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墨兰´兔耳兰杂交后代 2n 雄配子发生及其细胞学机制

郭和蓉１,朱娇１,２,杜国辉１,黄紫婷１,谢利１,魏倩１,张志胜１

１．华南农业大学林学与风景园林学院/广东省植物分子育种重点实验室,广州５１０６４２;

２．山东省农业科学院休闲农业研究所,济南２５０１００

摘要　为更有效开展国兰多倍体育种,采用显微观测技术对‘小香墨兰’、兔耳兰及其３１份杂交后代２n雄

配子发生及其细胞学机制进行了研究.结果显示:‘小香墨兰’´兔耳兰３０份杂交后代２n雄配子发生率变幅为

０％ ~９．３６％,３a平均发生率为２．２８％,显著高于母本(０．１９％)和父本(０．２２％),获得２n雄配子平均发生率大于

３％的资源８份.不同杂交后代２n雄配子发生率差异显著,多数后代不同年份间２n雄配子发生率差异显著,说
明杂种后代雄配子发生既受遗传控制也受环境条件影响.杂种２n雄配子通过二分体和三分体方式产生,但不

同后代主要发生途径不完全相同.二分体方式形成２n雄配子主要是由于小孢子母细胞减数分裂不同步导致一

些小孢子母细胞减数分裂Ⅰ不分裂、减数分裂Ⅱ正常分裂所致,而三分体方式形成则是由于减数分裂Ⅱ纺锤体

异常定向形成三极纺锤体所致.
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　　未减数配子是由于大、小孢子形成和发育过程

中出现异常而形成具有孢子体染色体数目(２n)的
配子,也被称为２n配子[１].自然界植物２n配子发

生十分普遍[１Ｇ３],２n配子参与下的有性多倍化是

植物多倍体形成的主要机制[３Ｇ４],２n配子途径也

是人工创造多倍体资源和选育多倍体品种的有

效途径[４Ｇ６].因此,研究２n配子发生及其细胞学

机制,对深入研究植物多倍体进化机制,创建高

效发生２n配子资源,推动多倍体育种均具有重

要意义.
兰花２n配子发生已有一些研究报道,兰属兰花

(Cymbidium)[６]、蝴蝶兰(Phalaenopsis)[７Ｇ８]、石斛

兰(Dendrobium)[９Ｇ１０]等均可产生２n配子,杂种２n
配子发生 率 比 非 杂 种 的 高[６].部 分 学 者 对 百 合

(Lilium auratum)[１３]、香 石 竹 (DianthuscaryoＧ
phyllus)[１４]、燕 麦 (Avenaventricosa)[１５]和 蝴 蝶

兰[１６]等２n配子形成的细胞学机制[１１Ｇ１２]进行了探

讨,但在兰属兰花上缺乏系统的研究报道.
多倍体育种是兰花育种的重要方法,目前商业

化的蝴蝶兰、石斛兰、大花蕙兰(CymbidiumhybriＧ

dum)品种多数为多倍体[１７Ｇ１９],但墨兰(C．sinense)等
国兰商业化的品种均是二倍体.本研究以墨兰、兔
耳兰(C．lancifolium)及其杂种后代为材料,探讨

兰属兰花２n雄配子发生及其细胞学机制,创建高频

发生２n雄配子资源,旨在为国兰多倍体育种和兰花

多倍体进化研究积累材料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验 材 料 为 ‘小 香 墨 兰’(C．sinense ‘Xiao
xiang’)、兔耳兰及其３１份杂交后代,杂交后代中的

３０份材料用于２n雄配子发生途径观察,１份材料用

于小孢子母细胞减数分裂过程观察.上述材料种植

于华南农业大学增城基地兰花大棚中,常规栽培管

理.植株开花后,取不同发育时期的花朵或花粉块

固定.
1.2　细胞学观察

取‘小香墨兰’、兔耳兰及其３０份杂交后代成熟

花粉期的花粉块和编号４５Ｇ１后代不同发育时期花

朵或花粉块于卡诺固定液(V９５％ 乙醇 ∶V冰乙酸 ＝３∶１)
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中固定２４h,然后转移至７０％乙醇于４℃冰箱保存

备用.
参考周建金等[２０]的方法制片,制片后在 OlymＧ

pusＧI×７１倒置显微镜和 ZEISS光学显微镜下观

察,每片随机选择１０个视野拍照.每份材料观察３
个花粉块,观察小孢子母细胞减数分裂时,在４０×
或１００×下拍照,以１００个小孢子母细胞为１次重

复,重复３次.
1.3　统计分析

二分体发生率 ＝ (二 分 体 个 数/观 察 总 孢 子

数)×１００％;三分体发生率＝(三分体个数/观察总

孢子数)×１００％;二分体途径对未减数雄配子发生

的贡献率＝(二分体途径产生的未减数雄配子数/未

减数雄配子总数)×１００％;三分体途径对未减数雄

配子发生的贡献率＝(三分体途径产生的未减数雄

配子数/未减数雄配子总数)×１００％;未减数雄配子

发生率＝(N２D＋ NTr)/T ×１００％,其中 D代表二

分体,Tr代表三分体,T 代表总花粉数.
数据采用SPSS１８．０软件进行统计分析,以邓

肯氏新复极差法(Duncan’s)测验在α＝０．０５水平上

的差异显著性.

2　结果与分析

2.1　‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代 2n 雄配子发生

试 验结果(图１)显示,３０份‘小香墨兰’×兔耳

兰杂交后代２n雄配子发生率３a平均为２．２８％,显
著高于‘小香墨兰’(０．１９％)和兔耳兰(０．２２％),表
明种间杂交显著提高了杂种后代２n雄配子发生率.
不同 ‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代的２n雄配子发

生率不同(表１),平均值变幅为０．８７％~ ６．０７％.
后代４５Ｇ６０ 的２n雄配子发生率最高,为６．０７％;

４５Ｇ２９的发生率最低,为０．８７％.年份对大多数杂种

后代 ２n 雄 配 子 发 生 率 影 响 显 著,但 对 ４５Ｇ１１３、

４５Ｇ１１６、４５Ｇ１０５和４５Ｇ２９等杂交后代影响不显著.

　不同小写字母表示差异显著,P＜０．０５.MeansinthesamecolＧ

umn withdifferentsmalllettersindicatedsignificantdifferenceat

α＝０．０５level．

图１　‘小香墨兰’、兔耳兰及其杂交后代２n
雄配子平均发生率

Fig．１　Averageincidenceof２nmalegameteinC．sinense
‘Xiaoxiang’andC．lancifoliumandtheirhybrids

表１　不同年份‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代２n雄配子发生率

Table１　TheoccurrencefrequencyofunreducedmalegameteinhybridsofC．sinense‘Xiaoxiang’×C．lancifolium ％

材料 Material

２０１４－２０１６年２n雄配子发生率

Theoccurrencefrequencyof２nmalegameteduring２０１４－２０１６

２０１４ ２０１５ ２０１６

平均发生率

Averageoccurrencefrequency
ofthe２nmalegamete

小香墨兰

C．sinense ‘Xiaoxiang’ ０．３３±０．１２a ０．００a ０．２３±０．１４a ０．１９±０．１０

兔耳兰C．lancifolium ０．２５±０．１５a ０．２０±０．０４a ０．２３±０．１４a ０．２２±０．０１
４５Ｇ６０ ９．３６±１．６１b ２．７８±０．６２a － ６．０７±２．６９
４５Ｇ６ ９．１２±１．９２c ４．８２±０．３４b ０．５３±０．３２a ４．８２±２．４８
４５Ｇ１７ － ５．４９±０．７３b ２．３６±０．２７a ３．９２±１．２８
４５Ｇ１１３ ４．２６±０．４５a ３．４３±０．７５a － ３．８５±０．３４
４５Ｇ５１ ４．５７±０．４３b ３．７９±０．７１b ２．６３±０．１９a ３．６６±０．５６
４５Ｇ４１ ８．６９±０．９６b １．１１±０．３３a ０．５３±０．１５a ３．４４±２．６３
４５Ｇ１５ １．３４±０．２７a ５．７０±０．２３b ２．１０±０．２１a ３．０５±１．３４
４５Ｇ１０９ ８．３９±０．８９c ０．６２±０．１７b ０．０９±０．０９a ３．０３±２．６８
４５Ｇ２ ０．９４±０．２５a ５．０３±１．１７b － ２．９８±１．６７
４５Ｇ５９ ５．０９±０．８１c － ０．３４±０．２４a ２．７１±１．９４
４５Ｇ３２ ４．５９±０．５４b １．４５±０．５４a １．９８±０．３４a ２．６７±０．９７
４５Ｇ１９ ０．７７±０．１８a ６．２４±１．０１b ０．６５±０．３３a ２．５５±１．８４
４５Ｇ９８ ２．３７±０．３０b ４．４９±０．３３c ０．７３±０．１８a ２．５３±１．０９

３５１
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续表１ContinuedTable１

材料 Material

２０１４－２０１６年２n雄配子发生率

Theoccurrencefrequencyof２nmalegameteduring２０１４－２０１６

２０１４ ２０１５ ２０１６

平均发生率

Averageoccurrencefrequency
ofthe２nmalegamete

４５Ｇ６４ ３．９０±０．５３b ０．３７±０．３７a ３．２７±０．４４b ２．５１±１．０９
４５Ｇ３９ １．６３±０．１８a ３．１３±０．４６b － ２．３８±０．６１
４５Ｇ９２ ４．６７±０．５７c １．３３±０．２４b ０．３２±０．２５a ２．１１±１．３１
４５Ｇ１０５ １．８１±０．２５a １．９４±０．１７a １．７５±０．６５a １．８３±０．０６
４５Ｇ５２ ４．２６±０．５５c ０．００±０．００a １．０４±０．０７b １．７７±１．２８
４５Ｇ１１６ １．６８±０．３０a １．７３±０．２６a － １．７１±０．０２
４５Ｇ１８ ２．９６±０．２８c ０．２５±０．１３a １．２８±０．２０b １．５０±０．７９
４５Ｇ５０ ０．５４±０．１３a ３．５８±０．８５b ０．３１±０．１４a １．４８±１．０５
４５Ｇ９５ ０．７１±０．１５a ２．４６±０．３４b １．１６±０．３８a １．４４±０．５２
４５Ｇ８５ １．６２±０．１４b １．２３±０．０９a － １．４３±０．１６
４５Ｇ４６ ２．９５±０．６１c ０．９０±０．４３b ０．３０±０．１２a １．３８±０．８０
４５Ｇ６７ ２．３２±０．２９b １．６２±０．３２b ０．１６±０．０４a １．３７±０．６４
４５Ｇ５ １．１７±０．３０ab ２．００±０．１７b ０．５６±０．１３a １．２４±０．４２
４５Ｇ３７ ２．７１±０．４７b ０．２７±０．０６a ０．３１±０．０５a １．１０±０．８１
４５Ｇ６６ １．４８±０．２６b － ０．６８±０．２１a １．０８±０．３３
４５Ｇ４０ ０．５４±０．１３a ０．３１±０．１５a １．９９±０．３９b ０．９５±０．５３
４５Ｇ２９ － ０．７５±０．３２a ０．９８±０．５５a ０．８７±０．０９

　注:同行不同字母表示差异显著,P＜０．０５;“－”表示当年未开花.Note:Meansinthesamecolumnwithdifferentsmalllettersindicated

significantdifferenceat０．０５level;“－”indicatednoflower．

2.2　‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代 2n 雄配子发生

途径

　　对‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代２n雄配子发

生途径进行了鉴定.结果(图２)显示,在‘小香墨

兰’×兔耳兰杂交后代的花粉块中,除了正常的四分

体外,还有一定比例的二分体(图 ２A)和三分体

(图２B),二分体中有２个２n雄配子,三分体包含了

１个２n雄配子和２个n配子.说明‘小香墨兰’×
兔耳兰杂交后代２n雄配子发生主要为二分体和三

分体途径.

　A:４５Ｇ５１成熟花粉,箭头示二分体;B:４５Ｇ９８成熟花粉,箭头示三分体.A:Maturepollenof４５Ｇ５１,dyads(arrow);B:Maturepollenof

４５Ｇ９８,triads(arrow)．

图２　‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代的２n配子发生途径

Fig．２　Occurrencepathwayof２nmalegameteinhybridsofC．sinense ‘Xiaoxiang’×C．lancifolium

　　结果显示,所有杂交后代２n雄配子发生均通过

二分体和三分体途径,但不同后代２n雄配子发生的

主要途径不完全相同(图３).二分体途径对４５Ｇ６０、

４５Ｇ５１、４５Ｇ４１、４５Ｇ１０９和４５Ｇ２等后代２n雄配子形成

的贡献率分别为６３．９８％、６４．４１％、７８．９１％、７２．２３％
和７９．２４％,因此,这些后代２n配子形成主要通过二

分体 途 径.三 分 体 途 径 对 ４５Ｇ３９、４５Ｇ１８、４５Ｇ８５、

４５Ｇ６６和４５Ｇ５等后代２n雄配子形成的贡献率分别

为７０．３７％、７７．３９％、８５．２０％、８５．３３％和８８．０４％,其

２n雄配子形成主要通过三分体途径.
2.3 　‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代 2n 雄配子发

生的细胞学机制

　　‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代４５Ｇ１的２n雄配

子发生率为４．９４％.对其小孢子母细胞减数分裂过

程进行观察(图４),结果显示:４５Ｇ１小孢子母细胞减

数分裂存在不同步现象,在中期Ⅰ,５．７９％小孢子母

４５１
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图３　‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代二分体和三分体的平均发生率

Fig．３　AverageincidenceofdyadsandtriadsinhybridsofC．sinense ‘Xiaoxiang’×C．lancifolium

　A:中期Ⅰ,示处于中期Ⅰ(箭头)和终变期小孢子母细胞(箭头),Bar＝１０μm;B:后期Ⅰ,示未进行第一次分裂的小孢子母细胞,Bar＝２０

μm;C:中期Ⅱ,示未分裂的小孢子母细胞染色体排列在赤道板上(箭头),Bar＝２０μm;D:中期Ⅱ,示融合纺锤体(长箭)、垂直纺锤体(短箭)

和平行纺锤体(箭头),Bar＝２０μm;E:后期Ⅱ,示融合纺锤体引起两组染色体被牵引至同一子细胞中(箭头),Bar＝１０μm;F:成熟花粉期,

示二分体(箭头)和四分体(箭头),Bar＝１０μm;G:中期Ⅱ,示三极纺锤体(箭头)和平行纺锤体,Bar＝１０μm;H:后期Ⅱ,示２组染色体被牵

引至同一子细胞中(箭头),Bar＝２０μm;I:成熟花粉期,示三分体,包含１个２n花粉(箭头)和２个n配子(箭头),Bar＝１０μm.A:Meiosis

metaphaseⅠ,indicatingmicrosporocyteatmetaphaseⅠ(arrow)anddiakinesis(arrow),Bar＝１０μm;B:AnaphaseⅠ,indicatingmicrosporoＧ

cytefailedtocarryoutmeiosisⅠ(arrow),Bar＝２０μm;C:MetaphaseⅡ,indicatingchromosomesarrangedontheequatorialplateofthemiＧ

crosporocytefailedtocarryoutmeiosisⅠ(arrow),Bar＝２０μm;D:MetaphaseⅡ,indicatingfused(longarrow),parallel(shortarrow)and

perpendicular(arrow )spindles,Bar＝２０μm;E:AnaphaseⅡ,indicatingtwosetofchromosomesbeingpulledtoonedaughtercellbyfused

spindle,Bar＝１０μm;F:Maturepollenstage,indicatingdyad(arrow)andtetrad(arrow),Bar＝１０μm;G:MetaphaseⅡ,indicatingparalleland

tripolarspindle,Bar＝１０μm;H:AnaphaseⅡ,indicatingtwosetsofchromosomesbeingpulledtoonedaughtercell(arrow),Bar＝２０μm;

I:Maturepollenstage,indicatingtriadwithone２ngamete(arrow)andtwongametes(arrow ),Bar＝１０μm．

图４　‘小香墨兰’×兔耳兰杂交后代‘４５Ｇ１’２n雄配子发生的细胞学机制

Fig．４　Cytologicalmechanismofunreducedmalegameteofthehybrid‘４５Ｇ１’ofC．sinense ‘Xiaoxiang’×C．lancifolium
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细胞仍处在终变期(图４A),这些小孢子母细胞不进

行减数分裂第一次分裂(图４B),而直接进行减数分

裂第二次分裂(图４C),形成二分体,最终发育成２
个２n雄配子(图４F).

在减数分裂中期Ⅱ,１．６３％二分体形成融合

纺锤体(图４D),导致后期Ⅱ(图４E)两套染色体

进入同一个子细胞形成２个２n雄配子(图４F);

４．６３％二分体形成三极纺锤体(图４G),导致在

减数分裂第二次分裂后期,２组染色体进入同一

子细胞 中,另 ２ 组 染 色 体 分 别 进 入 不 同 子 细 胞

(图４H),形成三分体(图４I),产生１个２n雄配

子和２个n雄配子.

3　讨　 论

高效发生２n配子资源的创建有助于利用２n配

子途径选育多倍体植物新品种.已有研究表明,不
同种植物、同种植物不同个体２n配子发生率差异明

显[２Ｇ３],远缘杂交是获得高效发生２n配子资源的有

效手段[６,２１].本研究中墨兰和兔耳兰种间杂交后代

２n雄配子发生率显著高于亲本,４５Ｇ６０的２n雄配子

发生率是其父本的３０倍、母本的３２倍,４５Ｇ５１、４５Ｇ
１５等后代２n雄配子平均发生率大于３％,每年发生

率均在１％以上,这些资源的获得为国兰多倍体育

种提供了亲本材料.
兰花小孢子形成过程中,减数分裂前加倍,减数

分裂Ⅰ、Ⅱ后期失调,不进行减数分裂Ⅰ或Ⅱ以及减

数分裂Ⅱ纺锤体的异常是２n雄配子和多倍体配子

发生的主要原因[２２].本研究发现,墨兰和兔耳兰种

间杂种２n雄配子均通过二分体和三分体方式产生,
二分体是由于小孢子母细胞减数分裂不同步,导致

减数分裂Ⅰ不分裂,而减数分裂Ⅱ正常分裂或由于

减数分裂Ⅱ细胞纺锤体异常定向,形成融合纺锤体

所致;三分体的形成都是由于减数分裂Ⅱ纺锤体异

常定向形成三极纺锤体所致.这一结果与前人在其

他品种兰花上的研究结果[１６,２２]不完全一致,朱娇

等[１６]对蝴蝶兰未减数配子发生机制的研究结果表

明,二分体的形成是由于小孢子母细胞减数分裂不

同步导致的,没有发现因减数分裂Ⅱ纺锤体异常定

向导致二分体发生的现象,这可能是材料不同所致.
进一步的研究表明,不同后代２n雄配子发生途径不

完全相同,一些后代主要通过二分体方式产生,另一

些后代则主要通过三分体途径发生,说明２n雄配子

发生受多基因控制,鉴定、克隆和解析这些基因的功

能将成为今后研究的主要方向之一.

２n配子发生主要受遗传因素控制[１２,２３],但外界

环境也会在很大程度上影响其发生频率[１４,２４Ｇ２６],如
高温[２７Ｇ２８]和低温[２９Ｇ３０]是具有重要影响的环境因素.

Zhou等[１４]研究表明,香石竹同一品种在３月、６月、

９月和１２月的２n雄配子发生率差异明显,月份对

不同品种２n雄配子发生影响也不同.本研究对３０
份杂交后代连续３a的观测结果也表明,墨兰和兔

耳兰多数杂交后代不同年份间的２n配子发生率差

异显著,且２n配子发生率高的后代年份间差异大,
其原因有待进一步研究.
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２nmalegametogenesisanditscytologicalmechanisminhybrids
ofCymbidiumsinense×C．lancifolium

GUO Herong１,ZHUJiao１,２,DUGuohui１,HUANGZiting１,XIELi１,WEIQian１,ZHANGZhisheng１

１．CollegeofForestryandLandscapeArchitecture/GuangdongProvincial
KeyLaboratoryofPlantMolecularBreeding,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou５１０６４２,China;

２．InstituteofLeisureAgriculture,ShandongAcademyofAgriculturalSciences,

Ji’nan２５０１００,China

Abstract　Microscopicobservationwasusedtostudy２n malegametogenesisanditscytological
mechanisminCymbidiumsinense ‘Xiaoxiang’,C．lancifoliumanditsthirtyＧonehybridstomoreeffecＧ
tivelydevelopthebreedingofpolyploidsinChineseCymbidium．TheresultsshowedtheoccurrencefreＧ
quencyofunreducedmalegameteofthirtyhybridsrangedfrom０％to９．３６％．Theaverageoccurrence
frequencyofconsecutivethreeyearswas２．２８％,significantlyhigherthatofbothmaleparent(０．２２％)

andfemaleparent(０．１９％)．Eighthybridswithaverageoccurrencefrequencyofmorethan３％ wereobＧ
tained．Thereweresignificantdifferencesintheaverageoccurrencefrequencyof２nmalegameteamong
hybrids．Theaverageoccurrencefrequencyof２nmalegameteinmosthybridswassignificantlydifferent
amongdifferentyears,indicatingthattheoccurrencefrequencyof２nmalegametewasnotonlyconＧ
trolledbygeneticfactorbutalsosignificantlyaffectedbyenvironmentalcondition．Theunreducedmale
gameteintheinterspecifichybridswasproducedwithbothdyadandtriad．However,themainwayof
producingunreducedmalegametewasnotcompletelythesameinhybrids．Theformationofdyadswas
mainlyduetotheasynchronousmeioticdivisionofmicrosporemothercells,resultinginsomemicrospore
mothercellsnotdividinginmeiosisⅠandnormaldivisioninmeiosisⅡ,whiletheformationoftriadwas
causedbytheabnormalorientationofthemeioticⅡspindletoformatripolarspindleintheinterspecific
hybrids．

Keywords　ChineseCymbidium;polyploidbreeding;interspecifichybridization;malegamete;disＧ
tanthybridization;cytologicalmechanism;sexualpolyploidy
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