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要$以铁皮石斛原球茎为材料!经不同质量浓度的秋水仙素"
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'#二甲基亚砜"

CD,A
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混合水溶液处理后进行组织培养!通过对变异株进行形态学(细胞学及流式细胞仪鉴定!以期获得稳定的四倍体植

株并分析其生理特性&结果表明$用
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混合水溶液处理铁皮石斛原球

茎
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后!植株诱导率达
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%诱导四倍体植株在形态上明显矮化(茎秆粗壮(叶片变小增厚(气孔直径增大%细胞

遗传学观察发现!四倍体植株染色体
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!二倍体植株染色体
!6G!>G$%

%流式细胞仪分析显示!
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相

对含量四倍体为
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!二倍体仅为
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%四倍体植株叶片中叶绿素含量(可溶性蛋白(可溶性糖含量均高于二倍体!

分别为
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%四倍体叶片中主要抗氧化酶
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和
,AC

活性均显著高于二倍体!分别为
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!且四倍体植株明显降低了
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含量累积&研究认为!
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混合水溶液处理原球茎
$BE

可提高诱导成功率(降低嵌合体比例!此组合为诱导四倍体较佳诱导条件&
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#为传统名贵珍稀中药材!以新鲜或干燥的茎

入药!具有滋阴清热(润肺明目(抗癌防老等功效)
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在自然环境下铁皮石斛自身繁殖率低!随着生存环

境的破坏及人类长期的采挖!野生资源已濒临灭绝%

目前人工组织培养繁殖是满足铁皮石斛市场需求的

主要手段&但多年来只种不选的栽培模式!致使铁

皮石斛品种退化严重!制约着产量与品质&多倍体

育种具有改变植株形态性状(提高抗性及改善次生

代谢积累等特点)

!

*

&近年来!多倍体育种作为良种

培育和种质创新的重要途径!已在百合)
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丹参)
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(金银花)
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*

(甜叶菊)

%

*等植物上通过

人工加倍技术成功获得同源多倍体%而铁皮石斛多

倍体育种研究发现!单一采用秋水仙素诱导处理铁

皮石斛原球茎!不仅诱导率低(诱导周期长!且多为

嵌合体)

&(#"
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&王凤宝等)
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*通过秋水仙素和
"9"!

?

'

20

'#二甲基亚砜混合水溶液诱导处理甘薯和豌豆

后!可提高诱导成功率(减少嵌合体比例!提高工作

效率&目前!对铁皮石斛四倍体生理特性的研究在

国内尚未报道&本试验以铁皮石斛原球茎为诱导材

料!采用不同浓度秋水仙素和二甲基亚砜混合水溶

液处理!为成功诱导铁皮石斛四倍体筛选较佳诱导

处理条件!同时测定四倍体植株的生理特性!进而为

铁皮石斛种质创新提供有力依据&
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材料和方法
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试验材料

将成熟的铁皮石斛蒴果经无菌水冲洗
$E

后!置

+*F

酒精中消毒
$"W

!再经
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氯化汞浸泡灭菌
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!无菌水漂洗干净&于无菌环境下取出灭菌后的

蒴果!将成熟种胚撒播到
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!光照强

度
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的无菌环境中诱导培养
)*;

!选择

大小一致(分化稳定的原球茎作为诱导材料&

99:
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试验方法

99:99
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四倍体的离体诱导
!

将原球茎分别置于质

量浓度为
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'#秋水仙素和
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'#二甲基亚砜"
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#混合水溶液中"抽滤灭菌#!

震动摇床内培养
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$B
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)%E

!各处理重复
$

次!以

清水培养为对照"

/b

#&将各处理后的原球茎经无菌

水冲洗干净!转接于
D,L!9"2
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1HHL#""20
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'#椰汁培养基中进行恢

复和增殖培养!经
!

次继代后!转入
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'#香蕉泥培养基中分化(生

根!同时观察并记录成活率及形态变化&
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四倍体植株的鉴定
!

!

#

"形态学鉴定
!

经植

株大小(叶片颜色(叶形等外部形态观察比较后!完

成初步筛选&

!

!

"解剖学鉴定
!

选择大小一致的变异植株和

对照植株分别撕取叶下表皮制临时装片!在
A5

X

2(

[

8W

显微镜下观测气孔大小及密度!并镜检拍照&

!

$

"染色体鉴定
!

于
&

$

""

"

##

$
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取幼苗根尖!

经
"9""!2R5

'

0

'#的
%(

羟基喹啉预处理
)E

!于
)

d

卡诺氏固定液固定
!)E

!无菌水冲洗干净后常温

下解离
#E

!改良苯酚品红染色
!"246

!观察染色体

数目并进一步判断植株倍性!完善植株筛选&

!

)

"流式细胞仪鉴定
!

参考张娜等)

#!

*的方法!

并最终确定四倍体植株&

99:9;

!

四倍体与二倍体植株生理指标比较
!

分别

选取处理组与对照组的幼嫩叶片后测定叶片中叶绿

素(可溶性蛋白质(可溶性糖(丙二醛"

DCH

#含量以

及叶片中超氧化物歧化酶"

,AC

#(过氧化酶"

IAC

#

活性&各处理重复
$

次!每重复随机选取
#"

株幼

苗!采用
%"F

丙酮研磨法测定叶绿素含量)

#$

*

%采用

硫代巴比妥酸法测定
DCH

含量)

#)

*

!参照高俊凤)

#*

*

的方法测定游离脯氨酸(可溶性糖含量及抗氧化酶

,AC

(

IAC

活性&
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结果与分析
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铁皮石斛四倍体的离体诱导

由表
#

可知!用不同浓度的秋水仙素和
"9"!

?

'

20

'#二甲基亚砜"

CD,A

#混合水溶液!经不同处理

时间诱导后!对原球茎成活率的影响也不同!且原球

茎成活率随秋水仙素混合液浓度升高而逐渐降低&

尤以
!

?

'
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'#秋水仙素混合液处理
)%E

!原球茎成

活率最低%同浓度处理下!随处理时间延长!原球茎

成活率也呈减低趋势&当
"9*

?
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0

'#秋水仙素混

合液处理
#!E

后!诱导率为
"F

!而其他处理的诱导

率为
$9$$F

"

#$9$$F

&其中
!
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0

'#秋水仙素混

合液处理
$BE

效果最佳!诱导率高达
!"F

&
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四倍体鉴定

:9:99

!

形态学(解剖学鉴定
!

与二倍体相比!四倍
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西
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学
!
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流式细胞分析
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以二倍体植株为参照!对
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四倍体与二倍体植株生理指标比较

四倍体植株叶片中超氧化物歧化酶"

,AC

#(过

氧化酶"

IAC

#活性增强!丙二醛"
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#含量降低!

抗氧化能力显著提高&由表
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说明!铁皮石斛四倍体植株的光合作用强度(植物代

谢强度及抗性都优于二倍体&
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!且植株性状稳定&植株生长
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相比简单的形态观察(细胞学观察!流式细胞仪

鉴定更具可靠性&染色体鉴定多通过观察根尖细胞

或花粉母细胞)
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*的染色体数目确定植株倍性%由

于铁皮石斛生长周期长!诱导后植株生长更为缓慢!

尚未开花!所以本试验选取根尖作为鉴定材料&经

细胞染色体压片法确定植株染色体数目(判断倍性

后!再测定其
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含量!既省时又提高工作效率&

叶片中叶绿素含量反映着植株光合作用能力的
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IAC

广泛存在于植物体内!一定水

平的酶活力反映出植物体内的代谢能力)

!"

*

%膜脂过

氧化过程中
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的含量变化!直接反映着膜脂损

伤程度&作为植物细胞内重要的渗透调节物质可溶

性糖(可溶性蛋白!能够维持细胞正常代谢!提高植
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意义&综合评价分析发现!成功诱导的四倍体植株

具有强大的生长优势和良好的开发利用前景&
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四倍体组培苗%
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二倍体原球
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变异的四倍体原球茎%
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二倍体根粗细%
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四倍体根粗细%
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二倍体气孔大小%
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岚!等$铁皮石斛四倍体离体诱导和鉴定及生理特性研究


