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摘要：【目的】黄瓜（Cucumis sativus L.）遗传基础狭窄，种质资源多样性较为有限，遗传育种研究相对

落后。本试验旨在创制整倍体和非整倍体黄瓜种质材料，建立其准确的染色体组成鉴定方法，为进一步选育黄瓜

各种染色体系、目标性状的染色体定位及遗传育种研究奠定基础。【方法】以华北生态型黄瓜‘长春密刺’的高代

自交系为材料，0.4％秋水仙素溶液处理萌动种子，诱导染色体数目加倍。为获得同源三倍体材料，以诱导获得的

同源四倍体为母本，二倍体为父本进行杂交，授粉 35—45 d 后采收成熟果实进行胚拯救。采用染色体计数，结合

形态学、叶片气孔电镜观察，对诱导株及杂交后代的倍性进行鉴定。利用染色体特异的探针进行荧光原位杂交

（fluorescence in situ hybridization，FISH），通过观察特异探针在染色体上杂交信号的数目、强弱及位置，

结合黄瓜的染色体形态参数，对诱导株的染色体组成进行鉴定。【结果】对经秋水仙素处理的‘长春密刺’材料进

行有丝分裂中期染色体计数观察，结果显示诱导获得 8 株四倍体（2n=28），3株非整倍体（2n=16，19，27）材料。

将四倍体与二倍体杂交获得了三倍体材料（2n=21）。经荧光原位杂交分析，根据黄瓜着丝粒探针 Type III 和核糖

体 45S rDNA 两类信号在染色体上的信号特征可以看出，与二倍体相比，三倍体与四倍体上杂交信号为倍性变化

关系，进一步验证创制出的整倍性材料为三倍体与四倍体。不同倍性‘长春密刺’植株的形态学特征存在一定

差异，四倍体植株的形态指标与二倍体差异显著；三倍体植株与二倍体在形态学上差异不显著；非整倍体植株

与二倍体在形态学上差异也不显著，但其长势较二倍体弱，且花期推迟，雌雄花花期不遇，坐果率明显低于二

倍体。经叶片气孔电镜观察，‘长春密刺’二倍体、三倍体与四倍体植株叶片气孔的大小与密度均存在差异，随

着倍性提高，气孔的长度和宽度增加，而气孔密度则下降，说明形态学筛选和叶片气孔电镜观察可以作为鉴定

黄瓜倍性的辅助方法。以上述两类黄瓜重复序列（Type III 和 45S rDNA）和染色体特异的单拷贝基因 Csa006700

为探针，对染色体数目为 16 的一株非整倍体诱导株进行染色体组成鉴定。重复序列的荧光原位杂交结果显示，

额外的两条染色体为 1 号或 2 号染色体。进一步利用黄瓜 2 号染色体端部的基因 Csa006700 探针检测，发现该

基因只在其中一对染色体上有信号，由此明确该材料为附加两条 1 号染色体的四体材料（2n=14+2）。研究表明

秋水仙素不仅可直接诱导出同源多倍体，同时可诱导各种非整倍体植株。【结论】利用秋水仙素处理黄瓜萌动种

子，诱导染色体倍性的变化，结合染色体特异探针的荧光原位杂交鉴定，可快速创制并筛选出各种染色体组成

的特异新种质。 

关键词：黄瓜；秋水仙素；整倍体；非整倍体；荧光原位杂交 
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Abstract: 【Objective】 The narrow genetic basis and limited genetic diversity of germplasm resources were the main 

bottlenecks of genetic and breeding researches of cucumber (Cucumis sativus L.). This research aimed to create different euploidy 

and aneuploidy cucumber germplasm materials, and to establish a reliable method for identifying chromosomal constitution of the 

new materials, which would lay a foundation for the researches of screening chromosome lines, chromosome localization and genetic 

breeding. 【Method】 The germinating seeds of the North China ecotype inbred line ‘Changchunmici’ of C. sativus were treated with 

0.4% colchicine solution to induce the chromosome doubling. Autotriploid was obtained through culturing the 35-45 d zygotic 

embryo from the cross of the induced autotetraploid and diploid. The chromosomal ploidy or number of the induced plants and 

hybrids were investigated using chromosome counting, combined with the morphology, leaf stomata under electron microscope 

scanning. Fluorescence in situ hybridization (FISH) was carried out to ascertain the chromosomal constitution of the induced plants 

based on the number, intensity and location of specific probe signals. 【Result】 According to the ploidy identification based on the 

mitotic metaphase chromosome number, eight autotetraploidy plants (2n=28) and three aneuploidy plants (2n=16, 19, or 27) were 

obtained in this study. Autotriploid plants (2n=21) were produced from the cross of autotetraploid and diploid. FISH signals of Type 

III (cucumber centromere probe) and 45S rDNA were multiple changes among diploid, triploid and tetraploid. The result further 

indicated the ploidy level. There were differences in morphologic characteristics among different ploidy plants of ‘Changchunmici’. 

Compared with diploid, tetraploid had significant differences in morphologic characteristics. The difference among triploid, 

aneuploidy and diploid were not significant, but the aneuploid grew weaker and with late flowering period and low fruit setting rate. 

Results from leaf stomata under electron microscope scanning showed that there were differences among different ploidy plants. 

With the increase of ploidy, the length and width of leaf stomata rose notably, but the stomatal density declined obviously, which 

could be used as an aid for identifying the ploidy of cucumber. The tandem repetitive sequence (45S rDNA and Type III) and 

chromosome-specific single copy gene Csa006700 were used as FISH probes to identify chromosomal constitution of the aneuploidy 

plant with the chromosome number of 16. FISH results from repetitive probes on the mitotic metaphase chromosomes showed that 

the extra two chromosomes were chromosomes 1 or 2. Further, the chromosome 2 specific gene probe-Csa006700 showed the 

signals on one pair of chromosomes. These results confirmed that this aneuploidy plant was assigned as tetrasome polyploidy with 

two extra chromosome 1 of cucumber (2n=14+2). These results confirmed that colchicine could directly not only induce 

autopolyploid, but also induce a variety of aneuploid. 【Conclusion】 It is a rapid method to create cucumber different euploidy and 

aneuploidy germplasm materials using colchicine, and the chromosomal constitution could be identified by FISH analysis based on 

the chromosome specific probes. 

Key words: cucumber; colchicine; euploid; aneuploid; fluorescence in situ hybridization (FISH) 

 

0  前言 

【研究意义】染色体数目的变异是种内性状多样

化的重要基础，也是遗传与育种学家关注的重要研究

内容。染色体数目变异类型主要包含整倍体和非整倍

体两大类。其中多倍体较二倍体具有更强的遗传可塑

性和更好的生理适应性，在产量和品质方面往往优于

二倍体[1]，在一些重要性状的表达上，同源加倍的过

程具有重要意义[2]。多倍体还是育种学和遗传学研究

的重要中间材料，利用染色体多倍化可有效克服远缘

杂交障碍，提高育种效率；而非整倍体材料在基础研

究和作物育种中都具有重要价值，不仅可用于创制新

种质，还可用于基因定位和连锁遗传分析[3]。创制染

色体数目变异材料，并快速准确鉴定染色体数目组成

及来源，可为育种提供细胞遗传学依据，为其遗传特

性和育种用途的研究奠定理论基础。【前人研究进展】

关于黄瓜不同倍性染色体系创制的研究已有报道。多

倍体主要通过化学药剂诱导获得，其中最常用的化学

药剂为秋水仙素。Nikolova[4]、陈劲枫[5]和鄢郁霖等[6]

利用秋水仙素成功诱导出同源四倍体材料；刁卫平

等 [7-8]对单倍体组织培养过程中形成的胚进行再生培

养也获得了少量同源四倍体植株；刁卫平等[9-11]通过

二、四倍体杂交直接获得了同源三倍体材料，并将同

源三倍体与二倍体杂交获得了 4 种表型的三体植株，

但没有对其染色体组成进行进一步的分析。非整倍体

在二倍体群体中自然发生的几率很小，主要通过杂交

和回交的方法获得。近年，随着分子细胞遗传学在倍

性育种中的不断发展，荧光原位杂交技术已成为一种

有效的鉴定手段，不仅能快速分析出植株的倍性，而

且能利用特定的序列探针准确识别不同染色体。在葫

芦科作物中，陈劲枫等[12]、Koo[13]等对黄瓜及其近缘

物种最早进行了研究，利用 FISH 技术对 45S 和 5S 

rDNA 在有丝分裂中期染色体上的物理位置进行了定

位。Zhao 等[14]利用多个重复序列探针对黄瓜 7 对有丝
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分裂中期的染色体进行了区分，并建立了 FISH 核型

图。徐延浩等[15]通过建立南瓜、丝瓜和冬瓜带有 45S

和 5S rDNA 标记的 FISH 核型图，比较了 3 种葫芦

科作物基因组中 rDNA 位点和数目分布的差异。李

琦等[16]成功将 45S rDNA 和 5S rDNA 定位到了西瓜、

苦瓜与罗汉果中。在前期研究中，获得了黄瓜染色体

特异的单拷贝基因探针，可用于准确识别特定的黄瓜

染色体[17]。这些研究为黄瓜染色体数目变异材料的创

制与快速鉴定提供了可靠保证。【本研究切入点】前

人研究中，利用秋水仙素诱导同源四倍体的报道较多，

但直接利用秋水仙素诱导并鉴定出非整倍体的研究报

道较少。对诱导株的染色体倍性鉴定多以形态学鉴定

和染色体计数相结合，利用荧光原位杂交进行诱导材

料的倍性鉴定和染色体组成分析尚未见报道。【拟解

决的关键问题】利用秋水仙素溶液处理华北型黄瓜自

交系‘长春密刺’萌动种子，诱导染色体数目变异，

采用重复序列及染色体特定基因为探针的荧光原位杂

交鉴定方法，结合形态学、叶片气孔电镜观察手段，

快速鉴定获得的黄瓜多倍体和非整倍体，为黄瓜的种

质创新和遗传改良提供材料。 

1  材料与方法 

试验于 2013 年秋在南京农业大学葫芦科作物遗

传与种质创新实验室进行。 

1.1  试验材料 

华北型黄瓜（Cucumis sativus）品种‘长春密刺’

（2n=2x=14）的高代自交系。 

1.2  试验方法 

1.2.1  诱导方法  参照陈劲枫等[5]的诱导方法，用

0.4%秋水仙素溶液浸泡已露出 0.5—1.0 cm 长胚根的

‘长春密刺’萌动种子 80 粒，置于摇床上避光处理 4 h，

以清水处理为对照。处理后的种子用清水冲洗 3 次并

播入 32 孔穴盘中。 

为获得同源三倍体材料，以诱导出的同源四倍体

为母本，二倍体为父本进行杂交。对授粉后 35—45 d

的成熟果实进行胚胎拯救，果实经流水冲洗后在超净

工作台上用 75%的乙醇进行表面消毒，剖开果实取出

种子，切取近胚轴端的组织作为外植体接种在 MS+3%

蔗糖+0.8%琼脂（pH 5.8）的培养基上，于 2 000 lx、

光照/黑暗(16 h/8 h)、26℃组织培养室内培养。 

1.2.2  形态学观察  参照雷春等[18]的方法，待幼苗

长至两叶一心时，对处理株进行苗期形态学鉴定，筛

选出诱导株，并在营养生长期和生殖生长期对诱导材 

料进行观察。 

1.2.3  染色体制片  利用黄瓜卷须进行染色体制片，

参照陈劲枫等[19]的去壁低渗火焰干燥法，略作修改。

于晴天上午取 1—2 cm 幼嫩卷须，经 E/G 固定液（乙

醇﹕冰醋酸=3﹕1）于 4℃下固定 24 h，切取卷须顶部

2—3 mm 分生区，用 4%的纤维素酶 RS 和 2%的果胶

酶 Y-23 混合溶液，37℃酶解 90 min 后，水洗、固定，

采用火焰干燥法制片。三倍体组培材料的染色体制片

参照曹清河等[20]的方法。 

1.2.4  荧光原位杂交  荧光原位杂交和信号检测参

照 Lou 等[21]的方法，略作修改。 

探针类型：（1）重复序列：45S rDNA 和着丝粒

探针 Type III[14]；（2）2 号染色体特异基因探针

Csa006700[17]（用于区分黄瓜 1 号和 2 号染色体）。

通过缺刻平移法，用地高辛 -dUTP (Digoxigenin- 

dUTP，Dig-dUTP)标记 45S rDNA 和 Csa006700 探

针, 用生物素-dUTP (Biotin-dUTP，Bio-dUTP)标记

Type III。 

荧光原位杂交：（1）染色体变性与杂交：选择

染色体分散良好的制片，加 70%的去离子甲酰胺于

80℃变性，以系列乙醇（70%、90%、100%）脱水晾

干，加上杂交混合液（含去离子甲酰胺、2×SSC、50%

硫酸葡聚糖、已标记的 DNA 探针），置于杂交盒中

37℃杂交过夜。（2）洗脱与信号检测：将染色体制片

依次置于 2×SSC、1×TNT 中洗涤，加上带荧光信号

的抗体，置于杂交盒中 37℃杂交 40 min。玻片经 1×

TNT 洗涤晾干后，加上 DAPI 复染，压片后在荧光显

微镜下观察。 

1.2.5  叶片气孔电镜观察  待幼苗长出 2—3 片真叶

时，以二倍体植株叶片气孔作为对照，对叶片气孔大

小、密度进行观察，分析气孔大小与倍性的关系。方

法参照叶德友等[22]，略作修改。于叶片靠近中脉区域

剪取 0.5 cm×0.5 cm 的叶块，迅速用 2.5%戊二醛固定

2 h，磷酸缓冲液冲洗 3 次，经 50%、60%、90%乙醇

脱水干燥，样品表面喷镀金属膜，在扫描电镜下观察

并拍照。 

2  结果 

2.1  不同染色体数目黄瓜材料的获得 

‘长春密刺’经秋水仙素诱导处理后，出苗迟缓，

且出苗不整齐。部分单株子叶较小，向外翻卷，前两

片真叶出现畸形。部分植株出现明显的多倍化特征，

表现为叶片变大变厚，表面绒毛较密，茎杆变粗，节
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间缩短等特征。待植株长到 10 节以上时，利用幼嫩卷

须的顶端生长点进行染色体数目的鉴定，共从 80 株处

理株中鉴定出 8 株四倍体（2n=28），3 株非整倍体

（2n=16，19，27）。 

用同源四倍体材料和二倍体进行杂交，授粉后约

40 d，取种子进行胚培养，利用组培苗根尖鉴定技术

对部分杂交后代组培材料进行了倍性鉴定。在鉴定的

20 份材料中，12 份组培材料为三倍体（2n=21），其

余 8 份为二倍体（2n=14）。 

2.2  黄瓜整倍体材料的形态及染色体鉴定 

2.2.1  形态学观察  不同倍性‘长春密刺’植株的形

态学特征存在一定的差异，四倍体植株的各植物形态

指标与二倍体差异显著，而三倍体植株与二倍体在形

态学上差异不显著。 

处于营养生长期时，四倍体植株幼苗较二倍体生 

长缓慢。四倍体真叶叶面积较大，叶片增厚，叶色较

深，叶脉明显，叶缘褶皱，叶片不平整，叶片基部夹

角较小，甚至呈现交叉现象；二倍体真叶叶面积较小，

叶片较薄，叶色较浅，叶脉相对较细，叶片平整，叶

片基部呈“U”形。四倍体茎较粗，节间距较短，植

株整体呈“矮胖”状；二倍体茎较细，节间距较长，

植株整体呈“高瘦”状（图 1）。 

处于生殖生长期时，四倍体与二倍体雌雄花存在

明显差异。四倍体花朵较大，花色为亮黄色，花瓣多

为六瓣，花瓣较厚，表面有皱褶，雄花花药、花丝和

雌花花柱膨大变粗，子房纵径较小、横径较大，呈现

“短胖”状；二倍体花朵较小，花色为浅黄色，花瓣

多为五瓣，花瓣较薄，表面较平整，雄花花药、花丝

和雌花花柱相对较小，子房纵径较大、横径较小，呈

现“长瘦”状。 

 

A1 B1 C1 D1

A2 B2 C2 D2
 

A1：二倍体子叶；B1：二倍体真叶；C1：二倍体雄花；D1：二倍体植株。A2：四倍体子叶；B2：四倍体真叶；C2：四倍体雄花；D2：四倍体植株 
A1: Cotyledon of diploid; B1: Leaf of diploid; C1: Male flower of diploid; D1: Plant of diploid. A2: Cotyledon of tetraploid; B2: Leaf of tetraploid; C2: Male 
flower of tetraploid; D2: Plant of tetraploid 

 

图 1  二倍体与四倍体黄瓜植株形态比较 

Fig. 1  Comparison of morphology between diploid and tetraploid plants 

 

2.2.2  荧光原位杂交鉴定  用 Bio-dUTP 标记的

Type III探针和Dig-dUTP标记的45S rDNA探针与‘长

春密刺’有丝分裂中期染色体进行荧光原位杂交，绿

色信号为 Type III，红色信号为 45S rDNA，蓝色为

DAPI 复染的有丝分裂中期染色体（图 2）。 

根据染色体制片分析结果，确定出候选四倍体

（2n=28）和三倍体（2n=21）材料。为了确定本研究

诱导的候选染色体加倍材料为整倍体，参考 Zhao 等[14]

的黄瓜核型图，分析黄瓜着丝粒探针 TypeIII 和 45S 

rDNA 探针在候选多倍体中期染色体上的荧光原位杂交

信号特征，包括信号的数目、位置、强度等信息，鉴定候

选多倍体的染色体核型，由此分析出诱导株的整倍性。 

用 Bio-dUTP 标记的 Type III 探针和 Dig-dUTP 标

记的 45S rDNA 探针与中期染色体杂交（图 2）。Type 
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III 为着丝粒序列，在‘长春密刺’二倍体中期染色体，

表现为 14 个信号（图 2-B）；在候选三倍体中期染色

体上，共有 21 个信号（图 2-E）；在候选四倍体中期

染色体上，共有 28 个信号（图 2-H）。45S rDNA 在

二倍体中期染色体上有 6 个较强的信号，分别位于 3

对同源染色体上（图 2-C）；在候选三倍体中期染色

体上有 9 个较强的信号（图 2-F）；在候选四倍体中

期染色体上有 12 个较强的信号（图 2-I）。从两类信

号在染色体上的强弱和组合特征可以看出，与二倍体

相比，三倍体与四倍体上信号为倍性变化的关系。由

此表明创制出的整倍性材料为三倍体与四倍体。 

2.2.3  叶片气孔电镜观察鉴定  ‘长春密刺’二倍体、

三倍体与四倍体植株叶片气孔比较，其大小与密度均

存在差异（图 3）。由表 1 可知二倍体对照株单位视

野内气孔数目为（982±80）个/mm2；三倍体诱导株单

位视野气孔数目为（818±78）个/mm2，较二倍体对照

株减少了 16.70%；四倍体诱导株单位视野气孔数目为

（570±82）个/mm2，较二倍体对照株减少了 41.96%。

而二倍体对照株气孔的平均长和宽分别为 14.1 μm×

9.8 μm，三倍体诱导株气孔的平均长和宽分别为 15.8 

μm×10.2 μm，四倍体诱导株气孔的平均长和宽分别

为 18.2 μm×13.0 μm（图 3）。 

 

A B C

D E F

G H I

5 μm

5 μm

5 μm

 
A—C：二倍体荧光原位杂交结果；A：Type III(绿色)和 45S rDNA(红色)与 DAPI 复染的染色体(蓝色)合成图；B：Type III(绿色)杂交信号；C：45S 
rDNA(红色)杂交信号。D—F：三倍体荧光原位杂交结果；D：Type III(绿色)和 45S rDNA(红色)与 DAPI 复染的染色体(蓝色)合成图；E：Type III(绿
色)杂交信号；F：45S rDNA(红色)杂交信号。G—I：四倍体荧光原位杂交结果；G：Type III(绿色)和 45S rDNA(红色)与 DAPI 复染的染色体(蓝色)

合成图；H：Type III(绿色)杂交信号；I：45S rDNA(红色)杂交信号 
A-C: FISH result of diploid; A: A merged image of the mitotic metaphase chromosome and the FISH signals; B: FISH signals of Type III (green); C: FISH 
signals of 45S rDNA (red). D-F: FISH result of triploid; D: A merged image of the mitotic metaphase chromosome and the FISH signals; E: FISH signals of 
Type III (green); F: FISH signals of 45S rDNA (red). G-I: FISH result of tetraploid. G: A merged image of the mitotic metaphase chromosome and the FISH 
signals; H: FISH signals of Type III (green); I: FISH signals of 45S rDNA (red) 

 

图 2  不同倍性黄瓜有丝分裂中期染色体荧光原位杂交 

Fig. 2  FISH on mitotic metaphase chromosome of cucumber plants with different ploidy cucumbers 



3518                中  国  农  业  科  学    47 卷 

 

表 1  不同倍性黄瓜叶片气孔大小和数目的比较 

Table 1  Comparison of leaf stoma size and number of different ploidy cucumbers 

植株倍性 

Ploidy 

气孔口长度 

Length of stomatal 

aperture (μm) 

气孔口宽度 

Width of stomatal 

aperture (μm) 

气孔器长度 

Length of stoma 

(μm) 

气孔器宽度 

Width of stoma  

(μm) 

气孔密度 

Density of stoma 

(ind./mm2) 

二倍体植株 Diploid plants 3.2±0.41 1.2±0.38 14.1±1.52 9.8±2.01 982±80 

三倍体植株 Triploid plants 7.5±0.77 1.8±0.33 15.8±1.21 10.2±0.89 818±78 

四倍体植株 Tetraploid plants 9.1±1.38 1.9±0.76 18.2±2.11 13.0±1.88 570±82 

 

A B C

D E F

 
A：二倍体气孔（3 000×）；B：二倍体气孔（1 000×）；C：三倍体气孔（3 000×）；D：三倍体气孔（1 000×）；E：四倍体气孔（3 000×）；F：
四倍体气孔（1 000×） 
A: Stoma shape of diploid plants (3 000×); B: Stoma shape of diploid plants (1 000×); C: Stoma shape of triploid plants (3 000×); D: Stoma shape of triploid 
plants (1 000×); E: Stoma shape of tetraploid plants (3 000×); F: Stoma shape of tetraploid plants (1 000×) 

 

图 3  不同倍性黄瓜叶片气孔比较 

Fig. 3  Comparison of leaf stoma of different ploidy cucumbers 

 

2.3  黄瓜非整倍体材料的形态及染色体鉴定 

2.3.1  形态学观察  ‘长春密刺’非整倍体植株与正

常二倍体植株相比，两者形态上差异不显著。在茎节、

叶片、花器等方面，非整倍体植株与二倍体相似，但

长势较二倍体弱，且花期推迟，雌雄花花期不遇，坐 

果率明显低于二倍体。 

2.3.2  荧光原位杂交鉴定  对 80 株处理株有丝分

裂中期染色体进行计数观察，结果显示有 3 株染色

体数目出现非整倍性变异，分别为 2n=16 的 1 号非

整倍体（Aneu-1，图 4-A），2n=19 的 2 号非整倍体 

 

 
A：Aneu-1，染色体数目 2n=16；B：Aneu-2，染色体数目 2n=19；C：Aneu-3，染色体数目 2n=27 

A: Aneu-1, Chromosome number 2n=16; B: Aneu-2, Chromosome number 2n=19; C: Aneu-3, Chromosome number 2n=27 

 

图 4  非整倍体黄瓜有丝分裂中期染色体 

Fig. 4  Mitotic metaphase chromosome of aneuploidy cucumbers 
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（Aneu-2，图 4-B），及 2n=27 的 3 号非整倍体（Aneu-3，

图 4-C）。 

进一步对染色体数目 2n=16 的 Aneu-1 进行了染

色体组成分析。用 Bio-dUTP 标记的 Type III 探针和

Dig-dUTP标记的 45S rDNA探针与其有丝分裂中期染

色体进行荧光原位杂交，绿色信号为 Type III，红色

信号为 45S rDNA，蓝色为 DAPI 复染的有丝分裂中期

染色体（图 5）。 

根据 FISH 结果，利用有丝分裂中期染色体上

信号的数目、位置、强度等信息鉴定染色体，在二

倍体‘长春密刺’荧光原位杂交中有 6 个较强的

45S rDNA 杂交信号，其中 4 号染色体 45S rDNA

和 Type III 杂交信号均很强且相邻，1 号和 2 号染

色体 45S rDNA 杂交信号较强，但 Type III 杂交信

号较弱（图 5）。对 Aneu-1 有丝分裂中期染色体

FISH 核型图进行分析，发现有 8 个较强的 45S 

rDNA 杂交信号，分别位于 8 条染色体上，其中仅

两条染色体上 45S rDNA 和 Type III 杂交信号均较

强，初步推测该诱导株附加的两条染色体为 1 号或

2 号染色体。为确认该诱导株 Aneu-1 附加的具体

为哪两条染色体，利用已定位在黄瓜 2 号染色体端

部的基因 Csa006700 为探针，进一步鉴定区分 1 号

与 2 号染色体。原位杂交结果显示，Csa006700 探

针仅在一对染色体端部出现，由此可以排除 2 号染

色体为附加染色体的可能，因此确定附加的两条染

色体为黄瓜 1 号染色体。
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A：Type III(绿色)，45S rDNA(红色)和 Csa006700 探针(红色，箭头指示)与 DAPI 复染的染色体(蓝色)合成图；B：Type III 杂交信号；C：45S rDNA
和 Csa006700 探针(箭头指示)杂交信号；D：基于 Type III(绿色)，45S rDNA(红色)和 Csa006700 探针(红色)的荧光原位杂交图像核型图(1—7 表

示染色体编号) 
A: A merged image of the mitotic metaphase chromosome and the FISH signals; B: FISH signals of Type III; C: FISH signals of 45S rDNA and probe 
Csa006700 (the arrows point the site of signal); D: Karyotype based on Type III (green), 45S rDNA (red) and probe Csa006700 (red) FISH (1-7 show 
chromosome No.) 

 

图 5  Aneu-1 有丝分裂中期染色体荧光原位杂交 

Fig. 5  FISH on the mitotic metaphase chromosome of Aneu-1 

 

3  讨论 

3.1  黄瓜不同倍性材料的创制 

秋水仙素是目前诱导植物多倍体最广泛、有效的

化学诱导剂之一，其在诱导过程中不会影响染色体的

结构特性，因而获得的多倍体植株较少发生不利变异。

本试验通过秋水仙素直接诱导出非整倍体植株，类似

现象在不结球白菜[23]、油菜[24]、香蕉[25]等作物倍性诱

导研究中也进行了报道。试验发现经秋水仙素处理后

的植株在生长过程中出现还原现象，即在幼苗期鉴定

为四倍体，但继续生长一段时间后又恢复到二倍体株

型，猜测此现象的发生是植物生长点内有分生能力的

细胞加倍数量不足所导致。同时，有少数细胞在分裂

过程中由于部分姐妹染色体出现滞后而造成非整倍体
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细胞，继而形成非整倍体植株。非整倍体植株经驯化

稳定后是遗传育种研究的重要种质材料，利用秋水仙

素处理获得的非整倍体在遗传上与亲本共性较好，既

可用于基因定位、基因转移和构建连锁群，也可用于

染色体功能等的研究[24]。 

秋水仙素诱导产生非整倍体的频率较低，这可能

与材料的基因型、生理状态，秋水仙素溶液的浓度，

处理的时间等因素有关，利用秋水仙素诱导黄瓜非整

倍体的条件还有待进一步优化。在木本植物的多倍体

研究中还发现，早期诱导出的非整倍体和嵌合体植株

经过多次连续继代培养，其倍性会回复到原二倍体状

态[26]，这与处理株还原的发生可能是同一原因，如何

将诱导出的倍性材料保存下来也是进一步研究的重

点。 

3.2  黄瓜不同倍性材料的鉴定 

对秋水仙素诱导获得的植株进行早期准确的染色

体鉴定是快速筛选获得各种变异材料的重要环节之

一。在批量诱导植株时，快速筛选出诱导成功的植株，

并在早期进行移植培养，不仅能避免人为管理因素造

成的目标诱导株生长发育不良，还能尽早地对诱导株

进行自交或杂交留种。目前，倍性鉴定一般以形态学

观察为初步鉴定方法，辅以染色体计数、流式细胞仪

等方法[27]。本试验诱导的四倍体植株在形态学特征上

与二倍体相比差异显著，但三倍体与非整倍体植株在

形态学特征上与二倍体相似，在鉴定初期及时有效地

运用形态学观察可以缩小鉴定群体，极大地减少后期

筛选工作。荧光原位杂交技术是一种高效的分子细胞

遗传学技术，可应用于染色体的识别[28]。利用染色体

特异的探针进行荧光原位杂交，不仅能快速有效鉴定

出黄瓜的倍性，同时能准确识别出植物的全部或部分

染色体。在花生[29]、番木瓜[30]、大白菜[31-32]、甘蓝[32]、

百合[33]等植物上已运用此方法来区分染色体，构建精

确的核型图。 

本试验利用荧光原位杂交技术对黄瓜诱导获得的

候选材料进行细胞遗传学研究，分析特定的重复序列

（45S rDNA 和着丝粒序列 TypeIII）或基因位点在染

色体上的定位，从而确定其倍性及染色体的组成。在

整倍体的鉴定中，45S rDNA 杂交信号数与染色体组

数即植株倍性对应相关[34]，分析 45S rDNA 的信号数

目和强弱，结合着丝粒信号强弱信息，可清楚地确定

染色体的倍性变化，如在黄瓜二倍体中 45S rDNA 有

6 个较强的杂交信号，三倍体中有 9 个较强的杂交信

号，四倍体中有 12 个较强的杂交信号。在非整倍体的

鉴定中，Type III 和 45S rDNA 的杂交信号数目和强弱

为识别附加染色体提供了依据。Zhao 等[14]根据染色体

的相对长度、臂比值和基于 Type I/II，III，IV 和 45S 

rDNA 重复序列的荧光原位杂交结果绘制了黄瓜核型

图，为准确识别黄瓜 7 对染色体提供了参考。在黄瓜

的 7 对染色体中，4 号、6 号和 7 号染色体上的 Type III

杂交信号较强，1 号和 3 号染色体上的 Type III 杂交

信号较弱，2 号和 5 号染色体上的 Type III 杂交信号

很弱；1 号、2 号和 4 号染色体上的 45S rDNA 杂交信

号较强，3 号和 7 号染色体上的 45S rDNA 杂交信号

较弱，5 号和 6 号染色体上没有 45S rDNA 杂交信号。

本试验根据 Type III 和 45S rDNA 的 FISH 结果，推测

出非整倍体材料 Aneu-1 附加的两条染色体为黄瓜 1

号或 2 号染色体。为了明确附加的为哪两条染色体，

利用前期确定的黄瓜 2 号染色体特异探针[17]，确定了

Aneu-1 为附加两条黄瓜 1 号染色体的四体材料。本研

究所获得的四体材料在黄瓜目前的相关研究中是首次

报道，该材料的获得对于性状的染色体定位等相关研

究具有重要的价值。 

4  结论 

利用秋水仙素溶液处理黄瓜萌动种子，创制出不

同倍性的种质材料。以着丝粒序列 Type III 和 45S 

rDNA 为探针与有丝分裂中期染色体进行荧光原位杂

交可作为检测黄瓜倍性的一种方法，且结合染色体特

异探针能明确诱导材料的染色体组成。 
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