
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 19卷　第 5期 　　　　　　　　　　　　　　云南农业大学学报　　　　　　　 Vol1 19　No1 5

2004年　10月 　　　　　　　　　　Journal of Yunnan Agricultural University　　　　　 Oct. 2004

离体培养条件下金鱼草四倍体切花的诱导及培育
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摘要 : 离体培养条件下以金鱼草 ( Antrirrhinum majus)二倍体切花实生苗为材料 ,0. 1 % ,0. 2 %秋水仙素处理 12～

36 h均能成功诱导出四倍体切花 ,其中以 0. 2 %秋水仙素处理 24 h效果最好 ,变异率为 48 % ,死亡率为 30 %. 对

诱导初期得到的具多倍体特征的苗经丛生芽途径反复切割分离实现同质稳定 ,生根移栽 ,经培育得到 2个品系

41株花大、花瓣厚而挺、质感厚重、花枝粗、花序长的四倍体切花。并以二倍体切花为对照对其光合作用特性、生

育特性作了初步研究。
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Abstract : The induction effect of colchicines with different concentration and treating time were studied on

snapdragon ( Antrirrhinum majus) seedlings in vitro. The result showed that the tetraploids of snapdragon

could be successfully induced by 0. 1 %～0. 3 % colchicines for 12～36 h and the best treatment was 0. 2 %

colchicines for 24 h. For obtaining pure tetraploid , the induced seedlings were propagated by producing

more buds. Comparing with the diploid ,the obtained tetraploid had the features of big thick flower , long

rough stem. The net photothesis rate of tetraploid snapdragon was higher than that of the diploid.
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　　金鱼草 ( Antrirrhinum majus L. )又名龙口花、龙

头花 ,玄参科多年生草本花卉 ,常作为花坛花境切

花的素材。金鱼草切花以其独特的外形、丰富艳丽

的花色 ,在国外广泛应用。在国内随着切花种类的

多样化及金鱼草丰富美好的寓意必将逐渐得到普

遍应用。国外金鱼草的育种集中在二倍体杂种优

势利用上 ,已获得了很多品种并在全世界推广 ,获

得了巨大的经济效益。国内育种多在引进品种中

进行单株选择培育新品种[1 ]。在多倍体育种方面 ,

早在 20世纪 40 年代已成功获得四倍体金鱼草。

岳桦[2 ,3 ]采用秋水仙素浸种的方法也成功的获得

了金鱼草四倍体 ,并认为金鱼草四倍体存在雄性不

育现象。切花的多倍体育种只有近年日本 Nihon

Nohyaku. Co. Lt [4 ]通过二倍体和四倍体杂交成功的
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选育出花大花序长径粗的三倍体切花品种 Chihaya

系列。而国内没有金鱼草多倍体切花的研究及报

道。本研究采用组织培养结合秋水仙素的方法诱

导 ,培育出了花大、花瓣厚而挺、花茎粗、花序长的

四倍体切花 ,并对其形态特征、光合作用特点、生育

特性作了初步研究 ,为下一步研究奠定了基础。

1 　材料和方法

1. 1 　供试材料

经细胞学检测 2n = 16的金鱼草二倍体切花种

子 2个品系 (市售) 。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　金鱼草四倍体切花的诱导

种子经 75 %酒精浸 60 s ,无菌水漂洗 2 次 ,无

菌滤纸吸干 ,再经 0. 1 %HgCl2浸 8 min ,无菌水漂洗

4次 ,接种于MS + 0. 3 mg/ L 6 - BA + 0. 1 mg/ L NAA

培养基[5 ]。芽长 0. 5～1. 0 cm ,用无菌的 0. 1 %或

0. 2 %秋水仙素浸泡 12～36 h ,无菌水漂洗 4次 ,MS

+ 0. 3 mg/ L 6 - BA + 0. 1 mg/ L NAA培养基[6～12 ]上

诱导从生芽。

1. 2. 2 　金鱼草四倍体切花的鉴定

形态学鉴定 :秋水仙素处理 10～15 d ,变异苗

表现为叶厚、色深、质感粗糙 ,叶片扭曲。

气孔鉴定 :撕取形态变异的苗的下表皮 ,在显

微镜下观测气孔大小 ,样本数为 30 ,取平均值。多

倍体气孔平均比二倍体大 1倍左右。气孔大小可

作为多倍体初步鉴定的指标。

染色体鉴定 : (1)生根后取根尖压片法计数 2n

= 32者为四倍体 ; (2)移栽经培育至现蕾期 ,取幼

小花芽再次压片法计数 2n = 4x = 32者为四倍体。

(制片方法 :8 - 羟基喹啉 0. 002 mol/ L 预处理 8 h ,

无水乙醇∶冰醋酸 = 3∶1冰水固定 30 min ,常温下 1

mol/L HCl 酸解 30 min ,卡宝品红染色 ,拇指压

片。) 。

1. 2. 3 　金鱼草四倍体切花的同质稳定

参照郑思乡等[9 ]芦笋多倍体诱导及其立体培

养的研究中使用的多倍体稳定方法 ,经气孔初步鉴

定为四倍体的变异苗接于MS + 0. 3 mg/ L 6 - BA +

0. 1 mg/ L NAA培养基上诱导从生芽 ,反复切割分

离。

1. 2. 4 　金鱼草四倍体切花光合作用的测定

以原始二倍体切花为对照 ,使用 CI - 301PS光

合作用测定仪 ,于同等环境条件下测定植株营养生

长盛期四倍体切花的光合作用特性 ,所测叶片为充

分展开的第 8 ,9 ,10叶重复测定 4次取平均值。

1. 2. 5 　金鱼草四倍体切花的培育及其形态特征

观察

变异苗生根后于腐叶土∶园土 = 1∶1 基质上

炼苗 ,20 d后带土移植露地 ,以复合肥为底肥 (土肥

比为 5∶1) ,缓苗后至花芽分化前参照张林生[13～16 ]

的方法追肥 3次 ,花芽分化期追施磷钾肥 1次 ,并

于主枝有 3～5个侧芽时打顶 ,侧枝长出后抹掉侧

枝上的侧芽 ,将之培育成花枝。

以原始二倍体切花为对照 ,观察四倍体切花的

形态特征 ,主要有叶片大小 ,花枝长 ,花序长 ,花茎

粗度 ,花的大小 ,单花寿命 ,花瓣厚度质感。

1. 2. 6 　金鱼草四倍体切花生育特性的观察

以原始二倍体切花为对照 ,观察四倍体切花的

花期 ,显微镜下观察花粉粒大小及育性 ,结实性 (自

交 ,以四倍体切花为母本与二倍体切花杂交) 。以

二倍体切花为对照 ,观察四倍体切花的花粉母细胞

的分裂 ,方法为取处于减数分裂期的幼小花蕾 (从

10∶00～17∶00每隔 1 h取 1次直径 0. 5～110 cm的

花蕾)无水乙醇∶冰醋酸 = 3∶1固定 4～24 h ,去花萼

花瓣后 ,取花药于 1 mol/ L HCl 酸解 30 min ,卡宝品

红染色拇指压片后显微镜下观察减数分裂各时期

的特点。

2 　结果与分析

2. 1 　组织培养结合秋水仙素对金鱼草切花四倍

体的诱变效果

在离体培养条件下 ,0. 1 %和 0. 2 %秋水仙素

浸泡金鱼草种子发芽幼苗 12～36 h均可获得变异

苗 ,但不同浓度和不同处理时间对诱变率影响大。

以气孔显著增大为指标 ,结果见表 1 ,其中 0. 2 %秋

水仙素处理 24 h 最佳 ,变异率为 48 % ,死亡率为

30 %. 随着秋水仙素浓度的增高和处理时间的增

长 ,死亡率升高 ,变异率降低 ,品种之间没有差异。
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表 1 　组织培养结合秋水仙素对金鱼草切花四倍体的诱变效果

Tab1 1　The inducing effect of colchcine on snapdragon in vitro

秋水仙素浓度/ % 处理时间/ h 处理株数/株 死亡株数/株 死亡率/ % 变异株数/株 变异率/ %

0. 1 12 50 8 16 10 20

0. 1 24 50 12 24 15 30

0. 1 36 50 17 34 20 40

0. 2 12 50 10 20 13 26

0. 2 24 50 15 30 24 48

0. 2 36 50 19 38 18 36

0. 3 12 50 15 30 21 42

0. 3 24 50 17 34 19 38

0. 3 36 50 22 42 14 28

2. 2 　金鱼草四倍体切花的鉴定与同质稳定

经秋水仙素处理后得到的变异苗与二倍体相

比较形态表现为叶宽厚 ,叶色浓绿 ,叶面粗糙。再

经气孔观察 ,变异苗叶片下表皮气孔明显增大 ,单

位面积内气孔数目明显减少 ,保卫细胞内叶绿体数

目增多。并有变异株具嵌合体现象 ,即同一植株上

不同叶片气孔大小具明显差异 ,甚至同一叶片上的

气孔大小亦有差异 ,这是由于幼苗的生长点中各细

胞分裂不同步经秋水仙素处理后成为混倍体。因

此必须对嵌合体不断切割分离 ,得以纯化 ,也使变

异得以充分体现 ,经丛生芽途径分离切割 3代后可

基本达到同质稳定。变异株生根移栽后 ,于花芽分

化期取幼小花芽压片计数为 2n = 4x = 32 (见图 1 ,

图 2) ,并以二倍体切花为对照结合花粉粒大小 ,气

孔大小植株形态可最终鉴定金鱼草切花四倍体。

图 1 　四倍体 (2n = 4x = 32) 　　　　　　　　　　　　　　　图 2 　二倍体 (2n = 2x = 16)

Fig1 1　Tetraploid　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig1 2　Diploid

2. 3 　四倍体切花的光合作用特性

以原始二倍体切花为对照 ,使用 CI - 301PS光

合作用测定仪 ,于同等环境条件下测定植株营养生

长盛期四倍体切花的光合作用特性 ,所测叶片为充

分展开的第 8 ,9 ,10叶重复测定 4次取平均值 , 结

果见表 2.

从表 2可看出四倍体切花的净光合速率、气孔

导度、蒸腾速率均比二倍体切花高 ,特别是净光合

速率比二倍体高 38. 58 % ,这是四倍体切花具有大

型性的生理基础。蒸腾速率及气孔导度比二倍体

高可能与气孔大小有关。而胞间 CO2 浓度比二倍

体低的原因需进一步研究。

2. 4 　金鱼草四倍体切花的形态特征观察

与二倍体切花比较 ,四倍体切花表现出明显的

巨大性 ,气孔面积增大 ,花粉粒增大 ,叶片肥厚 ,花

枝长 ,花序长 ,花茎粗 ,花瓣厚、质感厚重 ,单花寿命

长 ,诱导出的各株基本具有一致性 ,但个别植株的

花朵两个长的雄蕊呈菊花的匙状瓣化 ,见表 3.
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表 2 　金鱼草四倍体切花光合作用特性

Tab1 2　The photosynthesis characteristics of tetraploid snapdragon

四倍体切花 二倍体切花
胞间 CO2浓度/ (mg·kg - 1) 43. 23 101. 56

净光合速率/ [μmol·(m2·s) - 1 ] 15. 30 11. 04

蒸腾速率/ [mmol·(m2·s) - 1 ] 2. 83 2. 10

气孔导度/ [mmol·(m2·s) - 1 ] 76. 25 68. 30

光合有效辐射/ [μmol·(m2·s) - 1 ] 1 511. 74 1 336. 70

相对湿度/ % 42. 05 42. 30

叶室空气湿度/ ℃ 22. 15 21. 30

表 3 　金鱼草四倍体切花形态特征

Tab1 3　The morphological characteristics of tetraploid snapdragon cutflower

花朵大小/ cm 单花寿命/ d 花枝长/ cm 花序长/ cm 花枝粗/ cm 花瓣厚度 香味
二倍体 3. 1×2. 8 20 70～90 20～30 0. 6 薄 淡
四倍体 4. 5×3. 4 25 80～100 25～35 0. 8 厚 浓

2. 5 　金鱼草四倍体切花结实性的观察

金鱼草四倍体切花花期比二倍体切花推迟 7

～10 d ,显微镜下观察花粉粒 ,其花粉败育约为

30 %～40 % ,败育花粉表现为萎缩、体积小 ,甚至不

及二倍体花粉粒 ,而正常四倍体花粉却显著比二倍

体花粉大饱满色深 ,细胞学减数分裂观察亦有染色

体配对复杂、具落后染色体现象 (另文发表) ,但有

60 %～70 %的花粉是可育的 ,并且四倍体植株自交

后获得了遗传稳定的四倍体后代。金鱼草的结实

性严重受环境条件的影响 ,高温多湿的条件下 ,四

倍体切花的花药在开花后霉烂 ,二倍体切花果实会

膨大 ,但最终果实也霉烂 ,极少得到种子 ,而在凉爽

干燥的季节 ,四倍体切花金鱼草则可正常结实 ,结

实率可达 60 %.

3 　讨论

311 　采用组织培养结合秋水仙素诱导金鱼草切

花四倍体方法的优点

(1)秋水仙素作用于种子发芽幼苗 ,主要是作

用于幼苗的生长点 ,生长点分生细胞分裂的不同步

性必然导致嵌合体的发生 ,通过丛生芽途径则可使

不同倍性的变异充分体现 ,避免消失 ,并可使变异

迅速纯化达到基本同质。采用组织培养结合秋水

仙素以无菌幼苗为材料诱导金鱼草多倍体可以稳

定而大量的获取金鱼草的四倍体 ; (2)组织培养可

迅速实现变异苗的快速增殖 ,经气孔初步鉴定为多

倍体的变异苗即可加以扩繁 ,使其具有一定的群体

数量 ,不致因意外原因丢失材料 ,并可在具有一定

的群体数量上对诱导出的金鱼草四倍体切花的整

体一致性做初步的研究和评价 ,并有足够多的材料

做自交 ,与原始二倍体的杂交 ,与其他品种的杂交 ,

从而加快育种进程 ; (3)采用组织培养结合秋水仙

素以无菌二倍体切花种子发芽幼苗为材料可以稳

定的获取金鱼草的四倍体切花 ,这种方法具有高度

的重现性 ,可作为金鱼草育种中的一个重要途径加

以利用。

312 　金鱼草四倍体切花的结实性

四倍体切花因营养生长旺盛 ,花期推迟 ,并因

其是同源四倍体 ,胞母细胞减数分裂发生紊乱 ,育

性下降 ,特别是花粉的育性 ,但并非全部败育 ,表现

为四倍体切花自后获得稳定的四倍体切花 ,且结实

率高 ,可达 60 % ,这与岳桦 (1990 ,1992)报道极为不

一致。原因可能与其原始二倍体的杂合程度有关 ,

杂合程度越高则其同源四倍体的育性也会高一些。

除此之外 ,高温多湿的环境条件也严重影响金鱼草

的结实性 ,此时四倍体切花的花药多在花开放后霉

烂 ,二倍体切花果实会膨大 ,但最终果实也霉烂 ,极

少得到种子。金鱼草切花四倍体的高结实率表明 ,

多倍体途径在金鱼草育种中具有很大的应用价值 ,

并可进一步以二倍体为对照结合生殖生理特性、生

殖形态解剖、分子生物学研究探索金鱼草四倍体切

花的结实性的内部特征 ,为四倍体切花成为一个可

稳定遗传的品种奠定基础 ,也能为其他常异花授粉

植物的多倍体育种提供可供借鉴的方法。

(下转第561页)
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313 　金鱼草四倍体切花的经济价值和在育种中

的作用

金鱼草四倍体切花表现为花序长、花枝长、花

大、质感厚重花枝粗 ,有宜人香味 ,而市售仅有二倍

体切花 ,最大的缺点是花瓣薄 ,花小 ,几乎无香味 ,

所以经稳定性试验后 ,切花四倍体可直接作为品种

进入切花市场。
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