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　　综合各品种收获期、籽粒大小、产量等相关因素，通酥
５２６和九天７０１比较适合设施大棚栽培，可以利用这２个品
种进一步深入研究设施栽培技术，达到收获更早、产量更高、

品质更优的目的。另外，鲜食大豆育种时，可优先考虑单株荚

质量、百粒质量等性状的选择，以期获得高产。
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野生黄蝉兰多倍体诱导初报
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　　摘要：以野生黄蝉兰无菌苗的丛生芽为供试材料，分别用浓度为０．００８％、０．０１０％、０．０３０％、０．０６０％、０．１２０％、
０１５０％、０．２００％的秋水仙素对其处理２４、４８、７２ｈ。结果表明，以０．０６％秋水仙素处理７２ｈ的诱导效果最佳，诱导变
异率达６２．５％，死亡率为２２．５％；多倍体黄蝉兰材料在形态上出现叶色深绿、植株粗壮和叶片增厚等优良性状，同时
气孔和染色体数目都有明显变化，可作为新材料加以利用。
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　　黄蝉兰（ＣｙｍｂｉｄｉｕｍｉｒｉｄｉｏｉｄｅｓＤ．Ｄｏｎ）为兰科兰属大花亚
属的植物。根据陈心启等的分类，大花亚属包括黄蝉兰、虎头

兰、碧玉兰、长叶兰、沉香虎头兰、文山红柱兰等［１］。黄蝉兰

属附生，假鳞茎椭圆状卵形至狭卵形，长 ４～１１ｃｍ、宽 ２～
５ｃｍ，总状花序，具 ３～１７朵花；花苞片近三角形，长 ２～
３ｍｍ；花梗和子房长４．０～４．５ｃｍ；花较大，直径达１０ｃｍ，有
香气；花期８—１２月，果期１１月。它产于我国西南山区高海
拔处，如云南贡山、福贡、盈江、腾冲、龙陵、德钦、临沧、云县、

景东、勐海、建水、元阳、绿春、屏边、麻栗坡、砚山等地，附生于

海拔７５０～２５００ｍ的常绿阔叶林中的树上或岩石上，分布于
我国西藏东南部（察隅）、四川西南部以及尼泊尔、不丹、锡

金、印度东北部、缅甸北部。它与虎头兰的最大区别是花期不

同，虎头兰一般在１月左右开花，黄蝉兰花形较虎头兰严整，
花色、花朵与虎头兰相似［２］。该类兰以其花色基调不同又可

分为黄蝉兰、青蝉兰、红蝉兰和朱砂蝉兰，较适合作育种亲本

或切花材料，具有较高的应用价值和开发价值。

兰花生长周期长，繁殖系数低，在育种过程造成了相当程

度的阻力。近年来，利用多倍体育种已培育出许多兰花新品

种。通常多倍体植物具有植株粗壮、花朵硕大、花色艳丽、叶

质增宽增厚、适应性增强及次生代谢物积累量高等特点。秋

水仙素诱变的多倍体有四倍体、六倍体、八倍体等［３］。目前，

已有春兰［４］、沉香虎头兰［５］、墨兰 ×大花蕙兰的 Ｆ１代
［６］、素

心黄［７］、寒兰［８］、杂交兰根状茎［３］、大花蕙兰红宝石原球茎［９］

和野生碧玉兰［１０］等兰属植物多倍体诱导的报道，而野生黄蝉

兰的倍性育种尚未见报道。本研究建立在组织培养的基础

上，通过秋水仙素诱导形成多倍体植株，以期为黄蝉兰多倍体

育种提供科学依据和技术基础。

１　材料与方法

１．１　材料
野生黄蝉兰收集于云南省文山州马关县，并在云南农业

大学花卉研究所兰花资源圃中驯化栽培２年以上；选用前期
研究培养出的种子无菌萌发试管苗，以后代遗传性状稳定的

丛芽作为供试材料。试验于２０１０年在云南农业大学花卉研
究所实验室内进行。

１．２　方法
１．２．１　多倍体的诱导　配制浓度为 ０．００８％、０．０１０％、
００３０％、０．０６０％、０．１２０％、０．１５０％、０．２００％的秋水仙素溶
液，高压灭菌。取健康、长势相对一致的新生丛生芽，在无菌
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条件下浸泡在经灭菌的秋水仙素溶液中，分别处理 ２４、４８、
７２ｈ。处理后用无菌水冲洗３～４次，在无菌的滤纸上吸干水
分，转入最佳复壮培养基（１／２ＭＳ＋２．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋８％香蕉泥，ｐＨ值５．８）上，于（２５±１）℃下
光照培养，处理４０ｄ观察苗体的死亡情况，处理９０ｄ观察苗
体的变异情况，每隔５０ｄ转接１次，进行相关统计。
１．２．２　多倍体的鉴定
１．２．２．１　形态学观察　根据多倍体植株与二倍体植株在叶
形、叶色、株形、株色、生长势上呈现出的差异，对变异植株进

行初选。对黄蝉兰叶的长与宽进行测量，各检测２０株。
１．２．２．２　气孔鉴定　气孔大小与植株倍性呈正相关，气孔密
度与植株倍性呈负相关，以该特性作为多倍体初步鉴定的方

法之一。取二倍体植株和变异植株叶片，平均分成上、中、下

３个部分，撕取叶片下表皮，在显微镜下观察。采用目镜测微
尺测定气孔的长径、短径，用椭圆面积近似公式（Ｓ＝长径 ×
短径）计算气孔的面积，各检测３０个。
１．２．２．３　染色体鉴定　兰科植物具有粗大的根系，根被厚厚
的海绵状的白色根被所覆盖，中央有１个维管组织的髓部。
根据该特点采用以下制片方案。

取材时间和取材部位：根据经验，０９：５０—１０：１５取材染
色体中期分裂较旺盛。取材部位为健壮植株刚刚长出根的幼

嫩根尖组织。（１）预处理液的比较。将取出的长度为０．５ｃｍ
的根尖放入口径为 ５ｃｍ的小瓶中，分别加入 ０．００２ｍｏｌ／Ｌ
８－羟基喹啉和０．１％秋水仙素２种预处理液，于常温下预处
理７ｈ左右，洗涤后转入 Ｃａｒｏｎｙｓ液（乙醇与乙酸体积比
３∶１）中，置于冰水中固定半小时，取出瓶后放入 ６０℃
１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中水解６ｍｉｎ。水解时间过长，细胞质不着色，染
色体染色较浅，只有在水解时间适宜时才可获得染色体呈深

红色或紫红色，细胞质无色或只有极浅淡的红色［１１］。（２）染
色。用蒸馏水清洗３～５次解离过的材料（如果清洗不干净，
则染色效果较差，影响拍摄效果），按材料的多少，加入一定

量的卡宝品红液，直到淹没瓶中的根尖，约半小时后便可压

片。（３）压片。采用常规压片法，取处理过的根尖于载玻片
上，滴１滴卡宝品红液，盖上盖玻片，用解剖针轻敲大团根尖，
使其分散，再用叠好的滤纸按住盖玻片的对角，用橡皮头轻敲

团状物，使细胞均匀分散，将滤纸放在盖玻片上，用拇指紧按

住滤纸一端，另一拇指垂直地按住盖玻片，以使细胞平整。

（４）镜检。将做好的切片放于 Ｂ２０３／Ｂ２０３ＬＥＤ型双目生物显
微镜下观察染色体分散情况，记录并摄像。

２　结果与分析

２．１　不同秋水仙素浓度和处理时间诱变黄蝉兰的效果
变异指标以气孔增大为标准。由表１可知，０．００８％ ～

０２００％秋水仙素处理２４～７２ｈ均能不同程度地诱导出黄蝉

表１　不同秋水仙素浓度和处理时间对黄蝉兰多倍体诱导的影响

浓度

（％）
处理时间

（ｈ）
处理苗数

（个）

死亡数

（个）

死亡率

（％）
变异数

（个）

变异率

（％）
０ ２４ ４０ ０ ０ ０ ０

４８ ４０ ０ ０ ０ ０
７２ ４０ ０ ０ ０ ０

０．００８ ２４
４８
７２

４０
４０
４０

０
０
２

０
０
５．０

１
２
２

２．５
５．０
５．０

０．０１０ ２４
４８
７２

４０
４０
４０

１
０
３

２．５
０
７．５

９
１０
１２

２２．５
２５．０
３０．０

０．０３０ ２４
４８
７２

４０
４０
４０

６
６
７

１５．０
１５．０
１７．５

１０
１３
１４

２５．０
３２．５
３５．０

０．０６０ ２４
４８
７２

４０
４０
４０

７
８
９

１７．５
２０．０
２２．５

１９
２０
２５

４７．５
５０．０
６２．５

０．１２０ ２４
４８
７２

４０
４０
４０

１０
１３
１７

２５．０
３２．５
４２．５

１９
２０
２１

４７．５
５０．０
５２．５

０．１５０ ２４
４８
７２

４０
４０
４０

１９
２０
２２

４７．５
５０．０
５５．０

１９
１９
１６

４７．５
４７．５
４０．０

０．２００ ２４
４８
７２

４０
４０
４０

２２
２４
２６

５５．０
６０．０
６５．０

１５
１６
１３

３７．５
４０．０
３２．５

兰多倍体。黄蝉兰对一定范围内秋水仙素的浓度较敏感，浓

度为０．０１０％～０．０６０％时，随着浓度的增加，丛芽的死亡率
出现了递增现象，变异率也升高；当浓度＞０．０６０％时，死亡率
大幅度增加，与其他浓度相比多倍体的诱导效果更佳，但在后

期的继代培养中发现，这部分变异苗长势相当滞后。秋水仙

素具有较强的毒性，植物在高浓度和长时间处理下，诱导效果

虽然会在一定程度上比低浓度、短时间的处理好，但细胞受到

的毒害程度也会相应加深，甚至会导致植株死亡。因此，利用

秋水仙素对植物进行多倍体诱导时，筛选适当时间及浓度以

获得最好的诱导效果和最低的死亡率显得尤为重要。综合考

虑，以０．０６０％秋水仙素处理７２ｈ的诱导效果最佳，此时死亡
率为２２５％，变异率高达６２．５％。
２．２　多倍体鉴定结果
２．２．１　形态学观察结果　由表２可知，黄蝉兰变异植株的叶
片数、叶长和叶宽分别较二倍体植株极显著增加 ２０．２％、
８０４％、４２．３％（Ｐ＜０．０１）。二倍体植株叶片长势正常，叶色
淡绿、全缘；而多倍体变异植株叶色深绿，部分叶片呈现中部

较宽、叶型扭曲、叶尖分叉、叶片肥厚和叶缘有锯齿的特点。

说明经不同浓度秋水仙素处理过的黄蝉兰组培苗叶片形态变

异效果明显，叶片形态指标作为本研究检验变异苗的最初手

段是可行的。

表２　黄蝉兰二倍体与多倍体植株叶片外部形态比较结果

植株 叶片数（张） 叶长（ｃｍ） 叶宽（ｃｍ） 叶片形态 叶片特征

二倍体 ５．４５±０．６０ １．９９±０．４１ ０．５２±０．０９ 正常 叶色淡绿、全缘

多倍体 ６．５５±０．６９ ３．５９±０．８０ ０．７４±０．１０ 叶片中部较宽、叶型扭曲，叶尖分 叶色深绿、叶缘有锯齿

叉、叶片肥厚

　　注：表示在０．０１水平差异显著。

２．２．２　气孔鉴定结果　由表３可知，黄蝉兰变异株叶片的气 孔长径、气孔短径和面积分别极显著高于二倍体植株
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２１４％、８４４％、３１．６％（Ｐ＜０．０１）；二倍体植株叶片气孔单
位面积数量较多、较小，而多倍体植株叶片中气孔数量较少、

相对较大。２种材料气孔差异明显，再结合前面的形态差异，
已经能够初步断定出变异苗体。

表３　黄蝉兰二倍体与多倍体植株气孔特征比较结果

植株
气孔长径

（μｍ）
气孔短径

（μｍ）
面积

（μｍ２）
单位面积

气孔分布

二倍体 １３４．３±７．２ １０７．８±６．６　 １４４８４±１１１７．６ 小而密

多倍体 １６３．１±６．９ １１６．９±６．９ １９０６１±１２９３．７ 大而稀

　　注同表２。

２．２．３　染色体鉴定结果
２．２．３．１　预处理效果比较结果　由表４可知，０．００２ｍｏｌ／Ｌ
８－羟基喹啉和０．１００％秋水仙素对黄蝉兰根尖的预处理效
果存在一定差异，但不明显。预处理液的作用是使进入分裂

中期的染色体不能进入分裂后期，以便积累大量处于分裂中

期的染色体。０．１００％秋水仙素指数往往比对照高几倍甚至
十几倍。因此，本试验采用０．１００％秋水仙素作为预处理液。

表４　２种预处理液对黄蝉兰细胞分裂的效果

处理液 取材时间
细胞分裂数

（个）

０．１００％秋水仙素 ０９：５０—１０：１５ １９
０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉 ０９：５０—１０：１５ １３

２．２．３．２　压片镜检结果　通过染色体压片体系的建立、对初
步筛选出的变异株用常规压片法进行染色体鉴定，结果发现，

经秋水仙素处理的试管苗染色体数目发生改变。黄蝉兰二倍

体细胞染色体数目为２ｎ＝２ｘ＝４０，诱导后的材料除出现大量
四倍体（２ｎ＝４ｘ＝８０）细胞外，还发现６０～１２５条染色体数目
不等的细胞类型。对变异材料第１次转接后，进行染色体镜
检，结果发现一个根尖细胞中染色体数目类型较多；第２、第３
次转接后，变异的根尖细胞中出现了大量的四倍体（表 ５）。
染色体压片镜检结果与外形检测、气孔检测的结果基本相符，

仅存在较小差异。

表５　黄蝉兰变异材料染色体数目分布情况

序号 染色体数目（条）
比例（％）

＜８０ ８０ ＞８０
１ ６３（５）、６５（２）、７１（１）、８０（２） ８０．０ ２０．０ ０．０
２ ６３（２）、６７（３）、８０（６）、１２５（３） ３５．７ ４２．９ ２１．４
３ ６４（１）、６７（３）、８０（５）、９１（１） ４０．０ ５０．０ １０．０

　　注：括号内的数字为细胞数目。

３　结论与讨论

秋水仙素对细胞有毒害作用，经其处理的材料前期生长

缓慢，这种毒害作用随着处理浓度的增加或时间的延长而加

剧，从而使细胞死亡率增加。因此，要掌握合适的处理浓度和

时间才能获得最好的加倍效果。李涵等对沉香虎头兰新幼芽

进行多倍体诱导，发现０．０５％秋水仙素处理７２ｈ效果最好，
变异率为７４％，死亡率为２０％［５］。李雪娇等对碧玉兰丛生芽

进行多倍体诱导，发现０．０４％秋水仙素处理７２ｈ效果最好，

诱导变异率达６０％，死亡率为３０％［１０］。尹翠翠等对杂交兰

Ｆ１代的根状茎进行诱导，发现０．１０％秋水仙素处理４８ｈ诱导
效果最佳，变异率为３６％，死亡率为 ８％［３］。本研究结果表

明，用０．０６０％秋水仙素处理７２ｈ对黄蝉兰的诱导效果最佳，
变异率高达６２．５％，死亡率仅为２２．５％，说明秋水仙素能有
效诱导黄蝉兰多倍体。

在植物组织器官发育过程中，具有分裂功能的体细胞受

到秋水仙素等化学处理或光、热等物理处理或自然环境的变

化，都可促使部分细胞突变，这种变异细胞和未突变的正常细

胞可以形成一个共同的植物生长点原基，进而形成特有的植

物嵌合体现象［１２］。Ｎｏｒｒｉｓ等在试验中发现，嵌合体中不同层
次的细胞在培养过程中可以共同发育成一个生长原基，从而

实现母体型嵌合体的复制，但在大多数情况下，通过组织培养

进行不断分离纯化获得的嵌合体株率是很低的［１３］。不同诱

导材料对秋水仙素的敏感程度有较大差异［１１］。郑思乡等用

秋水仙素处理苎麻的丛生芽，获得９４％四倍体［１４］。本研究将

变异材料的丛芽进行不断的分离纯化，从而获得较高概率的

四倍体植株，且在后代中表现稳定。
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