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　　摘　要：以铁皮石斛拟原球茎为材料，利用秋水仙素作为诱导剂，研究不同浓度及时间条件
下，秋水仙素对铁皮石斛多倍化的诱导效果。结果表明：秋水仙素浓度为０．２％，处理时间为
４８ｈ，诱导效果最佳，成活率达７８％，变异率为３２％；处理后的铁皮石斛在形态、气孔直径、染色体
数目上都有变化，呈多倍体表型特征，其体细胞染色体数多为２ｎ＝６８～７６条，而对照２ｎ＝３８～
４０条。
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　　铁皮石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ　ｃａｎｄｉｃｕｍ Ｗａｌｌ．ｅｘ　Ｌｉｎｄｌ．）属
兰科石斛属（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍＳｗ．），俗称铁皮兰、黑节草，是
一种传统名贵中药，为石斛属濒危物种之一，目前已基
本无野生资源可用，被列为国家重点保护药用植物、中
国珍稀濒危二级保护植物和世界二类保护植物［１－２］。铁
皮石斛作为药用石斛中优质品种的代表，具有滋阴清
热、生津益胃、润肺止咳、润喉明目之功效，在现代医药
学应用中其多糖、生物碱、氨基酸等化学成分在提高免
疫功能、抑制肿瘤和延缓衰老等方面有明显的作用，临
床常用于治疗肺虚、肾虚、脾虚等引起的疾病［３－５］。铁皮
石斛不仅具有较高的药用价值，也具有一定的观赏价
值，作为观赏的铁皮石斛兰其切花花期较长，花色艳丽，
可作为一种小型的观赏植物。
诱导植物多倍体在育种中具有重要地位，利用秋水

仙碱已在许多园艺植物上诱导出有价值的多倍体［６－８］。
多倍体诱变技术多用在农作物和花卉品种的培育上，在
药用植物的育种方面的报道较少［９－１１］，其中对石斛类植
物的染色体加倍及新品种选育的研究也仅有少量报

道［１２－１３］，该研究利用秋水仙素对铁皮石斛进行了多倍体
诱导，以期培育筛选出花大、花色艳丽、花期较长的多倍
体新品种，提高其观赏价值，同时提高产量和药用价值，
增加中草药的种质资源，为选育观赏价值高、药物含量
高的花药两用铁皮石斛提供新材料。

１　材料与方法
１．１　试验材料
成熟的铁皮石斛蒴果经种子萌发后形成的原球茎，

经过优化培养，以稳定正常生长的无菌拟原球茎为研究
材料。

１．２　试验方法
１．２．１　蒴果灭菌和种子萌发培养　将未开裂的蒴果表
面清洁后，用流水冲洗５ｍｉｎ，在０．１％的氯化汞溶液中
浸泡２０ｍｉｎ，７５％的酒精中消毒１ｍｉｎ，再在超净台上用
无菌水冲洗３～５次，置于灭菌的培养皿中，用滤纸吸干
残余的水分。在无菌条件下将已灭菌的铁皮石斛蒴果
切开，取出种子，均匀的播种于１／４ＭＳ＋土豆１００ｇ／Ｌ＋蔗
糖１５ｇ／Ｌ（ｐＨ　５．６）的培养基表面上，然后观察有无污染
发生以及种胚的萌发情况。培养条件为：温度（２６±
１）℃，光照强度１　０００～１　５００ｌｘ。

１．２．２　继代培养　石斛种子萌发后筛选出生长良好的
原球茎，接种到培养基１／４ＭＳ＋土豆１００ｇ／Ｌ＋蔗糖
１８ｇ／Ｌ（ｐＨ　５．６）中增殖出拟原球茎，再选择大小一致，
分化旺盛的拟原球茎进行稳定培养，建立起拟原球茎的
增殖培养体系。

１．２．３　多倍体植株的诱导　取增殖培养２０ｄ的拟原球
茎浸入到含不同浓度秋水仙素的液体培养基中，进行不
同时间的处理（表１）。处理条件为：温度（２６±１）℃，光
照强度为１　０００～１　５００ｌｘ，摇床转速１００ｒ／ｍｉｎ。拟原球
茎处理后用无菌水冲洗３遍，在灭菌的滤纸上吸干水
分，再接种于不含秋水仙素的固体继代培养基１／４ＭＳ＋
土豆１００ｇ／Ｌ＋蔗糖１８ｇ／Ｌ（ｐＨ　５．６）上进行恢复和增殖
培养。约３０ｄ继代１次，转入１／４ＭＳ＋土豆１００ｇ／Ｌ＋
蔗糖２０ｇ／Ｌ（ｐＨ　５．６）生根培养基上，待３个月后再转入
壮苗培养基１／４ＭＳ＋土豆１００ｇ／Ｌ＋香蕉５０ｇ／Ｌ＋蔗糖
２０ｇ／Ｌ（ｐＨ　５．６）上使其分化并长成大苗，即可观察和鉴
定苗的形态特性，染色体的倍性和气孔大小及密度，统
计成活率。所有材料均在同一条件下培养，以同步生长
的材料作为对照。培养条件：温度（２３±２）℃，每天光照
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１２ｈ。成活率的计算方法：成活率（％）＝（成活的拟原球
茎个数／拟原球茎的总个数）×１００％。

　　表１　　　　　秋水仙素处理方案
处理 秋水仙素浓度／％ 处理时间／ｈ

Ａ１　 ０．１　 ４８

Ａ２　 ０．１　 ６０

Ａ３　 ０．１　 ７２

Ｂ１　 ０．２　 ４８

Ｂ２　 ０．２　 ６０

Ｂ３　 ０．２　 ７２

Ｃ１　 ０．３　 ４８

Ｃ２　 ０．３　 ６０

Ｃ３　 ０．３　 ７２

ＣＫ　 ０．０　 ７２

　　注：ＣＫ表示未经秋水仙素处理的试验对照。

１．２．４　多倍体植株的鉴定　形态观察：观察变异植株和
对照植株在植株大小、叶片颜色、叶形等外部形态上表
现出的差异。气孔观察：将变异植株和对照植株幼苗撕
取叶下表皮进行制片，然后用显微镜观察测定其气孔大
小及密度。染色体观察：取处理后的变异植株和对照植
株的茎尖或根尖生长点，于０．１ＮＨＣｌ，６０℃水浴中解离

８～１０ｍｉｎ；用蒸馏水清洗干净后，经改良苯酚品红染液
染色、压片，然后用显微镜观察其染色体数目。

２　结果与分析
２．１　种子萌发培养和原球茎增殖
铁皮石斛种子在播种后约３０ｄ开始萌发，出现绿色

点状突起。约培养４５ｄ之后，种子在培养基表面大量萌

发出点状突起形成绿色小原球茎（图１）。将生长良好大
小一致的原球茎接种到继代固体培养基上后，原球茎迅
速生长并大量稳定的增殖，颜色嫩绿，生长状况良好。

２．２　秋水仙素对多倍体植株的诱导结果
由表２可知，随着秋水仙素浓度和处理时间的逐步

提高，拟原球茎成活率逐渐降低。浓度为０．１％，处理时
间为４８ｈ，拟原球茎的成活率最高，达７８％；随着秋水仙

　　表２　　秋水仙素不同浓度和处理时间对铁皮

　　石斛的诱变结果
秋水仙素

浓度／％

处理

时间／ｈ

接种

数
成活数

成活率

／％

形态变

异数

形态变异率

／％
０．１　 ４８　 ５０　 ３９　 ７８　 ９　 １８

０．１　 ６０　 ５０　 ３６　 ７２　 １４　 ２８

０．１　 ７２　 ５０　 ３２　 ６４　 １１　 ２２

０．２　 ４８　 ５０　 ３５　 ７０　 １６　 ３２

０．２　 ６０　 ５０　 ２９　 ５８　 １３　 ２６

０．２　 ７２　 ５０　 ２４　 ４８　 １０　 ２０

０．３　 ４８　 ５０　 １９　 ３８　 ６　 １２

０．３　 ６０　 ５０　 １２　 ２４　 ５　 １０

０．３　 ７２　 ５０　 ８　 １６　 ３　 ６

０．０　 ７２　 ５０　 ４６　 ９２　 ０　 ０

素浓度的增高，变异率也相应减少呈现由低—高—低的
变化趋势，浓度为０．２％，处理时间为４８ｈ，铁皮石斛的
变异率最高，达３２％。结果表明，用浓度为０．２％的秋水
仙素处理铁皮石斛拟原球茎４８ｈ，成活率达７８％，变异
率达３２％，诱导效果最好。

图版

　　注：图１：种子萌发；图２：秋水仙素处理后的铁皮石斛形态变化；图３、４：二倍体植株气孔和多倍体植株气孔（二倍体气孔密度＞多倍体气孔密

度）；图５：二倍体体细胞染色体（２ｎ＝３８）；图６：四倍体体细胞染色体（２ｎ＝７２）。
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２．３　多倍体植株的鉴定结果
２．３．１　外部形态观察　经秋水仙素处理的铁皮石斛表
现出石斛多倍体形态特征（图２）：植株粗壮，叶色深绿，
叶片增厚，叶形和叶片大小与二倍体对照植株有明显差
异，植株生长速度较为缓慢，有少量畸形苗出现。

２．３．２　气孔观察　用光学显微镜观察比较多倍体与二
倍体幼苗叶片气孔后发现诱变的多倍体植株气孔增大，
单位面积内的气孔数目减少（图３、４），多倍体植株的气
孔形状接近圆形而二倍体植株的气孔形状多呈椭圆形。

２．３．３　染色体数目观察　对初步筛选出的变异植株和
对照植株的茎尖或根尖生长点通过染色体压片计数，鉴
定后发现，对照的二倍体铁皮石斛染色体数目２ｎ＝３８～
４０（图５），而经秋水仙素处理的铁皮石斛染色体数目发
生改变，其染色体数目变化范围为２ｎ＝６８～７６（图６），故
处理后的植株应为四倍体。

３　讨论
诱导植物多倍体主要采用秋水仙素处理，而利用原

球茎进行多倍体诱变是获得兰科植物多倍体新种质的

有效途径，在国内外已有一些研究报道［１４－１６］。郑宝强［１７］

等初步研究了秋水仙素不同浓度、不同处理时间诱导杂
种春石斛体细胞染色体加倍后发现，用组织培养结合多
倍体诱导技术可获得稳定的多倍体变异株。该研究通
过应用不同浓度的秋水仙素和不同的处理时间对铁皮

石斛进行多倍体诱导及鉴定。结果表明，用浓度为
０．２％的秋水仙素处理铁皮石斛拟原球茎４８ｈ，成活率
高，达７８％，变异率达３２％，诱导效果最好。研究表明秋
水仙素的浓度与时间是诱导多倍体的关键，所以应适当
掌握处理浓度和处理时间。处理浓度和处理时间若过
长，极易产生畸变体甚至死亡。
诱导后的多倍体铁皮石斛染色体数目大多数呈现

为２ｎ＝６８～７６，为四倍体植株。此外，经诱导后的铁皮
石斛试管苗生长速度有所减慢，导致假鳞茎膨大，根系
粗短等形态上的变化，使其表现出了植株粗壮、叶片增
厚等优良性状。同时在对气孔密度和大小的观察过程

中还发现保卫细胞内叶绿体数目的变化，有必要对其进
行分析对比和深入研究。该研究针对铁皮石斛多倍化
的诱导能为选育观赏价值高、药物含量高的花药两用铁
皮石斛新优品种提供一定的参考价值。
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