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摘　 要: 以多胚系山金柑(Ｆｏｒｔｕｎｅｌｌａ ｈｉｎｄｓｉｉ Ｓｗｉｎｇｌｅ)为材料ꎬ 采用“观根辨叶看油胞”形态初选法ꎬ 从 １２８９ 株实

生后代筛选出疑似四倍体(双二倍体)８ 株ꎬ 流式细胞仪检测和 ＳＳＲ 分子鉴定表明它们均为同源四倍体ꎬ 初选准

确率 １００％ꎬ 群体自然发生率 ０􀆰６２％ꎮ 对其形态和初生代谢物进行检测ꎬ 结果显示: 山金柑四倍体株高、 茎粗、
节间数、 节间长、 气孔密度均显著低于二倍体ꎬ 而叶片厚度、 气孔大小显著高于二倍体ꎻ ＧＣ￣ＭＳ 分析鉴定到 ２４
种初生代谢物ꎬ 四倍体叶片奎宁酸含量显著高于二倍体ꎬ 肌醇、 ４￣氨基丁酸和 １￣棕榈酸单甘油酯含量显著低于

二倍体ꎮ
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　 　 山金柑(Ｆｏｒｔｕｎｅｌｌａ ｈｉｎｄｓｉｉ Ｓｗｉｎｇｌｅ)ꎬ 又名金

豆、 山金橘、 香港金橘ꎬ 属于芸香科(Ｒｕｔａｃｅａｅ)
金柑属 ( Ｆｏｒｔｕｎｅｌｌａ) [１]ꎬ 树体带刺ꎬ 果实小而酸

涩、 不具鲜食价值ꎬ 但其株型矮小ꎬ 一年多次开花

结实ꎬ 果粒成熟时呈金黄色ꎬ 用作盆景极具观赏

性ꎮ 此外ꎬ 山金柑具有早花、 短童期、 矮化等特

性ꎬ 可作为柑橘遗传育种和功能基因组研究的模式

材料[２]ꎮ 我国野生山金柑资源丰富ꎬ 湖南、 福建、
浙江等地均有分布ꎬ 多数地区的山金柑种子为多

胚ꎮ 在野外山金柑资源调查过程中ꎬ 发掘到极其稀

有的单胚山金柑资源ꎬ 利用该材料已获得 ３７３􀆰６
Ｍｂ 山金柑参考基因组ꎬ 并建立了其遗传转化和

ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 基因编辑体系[３]ꎮ
与二倍体相比ꎬ 四倍体柑橘的根、 茎、 叶

等器官均表现出多倍体特征ꎬ 周锐等 [４] 将其形

态筛选总结为“观根辨叶看油胞” ꎮ 柑橘属及其

近缘属植物中ꎬ 柚、 宜昌橙和枸橼为单胚ꎬ 其

余多数种类和品种的种子一般为多胚 [５] ꎮ 基于

柑橘珠心细胞存在一定概率的基因组自然加倍

现象ꎬ 实生幼苗形态筛选结合流式细胞仪倍性

分析是获得柑橘多胚品种四倍体(双二倍体)的主

要方 法ꎮ 利 用 该 方 法ꎬ 枳 ( Ｐｏｎｃｉｒｕｓ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ
Ｒａｆ) [６] 、 枳橙(Ｐ. ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ Ｒａｆ × Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
Ｏｓｂｅｃｋ ) [７] 、 衢 州 香 橙 ( Ｃ. ｊｕｎｏｓ Ｓｉｅｂ. ｅｘ
Ｔａｎ) [８]等柑橘砧木类型ꎬ 默科特橘橙(Ｃ. ｒｅｔｉｃｕ￣

ｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ × Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ. Ｏｓｂｅｃｋ) [９] 、 贡柑

(Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ) [４] 等优异接穗品种和地方

特色品种资源的四倍体均已成功获得ꎮ 本文以

多胚系山金柑为材料ꎬ 基于实生幼苗形态初选

结合倍性快速鉴定ꎬ 从实生群体后代发掘山金

柑四倍体新种质ꎬ 进而评价基因组加倍对山金

柑植株形态、 初生代谢物等方面的影响ꎬ 以期

为柑橘无核、 矮化和抗逆育种及相关机理研究

提供多倍体资源ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料及实生幼苗形态初选

山金柑多胚株系的成熟果实采自浙江省台州科

技职业学院现代农业生产实训基地ꎮ 该多胚株系由

台州地区的野生山金柑实生树移栽而来ꎬ 树龄 １０
年以上ꎮ

种子催芽播种、 实生幼苗形态学初选参考周

锐等[４]的方法ꎮ 将种子剥出ꎬ 清水洗净后ꎬ 置于

１ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液浸泡 １５ ｍｉｎ 去除果胶ꎮ 剥去

外种皮后ꎬ 将种子均匀铺于垫有湿滤纸的培养皿

中ꎬ 置于 ２８℃恒温箱(暗培养)催芽ꎮ 胚根萌发后ꎬ
将其播种于营养钵ꎬ 每钵约 １００ 粒种子ꎬ 置于生

长室中进行培养(温度 ２５℃ ± １℃ꎻ 光照 １６ ｈ / ｄ)ꎮ
幼苗长至出现 ３ ~ ４ 片真叶时ꎬ 利用“观根辨叶看

油胞”法筛选疑似四倍体ꎮ
１􀆰 ２　 倍性鉴定

疑似四倍体植株的倍性鉴定采用流式细胞仪检

测和根尖染色体计数法ꎮ 流式细胞仪 ( Ｃｙｆｌｏｗ
ｓｐａｃｅꎬ Ｓｙｓｍｅｘꎬ Ｊａｐａｎ) 倍性检测参考解凯东

等[１０] 的方法ꎬ 用 ＣｙＳｔａｉｎ ＤＮＡ 一步法试剂盒

(Ｓｙｓｍｅｘꎬ Ｊａｐａｎ)进行细胞裂解和细胞核 ＤＡＰＩ 染
色ꎬ 样品 ＤＮＡ 含量图由 ＦｌｏＭａｘ 软件自动生成ꎮ

根尖染色体计数参考夏强明[１１] 的方法ꎮ 取四

倍体及其二倍体亲本生长旺盛的根尖ꎬ 用饱和对二

氯苯溶液室温下预处理 ３ ｈ 后ꎬ 用新鲜的卡诺固定

液(乙醇 ∶ 乙酸 ＝ ３ ∶ １(Ｖ / Ｖ))固定 ２４ ｈꎬ 最后转

移至 ７５％乙醇溶液 ４℃保存备用ꎮ 根尖用酶液(含
１％ (Ｖ / Ｖ)果胶酶、 ２％ (Ｗ/ Ｖ)纤维素酶‘Ｏｎｏｚｕ￣
ｋａ’Ｒ￣１０ 和 １％ (Ｗ/ Ｖ)果胶酶 Ｙ￣２３)３７℃水浴处

理 ９０ ｍｉｎ 后ꎬ 用火焰干燥法进行染色体制片ꎬ 并

用荧光显微镜( Ｉｍａｇｅｒ. Ｍ２ꎬ Ｚｅｉｓｓꎬ Ｇｅｒｍａｎｙ)镜
检ꎬ 染色体图像用 ＺＥＮ 软件采集ꎮ

四倍体群体发生频率 ＝ 四倍体植株数 / 群体
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植株总数 × １００％ꎮ
１􀆰 ３　 植株移栽

倍性分析完成后ꎬ 将四倍体及其二倍体亲本实

生幼苗分别移栽至装有营养土(泥炭土 ∶ 基质土 ∶
蛭石 ∶ 珍珠岩 ＝ ４ ∶ ４ ∶ １ ∶ １)的营养钵ꎬ 继续置

于生长室培养ꎮ 待幼苗长至 ７ ~８ 片真叶大小时ꎬ
将其转移至温室ꎬ 期间正常水肥管理ꎮ
１􀆰 ４　 山金柑四倍体株高、 茎和叶等形态指标测定

以山金柑二倍体为对照ꎬ 测量相同发育时期

(移栽后约 １５ 个月)的四倍体植株形态指标ꎬ 包括

株高、 茎粗、 节间数、 节间长、 叶片厚度、 叶长、
叶宽ꎮ 株高(根颈以上长度)和节间长用直尺测量ꎬ
茎粗(根颈 １ ｃｍ 处)、 叶长、 叶宽、 叶片厚度(从
下至上第 ７ ~ １０ 片叶片)用游标卡尺测量ꎬ 二倍

体、 四倍体各测量 ６ 株ꎬ 取平均值ꎮ
气孔形态采用指甲油涂片法进行观察ꎮ 将透

明指甲油涂至叶片下表皮ꎬ 风干后撕下平铺至滴

有清水的载玻片ꎮ 用万能显微镜于 ２０ 倍物镜采

集 ２０ 个视野用于统计气孔密度ꎬ 于 ４０ 倍物镜采

集 １０ 个视野用于测量气孔大小ꎬ 用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ
Ｐｌｕｓ 软件测量气孔长(Ｓｔｏｍａｔａｌ ｌｅｎｇｔｈꎬ ＳＬ)、 宽

(Ｓｔｏｍａｔａｌ ｗｉｄｔｈꎬ ＳＤ)ꎬ 并用公式计算气孔大小

(ＳＳ ＝ １ / ４ × ＳＬ × ＳＤ × π)ꎮ 二倍体、 四倍体各

统计 ６ 个叶片ꎬ 每个叶片统计 ５０ 个以上气孔ꎮ
１􀆰 ５　 ＳＳＲ 分子鉴定

基因组 ＤＮＡ 提取和 ＳＳＲ 分子标记分析分别参

考 Ｃｈｅｎｇ 等[１２] 和周锐等[４] 的方法ꎮ ８ 对多态性

ＳＳＲ 引物(表 １)由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成ꎮ ＰＣＲ 反应体系 １０ μＬ: ２ × ＰＣＲ ｍｉｘ
５ μＬꎬ 正、 反向引物各 ０􀆰２５ μＬ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ )ꎬ
ＤＮＡ 模板 １ μＬꎬ 无菌水 ３􀆰５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应在

ＰｒｏＦｌｅｘ ＰＣＲ 仪 ( ＡＢＩꎬ ＵＳＡ ) 进 行ꎬ 扩 增 程 序

为: ９５℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ ９５℃变性 ３０ ｓꎬ ５５℃退火

３０ ｓꎬ ７２℃ 延 伸 １０ ｓꎬ ３５ 个 循 环ꎬ ７２℃ 延 伸

５ ｍｉｎꎬ ４℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物由全自动毛细管电泳

系统(ＱＩＡｘｃｅｌ Ａｄｖａｎｃｅｄꎬ ＱＩＡＧＥＮ)电泳分离ꎮ
１􀆰 ６　 初生代谢物提取和测定

初生代谢物提取和衍生化过程参考宋鑫等[１８]

的方法ꎮ 山金柑二倍体 ３ 株为 １ 个生物学重复ꎻ 四

倍体 ２~３ 株为 １ 个重复ꎬ 共设置 ３ 个重复ꎮ 每个

重复取 ０􀆰１５ ｇ 叶片研磨后的粉末用于初生代谢物

表 １　 ＳＳＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′ － ３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

来源
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｍａ２＿１８２５ Ｆ: ＡＡＴＣＡＡＡＡＣＣＡＣＣＣＡＧＣＡＡＣꎻ
Ｒ: ＧＧＡＡＡＴＣＣＧＣＴＧＣＡＴＡＡＡＧＡ [１３]

ＭＥＳＴ１２１ Ｆ: ＣＡＡＴＡＡＴＧＴＴＡＧＧＣＴＧＧＡＴＧＧＡꎻ
Ｒ: ＴＣＣＣＴＡＴＣＡＴＣＧＧＣＡＡＣＴＴＣ [１４]

ＭＥＳＴ１ Ｆ: ＡＧＴＴＣＴＴＴＧＧＴＧＣＴＴＣＡＧＧＣꎻ
Ｒ: ＣＡＡＧＣＣＴＣＴＣＴＣＴＴＴＡＧＴＣＣＣＡ [１５]

ＭＥＳＴ４６ Ｆ: ＧＧＴＧＡＧＣＡＴＣＴＧＧＡＣＧＡＣＴＴꎻ
Ｒ: ＧＡＡＣＣＡＧＡＡＴＣＡＧＡＡＣＣＣＧＡ [１５]

ＭＥＳＴ１０４ Ｆ: ＴＡＡＡＡＡＧＡＴＧＧＧＧＣＣＴＴＧＴＧꎻ
Ｒ: ＣＣＴＴＡＴＣＴＴＣＡＴＣＡＣＣＴＣＣＧＴＣ [１５]

ｍＣｒＣＩ０３Ｄ１２ａ Ｆ: ＣＣＣＡＣＡＡＣＣＡＴＣＡＣＣꎻ
Ｒ: ＧＣＣＡＴＡＡＧＣＣＣＴＴＴＣＴ [１６]

ｍＣｒＣＩＲ０２Ｄ０９ Ｆ: ＡＣＣＣＡＴＣＡＣＡＡＡＡＣＡＧＡꎻ
Ｒ: ＡＡＴＧＡＴＧＡＧＧＧＴＡＡＡＧＡＴＧ [１７]

ｍＣｒＣＩＲ０７Ｄ０５ Ｆ: ＴＣＧＴＴＣＴＴＧＣＴＴＴＴＣＣＡＣꎻ
Ｒ: ＧＡＡＴＣＡＡＡＣＴＡＣＣＣＴＣＣＡＡＴ [１７]

提取和衍生化ꎮ 用气相色谱质谱联用仪(ＧＣ￣ＭＳ)
(ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒꎬ ＩＳＱⅡ)对样品进行测定ꎮ 色谱质

谱条件: ＤＢ￣５ＭＳ 毛细管柱(３０ ｍ × ０􀆰２５ ｍｍ ×
０􀆰２５ μｍꎬ Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ)ꎬ 扫描范围 ４５ ~
６００ ｍ / ｚꎬ 进样口温度 ２３０℃ꎬ 传输线温度 ２５０℃ꎬ
载气为高纯氦气(９９􀆰９９９％)ꎬ 载气流量 １􀆰２ ｍＬ /
ｍｉｎꎻ 程序升温: １００℃ 开始ꎬ 保持 １ ｍｉｎꎬ 以

３℃/ ｍｉｎ 升至 １８４℃ꎬ ０􀆰５℃/ ｍｉｎ 升至 １９０℃保持

１ ｍｉｎꎬ １５℃/ ｍｉｎ 升至 ２８０℃保持 ５ ｍｉｎꎻ 分流比

为 １０ ∶ １ꎻ 自动上样ꎬ 进样量 １ μＬꎮ 将获得的质谱

图与 ＮＩＳＴ２００８ 和 Ｗｉｌｅｙ Ｒｅｇｉｓｔｒｙ 数据库中的标准

谱图进行比对ꎬ 对代谢物进行定性ꎬ 采用核糖醇内

标法进行相对定量ꎮ
２　 结果与分析

２􀆰 １　 形态学初选结合倍性分析发掘山金柑四倍体

将 １２７２ 粒山金柑种子催芽播种ꎬ 获得 １２８９
株实生幼苗ꎮ 依据多倍体形态特征(根粗、 须根

少ꎻ 叶片厚、 颜色深、 叶形指数小ꎻ 油胞密度低

等)ꎬ 筛选获得 ８ 株疑似多倍体ꎮ 用流式细胞仪

和根尖染色体计数对疑似多倍体进行倍性鉴定ꎬ
发现 ８ 株均为四倍体(图 １)ꎮ 基于山金柑形态初

选四倍体准确率为 １００％ꎬ 四倍体群体发生频率

为 ０􀆰６２％ꎮ
２􀆰 ２　 ＳＳＲ 分子鉴定

利用从 ３８ 对 ＳＳＲ 引物中筛选获得的 ８ 对扩增
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效果好的 ＳＳＲ 引物ꎬ 对四倍体植株进行分子鉴定ꎮ
结果表明ꎬ 山金柑所有四倍体的带型与其二倍体亲

本完全相同ꎬ 表现出高度一致的遗传背景(图 ２)ꎬ
即这些四倍体可能为二倍体亲本珠心细胞自然加倍

形成的双二倍体ꎮ
２􀆰 ３　 山金柑四倍体与二倍体株高、 叶片和气孔形

态差异明显

对获得的四倍体及相应二倍体植株的株

高、 节间长、 叶片和气孔形态进行测量ꎬ 结果

发现ꎬ 与二倍体山金柑相比ꎬ 四倍体植株明显

矮化、 茎变细、 节间数减少、 节间长变短 (表

２ꎻ 图 ３: Ａ、 Ｂ) ꎻ 叶片显著增厚ꎬ 而叶形指数

没有显著差异 ( 表 ２ꎬ 图 ３: Ｃ) ꎮ 下表皮气孔

形态观察表明ꎬ 山金柑四倍体气孔显著大于二

倍体ꎬ 是二倍体的 １􀆰 ８５ 倍ꎻ 而气孔密度显著

小于二倍体ꎬ 仅为二倍体的 ４９％(表 ２ꎻ 图 ３:
Ｄ、 Ｅ) ꎮ
２􀆰 ４　 初生代谢变化分析

为比较基因组加倍对山金柑初生代谢的影响ꎬ
利用 ＧＣ￣ＭＳ 对山金柑四倍体及其二倍体亲本叶片
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Ａ 和 Ｂ: 流式细胞仪倍性鉴定(Ａ: 二倍体ꎻ Ｂ: 四倍体)ꎻ Ｃ 和 Ｄ: 根尖染色体计数(Ｃ: 二倍体ꎬ
２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １８ꎻ Ｄ: 四倍体ꎬ ２ｎ ＝ ４ｘ ＝ ３６)ꎮ
Ａ ａｎｄ Ｂ: Ｐｌｏｉｄｙ ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｄｉｐｌｏｉｄ ａｎｄ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ (Ａ:
ｄｉｐｌｏｉｄꎻ Ｂ: ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ)ꎻ Ｃ ａｎｄ Ｄ: Ｓｈｏｏｔ ｔｉｐ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｃｏｕｎｔｉｎｇ (Ｃ: ｄｉｐｌｏｉｄꎬ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝
１８ꎻ Ｄ: ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄꎬ ２ｎ ＝ ４ｘ ＝ ３６) .

图 １　 流式细胞仪和根尖染色体压片鉴定山金柑疑似四倍体植株倍性
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｌｏｉｄｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｈｏｎｇｋｏｎｇ ｋｕｍｑｕａｔ

ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｓｈｏｏｔ ｔｉｐ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｃｏｕｎｔｉｎｇ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Ma_1825

MEST121

MEST1

MEST46

MEST104

mCrCI03D12a

mCrCIR02D09

mCrCIR07D05

１ ~ ３: 二倍体ꎻ ４ ~ １１: 四倍体ꎮ
１ － ３: Ｄｉｐｌｏｉｄ ｐａｒｅｎｔｓꎻ ４ － １１: Ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ ｐｒｏｇｅｎｉｅｓ.

图 ２　 山金柑二倍体和四倍体 ＳＳＲ分子鉴定
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＳＳＲ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｄｉｐｌｏｉｄｓ ａｎｄ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｓ

ｏｆ Ｈｏｎｇｋｏｎｇ ｋｕｍｑｕａｔ

的初生代谢物进行测定ꎬ 共鉴定到 ２４ 种初生代谢

物ꎬ 包括 ７ 种糖、 ６ 种有机酸、 ５ 种氨基酸、 ４ 种

脂肪酸和 ２ 种醇类物质ꎮ 进一步分析发现ꎬ 山金柑

叶片以积累蔗糖和葡萄糖为主ꎬ 除肌醇外ꎬ 其余糖

类物质在二倍体及四倍体的含量差异不显著(表
３)ꎮ 有机酸类以奎宁酸为主ꎬ 且四倍体叶片奎宁

酸含量显著高于二倍体ꎬ 是二倍体的 ３􀆰４ 倍ꎻ 其余

酸(除 ４￣氨基丁酸)在四倍体和二倍体差异不显著ꎮ
检测到的 ５ 种氨基酸和 ４ 种脂肪酸类物质ꎬ 除 １￣
棕榈酸单甘油酯在四倍体显著低于二倍体外ꎬ 其余

物质无显著差异(表 ３)ꎮ
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表 ２　 山金柑四倍体及其二倍体植株形态比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｓ ａｎｄ ｄｉｐｌｏｉｄｓ ｏｆ Ｈｏｎｇｋｏｎｇ ｋｕｍｑｕａｔ

倍性
Ｐｌｏｉｄｙ

株高 / ｃｍ
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

茎粗 / ｍｍ
Ｓｔｅｍ ｄｉａｍｅｔｅｒ

节数
Ｎｏ. ｎｏｄｅｓ

节间长
/ ｍｍ

Ｉｎｔｅｒｎｏｄｅ ｌｅｎｇｔｈ

叶片厚度
/ ｍｍ

Ｌｅａｆ ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

叶形指数
Ｌｅａｆ Ｓｈａｐｅ

Ｉｎｄｅｘ

气孔大小
/ μｍ２

Ｓｔｏｍａｔａ ｓｉｚｅ

气孔密度
/ Ｎｏ. / ｍｍ２

Ｓｔｏｍａｔａ ｄｅｎｓｉｔｙ

四倍体
Ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ １２.３４ ± １.６２　 　 １.８３ ± ０.３９　 １６.１７ ± ３.５４　 　 ９.１１ ± １.７０　 　 ０.３１ ± ０.０２∗∗ ２.５０ ± ０.２０ ４５５.８ ± ５５.２∗∗ １６５.０ ± ７.５　 　

二倍体
Ｄｉｐｌｏｉｄ ３４.５２ ± ４.４４∗∗ ２.０８ ± ０.２７∗ ２５.５０ ± ２.３５∗∗ １８.６３ ± ３.１０∗∗ ０.２５ ± ０.０２ ２.４９ ± ０.１４ ２４２.５ ± ３７.６ ３３７.８ ± ３８.９∗∗

　 　 注: ∗ 和∗∗ 分别表示二倍体和四倍体之间差异显著和极显著(∗ Ｐ < ０􀆰０５ꎻ ∗∗ Ｐ < ０􀆰０１)ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ａｎｄ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｎｄ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｐｌｏｉｄｓ ａｎｄ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｓ (∗ Ｐ < ０􀆰０５ꎻ

∗∗ Ｐ < ０􀆰０１) .
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Ａ: 幼苗形态ꎻ Ｂ: 植株形态ꎻ Ｃ: 叶片形态ꎻ Ｄ: 四倍体气孔ꎻ Ｅ: 二倍体气孔ꎮ
Ａ: Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎻ Ｂ: Ｐｌａｎｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎻ Ｃ: Ｌｅａｆ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎻ Ｄ: Ｓｔｏｍａ ｏｆ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄꎻ Ｅ: Ｓｔｏｍａ ｏｆ ｄｉｐｌｏｉｄ.

图 ３　 山金柑四倍体和二倍体植株形态及叶片下表皮气孔形态
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔｏｍａｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｅｔｒａｐｌｏｉｄｓ ａｎｄ ｄｉｐｌｏｉｄｓ ｏｆ Ｈｏｎｇｋｏｎｇ ｋｕｍｑｕａｔ

表 ３　 山金柑四倍体及其二倍体亲本叶片初生代谢物含量比较
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｄａｔａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ４ｘ ａｎｄ ２ｘ Ｈｏｎｇｋｏｎｇ ｋｕｍｑｕａｔ

化合物名称
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｎａｍｅ

二倍体含量 / μｇ / ｇ ＦＷ
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ２ｘ

四倍体含量 / μｇ / ｇ ＦＷ
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ４ｘ

４ｘ / ２ｘ 倍数
４ｘ / ２ｘ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ

Ｐ 值
Ｐ￣ｖａｌｕｅ

糖类 Ｓｕｇａｒｓ
　 蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ ２６０６.５ ± ３９.０ １９７３.５ ± １１９.１ ０.８ ０.０５７
　 葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ １６９２.０ ± ３９.１ １８３２.８ ± ５７.６ １.１ ０.０５９
　 果糖 Ｆｒｕｃｔｏｓｅ １０７.９ ± １７.５ １１１.０ ± １５.６ １.０ ０.２５２
　 甘露糖 Ｍａｎｎｏｐｙｒａｎｏｓｅ １１５.８ ± １９.９ １２２.５ ± ５.７ １.１ ０.６２３
　 麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ ６８７.０ ± １９７.２ ４５０.２ ± １８.８ ０.７ ０.３６５
　 ｄ￣吡喃葡萄糖 ｄ￣Ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｅ １９５.１ ± １５.３ １９４.０ ± １６.７ １.０ ０.４５０
　 肌醇 Ｉｎｏｓｉｔｏｌ ４６６.４ ± ４９.１ ３９４.９ ± ５２.５ ０.８ ０.０２１
有机酸类 Ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ
　 柠檬酸 Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ８６.２ ± ２９.１ ６１.９ ± ３４.６ ０.７ ０.６８５
　 苹果酸 Ｍａｌｉｃ ａｃｉｄ ２７６.６ ± ３.０ ２０６.２ ± ２７.９ ０.７ ０.１２９
　 ２￣酮戊二酸 ２￣Ｋｅｔｏｇｌｕｔａｒｉｃ ａｃｉｄ ６１.７ ± ２６.０ ３１.０ ± ３.７ ０.５ ０.３０３
　 奎宁酸 Ｑｕｉｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ ３７５.６ ± ２３０.９ １２８６.３ ± ２６８.７ ３.４ ０.０１９
　 ４￣氨基丁酸 ＧＡＢＡ ３３４.６ ± ５７.９ １６７.３ ± ６２.６ ０.５ ０.０１３
　 三羟基丁酸 ２ꎬ３ꎬ４￣Ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ８２.０ ± ０.７ ４７.６ ± ５.２ ０.６ ０.０５８
氨基酸类 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
　 脯氨酸 Ｐｒｏｌｉｎｅ １６１.８ ± ６０.９ ６２.８ ± ４０.４ ０.４ ０.０９３
　 丝氨酸 Ｓｅｒｉｎｅ ９５.１ ± ４６.８ ３４.７ ± １０.０ ０.４ ０.２５９
　 甘氨酸 Ｇｌｙｃｉｎｅ ８２.３ ± ６.２ ２６.９ ± ３.７ ０.３ ０.０８０
　 精氨酸 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ４２.８ ± ３.８ ８０.２ ± ２０.９ １.９ ０.２００
　 谷氨酸 Ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ７０.６ ± ２.３ ５６.８ ± ４２.０ ０.８ ０.７１０
脂肪酸类 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ
　 硬脂酸 Ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄ １００.３ ± ２６.０ １００.５ ± １３.７ １.０ ０.９８０
　 １￣棕榈酸单甘油酯 １￣Ｍｏｎｏｐａｌｍｉｔｉｎ １７６.２ ± ４.８ ８２.６ ± ３.４ ０.５ ０.００７
　 单硬脂酸甘油酯 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｍｏｎｏｓｔｅａｒａｔｅ １２５.７ ± ３.７ ７２.６ ± ８.６ ０.６ ０.１０３
　 棕榈酸 Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ ２０３.９ ± ５１.３ １６４.７ ± ３５.３ ０.８ ０.１７９
其他 Ｏｔｈｅｒｓ
　 甘油 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ ２１７.５ ± １０.９ １６６.６ ± ２６.３ ０.８ ０.３０３
　 乙醇 Ｅｔｈａｎｏｌ ６９.２ ± ３.２ ６４.７ ± ８.３ ０.９ ０.４２８
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３　 讨论

本研究以多胚系山金柑为材料ꎬ 从 １２８９ 株实

生幼苗发掘出 ８ 株四倍体ꎬ 初选准确率 １００％ꎬ 四

倍体群体自然发生率 ０􀆰６２％ꎮ 蒋景龙等[８] 报道衢

州香橙四倍体发掘初选率为 ２３􀆰０８％ꎮ 本文发掘山

金柑四倍体初选准确率较高的原因是本课题组先前

已发掘无酸甜橙(Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ. Ｏｓｂｅｃｋ)、 红江橙

(Ｃ. ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ. Ｏｓｂｅｃｋ)、 滑皮金柑(Ｆ. ｃｒａｓｓｉｆｏ￣
ｌｉａ Ｓｗｉｎｇｌｅ)等 ６ 个多胚柑橘品种的四倍体[４]ꎬ 发

现了从实生后代筛选四倍体的规律ꎬ 总结形成了

“观根辨叶看油胞”的幼苗初选方法[４]ꎻ 本研究再

次证明了基于幼苗形态进行初选的有效性ꎮ 进一步

利用 ８ 对 ＳＳＲ 引物对所有四倍体进行遗传鉴定ꎬ
四倍体带型与二倍体亲本完全相同ꎬ 表明山金柑四

倍体是由珠心细胞染色体自然加倍而来ꎬ 与前人研

究结果一致[６ꎬ ７]ꎮ
本文从植株形态特征、 叶片、 气孔形态以及叶

片初生代谢物等方面对发掘的四倍体及其二倍体亲

本进行初步评价ꎬ 丰富了对柑橘多倍体及其形成机

理的认识ꎮ 蒋景龙等[８] 以衢州香橙为材料及彭滢

等[７]以枳橙为材料的研究均表明ꎬ 与二倍体相比ꎬ
四倍体株高、 叶形指数、 气孔密度均显著减小ꎬ 而

气孔则显著增大ꎬ 与本研究中山金柑四倍体植株变

矮、 气孔密度减小、 气孔增大的结果一致ꎬ 而叶形

指数没有显著变化可能与基因型差异或不同节位叶

片发育成熟度不同有关ꎮ 初生代谢物为植物生长、
发育和适应环境所必需[１９]ꎬ 基因组加倍对植物初

生代谢有着显著的影响ꎮ 前人的研究表明ꎬ 资阳香

橙同源四倍体能够较二倍体积累更多与胁迫相关的

初生代谢产物(蔗糖、 脯氨酸和 ４￣氨基丁酸等)ꎬ
有利于提高机体对逆境胁迫的适应性[２０]ꎮ 本研究

发现ꎬ 金柑四倍体较二倍体积累更多的葡萄糖、 甘

露糖、 奎宁酸、 精氨酸等初生代谢物ꎬ 而其他初生

代谢产物较二倍体少ꎬ 这可能与基因型有关ꎮ
本研究发掘的山金柑四倍体现已陆续开花结

果ꎬ 其花果性状特征有待进一步观察评价ꎮ 这些山

金柑四倍体为柑橘多倍体抗逆和矮化机理等基础研

究提供了难得的种质资源ꎬ 同时也可作为亲本与二

倍体金柑杂交创制无核三倍体ꎬ 还可直接用于观赏

果树进行开发利用ꎮ
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