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摘要: 通过秋水仙素诱导铁皮石斛多倍体, 以外观形态、气孔、染色体数目筛选多倍体植株, 分析多倍化对铁皮石斛多糖

累积及生长的影响。结果表明, 同源四倍体铁皮石斛茎、叶及原球茎的多糖含量分别是二倍体的1.31、1.83及1.95倍, 但生

长速度显著或极显著低于对照。ISSR分析显示, 同源四倍体植株产生较明显的基因变异。
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Abstract: Polyploidy Dendrobium officinale was induced by colchicine. Autotetraploid plantlets were screened 
by appearance, stoma and chromosome number. The accumulation of polysaccharides and growth rate in auto-
tetraploid were also analyzed. Results indicated that, the contents of polysaccharides in stem, leaf, and proto-
corm-like body of autotetraploid were 1.31, 1.83 and 1.95 fold to diploid, but the growth rate were significantly 
or very significantly lower than the control. Obviously genomic mutations were observed by ISSR molecular 
marker analysis in autotetraploid plants.
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铁皮石斛(Dendrobium officinale)系兰科

(Orchidaceae)石斛属植物, 为我国传统中药材, 已
有2 0 0 0多年悠久的药用历史 ,  在《神农本草

经》、《名医别录》、《本草纲目》等古代中药

典籍中均有收录, 具有益胃生津, 滋阴清热等功效, 
为九大仙草之首, 药界有“北有人参, 南有石斛”之
说。现代医学研究发现, 石斛还具有抗肿瘤、治

疗白内障、抗氧化、镇痛、抗炎症、抗血小板凝

聚、抑菌等生理作用(Lee等1995; 邓银华等2002; 
毕志明等2003; Gong等2004; 魏小勇和龙艳2008; 
Chanvorachote等2013; Kowitdamrong等2013)。石

斛属植物药用成分复杂, 其主要有效成分有石斛

类多糖、生物碱、微量元素及氨基酸、酚类、菲

类、芪类、笏酮类、倍半萜类、甾体类及香豆素

等(邓银华等2002)。其中, 石斛多糖是铁皮石斛的

重要品质标准, 根据2010版药典规定(国家药典委

员会2010), 铁皮石斛干重多糖含量应不低于25%, 
并且甘露糖含量在13.0%~38.0%之间。

多倍体是物种进化的重要动力之一, 几乎所

有开花植物都经历染色体的加倍以延展其物种的

丰富程度(Bowers等2003; Hahn等2012)。多倍体可

产生类型丰富的性状。由于多倍体植株较二倍体

植株具有更高的光合效率(Wullschleger等1996)和
对逆境的适应能力(Otto 2007), 使多倍体变异株较

二倍体植株更容易存活下来(Mable 2003), 同时, 同
源多倍体还可能提高铁皮石斛的自交可育性, 为
铁皮石斛的三倍体育种提供了可能(Comai 2005)。
多倍体提高植物次生代谢物积累已在多种植物上

得到验证(唐宁和高山林2006; 陈素萍2010; 客绍

英2010; Caruso等2011; 喻祖文和张旺凡2011; 
Bernard等2012; Lavania等2012), 如四倍体菘蓝(客
绍英2010)、白术(唐宁和高山林2006)、党参(陈素

萍2010)多糖含量高于二倍体。但多倍化对多糖含

量的影响在不同类型的植物有差异, 如黄精(喻祖
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文和张旺凡2011)在四倍体及二倍体栽培种的多糖

含量对比中没有显著差异。值得注意的是, 虽然

多倍化能增加次生代谢物积累, 但同样可能对植

物的生长速度造成影响(Eelco等1999; Lavania等
2012)。因此, 综合考量多倍化对铁皮石斛生物产

量及多糖积累的影响具有重要的现实意义。

铁皮石斛虽然已有多倍体研究报道, 但仅限

于多倍体的诱导效率及形态、细胞学鉴定(廖苏梅

2002; 唐娅梅等2010; 詹忠根和徐程2011; 张青华

等2011), 关于多倍体对铁皮石斛生物产量及多糖

积累的影响还未见报道。本研究通过秋水仙素诱

导铁皮石斛原球茎, 并通过外观形态、气孔直径

及染色体数目筛选多倍体植株, 通过检测同源四

倍体与对照二倍体铁皮石斛的原球茎、茎、叶中

多糖含量差异, 原球茎及植株生长速度差异, 分析

多倍化对铁皮石斛多糖累积及生长的影响, 此外, 
本试验还进行了同源四倍体植株ISSR分子标记初

步分析, 以期为铁皮石斛的多倍体育种提供参考。

材料与方法

1  材料

本试验所使用材料为浙江天目山红杆铁皮石

斛(Dendrobium officinale Kimura et Migo)原球茎及

无菌苗, 由三明市农科院药用植物所保存。材料

为二倍体植株(2n=2x=38)。
2  方法

2.1  多倍体诱导

取继代培养30~45 d生长旺盛原球茎, 接种于

含0.04%过滤灭菌秋水仙素的液体1/2MS培养基

(附加蔗糖20 g·L-1, pH 5.6), 置于80 r·min-1
、16 h·d-1

光照、25 ℃摇床培养48 h, 取出用无菌滤纸吸干液

体培养基, 移至1/2MS+0.5 mg·L-1 NAA固体培养基

(附加20 g·L-1
蔗糖、50 g·L-1

香蕉泥, pH 5.6), 进行

分化培养, 培养45 d后, 取分化苗转入相同培养基

进行壮苗培养, 培养45 d后进行相关鉴定工作。

2.2  染色体数目鉴定

参照周建金(2008)方法, 采用改良苯酚染色法

对诱导植株进行根尖染色体数目观测, 具体操作

步骤为: 于上午9时取继代培养25 d左右植株根尖, 
2 mmol·L-1 8-羟基喹啉4 ℃预处理2 h, 4 ℃卡诺固

定液固定过夜, 于1 mol·L-1 HCl 60 ℃解离3~4 min, 

蒸馏水清洗2~3次, 置于蒸馏水2~3 h备用, 于显微

镜下染色观察、拍照, 以二倍体植株染色体数目

为对照, 染色体数目2n=4x=76确定为多倍体植株。

2.3  气孔观测

参照叶炜等(2011)方法, 利用碘-碘化钾染色

法, 取叶片下表皮于碘-碘化钾染液染色1 min, 置
于显微镜观察拍照, 10×物镜下观测单位视野内气

孔密度, 40×物镜下观测气孔直径(纵向), 以二倍体

植株叶片为对照, 统计气孔密度与气孔直径, 每个

株系观察20株, 重复3次。

2.4  同源四倍体植株形态分析

以移栽4个月同源四倍体植株为材料, 对植株

的叶长、叶宽(从上至下第三片叶)、叶面积、茎

节间长、茎粗及株高进行观测, 以二倍体植株为

对照, 每个株系观察20株, 重复3次。

2.5  同源四倍体植株生长量分析

以同源四倍体原球茎和植株(2 cm左右小苗)
为启动材料, 二倍体材料为对照, 接种于1/2MS+25 
g·L-1

马铃薯泥+25 g·L-1
香蕉泥培养基中, 每个处理

接种5瓶, 重复3次。继代45 d后统计原球茎(包含

部分分化小芽)和植株的生长量。

2.6  同源四倍体植株多糖分析

参照苯酚-硫酸法(国家药典委员会2010)测定

多糖含量。统计继代45 d同源四倍体原球茎(含部

分分化小芽)多糖含量, 以二倍体植株为对照, 每个

株系观察5瓶, 重复3次; 统计同源四倍体45 d生根

培养苗茎、叶多糖含量, 以二倍体植株为对照, 每
个株系观察20株, 重复3次。

2.7  铁皮石斛同源四倍体ISSR的多态性分析

取已分离鉴定的8个同源四倍体单株叶片, 以
正常二倍体植株叶片为对照 ,  CTAB法提取总

DNA。从100条ISSR引物中筛选的11条条带清晰

引物(表1, 引物购自上海生工)进行基因多态性分

析。25 μL PCR反应体系: 10×PCR buffer (plus 
Mg2+) 2.5 μL, dNTPs (2.5 mmol∙L-1) 0.5 μL, 引物

(10 μmol∙L-1) 1 μL, Taq酶(5 U∙μL-1) 0.2 μL, 模板

1 μL, ddH2O 19.8 μL。PCR反应程序: 94 ℃预变性

4 min; 94 ℃变性45 s, 依引物温度退火45 s, 72 ℃
延伸2 min, 40个循环; 最后72 ℃延伸10 min。PCR
产物于1.5%琼脂糖凝胶电泳分析, 拍照, DPS软件

进行聚类分析并统计变异率。
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实验结果

1  多倍体铁皮石斛诱导

本试验以0.04%秋水仙素诱变48 h, 转入分化

培养基培养, 45 d后, 所有原球茎可正常增殖, 但部

分原球茎出现难以正常分化成苗的现象。此外, 
分化的苗中出现叶色(红叶、白化)、叶形(圆叶、

尖叶、狭长叶及异形叶)、茎色(绿杆、红杆)等变

异性状。为选育高多糖类型变异植株, 本试验挑

选已分化植株进行壮苗培养, 45 d后, 根据石斛及

其他兰科植物多倍体植株特征(叶炜等2011; 詹忠

根和徐程2011; 张青华等2011), 挑取株形相对正

常, 叶色浓绿、厚度增加、纹理粗糙、节间缩短

的植株作为待测株(图1), 进一步鉴定。

2  铁皮石斛多倍体植株染色体数目观察

为确定诱导植株染色体数目, 本试验以改良

苯酚法观察多倍体铁皮石斛根尖染色体, 以正常

株(视为二倍体)为对照。在15个待测株中, 共观察

到具有多倍体细胞植株7株, 其中5株同时具有同

源四倍体及二倍体细胞, 仅2株未观察到二倍体细

胞, 同源四倍体细胞染色体数目为2n=4x=76, 而正

常株为2n=2x=38 (图2)。将同源四倍体植株分离进

行进一步增殖培养, 以备后续观察。

3  同源四倍体铁皮石斛气孔观察

将同源四倍体植株叶片下表皮于碘-碘化钾

液染色, 以二倍体植株为对照, 于10×物镜下观察

拍照(图3-A、B), 在单视野面积下, 同源四倍体气

孔较为稀疏, 数目平均为11.25个, 极显著低于二倍

体的38.51个(图3-E)。将气孔于40×物镜下观察气

孔直径(纵径) (图3-C、D)发现, 同源四倍体铁皮石

表1  同源四倍体铁皮石斛ISSR分子标记分析引物

Table 1  Primes for ISSR molecular marker analysis in 

autotetraploid D. officinale

引物编号 引物序列(5′→3′) 退火温度/℃

I08 AGAGAGAGAGAGAGAGC 54.59
I10 GAGAGAGAGAGAGAGAT 52.18
I11 GAGAGAGAGAGAGAGAC 54.59
I35 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 56.16
I41 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 56.16
I42 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 56.16
I66 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 61.86
I73 GACAGACAGACAGACA 51.55
I78 GGATGGATGGATGGAT 51.55
I80 GGAGAGGAGAGGAGA 53.57
I91 HVHTGTGTGTGTGTGTG 52.98

    Y=C/T; H=A/C/T; V=A/C/G。

图1  同源四倍体铁皮石斛植株形态对比

Fig.1  Morphology comparison of autotetraploid D. officinale
A: 移栽4个月二倍体(2x, 下同)与同源四倍体(4x, 下同)全株形态对比; B: 二倍体植株与同源四倍体植株叶片形态对比; C: 二倍体植株

与同源四倍体植株叶片正面细部对比(叶片为从上至下第3片叶, 下同); D: 二倍体植株与同源四倍体植株叶片背面细部对比。
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图2  同源四倍体铁皮石斛植株染色体数目分析
Fig.2  Chromosome number analysis in autotetraploid D. officinale

图3  同源四倍体铁皮石斛植株气孔直径及数目分析

Fig.3  Analysis of number and diameter of stoma in autotetraploid D. officinale
A、B: 10×物镜下二倍体(A)与同源四倍体(B)气孔数目差异; C、D: 40×物镜下二倍体(C)与同源四倍体(D)气孔数目差异; E: 二倍体与

同源四倍体铁皮石斛植株气孔直径及数目统计分析, **: 同源四倍体与二倍体差异极显著(P<0.01)。

斛气孔直径为43.1 μm, 极显著大于二倍体的30.5 
μm (图3-E)。此外, 可见同源四倍体叶肉细胞亦较

二倍体叶肉细胞粗大, 同源四倍体气孔保卫细胞

可见更为密集的叶绿体(图3-D)。
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4  同源四倍体铁皮石斛植株形态观察

由于多倍体常可带来器官增大的性状, 本试

验对比观测移栽4个月的四倍体铁皮石斛及正常

株的叶长、叶宽、叶面积、茎节间长、茎粗及株

高(表2)。在叶片方面, 同源四倍体植株叶宽极显

著高于二倍体植株, 叶长略小于二倍体植株, 使叶

形更大且接近圆形, 同源四倍体叶面积极显著大

于二倍体植株; 茎部方面, 同源四倍体植株的茎粗

极显著高于二倍体植株, 但在茎节间及株高方面

略小于二倍体植株, 使植株外观表现短小、粗壮。

5  同源四倍体铁皮石斛生长量分析

为了考查铁皮石斛加倍后对生长的影响, 对
同源四倍体及二倍体的原球茎及无菌苗进行了生

长量的测定(图4)。在相应培养基继代培养45 d后, 

表2 二倍体与同源四倍体铁皮石斛植株形态比较

Table 2 Morphology comparison of diploid and autopolyploid D. officinale

倍性 叶长/cm 叶宽/cm 叶面积/cm2 
茎节间长/cm 茎粗/cm 株高/cm

二倍体 2.47±0.22 0.89±0.07 2.20±0.11 0.70±0.13 0.57±0.08 4.26±0.66
同源四倍体 2.31±0.29 1.30±0.12** 3.02±0.36** 0.63±0.10 0.67±0.05** 3.79±0.82

        数据为平均数±SD; **: 同源四倍体与二倍体差异极显著(P<0.01)。

图4  同源四倍体铁皮石斛原球茎和植株的生长量对比

Fig.4  Comparison of growth rate of protocorm-like body and plantlets in autotetraploid and diploid D. officinale
**: 同源四倍体与二倍体差异极显著(P<0.01)。

同源四倍体原球茎的鲜、干重均极显著低于对照

二倍体, 其生长量分别为二倍体的54.1%和62.0%; 
同源四倍体植株(约2 cm)的鲜、干重亦显著低于

对照二倍体, 其生长量分别为二倍体的62.5%和

66.5%。表明相对于二倍体, 同源四倍体原球茎和

植株的生长速度较慢, 但在干物质含量方面, 略高

于二倍体材料。

6  同源四倍体铁皮石斛多糖累积分析

测定了继代培养45 d多倍体铁皮石斛茎、叶

及原球茎总多糖含量(干重), 结果表明, 同源四倍

体铁皮石斛茎、叶及原球茎多糖含量分别是二倍

体植株的1.31、1.83及1.95倍(图5), 其中, 叶片及原

球茎均极显著高于对照, 茎部多糖略高于二倍体

图5  同源四倍体铁皮石斛多糖含量分析

Fig.5  Analysis of contents of polysaccharides in
autotetraploid D. officinale

**: 同源四倍体与二倍体差异极显著(P<0.01)。



植物生理学报524

植株但无显著差异。综上所述, 同源四倍体铁皮

石斛的原球茎和无菌苗多糖的累积能力显著高于

二倍体。

7  同源四倍体铁皮石斛ISSR分子标记分析

为了考查秋水仙素对铁皮石斛基因变异的影

响, 本试验选用条带清晰的11条ISSR引物对8株同

源四倍体植株(1~8)及1株二倍体植株(2x)进行了分

析(图6显示了两条引物的扩增结果), 结果表明, 11
条引物共扩增条带55条, 其中多态性条带20条, 多
态性比率达36.4%。将所扩增位点经DPS 7.05版软

件进行UPMGA聚类分析表明(图7), 同源四倍体样

本间产生较为丰富的变异类型, 其相关系数分布

图6  ISSR引物I10及I78的PCR扩增结果

Fig.6  PCR amplification results of ISSR primer I10 and I78
M: 100 bp marker; 1~8: 同源四倍体单株; 2x: 二倍体单株。

图7  同源四倍体铁皮石斛ISSR标记聚类分析

Fig.7  Analysis of ISSR molecular marker in autotetraploid 
D. officinale

1~8: 同源四倍体单株; 2x: 二倍体单株。

在0.0769至0.657之间, 8个单株相互之间没有完全

一致的类型, 表明秋水仙素可以诱导铁皮石斛产

生丰富的变异类型。

讨　　论

1  铁皮石斛多倍体植株细胞和器官增大但生长较

缓慢

多倍体植株通常表现器官增大现象, 如茎粗

短、叶片变厚, 呈粗糙或折皱, 花、果和种子变大, 

生育期延长等(Bowers等2003; Otto 2007; 唐娅梅

等2010)。本试验通过秋水仙素诱导铁皮石斛原球

茎获得多种变异类型铁皮石斛植株, 通过对比外

观形态、气孔及染色体数目, 发现变异植株主要

表现为植株茎短而粗壮, 叶色深绿, 叶片面积变大, 
纹理折皱、粗糙, 气孔变大、稀疏, 此结果与其他

种石斛多倍体的性状变化一致(Chaicharoen和
Saejew 1981; 郑宝强等2009; 张青华等2011)。
Mable和Otto (2001)认为四倍体细胞的容积较二倍

体增大(约1.5倍体积), 可以使单个细胞容纳更大的

细胞器。在本试验中, 同源四倍体铁皮石斛叶片

中观察到的气孔直径为二倍体的1.41倍, 并且更为

稀疏, 其保卫细胞中累积密集的叶绿体。Mishra 
(1997)发现, 多倍体植株气孔密度的降低可能是上

皮细胞增大的结果, 利用气孔密度、保卫细胞的

长度以及保卫细胞内的叶绿体数目对多倍体的预

测准确率可达83%~87%, 是替代繁琐的染色体数

目鉴定, 快速鉴定多倍体的辅助方法之一(Mishra 
1997; te Beest等2011)。

值得注意的是, 多倍体细胞体积的增大可能

也是造成多倍体植株生长缓慢的重要原因, 四倍

体细胞表面积随体积的增大而增大, 但相对二倍
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体细胞, 其表面积/体积比缩小, 可能导致多倍体植

株生长变慢(Mable和Otto 2001)。此外, 多倍体细

胞分裂周期更长, 需要消耗更多的氮、磷矿质元

素用于合成核酸物质, 在自然界中, 生长快速的植

物通常具有小基因组(Hessen等2010)。但并不是

所有的多倍体都会导致植株生长变慢, Lavania等
(2012)比较6个不同种香茅属(Cymbopogon)植物的

同源四倍体与二倍体发现, 不同种香茅属植物多

倍体相对二倍体的生物产量同时呈现增高与降低, 
这与香茅属植物次生代谢物精油组分的类型密切

相关。以柠檬醛为主的乙醛型精油香茅属植物四

倍体植株呈现生物产量的降低, 但以香叶醇为主

的乙醇型精油香茅属植物四倍体植株呈现生物产

量的增高。Lavania等(2012)认为这种差异与合成

精油的代谢途径长短有关, 短代谢途径(乙醇型精

油)有利植物对物质高效的利用。由于所有的四倍

体香茅属植株都产生更高比例的精油, 长代谢途

径类型精油(乙醛型)的积累需要产生更多的中间

产物, 营养物质的竞争导致四倍体植株的生长受

到更大的抑制。兰科特别是附生兰类为典型的景

天酸代谢植物, 生长速度缓慢(Kerbauy等2012)。
在本试验中, 多倍体石斛相对二倍体石斛生长更

为缓慢, 生物量仅为二倍体的54.1%~66.5%, 这与

张青华等(2011)的观点一致。铁皮石斛中是否存

在能同时提高多糖含量及生物产量的四倍体资源

类型仍有待进一步研究。此外, 多倍体虽然给石

斛带来生物产量降低的不利一面, 但在实际生产

中, 多倍体可能对逆境具有更高的适应性(Schlaep-
fer等2010; te Beest等2011), 因此, 多倍体铁皮石斛

的实际应用价值仍有待进一步的研究。

2  同源加倍有利铁皮石斛植株多糖的累积

利用多倍体促进植物次生代谢物积累已在菘

蓝(Isatis indigotica) (客绍英2010)、白术(Atracty-
lodes macorcephala) (唐宁和高山林2006)、党参

(Codonopsis pilosula) (陈素萍2010)得到验证。本

试验发现, 同源四倍体铁皮石斛茎、叶及原球茎

多糖含量较二倍体高1.31~1.95倍, 其中叶片与原

球茎多糖含量增加最为显著。值得关注的是同源

四倍体植株与二倍体植株多糖累积器官顺序相反, 
叶片多糖显著高于茎多糖, 这可能与同源四倍体

植株细胞巨大化导致叶片肥厚, 同化产物得以更

多在叶片留存有关。

3  同源四倍体铁皮石斛的遗传稳定性

兰科植株原球茎为单细胞起源(Chen和Chang 
2000)的器官发生, 秋水仙素对其诱导可能产生均

一的四倍体植株。本试验共发现5个植株根尖细

胞同时具有二倍体细胞及同源四倍体细胞, 证明

原球茎诱导产物中存在嵌合体现象。廖苏梅

(2002)利用流式细胞仪观测铁皮石斛诱变株发现, 
原球茎诱导产生的变异株中均存在嵌合体现象, 
在其他种石斛中, 嵌合体现象也有报道(李涵等

2005; 郑宝强等2009)。在本试验中, 进一步分离的

铁皮石斛同源四倍体植株变异性状在组织培养条

件下得到较为稳定的保留, 说明秋水仙素诱导的

原球茎同源四倍体植株发生模式可能同时存在单

细胞起源和多细胞起源的现象。

在多倍体植物中, 基因水平的表达并不跟随

等位基因的叠加而提高(Guo等1996), 全基因组重

组、等位基因屏蔽、高度甲基化等现象常伴随染

色体加倍迅速发生(Song等1995; te Beest等2011; 
Lavania等2012), 以避免过于剧烈的变化导致功能

缺陷(Comai 2005; Otto 2007; te Beest等2011)。本

试验利用ISSR分子标记初步测定了同源四倍体变

异株的基因组变化情况, 标记位点的阳性或阴性

变化表明铁皮石斛的多倍化过程并非简单的染色

体数目复制。在齿瓣石斛(D. devoniabium) (李涵

等2005)、生姜(Zingiber officinale) (王志敏等

2013)、桑树(Morus alba) (赵卫国等2011)等植物

上亦有类似发现。此外, 多倍体常使有丝分裂与

减数分裂受阻, 在多倍体自交后代中, 可以迅速形

成更为丰富的变异类型(Song等1995), 本试验对铁

皮石斛同源四倍体变异株的ISSR分子标记分析, 
可为进一步进行的多倍体杂交后代遗传稳定性分

析提供参考。
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