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大花惠兰组培苗中叶色突变体的获得与 DNA鉴定 

马华升 ，姚艳玲2，忻 雅 ，陈文岳 ，童建新 ，崔海瑞2， 
( 杭州市农业科学研究院 生物技术研究所，浙江 杭州 310024； 浙江大学 原子核农业科学研究所，浙江 杭州 310029) 

摘 要：从大花惠兰 的组培苗中获得了 白色条纹和黄色条纹两种叶色突变体，突变发生 的总频率约为 

0．12％。利用 100条 UBC随机引物将它们与对照进行了RAPD分析和对比。引物 P17或 P31可在对照和黄 

色条纹突变体间检测出多态性 ，黄色条纹突变体具有大小分别约为 995 bp或1 320 bp的多态性片段；而引物 

P84或 P86则可在对照和白色条纹突变体问揭示出多态性 ，白色条纹突变体具有大小分别约为1 120 bp或 

1 315 bp的特异性条带。RAPD分析结果表明这两种突变体的基因组 DNA都发生了变化。 
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Gain and DNA identification of leaf color mutant derived from tissue culture of Cym- 

bidium hyhridum 
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Abstract：Two kinds of leaf color mutants with white stripes and yeUow stripes were obtmned in regenerated seedlings of 

Cymbidium hyhffdum and total mutation frequency was about 0．12％ ．The mutants were compared and analyzed with the 

control(their parents)by RAPD using 100 UBC arbitrary primem．The polymorphism between the yeUow stripe mutant and 

the control Was detected by using primer P17 or P31 and the former mutant showed the polymorphic fra{~ent with size of 

995 bp or 1 320 bp respectively，while the polymorphism between the white stripe mutant and the control was indicated by 

using primer P84 or P86 and the form er indicated a specific band with size of 1 120 bp or 1 315 bp，respectively．Results of 

RAPD analysis suggest that the genomic DNA of two kinds of mutants has changed． 
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大花惠兰 (Cymbidium hyhridum)属兰科兰 

属植物，是近几年在我国花卉市场上走俏的高档 

盆栽花卉。由于大花惠兰多为杂交品种，种子繁 

殖无法保持其品种特性 ，结实率也相当低，且分 
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株能力弱，因而繁殖速度慢，远远不能满足商品 

化生产的要求。利用组织培养进行离体快速繁 

殖，可以大大提高繁殖系数，降低种苗成本。有 

关大花惠兰的组培快繁，已有不少报道[卜 。 

植物体细胞经过组织培养出现无性系变异 

是一种常见的现象_8 J，采用这种方法诱导和获得 

突变体也是进行植物品种改良的手段之一。由 

于突变体是植物基因组少数位点发生突变的结 

果，因而其检测相对困难。RAPD使用随机引 
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物，操作方便，实验相对简单，能在很短时间内使 

用较多引物探测到大量的 DNA位点[ ，这为区 

分突变体提供了可能。通过 RAPD技术，人们分 

析和鉴定了 自发或辐射获得 的花椰菜ll 、烟 

草 、水稻【 、小麦 、亚洲百合[16]等植物 

突变体便是很好的例证。此外，用 RAPD技术也 

验证了组培产生的菊花_l7， 、美洲黑杨 、白 

薯 J等植物变异体的 DNA变化。但利用组培 

获得大花蕙兰叶色突变体和对其进行 RAPD分 

析还没见相关报道。本文报道我们对大花蕙兰 

及其两种叶色突变体的RAPD分析结果。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

试验所用材料为大花惠兰黄金小神童及其 

通过组织培养获得的叶色突变体 W1和 Y1，其 

中，W1为白色条纹叶，Y1为黄色条纹叶。 

1．2 方法 

1．2．1 组织培养 

取杂交兰‘黄金小神童’植株的基部新芽，用 

洗衣粉浸泡，洗净后再用自来水冲洗 30 min。剥 

去外层叶片，并剪去芽的上半段，先在 70％的酒 

精中处理 30 S，然后用0．1％氯化汞溶液消毒 10 

min，无 菌水洗 2～3次，剥去外片叶，再放人 

0．1％氯化汞溶液 2 min，用无菌水洗 4～5次，在 

无菌条件下剥出约 5 I13in长的茎尖，并以生长点 

为中心，把茎尖切成小方块，接种于 MS附加有 

NAA 0．2 mg／L和活性炭(AC)1 g／L的培养基上 

诱导原球茎，用含有 4％蔗糖、0．3％活性炭、 

1．0％琼脂和0．05 mg／L的 1／2 Ms培养基进行原 

球茎的继代增殖、分化和生根。培养基的pH值 

为 5．5～5．8，培养温度为 24～26℃，光照强度约 

1 500 lx，每日光照 12 h。将获得的试管苗进行炼 

苗，洗去根部培养基，用 800倍液的多菌灵消毒 

20 min并清洗后移栽、定植。 

1．2．2 DNA提取 

取对照和叶色突变体的幼叶少许，洗净、晾 

干，液氮中碾磨，采用改良的CTAB法少量提取 
DNA[2L]

。 

1．2．3 RAPD 

反应体系(25 1)包括 PCR缓冲液(10 retool／ 

L Tris—HC1，40 mmol／L KC1，0．08％ NP-40，pH = 

9．0)、2．5 mmol／L MgCI2、1单位 Taq聚合酶、200 

tmaol／L dNTP、引物 2 ktL、50～70 ng模板 DNA。 

所用的引物为 UBC随机引物(编号为 UBC Primer 

Set RAID #01—100)，其它试剂均购 自上海生工 

生物技术公司。在 PCR Express一96(HYBAID)上 

按如下程序设定和扩增：在 94~C预变性4 min；然 

后按 94℃变性 45 S，36oC 1 min，72 oC 2 min进行 

35个循环，最后 72℃延伸 7 min。 

1．2．4 琼脂糖凝胶 电泳分 离 

扩增产物加入上样缓冲液并混匀，用含有 

0．5 t~g／mL溴化乙锭的 1．5％的琼脂糖凝胶电泳 

分离，所用的电泳缓冲液为 TBE，在 5 V／em电场 

强度下电泳分离 2～3 h，用 Gis一2008凝胶图像系 

统(上海天能公司)对凝胶进行观察、拍照，发现 

多态性扩增后进一步重复 2～3次，并以 50 bD 

DNA Ladder(上海生工生物技术公司)为参照来 

标定扩增条带的分子量大小。 

2 结果与分析 

2．1 大花蕙兰组培苗的叶色突变 

切割好的外植体接种到 MS初始培养基上， 

经过 45 d的培养，一部分外植体长出原球茎 

(PLB)，进一步将其继代增殖、分化和生根，得到 

了大批试管苗。在所移栽的 3批幼苗中，都观察 

到了叶色突变的出现，包括白色条纹和浅黄色条 

纹 2种类型，它们的叶片见图 1。在总计 5 161 

株试管苗中，共获得了6株白色条纹叶突变体和 

1株黄色条纹叶突变体，叶色突变发生的频率约 

为0．12％(表 1)。 

表 l 大花蕙兰组织培养过程中叶色突变的发生频率 

Table l Frequency of leaf color mutation occurred during tis— 

SHe culture of Cymbidium hyhridum 

注：括号内WS表示白色条纹，Ys表示黄色条纹 
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虱1 大花蕙兰及其白、黄务纹叶色突变体的叶片 

． 1 L|eaf fragments of Cymbidium hyhridum and its mu— 

ants with white and yellow stripes 

2 RAPD引物筛选 

以正常叶色大花蕙兰黄金小神童的 DNA为 

板，对 100条UBC随机引物进行了筛选，其中， 

l条引物具有扩增产物，可扩增引物占 80％。 

80条引物共扩增出 369个 DNA片段，大小约 

200 bp～2．5 kh，每条引物可扩增的片段数目 

化于 1～11条之间，平均每条引物可扩增约4． 

个片段。图2是不同引物对大花蕙兰 DNA的 

增结果。 

l 2 不同随机引物对大花蕙兰 DNA的扩增 

ig．2 Profile of PCR products amplified by different ran一 

)n1 primers(UBC Primer# 69—79)from Cymbidium 

&ridum DNA 

3 正常株与突变株之间 RAPD扩增差异 

利用上述试验获得的具有扩增产物的 80个 

{勿，进一步对 2种突变体及其亲本进行了分 

。 通过用这 80个引物进行扩增，有 76个引物 

正常株与突变株之间表现很高的同源性，无多 

性，另外4条引物对正常株与突变体的扩增具 

明显的不同(图 3，白色箭头所指为多态性条 

)。 

引物 P17和 P31在黄色条纹突变体 Y1与对 

Pl7 P3l P84 P86 

图3 随机引物 P17，P31，P84和 P86扩增产物的电泳 

图 

Fig．3 Electrophoresis of am plified products with arbitrary 

~mers P17，P31，P84 and P86 

照间有扩增条带的差异。P17在对照和白色条 

纹突变体 W1 {|均扩增出 5条带，但在黄色条纹 

突变体 Y1中扩增出 6条带，比前二者多出一分 

子量约为995 bp的产物；而引物 P31在对照和白 

色条纹突变体 W1中均扩增出3条带，但在黄色 

条纹突变体 Y1中多扩增 1个大小约为 1 320 bp 

的多态性片段。 

引物 P84和 P86在白色条纹突变体 W1与 

对照间呈现多态性扩增。利用引物 P84扩增时， 

白色条纹突变体 W1比对照多扩增出一条大小 

约为 1 120 bp的特异性条带；利用引物 P86扩增 

时，白色条纹突变体则 比对照多扩增出一个大 

小约为 1 315的多态性片段。 

RAPD分析的结果表明，经过组培获得的这 

两种大花惠兰突变体，其基因组 DNA都发生了 

变化。 

3 讨论 

叶色突变体在植物品种改良上具有重要的 

应用价值，一方面通过基因突变可以创造出优异 

的种质资源，增加物种的遗传多样性，进而选育 

出优良的新品种和新类型；另一方面叶色突变体 

作为标记性状在杂种一代制种工作中可准确辨 

别亲本和杂交一代的杂株，大大提高种子纯度和 一 

质量。通过组培 ，我们获得了白色条纹和黄色条 

纹两种叶色突变类型，对于丰富大花惠兰的多样 

性和选育特殊观赏品种具有重要的利用价值。 

从表 1中可以看出不同年份组培苗的叶色 

突变频率变化较大，尤其在 2003年叶色突变频 
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率为其余年份的 2～5倍。一般来说，在具有相 

同组培苗群体中不同年份之间叶色突变频率变 

化不大。根据本试验结果，每年统计组培苗的样 

本量不同是造成不同年份突变频率差异的主要 

原因。其实，在表 1中可以明显看出 2003年组 

培苗的样本量 297株，而其余年份在 2000株以 

上，为2003年组培苗样本量的 7～9倍。研究还 

发现 2004和 2005年份的突变频率与平均突变 

频率(0．12％)接近，但与 2003年份差异较大。 

因此，若三年的统计组培苗的样本量相当，且足 

够大(至少在 5 000株以上)，可以推测其突变频 

率变化不大。当然，培养基和组培环境条件也会 

影响大花蕙兰叶色突变频率。本试验虽在不同 

年份进行的，但是大花蕙兰组培培养基和环境条 

件基本保持一致，因此，这些条件不足以产生较 

大差异。 

本研究以大花蕙兰叶色正常植株和条纹突 

变植株为研究对象，利用 RAPD分子标记技术分 

析了正常植株和突变植株叶片基因组 DNA间的 

多态性和差异，筛选出与白色条纹和浅黄色条纹 

叶片颜色相关的 RAPD标记，为探测大花蕙兰组 

织培养过程中 DNA分子水平上的变异和进一步 

研究叶色基因调控奠定了初步基础。本试验应 

用 RAPD标记操作简单、节省时间，且成本低。 

但 RAPD标记是显性标记，揭示多态性能力相对 

较低，如果采用其它分子标记技术 ，将更易获得 

与叶色性状连锁的标记，在分子标记辅助育种中 

有更大的应用价值。此外，一般认为 RAPD标记 

重复性较差，在试验中需要采用不同个体进行重 

复度的比较，以此确定试验结果的可靠性。本试 

验采用 6个大花蕙兰叶色突变体，其中包括 5个 

白色条纹和 1个黄色条纹突变体。对 5个白色 

条纹突变体进行 RAPD标记重复度比较分析，结 

果发现 RAPD标记重复度达到 80％以上，仅 1个 

突变体在少数条带上略有变化，但是 95％以上 

的条带基本一致，因此，可 以认为在本试验中 

RAPD标记重复性较好，获得结果可靠且具有可 

比性。 

本研究结果发现与正常大花蕙兰幼苗相比。 

组培获得的大花蕙兰叶色突变体基因组发生了 

变化。类似的结果在转绿型 白化水稻突变系 

W25和花椰菜叶色突变体上有报道[1o'l 3l，但是 

对其基因组的突变位点定位和突变基因序列均 

未作进一步分析。由于诱变条件和材料不同，各 

自基因组中检测到的多态性不尽相同。已有研 

究结果表明叶色突变主要是由核基因发生突变 

引起的。如水稻“斑马叶”叶色突变是由核基因 

的改变引起的，直接或间接导致叶绿素代谢异 

常，呈现出叶片间断失绿[z2 J。目前国内外已报 

道水稻斑马叶突变体有 14个，白化苗基 因 12 

个，不同时间表现为黄叶或黄绿叶的突变体 l0 

个，黄绿叶突变体 2个，这些基因在染色体上的 

位置大部分已经确定【 。因此，有必要对组培 

获得的大花蕙兰叶色突变体进行遗传分析，确定 

突变基因在染色体上的位置，在此基础上克隆相 

关基因，鉴定基因功能，以期进一步阐明大花蕙 

兰叶色突变的分子机制。 
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