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摘要! 为了探讨铁皮石斛
7+%8$"9-#: "((-;-%&'+

自交和杂交亲和性的生物学机制! 利用荧光显微镜观察铁皮石斛自

交% 种内杂交后柱头性状和花粉管的生长情况& 结果发现$ 自花授粉
' 6

后! 花粉粒萌发! 花粉管到达花柱基部接

近子房处!

% 6

后花粉管进入子房!

$ 6

后停止生长!

5! 6

后子房萎缩! 花粉管消失! 不同的亲本间略有差别& 种

内杂交后的花粉管能够顺利进入子房! 发育良好& 由于铁皮石斛自交花粉管进入子房后停止生长! 导致子房萎缩!

可以认为铁皮石斛属于配子体自交不亲和& 研究结果为铁皮石斛的自交不结实机理研究提供了细胞学基础! 也为

铁皮石斛种质资源保育% 杂交育种等研究提供理论依据& 图
%
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本植物" 主要分布于中国安徽) 浙江) 福建) 云南) 四川等省和华南某些地区" 具有抗肿瘤) 抗衰老)

增强机体免疫力) 降血糖和有效减轻肝损伤等作用'

'")

(

" 被誉为 *中华九大仙草+ 之首" 国际药用植物

界的 *药界大熊猫+

'

)

(

, 对铁皮石斛种质资源的保存研究发现" 铁皮石斛自交结实率较低" 甚至不结实"
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其优良品种只能通过种内杂交或者无性繁殖才能保存! 因此" 深入研究铁皮石斛自花不育机制" 广泛开

展种内种间杂交育种是实现铁皮石斛种质保存以及种质资源创新的有效手段! 近年来" 有关铁皮石斛花

粉活力#

$

$

% 杂交育种#

"

$

% 栽培技术#

%

$及化学成分#

&

$等的研究较多" 但涉及铁皮石斛自交和杂交亲和性细胞

学基础和机制方面的研究甚少! 与众多显花植物一样" 铁皮石斛在长期进化过程中形成了自交不亲和的

生殖隔离机制" 表现为雌雄蕊发育正常且同熟" 自花或同基因型异花传粉后却不能结实#

'

$

! 对显花植物

自交不亲和性的研究一直是植物界的研究热点之一" 十字花科
()*+,-.)/.

#

0!12

$

" 罂粟科
3/4/5.)/+./.

#

11

$

" 紫

葳科
6,7898,/+./.

#

1:

$

" 蔷薇科
;9</+./.

#

1!

$等植物的自交不亲和性的细胞学和分子遗传学研究已较为深入!

石斛属植物自交不亲和性的研究虽已有报道#

1$!1"

$

" 但关于铁皮石斛自交不亲和性尚不确定! 为了进一步

了解铁皮石斛自交和杂交亲和性生物学机制" 本研究对自交&自花授粉'和种内杂交的样品进行细胞学观

察" 考察自交和杂交后花粉管的生长情况" 为铁皮石斛的自交不结实现象的类型和机制研究% 种质资源

保育% 杂交育种及新品种选育提供细胞学依据!

1

材料与方法

!"!

试验材料

试验所用
'

个铁皮石斛亲本材料分别为
&' "%0

"

1& "1%!

"

1:$ "!2

"

1' "::

"

1! "1%!

"

0%%

"

(1!

"

%=:6

! 栽培于天目山铁皮石斛示范种植基地" 为设施栽培" 栽培基质为松树皮! 各材料随机选择

生长健壮并正常开花的
:22

朵花分别进行自交&自花授粉'和种内杂交&正交和反交'" 重复
!

次!

!"#

试验方法

1>:>1

花粉生活力测定 于
:21%

年
"?%

月盛花期采集
'

种铁皮石斛的新鲜花粉" 采用联苯胺法#

1%!1&

$测

定亲本的花粉生命力! 观察
"

视野(材料!1

" 观察花粉数量
!@2

个(视野!1

" 重复
!

次! 花粉萌发率
#

萌发

花粉数
A

观察花粉数
"122B

!

1>:>:

自交和种内杂交 选择茎秆粗壮且分节明显% 无病虫害的铁皮石斛植株作为亲本" 于开花的第

@$"

天" 选择
:22

朵(亲本!1

" 进行自交和杂交试验! 自交花粉来自同株自花或异花成熟花粉" 杂交时去

掉母本雄蕊" 夹掉唇瓣" 去除药帽" 用镊子将花粉团送入母本柱头内进行授粉#

1'

$

! 授粉后注明亲本和授

粉时间" 用于花粉管荧光显微观察和坐果率的统计!

1>:>@

花粉管萌发观察及生长测定 分别于授粉后
1

"

:

"

#

"

'

"

1:

"

:#

"

#'

"

&:

和
0% C

" 采集雌蕊"

1"

朵(样品!1

" 甲醛
%

冰乙酸
%

乙醇&

D==

'固定液#

!

&

&2B

乙醇'

&!

&冰乙酸'

&!

&甲醛'

#02&"&"

$固定"

# '

冰箱保

存备用#

10!:2

$

! 采用脱色苯胺蓝荧光染色技术#

11

$测定花粉管萌发及生长情况! 在常温下" 用
' E9F

(

G

!1 氢氧

化钠&

H/IJ

'溶液软化脱色
: C

" 然后用质量分数为
2>"B

的苯胺蓝溶液染色
% C

" 再用甘油压片) 分别在

莱佧显微镜&

G.,+/ KL $222

" 德国'明视场和荧光模式紫外光激发状态下观察和拍照! 样品经
D==

固

定% 氢氧化钠处理及蒸馏水清洗等过程" 简单附着在柱头的花粉将会被洗掉" 因此最终留在柱头上的花

粉可视为萌发! 花粉管荧光观察时分别采用未授粉染色和未染色的雌蕊为对照" 比较花粉管萌发和花粉

管生长情况!

:

结果与分析

#"!

花的结构

铁皮石斛花为总状花序% 唇型花! 花瓣与萼片均为乳黄绿色" 其中
1

枚花瓣变异为唇瓣) 雌蕊与雄

蕊合为一体形成典型的合蕊柱" 雌蕊位于下方" 雄蕊在上方" 中间有隔膜将两者隔开) 隔膜下方有
1

个

柱头窝" 上方为药室" 药室有
1

个药帽覆盖#

:2

$

) 花粉粒呈乳黄色水滴状"

$

粒" 两两连在一起形成
:

个

花粉块! 花结构如图
1

所示!

#"#

亲本花粉生活力测定

采用联苯胺法#

1&

$测定花粉生命力! 结果发现*

'

个亲本的花粉生活力均高于
''>2B

&图
:

'" 说明试

验材料的花粉活性均较高" 符合后续研究需要!

#"$

花粉管的萌发和生长

铁皮石斛花粉授到柱头上后" 随即开始水合并萌发" 长出花粉管! 花粉管通过乳突细胞间隙和乳突

高 杨等* 铁皮石斛自交和杂交亲和性的细胞学研究 %10
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图
!

不同铁皮石斛亲本花粉萌发率

&'()*+ ! ,+-+*.'/0-'1/ 12 3144+/ 5'06'4'-7 12 8'22+*+/-

!"#$%&'()* &++(,(#-." 9)4-'50*:

图
;

铁皮石斛花的结构

&'()*+ ; &41<+* :-*)9-)*+ 12 /"#0%&'()* &++(,(#1."

细胞进入柱头! 进而汇集到花柱道中! 经花柱道内表皮腺

细胞分泌的黏液层向下生长"

;=

#

$ 对柱头染色处理可见% 花

粉管在荧光的激发下呈现蓝绿色荧光! 可以观察到花粉粒

在柱头上的萌发和花粉管的生长情况$ 显微观察发现% 铁

皮石斛花柱道中空! 花柱从上到下呈现出花柱道逐渐贴合

的趋势& 自交和杂交花粉管都汇集在一起沿着两壁纵向生

长'图
>?

($

自花授粉交与杂交授粉对花粉粒在柱头的萌发情况无

明显差异$ 授粉
; @

内! 花粉管生长速度极快$

; @

后伸长

变缓! 此时花粉管生长到花柱基部并接近子房! 花粉管中

均能观察到精核细胞! 但是杂交处理的精核数量远远超过

自交)图
>A

! 图
>B

($ 由于花粉管汇集在一起且纵向生长! 从形态上看自交与杂交处理未见明显差异

)图
>,

! 图
>C

($ 授粉后约
! @

! 花粉管生长到达花柱基部! 此时发现杂交后的花粉管继续向子房生长!

而自交后的花粉管在花柱基部生长减缓! 部分生长停滞)图
>&

(! 只有少数能够进入子房$ 不同的铁皮

石斛亲本花粉管的生长速度也略有不同$

图
>

铁皮石斛自交和杂交后花粉管在花柱中的生长情况

&'()*+ > D*1<-@ 12 3144+/ -)6+ '/ -@+ :-74+ 12 :+42 3144'/0-'1/ 0/8 @76*'8'E0-'1/ 12 !"#0%&'()* &++(,(#1."

!"#

花粉管在子房中的生长特性

花粉管伸长进入子房后! 在侧膜胎座内继续生长$ 观察发现! 自交授粉后的
!!= @

! 花粉管生长缓

慢! 只有少数进入子房内部)图
=?

(& 杂交授粉
= @

后! 大量花粉管呈束状进入子房! 沿胎座空隙向子

房底部生长)图
=A

($ 由此认为! 自交与杂交处理尽管在花粉管进入子房的时间上差异不显著! 但数量

明显少于杂交$ 此后
; 8

内! 自交处理多数花粉管停留在花柱基部与子房连接的上下区域缓慢生长! 即

便有少数能够进入子房! 长到一定长度后最终也停止生长! 未能达到子房底部)图
=B

(& 杂交处理花粉

管在继续沿子房缓慢向下生长)图
=,

(! 并在授粉后
=$ @

生长至子房
;F>

处)图
=C

(! 直至授粉
GH @

! 子

H!%
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房内依旧有大量的花粉管! 子房表现为饱满"图
$%

#$ 而自交处理的花粉管数量在
$& '

后明显减少! 子

房的饱满度较低%图
$(

&! 授粉后
)* '

! 花柱内的花粉管基本都消失! 子房也出现严重的萎缩现象%图

$+

&' 由此推测! 铁皮石斛自交不能结实可能是由于某种自身的机制导致精核无法到达胚珠完成受精

而造成'

图
$

铁皮石斛自交和杂交花粉管在子房中的生长

%,-./0 $ (/123' 14 516607 3.80 14 9064 5166,7:3,17 :7; '<8/,;,=:3,17 ,7 !"#$%&'()* &++(,(#-."

!"#

自交和杂交结实情况

于
>?@*

年
*

月和
A?

月分别对铁皮石斛自交和杂交坐果率进行统计"表
A

&' 相同条件下! 铁皮石斛

亲本自交的坐果率均为
?

! 而种内杂交坐果率普遍为
*?BCD!)*E?D

! 大部分正交和反交的坐果率相差不

大! 仅有
*F>G

和
@& " >>

作为亲本时正反交坐果率差异较大! 分别为
)$H&D

和
>)B"D

! 这可能与亲本

之间的亲和力有关'

表
$

铁皮石斛种内杂交坐果率

I:860 A J0/K073:-0 14 40/3,60 4/.,3 14 /"#0%&'()* &++(,(#1." ,730/950K,4,K '<8/,;,=:3,17

正交 反交

母本 父本 母本 父本

AL"A*! )** &>BM )** AL"A*N L&HM

)** AN"A*N *NHA AN"A*N )** *NH&

A>#"NM OAN &*HA OAN A>#"NM *MH)

A>#"NM AN"A*N )"H& AN"A*N A>#"NM )>H*

A>#"NM *F>G )*HM *F>G A>#"NM &&HN

A>#"NM A&">> &NHA A&">> A>#"NM &*H>

AN"A*N AL"A*N &*HM AL"A*N AN"A*N )#HM

AL"A*N A&">> L&HM A&">> AL"A*N )MHM

*F>G A&">> )#H& A&">> *F>G >)H"

*F>G OAN &LHN OAN *F>G *)H#

坐果率
PQ

坐果率
PD

!

讨论

受到花粉与柱头( 花粉管与花柱及雌雄配子体之间识别作用的限制! 植物自交和杂交亲和性障碍主

要发生在花粉粒的萌发! 花粉管进入柱头! 花粉管通过花柱和受精( 胚发育等阶段! 每个阶段的障碍均

可能引起自交和杂交的不亲和)

>@

*

' 本研究发现! 种内杂交坐果率普遍为
*CHCD!)*HCD

! 少数亲本种间杂

交坐果率为
>)HCD!!$HCD

!

&

个品种自交坐果率均为
C

! 说明铁皮石斛花朵种内杂交能良好进行! 但其

自交无法产生后代! 可以认为铁皮石斛具有自交不亲和的特性'

高 杨等+ 铁皮石斛自交和杂交亲和性的细胞学研究 *>@
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自交不亲和是在受精过程中发生的主动识别和拒绝自交花粉的机制! 根据植物花型的不同! 自交不

亲和性可分为同形性自交不亲和"

&'('(')*&+, -.

#和异形性自交不亲和"

&/0/)'('*&+, -.

$

%

!!

&

' 根据花粉自

交不亲和性的遗传控制方式! 同形性自交不亲和性又可分为孢子体型自交不亲和"

1*')'*&20+, -.3 --.

$和

配子体自交不亲和"

45(/0'*&20+, -.3 6-.

$

!

种类型( 配子体型自交不亲和性即花粉在柱头上萌发后可侵

入柱头! 并能在花柱组织中延伸一段! 此后受到抑制( 孢子体型自交不亲和性即花粉落在柱头上不能正

常萌发! 或萌发后缠绕在柱头乳突细胞上但却无法侵入柱头! 花粉的这种行为取决于二倍体亲本的基因

型%

##

!

!7

&

( 本研究在对铁皮石斛进行自交和杂交时! 发现花粉管中均含有精核! 花粉管具有活力能正常生

长进入花柱' 授粉后
# &

内! 与自交相比! 杂交花粉管生长速度略快' 自交后花粉管在进入子房
#87

处

停止生长! 而杂交花粉管顺利进入子房'

9$!:! &

时! 自交花粉管逐渐消失! 杂交后的花粉管不消失(

由此可以判断! 铁皮石斛属于配子体自交不亲和性! 与兰科植物甲虫兰属
!"#$%"&'(

%

!7

&

! 石斛属的束花石

斛
)"*+%,-'./ 01%2#(*$1./

%

;$

&的自交不亲和性相一致( 这一结果可为铁皮石斛克服自交不亲和性以及组

合杂交育种) 创制新种质及种质资源保育提供理论基础(

9
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