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Abstract 
In this study, callus was induced from young inflorescences of tetraploid upland switchgrass “Jing-
ji31”, an ornamental plant, and homologous octoploids were obtained by colchicine induction. 
Detection of Flow cytometry showed that the relative DNA content of leaves in it was twice as high 
as that of tetraploid. Stomatal frequency reduced but stomatal size increased significantly (P < 
0.01) in leaf epidermis of octoploid compared with its tetraploid. Phenotypic analysis showed that 
plant height and tiller decreased significantly (P < 0.01) in octoploid plants, while stem diameter 
and leaf width increased significantly (P < 0.01), and leaf length did not change. Moreover, octop-
loid plants have more chlorophyll content and higher photosynthesis (P < 0.05) than tetraploid. 
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摘  要 

本研究以观赏植物四倍体高地型柳枝稷“京稷31”的幼穗为外植体诱导出愈伤组织，采用秋水仙素诱导

处理获得其同源多倍体。流式细胞仪测定表明，其叶片DNA相对含量为四倍体的2倍；与四倍体相比，

八倍体植株叶片下表皮的气孔密度显著降低而气孔大小明显增大(P < 0.01)。表型分析结果表明，八倍体

柳枝稷株高、分蘖显著降低(P < 0.01)，而茎粗和叶片宽度显著增加(P < 0.01)，叶长无显著差异；进一

步研究表明，八倍体植株的叶绿素含量和光合作用比四倍体植株显著增加(P < 0.05)。 
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1. 引言 

柳枝稷(Panicum virgatum L.)原产于北美，为禾本科(Gramineae)黍属(Panicum)，是一种多年生暖季型

C4 植物。柳枝稷具有抗逆性强、生物量高、养护成低、生命周期长、适宜在边际土地上种植等特点，在

国内外也广泛用于水土保持、生态建设、以及纤维素乙醇研究[1] [2] [3]。此外，柳枝稷叶挺直，呈灰色

或灰绿色，少数品种有金属光泽，秋季变为黄色或棕褐色。圆锥花序，外稃黄色，雄蕊明黄色或紫色，

夏末开放，一直持续到冬季。由于长势强健、抗病虫害、管理方便，柳枝稷在欧美国家园林绿化中得到

了普遍应用[4] [5]。 
柳枝稷于 20 世纪 80 年代被引入我国，并在北京、宁夏、山西、陕西等地开展了生态适应性、生态

功能、生物产量与品质等发面的研究，发现该植物不仅生物产量高，而且能够改良土壤，增加土壤有机

碳含量，减少坡地水土及土壤养分流失，吸收二氧化硫和滞降粉尘等生态效益[6] [7] [8] [9]。此外，柳枝

稷作为观赏草在北京地区构建节约型园林建设中也得到了研究和利用，在园林景观中有多种应用方式，

如作地表覆盖植物、作边界屏障，或与其他花卉组合成花境，可以营造出自然、优美的园林景观。在我

国北方地区表现出了良好的开发利用前景[10] [11]。 
美国从 19 世纪 30 年代开始了柳枝稷育种工作，在长期资源收集、评价的基础上开展了单株选择、

有性杂交及分子标记辅助选育等研究工作，并培育出“Shenandoah”、“Heavy Metal”等多个柳枝稷观

赏品种，而我国对柳枝稷的研究尚处于起步阶段，观赏柳枝稷育种的研究鲜有报道[5]。本研究以观赏植

物四倍体高地型柳枝稷“京稷 31”的幼穗为外植体诱导出愈伤组织，采用秋水仙素诱导处理获得其同源

八倍体，并在田间对获得的新种质进行表型分析，为今后观赏柳枝稷新品种(系)培育奠定基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 试验材料 

四倍体高地型柳枝稷品种“京稷 31”的幼穗采自北京市农林科学院小汤山试验基地种质资源圃。 
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2.2. 试验方法 

2.2.1. 柳枝稷组织培养与多倍体的诱导 
柳枝稷组织培养与多倍体的诱导参考 Yang 等的报道[12]。取“京稷 31”的幼穗，先用 70%乙醇消毒

30 s，再用 10% NaClO 溶液消毒 15 min，最后用无菌水清洗 3~4 遍。用灭菌滤纸将幼穗表面水分吸干后，

纵切为两半，接种至含有 5 mg/L 2,4-D、1.2 mg/L 6-BA、30 g/L麦芽糖和 8 g/L凝胶的MS培养基上(PH 5.8)，
在黑暗条件下诱导愈伤组织，温度为 26℃ ± 2℃，2 周后将愈伤组织转接至含有 5 mg/L 2,4-D、1.2 mg/L 
6-BA、2 g/L 脯氨酸、30 g/L 麦芽糖和 8 g/L 凝胶的 MS 培养基上(PH 5.8)进行增殖培养 4 周，每两周采用

新的培养基继代一次。然后，将愈伤组织转移至含有 0 或 0.03%秋水仙素的液体诱导培养基中，于 28℃
黑暗条件下振荡培养 13 天，转速 120 rpm；处理完毕，用液体诱导培养基冲洗愈伤组织 2~3 次，然后转

接至最后，将愈伤组织转接至含有 0.5 mg/L GA3、30 g/L 麦芽糖和 6 g/L 凝胶的 MS 培养基上(PH 5.8)诱
导芽分化；待诱导芽长至 2~3 厘米时，将再生芽转移到 1/2 MS 培养基中诱导生根 8；再生苗长有 3~5 条

根时，将其移栽至含有等体积花土和蛭石育苗盆中在日光温室中培养。 

2.2.2. 柳枝稷倍性鉴定 
当再生苗有 4~5 叶时，根据 Huang 等人的方法[13]，用流式细胞仪对其倍性进行鉴定。取 1 cm2 的嫩

叶，用蒸馏水洗净表面并用滤纸擦干放入培养皿中，加入 1 mL 细胞提取液，刀片快速切碎；取培养皿内

的解离液，加入 1 mL 细胞提取液，静置 5 min。再用 400 目滤膜将上述提取液过滤到 2 mL 离心管，并

于 4℃条件下离心 6 min，转速 1100 rpm。弃除上清液，加入 200 μL 碘化丙啶(PI)染色液，避光染色 20 min。
将染色的样品用流式细胞仪(BD Accuri C6)进行检测其 DNA 相对含量，以未经秋水仙素处理的再生植株

作为对照。 

2.2.3. 叶片气孔分析 
叶片气孔分析采用无色指甲油印迹法[12]。上午 10 时左右，选取植株中上部成熟叶擦拭干净后，取

叶片中部 1 cm 左右。在叶片的下表面涂一层薄薄的无色指甲油，待指甲油干燥后用镊子小心将油膜取下

放于载玻片上，盖上盖玻片，电子显微镜下观察气孔密度与大小，随机选 10 个视野和 10 个气孔拍照、

记录。 

2.2.4. 田间表型分析 
经流式细胞仪鉴定的八倍体柳枝稷和四倍体对照在温室中培育，并于 2017 年 5 月初移栽至试验田。

试验田位于北京市昌平区小汤山镇(N40˚10', E116˚26')，属典型的暖温带大陆性季风气候，海拔 50 m，年

均气温 12℃~17℃，年均降雨量 640 mm，年积温 4200℃左右(≥10℃)，年无霜期约为 190 天。试验地土

壤 pH 值为 7.6，土壤含 1.5%有机质，84.0 mg/kg 碱解氮，16.5 mg/kg 速效磷和 129.0 mg/kg 速效钾[14]。
在盛花期，随机抽取“京稷 31”的八倍体和四倍体各株 6 进行田间表型测定。调查株高、分蘖、茎粗、

叶长和叶宽等生长指标，用卷尺测量植株株高、叶片大小，游标卡尺量茎粗。 

2.2.5. 叶绿素含量测定 
叶绿素含量测定采用乙醇浸提法参考[15]，随机选取“京稷 31”八倍体和四倍体各取 6 株，取倒三

叶叶片鲜样 0.05 g，避开叶脉部分，剪碎，分别投入装有 8 mL 无水乙醇的离心管中，在黑暗条件下浸提

24 h，并定时摇动，待叶片变白。以乙醇作为空白对照，测定总叶绿素含量。 

2.2.6. 光合作用的测定 
光合作用的测定参考万正林等的报道[16]，于晴天 9:00~11:00，随机选取“京稷 31”八倍体和四倍
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体各取 6 株，采用 LI-6400 光合仪测定相同节位叶片的净光合速率，每株相同节位叶片重复 3 次，使用

自然光，温度为(28 ± 2)℃。 

2.2.7. 数据分析 
采用 Excel 2010 进行数据统计，使用 SPASS 22.0 软件进行独立样本 T 检验。 

3. 结果与分析 

3.1. 八倍体植株的获得 

当有 4~5 片时，以未经秋水仙素处理的再生苗为对照，利用流式细胞仪对柳枝稷再生苗进行倍性分

析。通过比较再生苗叶片 DNA 相对含量图，可以鉴定出多倍体植株(图 1(b))的荧光通道值在四倍体倍体

(图 1(a))荧光通道值的 2 倍处，判断该类植株为八倍体。共计获得 9 个八倍体“京稷 31”再生植株。 
 

 
Figure 1. Ploidy level analysis in switchgrass “Jingji31” by flow cytometry, (a) Tetraploid, (b) Octoploid 
图 1. 柳枝稷“京稷 31”流式细胞仪倍性分析，(a) 四倍体，(b) 八倍体 

3.2. 叶片气孔特征分析 

在体式镜下观察“京稷 31”四倍体与八倍体叶片气孔特征发现，八倍体柳枝稷叶片气孔大小和气孔

密度与四倍体有明显的差异(图 2)。四倍体植株平均每个视野的气孔数为 13.8 个，而八倍体植株平均每个

视野的气孔数为 8.2 个，八倍体植株叶片气孔密度比四倍体显著降低。八倍体植株叶片气孔长与宽分别

为 47.2 μm、22.6 μm，而四倍体植株叶片气孔长与宽分别为 38.1 μm、15.1 μm，八倍体植株叶片气孔大

小比四倍体显著增加，其叶片气孔长与宽分别是四倍体增加的 23.9%和 49.7% (表 1)。 
 

 
Figure 2. Leaf stomatal characteristic in switchgrass “Jingji31” (400×), (a) Tetraploid, (b) Octoploid 
图 2. 柳枝稷“京稷 31”叶片气孔特征(400×)，(a) 四倍体，(b) 八倍体 
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Table 1. Leaf tomatal characteristic analysis in tetraploid and octoploid switchgrass “Jingji31” 
表 1. 柳枝稷“京稷 31”四倍体与八倍体叶片气孔特征分析 

倍性 
Ploidy 

气孔长度 
Stomata length (μm) 

气孔宽度 
Stomata width (μm) 

气孔数/视野数 
Stomata frequency 

四倍体 38.1 ± 2.0 15.1 ± 1.0 13.8 ± 0.4** 

八倍体 47.2 ± 1.3** 22.6 ± 4.3** 8.2 ± 0.8 

经 t 检验，均值 ± SE，*和**表示分别在 P < 0.05 和 P < 0.01 时有显着性差异。 

3.3. 田间表型分析 

通过对“京稷 31”四倍体和八倍体田间表型调查与统计分析，结果表明，四倍体和八倍体柳枝稷的

株高分别为 133.4 cm 和 106.3 cm，八倍体植株株高比四倍体显著降低，减小 20.3%；四倍体和八倍体柳

枝稷的单株分蘖数为 193.4 个和 118.6 个，八倍体植株分蘖数比四倍体显著降低，减少 38.7%；四倍体和

八倍体柳枝稷的茎粗为 3.4 mm 和 4.1 mm，八倍体植株茎粗比四倍体显著增加，增幅为 20.6%；八倍体植

株叶片宽度比四倍体植株明显增加，增幅为 44.4%；而八倍体植株的叶长跟四倍体植株无明显差异(表 2)。 
 
Table 2. Phenotypic analysis of tetreploid and octoploid plants of switchgrass “Jingji31” 
表 2. 柳枝稷“京稷 31”四倍体与八倍体柳枝稷表型分析 

倍性 
Ploidy 

株高 
Plant heghit (cm) 

叶宽 
Leaf width (cm) 

叶长 
Leaflength (cm) 

分蘖 
Tillers/plant 

茎粗 
Stem diameter (mm) 

四倍体 133.4 ± 11.8** 0.9 ± 0.1 40.9 ± 4.5 193.4 ± 29.5** 3.4 ± 0.2 

八倍体 106.3 ± 5.2 1.3 ± 0.1** 41.8 ± 3.3 118.6 ± 19.5 4.1 ± 0.3** 

经 t 检验，均值 ± SE，*和**表示分别在 P < 0.05 和 P < 0.01 时有显着性差异。 

3.4. 叶绿素含量和光合作用分析 

通过对“京稷 31”四倍体和八倍体植株叶片叶绿素和光合作用测定与统计分析，结果表明，四倍体

和八倍体植株叶片叶绿素含量分别为 2.4 mg/g 和 2.7 mg/g，八倍体植株的叶绿素含量比四倍体显著增加，

增幅为12.5%；四倍体和八倍体柳枝稷植株叶片光合作用分别为17.8 μmol CO2/m2 s−1和20.2 μmol CO2/m2 s−1，

八倍体植株的光合作用比四倍体提高了 13.5% (表 3)。 
 
Table 3. Chlorophyll content and photosynthesis in switchgrass “Jingji31” 
表 3. 柳枝稷“京稷 31”叶绿素含量和光合作用 

倍性 
Ploidy 

叶绿素含量 
Chlorophyll content(mg/g) 

光合作用 
(μmol CO2/m2 s−1) 

四倍体 2.4 ± 0.1 17.8 ± 0.8 

八倍体 2.7 ± 0.1* 20.2 ± 1.2* 

经 t 检验，均值 ± SE，*和**表示分别在 P < 0.05 和 P < 0.01 时有显着性差异。 

4. 讨论 

多倍体植物在自然界中普遍存在，并被认为是推动植物进化的重要因素，是物种形成的途径之一。

多倍体由于染色体组成倍数增加，而导致细胞内含物增多，通常会使植株在外部形态、生理特征、营养

成分及生态适应性等方面发生相应改变，使植株体现多倍体优越性。秋水仙素离体诱导同源多倍体在种

质创新和新品种选育上发挥了重要作用，已在园艺作物、药用植物、园林植物等上得到广泛应用[17] [18]。 
除了抗逆性强、生物量高、养护成低、生命周期长等特点外，柳枝稷作为一种能源植物还具有木质
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纤维素含量高、容易转化等优点，被认为是发展纤维乙醇“模式植物”[1] [2] [19]。近年，科研人员报道

了多倍体育种技术在柳枝稷上应用的研究，他们为了解决柳枝稷四倍体低地型品种与八倍体高地型品种

之间杂交不亲和的问题，采用秋水仙素诱导创制了八倍体低地型柳枝稷新种质[12] [20] [21]。Yang 等以

四倍体低地型柳枝稷 Alamo 成熟种子为材料诱导愈伤组织，采用 0.04%的秋水仙碱处理愈伤组织，借助

组织培养再生植株手段，成功获得了八倍体 Alamo 植株[12]。Yue 等在此基础上，以柳枝稷幼穗为外植

体诱导愈伤组织，经秋水仙素诱导获得三个柳枝稷品种(Alamo、Kanlow 和 Ranlow)的加体植株[20]。
Sangwoong Yoon 等则采用秋水仙素处理柳枝稷 Liberty 的幼苗，并成功获得加倍植株[21]。本研究在前人

研究基础上，以四倍体高地型柳枝稷“京稷 31”的幼穗为外植体诱导出愈伤组织，采用秋水仙素诱导处

理并获得其同源八倍体植株。 
多倍体植物鉴定最传统的方法是制作染色体装片，通过显微镜检进行染色体计数，进而确定倍性。

该方法直观、准确，但是费时费力，对于鉴定那些染色体小且染色体数目多的植物存在较大困难。2010
年之后出现一种新的采用流式细胞仪测定植物细胞核 DNA 含量来鉴定其倍性的方法[22] [23]，其特点是

准确、快速、简便，尤其适合样本数量较多的鉴定。本研究即采用流式细胞仪测定柳枝稷再生苗叶片 DNA
相对含量鉴定其同源八倍体(图 1)，并结合气孔保卫细胞大小和密度等特征确认再生植株的倍性。与四倍

体柳枝稷相比，其八倍体植株叶片单个视野内的气孔数量明显减少，而气孔面积则显著增大(图 2和表 1)，
这与前人对八倍体柳枝稷、八倍体花生等的报道一致[12] [21] [22]。这种开度更大的气孔，能减少蒸腾阻

力，有利于柳枝稷植株体内水分和矿物营养的运输；同时，增强光合作用中气体交换力度，有利于光合

作用的进行[23]。 
前人的研究表明，与四倍体植株相比较，八倍体柳枝稷的株高明显变矮、分蘖显著减少、生物产量

显著降低[12] [20] [21]，本研究结果与前人的研究结果一致(表 2)。对于观赏植物，其适度株高的降低和

分蘖数量的减少会使其株型更加圆正，增加其观赏价值；而株高的降低有利于增强其抗倒伏性。此外，

多倍化能使植物内含物增多、光合作用增强等特点[15] [22] [24]，与上述研究一致，本研究发现八倍体柳

枝稷叶绿素含量比四倍体增加，光合作用增强。由于光合色素是植物吸收光能进行光合作用的重要物质

(包括叶绿素 a 和 b、类胡萝卜素等)，其含量直接影响光合作用效率，光合作用效率的提高可以则加速有

机物的合成、积累，有利于增强其生态适应性和抗逆性[15] [22] [23] [24]。 
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