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秋水仙素诱导黑喉石斛多倍体研究①
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摘要:以黑喉石斛原球茎为材料,探讨了秋水仙素不同处理对黑喉石斛多倍体诱导的影响.流式细胞仪测定结果

表明,适宜四倍体诱导的秋水仙素质量分数在0.01%~0.03%之间,适 宜 八 倍 体 诱 导 的 秋 水 仙 素 质 量 分 数 在

0.05%~0.10%之间,处理时间均为2~3d;获得的多倍体在形态、气孔和染色体数目上有明显变化;八倍体与

四倍体相比,发育更加迟缓,多表现为整株分叉.
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石斛属(Dendrobium)植物既是我国传统中药材,更是名贵的观赏花卉.近年来,石斛产业发展迅猛,
产品一直处于供不应求的状态,且需求有逐年增加趋势.因此,培育优质、高产石斛新种质十分紧迫和必

要.多倍体因器官巨大、株型奇特、抗逆性强等特征而被育种家们青睐,已成为目前种质创新研究的热点和

重点领域之一.现已获得铁皮石斛[1]、齿瓣石斛[2]、粗舌石斛[3]、金钗石斛[4]、春石斛及秋石斛杂交种[5-6]

的多倍体.黑喉石斛(Den.ochreatum)嫩茎开花的特性有别于其他石斛品种,即在新芽长成后便立即开花,
不需经过冬季的低温处理,大大缩短了开花时间,使之更具有特殊价值,是石斛育种的珍贵材料.目前对于

黑喉石斛的研究国内还未见报道.本研究以黑喉石斛的原球茎为材料,采用秋水仙素进行多倍体诱导,以

期为石斛种质资源创新提供新材料.

1 材料与方法

1.1 材 料

黑喉石斛蒴果采自贵州省园艺研究所花卉温室大棚,经体细胞染色体鉴定为二倍体,2n=2x=38.将
种子无菌萌发7周后形成的原球茎作为实验材料.
1.2 多倍体植株诱导

将原球茎浸入含不同质量分数的秋水仙素的液体培养基(1/2MS+30g/L蔗糖+0.5mg/LNAA)中(对照

不加秋水仙素),进行不同时间的悬浮培养(表1),培养条件为:温度(25±2)℃,摇床转速100r/min.原球茎

在液体培养后经100目筛子过筛,用无菌水冲洗3遍,用灭菌滤纸吸干水分,再接种于育苗培养基(1/2MS
0.2g+花宝1号1.5g+花宝2号1.5g+Peptone1.0g+肌醇0.1g+1g/L活性炭+30g/L白糖+4g/L
琼脂+0.5mg/LNAA)上进行分化培养,每处理接种60株,重复3次,培养瓶置于光照培养室中培养,光

培室的温度为(25±2)℃,光照强度为2000lx,每日光照12h,培养60d继代1次.
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表1 不同秋水仙素处理对黑喉石斛植株形态的影响

秋水仙素的

质量分数/%

培养

时间/d

叶长

/mm

叶宽

/mm
叶型指数

株高

/cm

茎粗

/mm
0.005 1 19.67±0.58efg 2.00±0.00j 9.78±0.25ab 3.27±0.06bcd 3.20±0.17efg

2 20.33±1.15cdef 2.33±0.12i 8.46±0.47c 3.20±0.10bcde 3.17±0.23efg

3 18.00±1.00gh 3.23±0.12e 5.41±0.10e 2.90±0.17def 4.17±0.29cd

0.010 1 22.33±0.58bc 2.63±0.06h 9.17±1.22bc 3.90±0.10a 3.00±0.00fg

2 20.00±2.00defg 2.67±0.21h 7.43±0.20d 2.87±0.21ef 3.17±0.15efg

3 15.33±0.58ij 3.97±0.06cd 3.87±0.11g 2.43±0.12g 6.00±1.00a

0.030 1 25.00±1.00a 2.70±0.20gh 9.20±1.09bc 3.50±0.26b 2.67±0.12g

2 15.33±0.58ij 3.13±0.15e 4.91±0.08e 2.63±0.06fg 3.97±0.06d

3 13.33±0.58j 3.77±0.21d 3.57±0.32g 1.97±0.06h 5.23±0.40b

0.050 1 22.00±1.00bcd 3.05±0.05ef 7.17±0.27d 3.07±0.38cde 3.03±0.06fg

2 18.67±2.89fg 4.00±0.00bc 4.80±0.64ef 2.90±0.35def 3.77±0.25de

3 14.67±1.15ij 4.30±0.10a 3.27±0.08g 2.07±0.15h 4.33±0.29cd

0.100 1 21.00±1.00bcde 2.90±0.10fg 7.22±0.49d 3.30±0.10bc 3.33±0.29ef

2 16.33±0.58hi 4.20±0.10ab 4.01±0.35fg 2.63±0.32fg 4.23±0.25cd

3 16.33±1.53hi 4.30±0.10a 3.83±0.31g 2.60±0.10fg 4.67±0.29c

对照 23.00±1.00ab 2.27±0.21i 10.40±0.11a 2.97±0.21cdef 3.27±0.06efg

  注:同列内相同字母表示经邓肯氏多重极差检验在0.05水平上差异不具有统计学意义.

1.3 多倍体鉴定

1.3.1 形态观察

待诱导植株分化并长成大苗,取其中10株,用游标卡尺测量叶长、叶宽、株高和茎粗,取平均值.叶型

指数=叶长/叶宽.
1.3.2 气孔观察

分别用无色透明的指甲油涂抹形态明显变异的植株和对照植株的叶片下表皮,待指甲油干燥后,撕取

下表皮制片,然后置于Leica显微镜下观察气孔的长度、宽度和密度.气孔长度和宽度取所观察的30个细

胞的平均值,气孔及形态数据均使用DPS和Excel软件进行统计.
1.3.3 DNA倍性分析

1.3.3.1 样品制备

采用PartecCyStainUVPreciseT试剂盒,取约0.5cm2 的幼叶于直径55mm的玻璃培养皿上,加

400μL萃取液,使用尖锐的刀片先纵后横用力切割样品,并浸泡2~5min,之后将样本及液体用50μm微

孔滤膜过滤到样品管中,再加入1600μLDNA染色液,避光染色2~5min.
1.3.3.2 数据获取与分析

采用德国Partec公司的CyFlowspace流式细胞仪,电压为220V,UVLED激光波长为365nm,粒子

流速为1.0μL/s,每个样本至少计数10000个,重复10次,DNA含量分布曲线由FloMax软件自动生成.
以二倍体植株做对照,通过DNAindex确定植株倍性,统计不同倍性所占的比率.
1.3.4 染色体压片分析

切取秋水仙素处理的植株根尖(长约5mm),在常温下置于0.7mmol/L放线菌酮中预处理4h,洗涤

后的根尖先放入Canoy固定液中室温固定15~20h,然后置于1mol/L的浓盐酸中,在室温下解离5min
后再在60℃恒温下解离8min,冲洗后用超纯水低渗20min,最后置于载玻片上,加入1~2滴苯酚品红染

色10min后制片并摄像.
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2 结果与分析

2.1 秋水仙素处理对植株形态的影响

不同秋水仙素处理对黑喉石斛植株形态的影响见表1,与对照相比(图1(a)),随着秋水仙素质量分数的

升高及培养时间的加长,叶型指数变小,叶色深绿,叶片背面翻卷、粗糙(图1(b)),植株生长缓慢,株高下降,
茎粗增加,对照的叶型指数、茎粗及株高分别为(10.40±0.11),(3.27±0.06)mm和(2.97±0.21)cm.叶型指

数最小为3.27±0.08,即0.050%秋水仙素培养3d的处理;茎粗最大为(6.00±1.00)mm,即0.010%秋水

仙素培养3d的处理;株高最低为(1.97±0.06)cm,即0.030%秋水仙素培养3d的处理.当质量分数超过

0.050%、培养时间大于2d时,出现少量畸形苗,表现为整株出现分叉现象(图1(c)).

图1 秋水仙素对植株形态的影响

2.2 气孔观察

根据表2数据,变异株保卫细胞长度、宽度和气孔密度较二倍体植株的差异均具有统计学意义,保卫

细胞长度、宽度明显增大,长和宽分别增长25.14%和41.00%,形态也有所变化,长宽比减少10.64%,气

孔密度降低41.98%(图2).
表2 黑喉石斛二倍体与变异株气孔比较

植株
气孔长度/

μm

气孔宽度/

μm
长宽比

气孔密度/

(个·mm-2)
二倍体 34.89±2.80b 37.03±1.58b 0.94±0.08a 81.02±4.10a
变异株 43.66±3.34a 52.21±2.50a 0.84±0.06b 47.01±3.64b

图2 黑喉石斛二倍体和变异株气孔比较(×40)

2.3 DNA倍性分析

各处理流式细胞仪倍性分析结果见表3,高质量分数和长时间诱导可得较高变异率.四倍体比率最高
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为80%,即0.010%秋水仙素培养3d的处理;八倍体比率最高为70%,即0.100%秋水仙素培养2d的处

理,同时混倍体也大量存在.当质量分数超过0.050%、培养时间大于2d时,八倍体比率显著增加.综合分

析可知,适宜四倍体诱导的秋水仙素质量分数在0.010%~0.030%之间,适宜八倍体诱导的秋水仙素质量

分数在0.050%~0.100%之间,处理时间均为2~3d.二倍体(2x)与人工诱导的四倍体(4x)、八倍体(8x)
植株叶片细胞的流式图结果见图3.

表3 各处理流式细胞仪倍性分析结果

质量分数/

%

时间/

d
检测株数

二倍体及比率/

株(%)
四倍体及比率/

株(%)
八倍体及比率/

株(%)
混倍体及比率/

株(%)
变异率

/%
0.005 1 10 8(80) 0(0) 0(0) 2(20) 20

2 10 6(60) 2(20) 0(0) 2(20) 40

3 10 4(40) 3(30) 0(0) 3(30) 60

0.010 1 9 0(0) 0(0) 0(0) 9(100) 100

2 9 0(0) 6(60) 0(0) 3(30) 100

3 10 0(0) 8(80) 0(0) 2(20) 100

0.030 1 10 4(40) 2(20) 2(20) 2(20) 60

2 10 0(0) 4(40) 2(20) 4(40) 100

3 10 0(0) 7(70) 2(20) 1(10) 100

0.050 1 10 0(0) 6(60) 2(20) 2(20) 100

2 10 0(0) 2(20) 5(50) 3(30) 100

3 10 0(0) 0(0) 5(50) 5(50) 100

0.100 1 10 0(0) 0(0) 6(60) 4(40) 100

2 10 0(0) 0(0) 7(70) 3(30) 100

3 10 0(0) 0(0) 6(60) 4(40) 100

图3 黑喉石斛叶片二倍体、四倍体和八倍体流式图

2.4 根尖压片结果

对经流式细胞仪筛选出的四倍体、八倍体和对照二倍体植株根尖生长点染色体压片鉴定后发现,对照

的二倍体黑喉石斛染色体数目2n=2x=38条,四倍体和八倍体染色体数目发生改变,其染色体数目变化

范围分别为2n=4x=76和2n=8x=152(图4),故经秋水仙素处理后的植株应为诱导产生的四倍体植株和

八倍体植株.

4 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第39卷



图4 黑喉石斛二倍体、四倍体和八倍体根尖细胞分裂中期染色体(×100)

3 讨 论

石斛属植物的多倍体在自然界及离体培养中广泛存在[7-8],具有古老的物种进化潜力,既具有短期效

果(细胞、器官大小及基因表达的变化),也具有长期(进化)的影响[9-11].筛选自然发生的多倍体进行杂交

选育,发生频率低,选育周期长,而本实验以黑喉石斛原球茎为实验材料,可以获得足够数量的多倍体,以

满足选种需要,且黑喉石斛嫩茎开花的特点大大缩短了育种周期.因此,本实验结果在杂交育种及种质遗

传转化体系研究上皆具有重大价值.
秋水仙素的质量分数和处理时间是影响多倍体产生的重要因素,形成不同物种多倍体所需的最佳质量

分数和处理时间存在差异.Sarathum等人[3]报道指出0.075%的秋水仙素处理14d时,可以获得43.1%的

四倍体植株;Vichiato等人[4]报道指出金钗石斛四倍体产生的适宜质量分数和时间是0.1%和96h;詹忠

根等人[12]报道指出质量分数为0.05%、处理天数为10d时,可以获得较多的铁皮石斛四倍体植株.一般而

言,适合兰科植物的秋水仙素质量分数在0.05~0.1%之间[13],而处理时间的长短取决于实验材料及处理

方法.黑喉石斛对秋水仙素较为敏感,处理时间为2~3d,0.010%~0.030%的秋水仙素质量分数适宜于

黑喉石斛四倍体诱导,而稍高的秋水仙素质量分数(0.050%~0.100%)能诱导出黑喉石斛八倍体.多倍体

器官巨大、产量高、抗逆性强,但是并不意味着倍数越大越好,本实验中八倍体相较于四倍体,发育更加迟

缓,株型奇特,多表现为整株分叉.
黑喉石斛多倍体形态及气孔观察与已有报道一致[1-2],均表现出叶色深绿、叶片粗糙、株高下降、茎粗

增大、气孔变大和密度变小等特征.对本实验筛选出的四倍体和八倍体植株可育成稳定品种,然后进行杂

种优势利用,然而多倍体形成初期并不稳定[14],除了生长缓慢[15]、严重不育外,还存在回复成二倍体的可

能性,因此有必要对其进行扩繁稳定和育苗移栽,有目的地筛选出生长较快、抗逆性强的多倍体植株,形

态及倍性筛选也应延续几个世代.
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Abstract:EffectsofthevariouscolchicinetreatmentsonpolyploidyinductionofDen.ochreatumwerecar-
riedoutinthecurrentwork.Theresultsmeasuredbyflowcytometryshowedthatthemostefficientcondi-
tionofDen.Ochreatumforinducingtetraploidsseemedtobetreatedwith0.01%-0.03%colchicineand
octoploidswith0.05%-0.1%colchicineallfor2-3days.Thepolyploidiesweredifferentfromnormal
diploidsinmorphology,stomaandchromosomenumbers.Comparedwithtetraploid,octoploiddeveloped
moreslowly,andmoreshowedbifurcation.
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责任编辑 潘春燕    

6 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第39卷



7第1期          王爱华,等:秋水仙素诱导黑喉石斛多倍体研究


