花粉染

色体加倍的最佳处理组合，2n 花粉诱导率达（31.11 ±
2.93）%。

（3）利用低温诱导型 2n 花粉与毛白杨、银腺杨

雌花序进行授粉杂交创制三倍体 26株，其中 6株三

倍体来源于毛白杨 × 银腺杨的杂交组合，另外 20株
三倍体来源于银腺杨 × 毛白杨的杂交组合。研究结

果对于丰富林木三倍体育种理论，促进林木三倍体

育种技术的发展具有重要意义。
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