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　　在小麦组织培养过程中，不同种类和含量的激素组合在
愈伤组织诱导和再生植株的获得方面具有不同的效果。本研

究通过探索小麦组织培养的最适条件，并初步建立起较为稳

定的小麦再生体系，本试验结果对于今后小麦遗传转化体系

的建立和品质的改良具有重要的理论和现实意义。
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　　金线莲（Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ）是我国传统珍贵药材，
属兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）开唇兰属（Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓ）植物［１］。由于

人为掠夺性采挖，金线莲生境遭受严重破坏，加上金线莲自身

繁殖特性，种子细小，发育不完全，自然状态下萌发率和繁殖

率低下等特点，野生金线莲存量已越来越少［２－５］。多倍体植

物具有营养器官大、抗逆性强、药用活性成分含量高等特

性［６］。金线莲组织培养方面报道虽多［７－１３］，但尚未见将一次

性成苗培养技术应用于多倍体植株诱导方面应用的报道。本

研究运用秋水仙素对一次性成苗培养植株进行多倍体诱导，

以期为多倍体金线莲工厂化生产提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
将在福建省永泰藤山自然保护区赤壁景区内采集的野生

苗一次性成苗培养的第二代瓶苗作为试验材料，选择生长一

致、茎部粗壮的植株进行试验处理。

１．２　方法
采用３种方法进行多倍体诱导试验，每种方法均设置若

干组处理时间和浓度梯度，研究不同取材部位（茎段、茎尖）、

处理方法、秋水仙素浓度及处理时间对多倍体诱变率的影响。

１．２．１　秋水仙素溶液浸泡法　选取生长一致、茎节粗壮组培
瓶苗，在无菌条件下将瓶苗植株切成长１～２ｃｍ的带节茎段，
放入经过高压灭菌浓度为３００、５００、７００ｍｇ／Ｌ的秋水仙素溶
液分别浸泡１０、２０、３０、４０、５０、６０ｈ，每个处理重复３次，以无
菌水浸泡处理材料为对照（ＣＫ）。将各处理后材料在超净工
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作台上用无菌水冲 ３～４遍后，接种在一次性成苗培养基
ＭＳ＋１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１５０ｇ／Ｌ土豆＋３％蔗
糖＋０．６５％琼脂＋０．２％活性炭上培养，将茎节和顶芽分开培
养。培养条件：温度（２３±２）℃，光照强度１０００～１５００ｌｘ，
光照时间１０ｈ／ｄ。每瓶接种４个茎段或４个顶芽，每个处理
接种５瓶，每个处理重复３次。
１．２．２　培养基添加　选取生长一致、茎节粗壮组培瓶苗，在
无菌条件下将瓶苗切成长１～２ｃｍ的带节茎段，接种到分别
添加３００、５００、７００ｍｇ／Ｌ秋水仙素溶液的上述一次性成苗培
养基上培养的植株，培养时间分别为５、１０、１５、２０、２５、３０ｄ，以
不加秋水仙素培养基为对照（ＣＫ），将处理后的材料转入不含
秋水仙素的培养基中继续培养，将茎节和顶芽分开培养，培养

条件同“１．２．１”节。每瓶接种４个茎段或４个顶芽，每个处
理接种５瓶、重复３次。
１．２．３　秋水仙素蘸在材料处　选取生长一致、茎节粗壮组培
瓶苗，在无菌条件下将瓶苗切成长１～２ｃｍ的带节茎段，在超
净工作台中用无菌棉签蘸上经高压灭菌的秋水仙素溶液，涂

抹在茎节处，再将涂抹过秋水仙素的材料接种到“１．２．１”节
所述一次性成苗培养基上培养的植株，将茎节和顶芽分开培

养，秋水仙素溶液浓度分别为３００、５００、７００ｍｇ／Ｌ，共３个处
理。每瓶接种４个茎段或４个顶芽，每个处理接种５瓶、重复
３次，以无菌水处理材料为对照（ＣＫ）。
１．３　多倍体鉴定
１．３．１　形态学观察　从植株大小以及叶片大小、颜色、厚度
等形态特征上比较经过秋水仙素处理的植株与对照植株的差

异，从而初步筛选出诱导植株。分别测量培养３、５个月二倍
体苗和四倍体苗叶长、叶宽、叶厚、茎直径、株高。

选择生长一致的诱导植株和对照植株，分别撕取叶片下

表皮，置于载玻片上制成临时装片，在日本产Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置式
生物显微镜下观察。在１０×１０倍镜下，随机选择１０个视野，

计算每个视野中的气孔数目；在１０×４０倍镜下，随机选择１０
个视野，测量视野中的气孔长度、宽度。

１．３．２　染色体观察　对外部形态和气孔明显变大的植株，采
用改良苯酚品红染色法进行根尖染色体鉴定。在 ０８：００—
１０：００切取植株根尖，先置于４℃冰箱中预处理８ｈ，后用卡
诺固定液（冰乙酸 ∶乙醇 ＝１∶３，Ｖ∶Ｖ）在室温下固定１８ｈ，
蒸馏水漂洗２～３次后，用９０％、８０％、７０％乙醇溶液各浸泡
３０ｍｉｎ，再用蒸馏水漂洗 ２～３次，用 １ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液在
６０℃ 水浴中解离处理３０ｍｉｎ，解离好的根尖用蒸馏水洗净并
吸干水分，用改良苯酚品红溶液染色５ｍｉｎ压片，将压片置于
显微镜下镜检观察染色条数。

２　结果与分析

２．１　金线莲多倍体诱导研究
２．１．１　浸泡处理对金线莲多倍体离体诱导效果　不同浓度
秋水仙素溶液浸泡处理后培养１个月时，茎节处未出现芽萌
动现象，顶芽没有伸长生长。培养２个月后，４０％茎节间开始
膨胀，腋芽发白，逐渐突起并伸长，抽出主芽，随后分化出二

级、三级侧芽；５％生长出畸形芽；一部分出现褐化现象；一部
分出现玻璃化现象；一部分刚开始有芽分化出来，随后逐渐萎

蔫死亡。与对照相比，处理２、１２ｈ对材料抑制作用不明显，
芽长势好，侧芽多，部分处理长出丛生芽；处理２４、３６、４８、６０ｈ
对材料生长抑制作用明显，茎段芽萌动缓慢，生长慢，侧芽

较少。

比较秋水仙素溶液对茎节、顶芽生长的影响，茎节较顶芽

容易分化出侧芽，顶芽未分化出芽，主要表现为伸长生长，生

长较快。试验发现，秋水仙素对顶芽毒害作用比对茎节严重，

顶芽生长受到明显抑制，顶芽膨大后，部分生长停止并逐渐死

亡，相同秋水仙素溶液浓度、相同处理时间下，顶芽成活率明

显低于茎节（图１）。

　　由表１可知，材料成活率随着秋水仙素溶液浓度升高、处
理时间延长而逐渐降低，尤其以７００ｍｇ／Ｌ秋水仙素溶液处理
６０ｈ下，材料成活率最低，仅为１３．３３％。相同秋水仙素浓度

下，随着处理时间延长，材料成活率也逐渐降低，３００ｍｇ／Ｌ秋
水仙素溶液处理２ｈ下材料成活率为９６．６７％，而处理６０ｈ
时材料成活率降至３５．００％；５００ｍｇ／Ｌ秋水仙素溶液处理２ｈ
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下材料成活率为 ９３．３３％，而处理 ６０ｈ时材料成活率降至
２５．００％；７００ｍｇ／Ｌ秋水仙素溶液处理２ｈ下材料成活率为
８８．３３％，而处理６０ｈ时材料成活率降至１３．３３％。相同处理
时间下，随着秋水仙素溶液浓度升高，材料成活率显著降低。

　　由表１可知，不同浓度秋水仙素溶液处理不同时间后，对
四倍体诱变率的影响有显著差异。在相同秋水仙素浓度下，

随着处理时间延长，四倍体诱变率先升高后降低。３００ｍｇ／Ｌ
秋水仙素溶液处理２ｈ，诱变率为０％，而其他时间处理下诱
变率为３．３３％～４８．３３％，尤其是处理３６ｈ下诱变率最高，为
４８．３３％。５００ｍｇ／Ｌ秋水仙素溶液处理２ｈ，诱变率为０％，而
其他时间处理下诱变率为 ８．３３％ ～５１．６７％，尤其是处理
２４ｈ下诱变率最高，为５１．６７％。７００ｍｇ／Ｌ秋水仙素溶液处
理下诱变率为８．３３％ ～５０．００％，尤其是处理１２ｈ下诱变率
最高，为５０．００％。秋水仙素对试验材料有一定伤害，随着秋
水仙素浓度升高和处理时间延长，伤害程度加重，导致死亡率

升高，因此四倍体诱变率反而降低。

表１　秋水仙素浸泡对金线莲发生诱变的影响

秋水仙素

浓度

（ｍｇ／Ｌ）

处理

时间

（ｈ）

处理

数量

（个）

成活

数量

（个）

成活率

（％）

四倍体

数量

（个）

诱变率

（％）

３００ ２ ６０ ５８ ９６．６７ａ ０ ０ｍ
１２ ６０ ５５ ９１．６７ｃ ２ ３．３３ｌ
２４ ６０ ４６ ７６．６７ｆ １５ ２５．００ｇ
３６ ６０ ４０ ６６．６７ｇ ２９ ４８．３３ｂ
４８ ６０ ３５ ５８．３３ｉ ２０ ３３．３３ｄ
６０ ６０ ２１ ３５．００ｌ １１ １８．３３ｈ

５００ ２ ６０ ５６ ９３．３３ｂ ０ ０ｍ
１２ ６０ ５０ ８３．３３ｅ ５ ８．３３ｋ
２４ ６０ ４０ ６６．６７ｇ ３１ ５１．６７ａ
３６ ６０ ３５ ５８．３３ｉ ２０ ３３．３３ｄ
４８ ６０ ２９ ４８．３３ｊ １６ ２６．６７ｆ
６０ ６０ １５ ２５．００ｍ ９ １５．００ｉ

７００ ２ ６０ ５３ ８８．３３ｄ ８ １３．３３ｊ
１２ ６０ ２４ ４０．００ｋ ３０ ５０．００ａ
２４ ６０ ３６ ６０．００ｈ ２５ ４１．６７ｃ
３６ ６０ ２１ ３５．００ｌ １８ ３０．００ｅ
４８ ６０ １３ ２１．６７ｎ １１ １８．３３ｈ
６０ ６０ ８ １３．３３ｏ ５ ８．３３ｋ

ＣＫ ６０ ５８ ９６．６７ａ ０ ０ｍ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。下
表同。

２．１．２　加入培养基法对多倍体离体诱导的效果　与对照相
比，处理５ｄ对材料抑制作用不明显，芽长势好，侧芽多，部分
长出丛生芽；处理１０～３０ｄ对材料生长抑制作用明显，茎段
萌动缓慢，侧芽较少，顶芽生长慢。

将秋水仙素加入培养基中对茎节和顶芽生长产生一定影

响，茎节较顶芽容易分化出侧芽，顶芽未分化出芽，主要表现

为伸长生长，生长较快。观察发现，将秋水仙素加入培养基中

对茎段毒害作用比对顶芽严重，茎段萌动受到明显抑制，部分

不萌动并逐渐死亡，相同秋水仙素浓度、处理时间下，茎段成

活率明显降低，这与浸泡处理结果相反。

由表２可知，将材料接种到加入不同浓度秋水仙素的培
养基，培养时间对材料死亡率产生影响。随着秋水仙素溶液

浓度升高、培养时间延长，材料死亡率随之升高，尤其以

７００ｍｇ／Ｌ秋水仙素处理３０ｄ，材料死亡率最高，为８０．００％。低

浓度秋水仙素下，延长处理时间，材料死亡率保持在相对较低水

平；高浓度秋水仙素下，延长处理时间，材料死亡率升高很快。

表２　加入不同浓度秋水仙素对金线莲诱变率的影响

秋水仙素

浓度

（ｍｇ／Ｌ）

处理

时间

（ｄ）

处理

数量

（个）

死亡

数量

（个）

死亡率

（％）

四倍体

数量

（个）

诱变率

（％）

３００ ５ ６０ ０ ０ｌ ０ ０ｍ
１０ ６０ ２ ３．３３ｋ ２ ３．３３ｌ
１５ ６０ ３ ５．００ｊ ３ ５．００ｋ
２０ ６０ ６ １０．００ｉ ５ ８．３３ｊ
２５ ６０ ９ １５．００ｈ ７ １１．６７ｉ
３０ ６０ １３ ２１．６７ｇ ８ １３．３３ｆ

５００ ５ ６０ ０ ０ｌ ０ ０ｍ
１０ ６０ ６ １０．００ｉ ５ ８．３３ｊ
１５ ６０ １９ ３１．６７ｅ ２９ ４８．３３ｂ
２０ ６０ ２５ ４１．６７ｄ ２０ ３３．３３ｄ
２５ ６０ ３４ ５６．６７ｃ １６ ２６．６７ｅ
３０ ６０ ４０ ６６．６７ｂ ９ １５．００ｆ

７００ ５ ６０ ７ １１．６７ｉ ５ ８．３３ｊ
１０ ６０ １５ ２５．００ｆ ２０ ３３．３３ｄ
１５ ６０ ２４ ４０．００ｄ ３２ ５３．３３ａ
２０ ６０ ３３ ５５．００ｃ ２５ ４１．６７ｃ
２５ ６０ ４０ ６６．６７ｂ １７ ２８．３３ｅ
３０ ６０ ４８ ８０．００ａ ９ １５．００ｆ

ＣＫ ６０ ０ ０ｌ ０ ０ｍ

　　由表２还可知，低浓度秋水仙素下，延长处理时间，诱变
率没有明显增加；高浓度秋水仙素下，延长处理时间，诱变率

先升高后降低。３００ｍｇ／Ｌ秋水仙素溶液处理５～３０ｄ，诱变
率为０％～１３．３３％；而７００ｍｇ／Ｌ秋水仙素溶液处理５～３０ｄ，
诱变率从８．３３％上升至５３．３３％后，又降至１５．００％。秋水仙
素对材料有一定伤害，随着浓度升高和处理时间延长，伤害程

度加重，导致死亡率升高，因此四倍体诱变率反而降低。

２．１．３　涂抹法对多倍体离体诱导效果的影响　涂抹法较浸
泡法、加入培养基法对材料伤害作用较轻，且节约药品，但对

四倍体诱导效果明显较差。由表 ３可见，秋水仙素浓度为
３００ｍｇ／Ｌ时，四倍体诱变率为１３．３３％，随着秋水仙素浓度升
高诱变率逐渐增加，当秋水仙素浓度为７００ｍｇ／Ｌ时，诱变率
为３５．００％，诱导效果明显不如浸泡法、加入培养基法，因此
该方法不适用于金线莲多倍体诱导。

表３　不同浓度秋水仙素处理对金线莲诱变率的影响

秋水仙素浓度

（ｍｇ／Ｌ）
处理数量

（个）

成活数量

（个）

成活率

（％）
四倍体数量

（个）

诱变率

（％）

３００ ６０ ５１ ８５．００ａ ８ １３．３３ｃ
５００ ６０ ４９ ８１．６７ｂ ２０ ３３．３３ｂ
７００ ６０ ４３ ７１．６７ｃ ２１ ３５．００ａ

２．２　诱导植株形态学观察
与对照相比，处理组植株在株高、茎粗、叶片大小、叶片厚

度、茎节等外部形态特征上发生明显变化。对茎段处理后，前

期诱导分化慢，营养器官明显增大，主要表现在植株高大，茎

秆粗壮，茎节明显且长，叶片肥厚，叶片变小，叶脉金色加深

等，与二倍体差异明显（表４）。
　　气孔大小、气孔密度及保卫细胞大小等可作为鉴定多倍
体与二倍体的间接指标［１４－１７］。镜检发现，诱导植株气孔明显

增大，气孔长度、宽度均明显大于对照植株（图２－ａ至图２－
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ｄ）。由表５可见，诱导植株气孔为４４．６４μｍ×２７．７８μｍ，对
照植株气孔为３２．２４μｍ×１７．３６μｍ，诱导植株气孔长度、宽

度分别比正常植株增加３８．４６％、３７．５１％。每个视野气孔数
量明显少于对照植株，为对照植株的５３．８５％。

表４　金线莲二倍体与四倍体形态特征比较

组培苗 植株类型
叶长

（ｃｍ）
叶宽

（ｃｍ）
叶厚

（ｍｍ）
茎粗

（ｃｍ）
株高

（ｃｍ）

组培３个月苗 正常植株 １．０４ ０．８１ ０．５６４ ０．２１６ ４．５２
诱导植株 ０．８３ ０．５３ ０．８２１ ０．２８７３ ５．７３

诱导株比正常株增加比例（％） －２０．１９ －３４．５１ ４５．５７ ３３．０１ ２６．７７
组培５个月苗 正常植株 １．３６ ０．８８ ０．４２３ ０．２１８ ７．０６

诱导植株 １．５４ １．２２ ０．５３７ ０．２９３ ７．５４
诱导植株比正常植株增加比例（％） １３．２４ ３８．６４ ５０．５９ ３４．４０ ６．８０

表５　金线莲二倍体与四倍体气孔特征比较

类型
气孔长度

（μｍ）
气孔宽度

（μｍ）
每个视野气孔数

（个）

正常植株 ３２．２４ １７．３６ ３９
诱导植株 ４４．６４ ２７．７８ ２１

诱导植株比正常植株

增加比例（％）
３８．４６ ６０．０２ ４６．１５

２．３　诱导植株根尖染色体数目观察
从形态学和解剖学上初步筛选出诱导植株，进行根尖染

色体鉴定。曾雅娟等研究表明，金线莲染色体数目为 ２ｎ＝
４０［１８］。对诱导植株和对照植株进行根尖染色体制片（图２－
ｅ、图２－ｆ），由于金线莲染色体数目较多，染色体出现重叠，
未能清晰算出染色体数目，但可以明显看出诱导植株根尖细

胞体积变大，细胞核增大，部分细胞形态发生变化，染色体数

目增多。

３　结论与讨论

将化学诱导剂和组织培养技术相结合进行人工诱导多倍

体，已经在许多植物上取得成功。以往研究表明，掌握秋水仙

素浓度及处理时间是多倍体诱导成功的关键［１９－２１］。秋水仙

素浓度太低或处理时间太短无法达到诱导目的；而秋水仙素

浓度过高或处理时间太长，虽能达到诱导效果，但植株受伤害

严重，死亡率高。秋水仙素诱导处理方法有浸泡法、涂抹法、

注射法、加入培养基等方法，在实际操作中常需要根据植物材

料和部位选择适宜的处理方法。

本研究采用浸泡、涂抹、加入培养基等３种方法来诱导多
倍体。其中浸泡法以５００ｍｇ／Ｌ秋水仙素溶液处理２４ｈ下诱
导效果最佳，诱变率为５１．６７％，这与蔡文燕等的研究结果略
有差异，蔡文燕等用０．１％、０．２％的秋水仙素溶液浸泡，结果
表明，用０．１％秋水仙素浸泡４８ｈ条件下，诱导效果最好，诱
变率为４８％［２２］。这说明相同处理方法下，秋水仙素浓度不

同，诱导效果也会不同，诱导效果还与培养时间、培养方法有

关，金线莲品种差异、取材部位与时间不同等都会影响试验结

果。在秋水仙素加入培养基试验中，以７００ｍｇ／Ｌ秋水仙素处
理１５ｄ诱变率最高，达５３％。王丽芳等用３００ｍｇ／Ｌ秋水仙
素处理金线莲茎段、顶芽３～１９ｄ，结果表明处理１３ｄ的加倍
效果最好，加倍率为７２％［２３］；而本研究中用３００ｍｇ／Ｌ秋水仙
素处理１５ｄ，诱变率仅为５％，这与王丽芳等研究结果不一
致。涂抹法中，以７００ｍｇ／Ｌ秋水仙素涂抹在茎节的诱导效果
较好，诱变率为３５％，涂抹法的诱变率较浸泡法、加入培养基
法低，但对材料伤害作用较轻，同时也节省药品。

秋水仙素处理后外植体前期诱导分化慢，后期生长较快，

营养器官明显增大，表现为植株高大、茎秆粗壮、茎节多且明

显，叶片变多、变短且肥厚，叶脉金色加深等特点；诱导植株气

孔明显增大，气孔长度和宽度均显著大于对照，其形态和气孔

特征的诱导与通常的多倍体诱导结果一致［２４－２６］。

测得组培苗阶段二倍体苗、多倍体苗的多糖含量分别从

１０．１３％、１４．０５％上升到１５．９１％、１８．９１％，多倍体瓶苗在大
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棚栽培６个月后多糖含量为９．６９％，而二倍体苗在大棚栽培
６个月后多糖含量仅为８．７７％，可见在相同栽培环境下，多倍
体植株栽培６个月多糖含量高于二倍体植株。由此可知，多
倍体金线莲的多糖含量高于二倍体植株，得出多倍体苗多糖

含量高于二倍体植株，这与多倍体营养成分增加的特点一致，

多倍体瓶苗多糖含量高于二倍体瓶苗，这与 Ｏｌｉｍｐｉｅｎｋｏ等研
究发现四倍体铁皮石斛的可溶性糖含量高于二倍体的研究结

果［２７］一致。

测得二倍体苗、多倍体苗总黄酮含量分别从 １．１７％、
１．２４％上升到１．２７％、１．３８％。得出多倍体苗总黄酮含量高
于二倍体植株，这进一步证明了多倍体营养成分增加的特点，

测得大棚栽培６个月的二倍体栽培苗、多倍体栽培苗总黄酮
含量分别为１．４７％、１．９２％，栽培６个月时多倍体植株多糖、
总黄酮含量高于二倍体植株（多倍体苗总黄酮含量接近野生

苗的１．９７倍）。对赤壁金线莲组培苗和栽培苗进行总黄酮
含量的测定，发现其均含有黄酮类物质，这与曾建军等研究认

为金线莲组培苗富含黄酮类物质的报道［８］一致。组培苗黄

酮含量随着培养时间延长而增多，移栽后总黄酮含量进一步

增加，黄酮是植物体内的次生代谢产物，其含量变化受外界条

件影响，如光照刺激等对其合成有帮助［２８－２９］。将金线莲移栽

到光照等条件较好的外界环境中，有利于黄酮积累。
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