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摘要:白榆是我国重要的乡土树种之一。为促进我国多倍体白榆的人工杂交培育和选优,以二倍体、三倍体及

同源四倍体白榆叶片为试材,测定叶片表型指标、显微差异及光合生理特性,比较分析不同倍体间的变异程度及

基因倍性发生改变对白榆产生的影响。结果表明,三倍体及同源四倍体白榆叶长、叶宽、叶面积都显著高于二倍

体白榆,可见白榆在叶长、叶宽、叶面积这些形态学特征方面表现出多倍化后的巨大化特征。通过显微镜观察发

现四倍体及三倍体白榆叶片上下表皮厚度、栅栏组织厚度、海绵组织厚度这些指标都高于二倍体白榆,巨大化特

征表现十分突出,置于相同放大倍数视野下观察,出现了倍性增加气孔器密度稀疏的现象,可见气孔器密度与倍

性有明显的相关性。三倍体及同源四倍体白榆的净光合速率(Pn)和蒸腾速率(Tr)都显著高于二倍体白榆,说
明倍性的增加会使白榆的Pn及Tr增加。白榆叶绿素a(Chla)含量高于叶绿素b(Chlb)含量,并且Chla、Chlb
及总叶绿素(Chl)含量随着倍性的增加而增大,表现出明显的多倍体植株的光合色素含量增加的特征。
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  白榆(UlmuspumilaL.)属于榆科(Ulmaceae)
榆属(UlmusL.)植物,落叶乔木,俗称榆树、家
榆。白榆在全球约有40余种,主要分布于北温

带。我国现有榆属植物25种6变种,长江流域以

北为分布集中区,是重要的乡土树种。白榆有吸

滞烟尘和吸收有害气体的作用,同时具有很高的

抗性和耐性,可作为城市绿化、水土保持、水源涵

养和盐碱地造林树种。白榆树皮可食用,木材洁

白;枝条和树皮中的纤维坚韧,可生产高品质纸;
幼嫩翅果可食用且具有药用价值;叶片营养丰富

可制成饲料;材质坚硬,花纹清晰,可制成家具[1]。
目前,针对白榆的育种工作主要采用细胞培

养、建立白榆再生体系以及分子标记技术等研究

方法,以期增强白榆的速生性,提高白榆的抗性和

适应性,选育具有优良遗传品质的无性系品种[2]。
我国对榆树多样性的研究主要集中在种植技术、
表型遗传多样性、生化标记等水平上。前人对榆

树的种植栽培技术进行了探索[3-5]。王书欣等[6]

对白榆无性系的株高、胸径等指标进行研究调查,
并进行了白榆无性系的遗传分析。也有人利用显

微镜对榆属植物的叶片结构进行研究,为榆属的

分种提供了重要依据[7-9],还有人对比不同榆树的

光合特性,并对白榆突变体进行转录组分析[10-11]。
植物染色体加倍后,其器官组织易呈现“巨大

化”,并极可能发生变异,具有较高的遗传多样性,
因此可以利用多倍体与原二倍体进行杂交,选育
生长迅速、植株高大的品种,挖掘多倍体的优良性

状,根据其应用价值进行大量繁殖,以此获得适合

不同利用价值的白榆新品种或变种。本研究以二
倍体、三倍体及同源四倍体白榆叶片为试材,对不

同倍体叶片表型指标、显微差异及光合生理特性
进行了分析,以揭示不同倍体间的变异程度及基

因倍性发生改变对植物产生的影响,给多倍体白

榆的培育提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

随机选取河北农业大学苗圃白榆样地内的二
倍体、三倍体及同源四倍体白榆各3株,榆树要长

势正常且无病虫害,取各株榆树第5至第6叶位

的功能性叶片作为试验材料。
1.2 方法

1.2.1 叶片表型变化测定 参照曹德美等[12]的
方法并加以改进,用扫描仪扫描供试叶片,利用

Lamina图 像 处 理 软 件 分 析 叶 片 的 叶 长(Leaf
length,LL)、叶 宽 (Leafwidth,LW)、叶 面 积
(Leafarea,LA)3个叶形性状度量指标。根据成
星奇等[13]的方法计算叶形指数。

叶形指数(叶长宽比)= 叶长/叶宽

1.2.2 叶片结构差异测定 气孔器密度观察:手
持供试叶片,然后用镊子将叶片上下表皮撕下并
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置于载玻片上,滴加I2-KI溶液染色30s至染色

完成后加盖盖玻片,在OlympusBX53光学显微

镜下(目镜10×,物镜40×)进行气孔观察,各取

10个视野,统计每个视野气孔器数,再对测定数

据计算平均值。分析对比不同倍体叶片每个视野

气孔器密度得出差异。
叶片显微结构差异:将供试叶片修剪为1.0cm×

1.0cm小块,立即将修剪好的叶片浸入Carnoy's
固定液中(甲醇∶冰醋酸 =3∶1),直至完全褪绿。
制作石蜡切片和临时切片进行观察,将其放置于

显微镜下拍照并记录栅栏组织厚度、海绵组织厚

度、上下表皮厚度。
1.2.3 光合生理特性测定 试验选择晴朗的天

气,使用Li-6400便携式光合测定仪测定供试叶片

的光合参数。设定光强为1800μmol·m-2·s-1,
CO2浓度为400μmol·mol-1、叶片温度为25℃的

条件,分 别 测 定 参 试 植 株 的 净 光 合 速 率(Net
Photosynthesis Rate, Pn )、 蒸 腾 速 率
(TranspirationRate,Tr)、气 孔 导 度(Stomatal
Conductance,Gs)。
1.2.4 叶片叶绿素含量测定 参照王力源等[11]

方法并加以改进,将供试叶片修剪成细小丝状,
称取0.05g的叶片置于试管中再加入95%乙

醇2.5mL,于黑暗条件下浸泡至叶片完全褪色
(24h),用95%乙醇溶液作为空白对照,离心后

取其上清液利用分光光度计分别测定663和

645nm下的吸光值(OD),6次重复。利用测量所

得OD值计算叶绿素a(Chlorophylla,Chla)、叶
绿素 b(Chlorophyllb,Chlb)以 及 总 叶 绿 素
(Chlorophyll,Chl)的含量。计算公式:

Chla=12.21OD663-2.81OD645
Chlb=20.13OD645-5.03OD663
Chl=Chla+Chlb

1.2.5 数 据 分 析 运用 Excel2010和 SPSS
20.0软件对各指标进行数据分析与处理,运用单

因素方差分析法分析不同倍体的白榆在叶片表

型、显微结构及光合生理特性之间的显著性差异。

2 结果与分析

2.1 叶片表型差异分析

由图1可知,植物多倍化后,因为DNA剂量

效应和互作效应,其原二倍体有关氨基酸、多聚

糖、蛋白质等的合成与代谢功能发生明显改变,从
而导致叶片表型发生差异[14]。由表1可知,三倍

体和四倍体白榆的叶长、叶宽、叶面积均显著高于

二倍体白榆。四倍体白榆叶长最大,为79.11mm,
是二倍体白榆叶长的1.3倍;三倍体白榆叶宽最

大,为39.28mm,是二倍体白榆叶宽的1.4倍;三
倍体白榆叶面积最大,为1967.49mm2。但在叶

形指数方面二倍体白榆显著高于三倍体和四倍体

白榆。三倍体白榆与四倍体白榆在叶长、叶宽、叶
面积及叶形指数上均没有显著差异。通过比较可

知,三倍体白榆及同源四倍体白榆在叶长、叶宽、
叶面积这些形态学特征方面表现出多倍化后的巨

大化特征。

图1 二倍体、三倍体及同源四倍体白榆叶片形态

表1 二倍体、三倍体及同源四倍体白榆叶片形态指标

无性系 叶长/mm 叶宽/mm 叶面积/mm2 叶形指数

二倍体 60.51±1.23b 27.16±0.63b 1107.12±41.15b 2.23±0.06a

三倍体 77.22±3.37a 39.28±0.69a 1967.49±127.29a 1.96±0.06b

四倍体 79.11±0.41a 38.07±0.66a 1790.92±27.46a 2.07±0.03b

  注:同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。下同。

2.2 叶片结构差异分析

利用石蜡切片或临时装片的方法对试材进行

纵切,再对其进行观察并记录各项指标,结果见

表2。三倍体和四倍体白榆叶片的上表皮厚度、栅
栏组织厚度及海绵组织厚度都显著高于二倍体白

榆,四倍体白榆的栅栏组织厚度达到138.74μm,

是三倍体白榆的1.3倍,是二倍体白榆的1.6倍。
而二倍体白榆的气孔器密度达到12.00,显著

高于三 倍 体 和 四 倍 体 白 榆,气 孔 形 态 见 图2。
二倍体、三倍体及同源四倍体白榆在下表皮厚度

方面 没 有 显 著 差 异,分 别 为19.92,25.26和

23.34μm。
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表2 二倍体、三倍体及同源四倍体白榆叶片结构

无性系 上表皮厚度/μm 栅栏组织厚度/μm 海绵组织厚度/μm 下表皮厚度/μm 气孔器密度/个

二倍体 23.46±2.07b 82.36±3.12c 42.91±2.78b 19.92±1.66a 12.00±0.40a

三倍体 30.52±1.37a 102.88±4.12b 58.09±1.24a 25.26±2.38a 8.00±0.40b

四倍体 29.45±0.41a 138.74±6.23a 55.48±3.61a 23.34±2.33a 8.00±0.57b

图2 二倍体、三倍体及同源四倍体白榆叶片气孔形态

  总体来说,三倍体及四倍体白榆叶肉组织在

上表皮厚度、栅栏组织厚度、海绵组织厚度、下表

皮厚度这些方面都高于二倍体白榆,巨大化特征

表现十分突出,且置于相同放大倍数视野下观察,
出现了倍性增加气孔器密度稀疏的现象,可见气

孔器密度与倍性有明显的相关性。

2.3 叶片光合生理特性差异分析

光合作用对植物的生长发育和抗性大小均有

重要影响。净光合速率(Pn)是指植物光合作用积

累的有机物,利用总光合速率减去呼吸速率来计

算。蒸腾速率(Tr)是指植物单位面积叶片在一定

时间内蒸腾的水量。气孔导度(Gs)是指气孔张开

的程度,影响光合、呼吸和蒸腾作用。由表3可知,
三倍体白榆的Pn、Gs及Tr 显著高于二倍体白榆,
分别为21.13μmol·m-2·s-1,0.51mol·m-2·s-1和

9.42mmol·m-2·s-1。四倍体白榆的Pn和Tr 显

著高于二倍体白榆,分别为20.04μmol·m-2·s-1和

9.13mmol·m-2·s-1,在Gs这一指标上二倍体白

榆显著高于四倍体白榆。三倍体与四倍体白榆在

Pn及Tr 两方面没有显著差异,但在Gs这一指

标上三倍体白榆显著高于四倍体白榆。综合来

看,倍性的增加会使白榆的Pn及Tr增加。
表3 二倍体、三倍体及同源四倍体白榆叶片光合参数

无性系
Pn/

(μmol·m-2·s-1)
Gs/

(mol·m-2·s-1)
Tr/

(mmol·m-2·s-1)

二倍体 12.49±1.66b 0.37±0.04b 7.67±0.67b
三倍体 21.13±1.29a 0.51±0.01a 9.42±0.25a
四倍体 20.04±0.06a 0.23±0.01c 9.13±0.07a

2.4 叶片叶绿素含量分析

由表4可知,二倍体、三倍体及同源四倍体白

榆叶片叶绿素含量具有较大的遗传差异。三倍体

和四倍体白榆叶绿素a含量(Chla)分别为8.40
和8.87mg·g-1,显著高于二倍体白榆。二倍体

白榆与三倍体及四倍体白榆之间在叶绿素b含量

(Chlb)及总叶绿素含量(Chl)方面均存在显著差

异,都表现为四倍体白榆>三倍体白榆>二倍体白

榆,四倍体白榆叶绿素b含量达到4.90mg·g-1,总
叶绿素含量达到13.78mg·g-1,并且通过观察可

以发现四倍体白榆的叶片颜色更深。总的来看,叶
绿素a含量高于叶绿素b含量,并且叶绿素a、叶绿

素b及总叶绿素含量随着倍性的增加而增大,表现

出明显的多倍体植株的光合色素含量增加的特征。

表4 二倍体、三倍体及同源四倍体白榆叶片叶绿素含量

单位:mg·g-1

无性系 Chla Chlb Chl

二倍体 7.58±0.28b 2.47±0.06c 10.05±0.34c

三倍体 8.40±0.21a 2.86±0.05b 11.27±0.24b

四倍体 8.87±0.23a 4.90±0.14a 13.78±0.15a

3 讨论

遗传多样性和环境异质性可通过表型多样性

表现出来,植物为了适应不断变化的环境,表型性

状会随着改变不断进化。表型性状差异常应用于

判断遗传变异程度,因此在植物表型多样性研究、
种质鉴定和育种工作中发挥了关键作用,成为引

种驯化和遗传改良的基础[15-16]。有研究表明遗
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传因素可能会对叶片性状产生影响,通过叶片表

型多样性可得到植物进化和适应的相关信息。另

外,植物的生长及环境也会影响叶片性状[17-18]。
本研究发现,在叶片形态学特征方面,三倍体及同

源四倍体白榆叶长(LL)、叶宽(LW)、叶面积

(LA)这些指标都显著高于二倍体白榆,可见三倍

体及同源四倍体白榆在LL、LW、LA这些形态学

特征方面表现出多倍化后的巨大化特征。这与张

石虎等[19]发现的四倍体黄梁木叶片显著大于二

倍体叶片结果相同。
研究结果发现三倍体及同源四倍体白榆叶肉

组织的上表皮厚度、栅栏组织厚度、海绵组织厚度

显著高于二倍体白榆,表现出了明显的巨大化特

征。这与张源源等[20]研究得出的橡胶树的二倍

体、三倍体、四倍体间叶片栅栏组织厚、上表皮厚、
海绵组织厚差异显著,并且多倍体叶肉组织的厚

度较二倍体大这一结果相同。本研究还发现在相

同放大倍数的视野下,榆树二倍体白榆气孔器密

度显著高于三倍体和同源四倍体白榆的气孔器密

度,出现了倍性增加气孔器密度稀疏的现象,与郭

源源等[21]对橡胶树二倍体、三倍体、四倍体的叶

片进行观察研究,发现橡胶树倍性提高会引起气

孔器密度减小的现象一致,可见气孔器密度与倍

性有明显的相关性。
光合色素含量在植物光合作用过程中发挥着

重要影响。高等植物的光合色素主要包括三大

类:叶绿素a、叶绿素b和类胡萝卜素,而叶绿素

是植物光合作用的基础物质,植物光合作用能力

的强弱和生境条件的优劣可通过叶绿素的含量来

反映[22-24]。叶绿素a(Chla)与叶绿素b(Chlb)比
值的高低可用于辨别阳性植物与阴性植物,本研

究得出白榆Chla含量高于Chlb含量,进一步验

证了其是阳性植物,并且Chla、Chlb及总叶绿素

(Chl)含量随着倍性的增加而增大,表现出明显的

多倍体植株的光合色素含量特征,与李秀宇[25]以

刺槐为研究对象,发现的四倍体刺槐比二倍体刺

槐Chla、Chlb及Chl含量明显增大的结果相同,
并与张丞慧等[26]发现的新疆野苹果四倍体比二

倍体叶绿素含量显著增大的结果相同,但与吴丽

杰等[27]发现的倍性对苹果总叶绿素含量影响不

大结果不同。
关于光合效率的研究已较为普遍,杜久军等[10]

利用PAM系列的叶绿素荧光仪,对白榆光能吸

收进行分析,发现强光驯化能促进白榆完成光合

作用;刁凯[28]利用Li-6400便捷式光合测定系统,
测定了不同品种枣树的光合指标,发现Pn、Gs和

Tr在枣树生长期呈现基本一致的变化规律,且在

7月-9月光合作用活跃。本研究以二倍体、三倍

体及同源四倍体白榆叶片为试材,发现三倍体和

同源四倍体白榆的净光合速率(Pn)和蒸腾速率

(Tr)都显著高于二倍体白榆,三倍体白榆的Pn
达到21.13μmol·m-2·s-1,是二倍体白榆的约

1.7倍,倍性的增加会使白榆的Pn及Tr 增加。
因受到环境和试验条件的影响,还需在已有研究

的基础上,对多倍体白榆作进一步探索,以期能够

对白榆种质资源进行合理开发与利用。因此,在
育种工作中选育多倍体可提高白榆的干物质积

累,提高贮藏营养物质的含量,并可在提高白榆抗

性方面发挥重要作用。

4 结论

本研究结果表明,白榆在叶长、叶宽、叶面积

这些形态学特征方面表现出多倍化后的巨大化特

征。气孔器密度与倍性有明显的相关性。同时倍

性的增加会使白榆的净光合速率及蒸腾速率增

加。白榆叶绿素a含量高于叶绿素b含量,并且

叶绿素a、叶绿素b及总叶绿素含量随着倍性的

增加而增大,表现出明显的多倍体植株的光合色

素含量增加的特征。
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LeafMorphologyandPhotosyntheticCharacteristicsAnalysisof
DiploidandPolyploidUlmuspumila
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LIANGHaiyong2
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Abstract:UlmuspumilaisoneoftheimportantnativespeciesinChina.Inordertopromoteartificialhybrid
cultivationandselectionofpolyploidUlmuspumilainourcountry.Usingdiploid,triploidandhomologoustetraploid
Ulmuspumilaleavesastestmaterials,thephenotypicindexes,microscopicdifferencesandphotosyntheticphysiological
characteristicsofleavesweremeasured.Thedegreeofvariationamongdifferentploidyandtheeffectofgene

ploidychangeonUlmuspumilawerecomparedandanalyzed.Theresultsshowedthattheleaflength,leaf
widthandleafareaoftriploidandhomologoustetraploidUlmuspumilaweresignificantlyhigherthanthoseof
diploidUlmuspumila.ItcanbeseenthatthemorphologicalcharacteristicsofUlmuspumilasuchasleaf
length,leafwidthandleafareashowedmagnificationaftermultiploidy.Thethicknessofupperandlower
epidermis,palisadetissueandspongytissueofleavesoftetraploidandtriploidUlmuspumilawerehigherthan
thoseofdiploidUlmuspumila,andthecharacteristicsofmagnificationwereveryprominent.Underthesame
magnificationfield,theploidyincreasedthesparsedensityofstomatalapparatus,thisshowedtherewas
obviouscorrelationbetweenstomataldensityandploidy.ThePnandTroftriploidandhomologoustetraploid
UlmuspumilaweresignificantlyhigherthanthoseofdiploidUlmuspumila,sotheincreaseofploidywould
increasethePnandTrofUlmuspumila.ThecontentofChlawashigherthanthatofChlb,andthecontents
ofChla,ChlbandChlincreasedwiththeincreaseofploidy.Itshowedobviouscharacteristicsofphotosynthetic

pigmentcontentinpolyploidplants.
Keywords:UlmuspumilaL.;polyploidy;leafphenotype;microstructure;photosyntheticproperties
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