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摘　要 : 为了解濒危兰科植物大花杓兰 (Cypripedium m acranthos Sw. ) 的胚与珠被的发育过程 , 采集

北京地区大花杓兰野生居群不同发育阶段的蒴果 , 在显微镜下观察石蜡切片。发现大花杓兰的种胚在授粉

后第 6周就发育至球形胚阶段 , 后期发育中不再有进一步的分化 , 直至种子成熟仍保留球形胚形态。与一

些产自热带和亚热带地区的兰科植物不同 , 大花杓兰在受精后胚的整个发育进程中内珠被一直存在 , 并在

种子成熟时发育成为一层致密的内种皮包围胚体 , 这应该是大花杓兰在严酷的自然环境中进行自我保护的

适应性进化表现 , 在人工无菌萌发时却可能因为阻止了水分和营养物质进入胚体而导致发育成熟的种子萌

发困难。
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Abstract: In this paper, the embryo and integuments development of Cypriped ium m acran thos, an

endangered species in orchidaceae were studied. The anatom ical features during embryo development of this

species were observed under a N ikon bright field m icroscope in paraffin2section method. D ifferent from that of

some trop ical orchids, after fertilization, the inner integument of this species remains during the whole

p rocess of seed development and a layer of impermeable endothelium is formed. It encloses the embryo tightly

and possibly p revents water and nutrition from entering the embryo, thus p reventing mature seeds from

germ inating in vitro.
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杓兰属 (Cypriped ium L. ) 植物全世界约有 45种 , 主要分布于东亚、北美和欧洲等温带地区和亚

热带高山 , 是世界植物保育研究的热点类群 (Cribb, 1997)。我国有 32种 , 是杓兰属植物的世界分

布中心之一 , 主要分布于华北和东北地区 (陈心启和吉占和 , 1998; 陈心启 , 1999)。由于过度采

集 , 目前处于严重濒危状态。如果能进行人工繁殖栽培 , 对于大花杓兰的保育研究和将来的合理开发

利用都有着十分重要的意义。

非共生无菌萌发是兰科植物种子繁殖的常规方式 , 但以杓兰属为代表的温带地生兰种子萌发十分

困难 (A rditti & Ernst, 1993)。它们的未成熟绿荚种子存在一个对萌发有利的最佳采集播种时期 , 晚

于这个时期的未成熟和成熟种子会因为发育后期次生抑制因子生成而难以萌发 ( de Pauw & Rem2
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phrey, 1993; de Pauw et al. , 1995)。在植物胚培养研究中 , 从球形胚或更后期胚的离体培养成功率

相对高一些 , 早期的幼胚培养对培养基和培养条件等的要求更复杂 , 而且容易死亡 (胡适宜 ,

1982)。因此 , 为了进行濒危植物大花杓兰的未成熟种子离体培养萌发研究 , 需要了解其种子从受精

到成熟各时期的发育进程 , 以期寻找到最佳采集播种时机 , 即胚体发育到球形胚而抑制因子还未能起

作用之前的阶段。

台湾杓兰和大花杓兰从系统发育的分类地位、生态分布和生殖成熟等方面都差异巨大 (陈心启 ,

1999)。台湾杓兰属于杓兰属扇脉组 , 自然生境为热带高海拔地区。每年 2月地上部分开始萌发 , 3

月开花 , 一年中地上部分的生存时间总共有 10个月 , 从授粉到种子成熟需要 8个月时间 (Lee et al. ,

2005) ; 大花杓兰属于杓兰属杓兰组 , 自然生长于亚热带高海拔山区和温带中低海拔地区 , 每年 5月

地上部分开始萌发 , 6月开花 , 一年中地上部分的生存时间总共仅有 5个月 , 从授粉到种子成熟仅需

要 3个月时间 (张毓 等 , 2005)。

本研究中对比大花杓兰和台湾杓兰的种子发育进程 , 初步探询杓兰种子发育过程内珠被的存在和

消失与其生态适应性的关系 , 为大花杓兰种子离体萌发研究寻找最佳采种期。

1　材料与方法

2007年 6月对北京百花山 (海拔 1 700 m左右 ) 大花杓兰 (Cypriped ium m acran thos Sw. ) 居群进

行人工授粉 , 选择发育正常、中萼片与唇瓣刚分开的初花期花朵 , 授粉后为避免昆虫再次传粉 , 将唇

瓣摘除。授粉后第 4～12周 , 每周 1次 , 采集不同成熟度的子房 (蒴果 )。

采用 FAA固定液真空抽气固定 24 h后 , 转至 70%酒精常温室内保存。常规石蜡切片法制片 , 尼

康显微镜下观察 , CCD拍照。

2　结果与分析

211　受精后胚的发育

大花杓兰具有内外双层珠被 , 外珠被由 2层细胞构成 , 内珠被由 1层细胞构成 , 胚囊周围有 1～

2层珠心细胞。在授粉后 28 d左右是胚珠发育分化十分旺盛的时期 , 胚囊发育成熟处于受精前后的临

界状态 ; 在同一个子房内的成千上万个胚珠中有多个相邻发育进程混合出现 ; 较多的卵细胞已经受精

产生合子 (受精卵 )。伴随合子的形成 , 助细胞逐渐退化 , 合子极性加强 , 细胞核位于合点端 , 核

大 , 有一个大核仁 ; 珠孔端为一个大液泡 (图 1, A )。

授粉后 35 d, 合子横向非均衡分裂发育成一个 2 -细胞胚 , 形成一个较小的顶细胞和一个具大液

泡的基细胞 (图 1, B )。极核受精后成为初生胚乳核 , 而后移向胚囊的合点端 , 在胚开始发育的极早

期就就迅速退化 , 导致种子成熟时胚乳的缺失。顶细胞发育形成胚体 , 基细胞发育形成胚柄。顶细胞

经一次横向分裂后 , 其顶端的一个细胞再经过一次纵向分裂形成 3个细胞 , 加上珠孔端的基细胞 , 形

成 T形 4 -细胞胚 (图 1, C)。

授粉后 42 d, 胚体继续分裂 , 细胞数量增加 , 体积逐渐填充胚囊腔 , 发育形成多细胞的早期圆球

胚 ; 基细胞经一次分裂 , 发育成为 2 -细胞狭长状的胚柄 , 位于内珠孔的位置 (图 1, D)。授粉后 49

d, 胚体细胞数量继续增加 , 基本填满胚囊腔 , 形成球形胚 , 胚柄续存 , 但不再继续分裂 , 外珠被细

胞为高度液泡化的长形细胞 (图 1, E)。

授粉后 56 d, 胚体仍然保持球形胚 , 完全充满胚囊腔 , 胚柄退化消失 (图 1, F)。胚体直到授粉

后 90 d种子成熟 , 仍保留球形胚的形态 (图 1, J) , 处于原胚时期而未能进入分化阶段。
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图 1　大花杓兰胚与珠被的发育过程图

A: 授粉后 28 d, 刚受精的胚囊和合子 ; B: 授粉后 35 d, 合子发育成一个的 2 -细胞胚 ;

C: 授粉后 35 d, 合子发育成 T形 4 -细胞胚 ; D: 授粉后 42 d, 胚体发育为早期圆球胚 , 基细胞发育为狭长状的胚柄 ;

E: 授粉后 49 d, 胚发育至球型胚阶段 , 内外珠被明显 ; F: 授粉后 56 d, 胚仍保持球形胚形态 , 胚柄退化消失 ;

G: 授粉后 70 d, 种胚接近成熟 , 仍保持球形胚形态 , 内珠被发育成内种皮紧贴胚体 ; H: 授粉后 90 d的成熟种子纵切面特写 ,

示紧贴胚体生长的内种皮和未分化的球形胚 ; I: 授粉后 90 d, 成熟种子横切面 , 示内外种皮和空气腔 ;

J: 授粉后 90 d, 成熟种子纵切面 , 示内外种皮和空气腔.

F ig. 1　The em bryo and in tegum en t developm en t process of C. m acran thos

A: A just fertilized zygote and megaspore DAP = 28; B: A two2celled embryo DAP = 35;

C: A T2shaped, four2celled embryo DAP = 35; D: An early globular embryo with a two2celled elongated suspensor

DAP = 42; E: A globular embryo covered by outer and inner integuments DAP = 49; F: A globular embryo at the stage of

suspensor degeneration DAP = 56; G: A globular embryo covered by endop leura in a near mature seed

DAP = 70; H: Globular embryo tightly covered by endop leura in a mature seed DAP = 90;

I: A ir cavity and endop leura and ep isperm in a transverse section of mature seed DAP = 90; J: A ir cavity and

endop leura and ep isperm in a longitudinal section in a mature seed DAP = 90.

212　内外种皮 (珠被 ) 的发育

在胚的发育早期 , 内外珠被相互靠近 , 外珠被细胞高度液泡化 , 内珠被由两层细胞构成 (图 1,

A )。授粉后 56 d, 随着胚的发育 , 胚体逐渐增大 , 填满胚囊腔 , 珠心细胞逐渐退化吸收 , 内珠被细

胞紧贴胚体 (图 1, F)。授粉后 70 d, 种子接近成熟 , 珠被细胞逐渐脱水 , 内珠被变薄 , 缩为一薄层

致密细胞 , 紧紧包围胚体 , 发育成为内种皮。由外珠被发育而来的外种皮逐渐形成次生壁 (图 1,

G)。

213　成熟的种子结构

种子成熟时结构简单 , 仅有双层种皮和胚体 , 没有胚乳。内珠被最终发育成一层能被番红染为红

色的致密的干膜质内种皮 (图 1, H、 I)。外种皮细胞的次生壁 , 支撑起外种皮纺锤形的狭长轮廓 ,
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内外种皮间是巨大的空气腔 (图 1, I、J)。

214　大花杓兰与台湾杓兰授粉后种子发育进程比较

大花杓兰从授粉到种子成熟时间需 90 d, 台湾杓兰需要 210 d (Lee et al. , 2005; 张毓 等 ,

2005)。从表 1可以看出 , 两者种子成熟时间虽然相差一倍以上 , 但各个阶段的发育节奏是十分相似

的。在授粉后 90～105 d之间采集的台湾杓兰的未成熟绿荚种子是最适合用于无菌离体培养的材料来

源 (Lee et al. , 2005) , 其对应的胚胎发育时期是在种子开始球形胚阶段。根据本研究的结果 , 大花

杓兰的子房大约在授粉后 42 d发育成多细胞早期球形胚 , 到第 56天继续发育成晚期球形胚阶段 , 内

珠被已经变成一薄层紧贴胚体的细胞 , 也属于种子脱水前的的球形胚阶段。

表 1　大花杓兰和台湾杓兰授粉后种子不同发育阶段所需时间比较

Table 1　The com par ing of the em bryo developm en t process between C. m acran thos and C. form osanum

发育进程 Development

授粉后天数 / d Days after pollination

大花杓兰
Cypripedium m acranthos

台湾杓兰
Cypripedium form osanum (Lee, 2005)

合子形成 Zygote 28 60

早期 T形幼胚阶段 T2shape p roembryo 35 75

球形胚阶段 (早期 ) Early globular embryo 42 90

球形胚阶段 Globular embryo 49 105

球形胚阶段 (晚期 ) Late globular embryo 56 120

种子脱水 Seed desiccation 70 180

种子成熟 Mature seed 90 210

蒴果成熟开裂 Fruit ripe and sp lit 100 240

3　讨论

兰科植物不同属、种之间内珠被的发育存在较大差异。据伍成厚等 (2004) 报道 , 生长于热带

低海拔地区的附生兰五唇兰 (D oritis pu lcherrim a L indl. ) 在授粉后 38 d, 雌配子体尚未发育完全 , 还

未受精时 , 内珠被细胞就开始退化 , 进入程序死亡过程 , 外珠被细胞保持完好 , 种子成熟时仅有单层

外种皮。与大花杓兰同属于兰科杓兰亚科生长于亚热带低海拔地区的云南兜兰 ( Paphioped ilum gode2
froyae) , 在胚发育过程中内珠被细胞被吸收 , 成熟时仅有单层外种皮 (任玲和王伏雄 , 1987)。叶秀

粦和郭俊彦 (1995) 在墨兰 (Cym bid ium sinense) 胚发育研究中也发现内珠被细胞退化消失。

本研究中在大花杓兰种子不同发育时期的切片观察中发现大花杓兰的成熟种子均具有内外双层

(珠被 ) 种皮 , 内珠被在胚的整个发育过程中一直存在 , 并在种子发育成熟时形成一层致密的干膜质

内种皮结构紧贴于胚。生长于亚热带高海拔地区的台湾杓兰 (Cypriped ium form osanum Hayata) 胚发

育过程中 , 内珠被不退化消失 , 而且内珠被发育成的内种皮被认为是导致台湾杓兰成熟种子萌发困难

的原因 (Lee et al. , 2005)。

兜兰、墨兰和五唇兰等均生长于较为温暖的热带或亚热带中低海拔地区 , 属于兰科植物中常绿的

热带附生兰或亚热带地生兰种类 , 而杓兰属植物则是生于亚热带高海拔或温带高纬度寒冷地区温带兰

科植物的典型代表。大花杓兰生长期较短 , 一年中的大部分时间都在休眠以躲避寒冷的环境。当大花

杓兰种子成熟时 , 植株地上部分也同时凋亡 , 进入休眠期 , 外界环境迅速进入寒冷的冬季 , 种子当年

不能萌发。在自然界中 , 杓兰要在种子成熟散布后在第 2年甚至更长时间以后 , 遇到特殊共生真菌 ,

由真菌侵染穿透种皮 , 提供营养来帮助其种子萌发。但是在种子无菌萌发试验中 , 虽然人为地提供了

大量的糖类等营养物质 , 但由于致密的膜质内种皮在一定时期内阻隔了水分和营养进入胚内 , 胚体难

以获得无菌萌发所必需的物质条件 , 从而导致成熟种子的萌发困难。具有内外双种皮的结构 , 应该是
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该物种对恶劣自然环境的一种保护性适应 , 它可以在一段较长的休眠期内保护幼胚并抑制种胚的萌

发 , 避免种子过早萌发而受到严酷外界条件的伤害而死亡 , 这对植物本身是有利的特性 , 但在人工繁

殖时变成障碍。由此 , 根据台湾杓兰与大花杓兰种子发育节奏的相似性 , 可以推测百花山的大花杓兰

无菌萌发研究最佳采种期应该是授粉后 6～7周的时期。考虑到大花杓兰自然分布广 , 生长于不同区

域的居群物候期和发育节律的变化、年际波动和一些偶然因素的影响 , 采种时距离授粉的具体天数可

能有所不同 ; 但理论上 , 当胚体已发育至具有萌发潜力的球形胚阶段 , 但内珠被还未发育成致密干膜

质内种皮的时期应该是种子无菌萌发优先选择的采种时期。

因为目前仅有少量杓兰属植物的研究报道 , 双种皮是否是杓兰属植物 , 或甚至是多数温带兰科植

物的共有结构 , 以及它们对种子无菌萌发的具体影响效应有待进一步研究。
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