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天麻是具有内生菌根的兰科植物。它的植物体

没有根与绿叶，种子萌发后，主要依靠分解侵入其体

内的蜜环菌菌丝生活[1]。因此，天麻的有丝分裂标本

制作不能像其他植物那样选用根、叶等组织结构制备
[2-4]。1984年梁汉兴[5]以花粉小孢子观察了原天麻染色

体单倍体数目。2010年王德信[6]也以花粉小孢子为材

料，观察减数分裂过程中的细胞学特征。鉴定出天麻

单倍体的染色体数目为18，但天麻染色体特征不能较

好的呈现，也无法鉴定天麻的染色体倍数。为了有效

观察天麻染色体特征和鉴定其倍性，笔者拟从天麻不

同组织、不同时间取样制片，筛选出最佳取材部位，

用于观察天麻染色体有丝分裂中期的结构特征。

1　材料与方法

1.1　材料

品种：纯化4代以上的红秆天麻。培育地点：天

麻种质资源圃。种质来源：贵州省农作物品种资源研

究所真菌室课题组。

1.2　方法

1.2.1　材料培养方法

（1）天麻花柱头培养

将成熟天麻（鹦哥嘴完整无损伤）块茎埋于湿

度在40%左右沙土中，置于22-25oC，相对湿度60%的

环境下，让其抽薹。

（2）花粉帽培养

将成熟天麻（鹦哥嘴完整无损伤）块茎埋于湿

度在40%左右沙土中，置于22-25oC，相对湿度60%的

环境下，让其抽薹。

（3）原球茎培养

将刚采摘（每年的5-7月）的成熟的天麻种子与

萌发菌进行拌种，置于培养好的固定菌床中覆土培

养，自然条件下萌发，取不同大小的原球茎在不同时

间段进行观察比较。

（4）初生茎

成熟天麻块茎的鹦哥嘴人为掰断后，将其块茎

埋于湿度在40%左右沙土中，自然条件下生长，在不

同时间取不同块茎大小制片观察。

1.2.2　标本制备方法

制片基本流程：取材——预处理——固定——

解离——清洗——染色——压片——镜检。

1.3　制片

取材：1）柱头：分别在不同开花期和同一天不

同时间段取柱头；2）花粉帽：分别在不同开花期和

同一天不同时间段取材；3）原球茎：分别在不同发

育期和不同时间段取原球茎；4）初生块茎：分别在

不同发育期和不同时间段取初生块茎。

预处理：将材料置于0.002%-0.004%/L 8-羟基喹

啉中，室温处理50min左右，取出用蒸馏水漂洗2-3

次。

固定：然后用新配的卡诺固定液进行固定，时

间为1h。

酸解：将清洗好的材料取下柱头，因为天麻花

的柱头异于其他花，取时轻用镊子进行提取，置于

1M盐酸中60oC条件下酸解5min。

清洗：吸去酸解液，用蒸馏水轻轻洗2-3次。

染 色 ： 将 固 定 后 的 材 料 （ 组 培 材 料 取 茎 尖

0.2cm）置于干净载玻片上，加改良后的卡宝品红染

液1-2滴，染色50min。
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制片：用45%的冰醋酸洗1-2次，取干净的盖玻

片盖在材料上，先用铅笔头或者镊子轻轻敲打，再用

拇指压片。

镜检：制备好后的标本在显微镜下观察，对有

丝分裂相好的细胞进行观察、拍照。

1.3.1　分裂中期细胞计数方法

分别在10×10倍和10×100倍显微镜下观察、统

计单张标本中处于有丝分裂中期细胞总数。每个组织

同时制备3份染色体标本进行镜检，计算平均数。

1.3.2　制备染色体有丝分裂标本的组织及时间段优

劣比较

通过比较不同时间段、不同组织制备的标本中

处于染色体有丝分裂中期的细胞数量越多，说明越利

于制片观察。

2　结果与分析

2.1　不同组织部位制备天麻有丝分裂标本观察对比

结果

表1、表2及图1、2的结果表明，天麻花粉帽在

自然情况下，开花前5天花粉帽分裂处于高峰期，每

天的 9：00-11：00处于有丝分裂中、后期的细胞较

多，但是，总体数量相对较少。天麻花柱头在自然情

况下，开花前5天的上午9：00-11：00处于中期分裂

相的细胞较多，单张制片中处于有丝分裂中期细胞数

相对较多。

表 3 、 表 4 及 图 3 、 4 的 结 果 表 明 ， 自 然 状 态

下，原球茎、天麻初生茎的细胞活跃期较为集中在 

10：00-12：00期间，此时，处于染色体有丝分裂中期

的细胞数量相对较多，但是，在下午13：00-14：00

表1　不同开花期花粉帽及不同时间处于染色体分裂中期细胞数统计表

                 取材时间
花发育期及大小

8：00 9：00 10：00 11：00 12：00 13：00 14：00

开花前6天（1＜2mm） 4 3 8 9 2 0 0

开花前5天（1-2mm） 2 7 14 8 3 0 0

开花前4天（2-3mm） 1 13 8 6 4 3 0

开花前3天（2-5mm） 3 8 17 18 2 4 0

开花前2天（3-6mm） 2 11 8 15 4 0 0

开花前1天（4-8mm） 1 7 6 11 3 0 0

开花前当天（4-10mm） 0 3 7 12 0 0 0

开花后1天(5-10mm) 0 3 6 2 0 0 0

开花后2天(5-10mm) 0 0 0 0 0 0 0

开花后3天（5-10mm） 0 0 0 0 0 0 0

表2　不同开花期柱头及不同时间处于染色体分裂中期细胞数统计表

                 取材时间
花发育期及大小

8：00 9：00 10：00 11：00 12：00 13：00 14：00

开花前6天（1-2mm） 5 13 15 12 2 0 0

开花前5天（1-2mm） 10 24 16 72 11 5 0

开花前4天（2-3mm） 14 8 21 68 3 3 0

开花前3天（2-5mm） 11 16 34 27 8 0 1

开花前2天（3-6mm） 13 26 35 63 2 0 0

开花前1天（4-8mm） 12 18 56 40 3 0 0

开花前当天（4-10mm） 8 17 28 12 4 0 0

开花后1天(5-10mm) 6 3 13 4 0 0 0

开花后2天(5-10mm) 2 1 2 4 3 0 0

开花后3天（5-10mm） 0 0 1 1 2 0 2
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间，也能观察到处于有丝分裂中期的细胞存在，但是

相对较少。

图1　不同开花期花粉帽在不同时间段处于染色体分裂中期

细胞数分布图

图2　不同开花期柱头及不同时间处于染色体分裂中期细胞

数分布图

表3　原球茎不同时期不同时间处于染色体分裂中期细胞数多少比较表

                  取材时间
发育状态

8：00 9：00 10：00 11：00 12：00 13：00 14：00

刚萌发（水珠状） 1 2 7 13 6 0 0

萌发1天（水珠状） 3 4 6 8 3 3 0

萌发2天（水珠状） 5 3 6 7 1 0 2

萌发3天（水珠状） 2 5 3 9 8 0 0

萌发4天（水珠状） 2 4 8 12 2 5 3

萌发5天（水珠状） 0 0 4 4 0 0 0

萌发6天（水珠状） 0 3 0 2 7 0 0

表4　天麻初生茎不同时期不同时间处于染色体分裂中期细胞数多少比较

                    时间
发育阶段

8：00 9：00 10：00 11：00 12：00 13：00 14：00

＜1mm 0 2 6 15 6 3 0

1-2mm 3 7 11 6 7 4 1

2-3mm 6 3 12 15 2 5 5

4-6mm 3 4 7 17 13 0 0

7-10mm 2 2 6 3 2 1 0

＞10mm 0 0 1 4 0 0 0

图3　原球茎不同时期不同时间处于染色体分裂中期细胞数

分布图

图4　天麻初生茎不同时期不同时间处于染色体分裂中期细

胞数多少比较

2.2　天麻不同组织部位制备的标本难以程度结果

表5结果表明，四种组织中，花粉帽、原球茎和

初生茎细胞壁难以解离，细胞不易分散，压片难度
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表5　天麻不同取材部位制片难易程度比较

取材部位 取材难度 细胞壁解离难度 着色程度 背景色情况 压片难度

花粉帽 易 难 易 清且浅 难

柱头 易 易 易 清且浅 易

原球茎 易 较难 易 杂 难

初生茎 易 非常难 难 杂 难

大。柱头制片各环节都较为容易，镜检结果较好。

3　结论与分析

1）用天麻柱头制备染色体有丝分裂标本最佳。

天麻初生块茎和次生块茎中活跃的细胞数量大大增

加。但是，制片难度大，可能与细胞壁纤维化程度大

有关系，且细胞活跃期分布不是太明显可能是与由于

土壤温度回升较慢所致。

2）天麻开花当天至开花前5天，上午9：00- 

11：00，柱头细胞分裂处于活跃期，且柱头组织比较

软，有利于染色体标本的制备。天麻开花后随着时间

的推移，其柱头表面黏性逐渐减弱，组织结构逐渐变

硬，导致制备染色体有丝分裂中期标本过程中解离难

度增加，开花3天后的柱头很难获得分散较好的细胞

标本。这可能是柱头暴露在空气中后，水分挥发导致

其组织结构收缩变硬，同时制片过程中没有促使细胞

膜扩张处理所致。

3）花粉帽、原球茎、初生茎虽然在不同的时间

段有少数细胞可以观察到处于有丝分裂中期的细胞，

图5　天麻不同取材部位制片效果

注：上述图片均为10x100倍下观察：A为花粉帽镜检图片，B为柱头镜检图片；C为原球茎组织镜检图片；D为初生茎镜检图片
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这可能与细胞活跃程度直接相关。且解离难度较大，

背景色脚深，很难找到较为理想的染色体有丝分裂中

期图片，细胞壁纤维化程度增加以及细胞内含物质增

加相关。
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