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摘  要：以波士顿蕨（Nephrolepis exaltata‘Bostoniensis Murano’）的绿色球状体（Green Globular 

Bodies，GGB）为辐照材料，采用不同剂量的 60Co-γ射线处理，结合组织培养技术进行育种研究。结果表

明：绿色球状体辐照半致死剂量约为 128 Gy。随着辐照剂量的增加，绿色球状体的增殖和分化受到抑制。

绿色球状体辐射表型损伤表现为：颜色变深，变紧实，增殖和分化受抑制；细胞学损伤表现为：胚性细

胞减少，出现微核。50 ~ 200 Gy 剂量下，随着辐照剂量的增加，绿色球状体分化植株变矮，叶形变异率

增加。在 150 Gy 剂量下筛选得到叶片变异性状显著的突变体 Neg1。 
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Abstract：Through the combination of tissue culture and radiation mutation，radiation breeding of 

Boston fern（Nephrolepis exaltata‘Bostoniensis Murano’）was investigated by using green globular  

bodies（GGB）as materials radiated by various dose of 60Co-γ rays. The results showed that the LD50 of 

GGB was about 128 Gy. With increasing dose of 60Co-γ rays，the multiplication and differentiation of 

Boston fern GGB were depressed. Morphology damage of Boston fern GGB radiated by 60Co-γ rays 

included darken color，increased density and the depression of multiplication and differentiation，and 

cellular damage included reduction of embryonic cell and initiation of cellular micronucleus. At 50–200 

Gy，with increasing dose of 60Co-γ rays，the height of Boston fern plants differentiated from GGB became 

dwarf，and leaf mutation rate increased. Moreover，leaf mutant Neg1 was obtained at 150 Gy. 
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波士顿蕨隶属肾蕨科肾蕨属，为高大肾蕨（Nephrolepis exaltata）的一个栽培品种，其主要育种

方式是匍匐茎的芽变选种（Benedict，1923；Hovenkamp & Miyamoto，2005）。自然条件下波士顿蕨

不能产生孢子，商业上主要通过组织培养技术进行规模化生产（Hvoslef-Eide，1991）。在蕨类组织

培养中，绿色球状体（Green Globular Bodies，GGB）组培繁殖途径被认为是效率最高的方法之一（李

杨 等，2012；Yu et al.，2017）。绿色球状体是指由蕨类植物的孢子体外植体诱导得到的由大量单个

绿色球状颗粒组成的球状集合体，具有分生组织特性，接种于基本培养基上可分化得到大量孢子体

幼苗，具有较高的繁殖系数（Higuchi et al.，1987）。 

辐射诱变是观赏植物的重要育种手段之一，辐射诱变与组织培养相结合，可以在有限的时空范

围内进行大量筛选，进而提高育种效率（Zhou et al.，2006；Matsumura et al.，2010）。通过该技术

已获得众多观赏植物的突变体，如香石竹（Okamura et al.，2003）、玉兰（姜长阳 等，2003）、菊花

（Matsumura et al.，2010）、兜兰（Luan et al.，2012）等。目前尚未见以绿色球状体为辐照材料的

波士顿蕨辐射育种报道。 

本研究中，探究了 60Co-γ射线对波士顿蕨绿色球状体存活、增殖、分化、辐射损伤以及分化植

株变异的影响，以期构建以绿色球状体为辐照材料的波士顿蕨辐射育种方法。 

1  材料与方法 

1.1  绿色球状体组培繁殖途径的构建 

供试波士顿蕨（N. exaltata‘Bostoniensis Murano’）于 2010 年 7 月种植在中国科学院植物研究

所北京植物园蕨类温室中，光照 2 000 lx，温度（25 ± 2）℃。 

参照 Higuchi 等（1987）的方法，对绿色球状体增殖培养基和分化培养基进行改良，绿色球状

体增殖培养基为：1/2MS + 2.0 mg · L-1 BA + 0.2 mg · L-1 NAA + 30 g · L-1 蔗糖 + 7 g · L-1 琼脂；绿色

球状体分化培养基为：MS + 30 g · L-1 蔗糖 + 7 g · L-1 琼脂。每 4 周更换 1 次培养基。分化培养后，

待组培苗长至 4 ~ 5 cm 时，炼苗 3 d，之后种植于装有泥炭基质的育苗盒内进行育苗。育苗完成后，

将小苗定植于装有混合基质（泥炭︰珍珠岩 = 7︰2，体积比）的花盆中。泥炭为 Jiffy 公司生产（粒

度 0 ~ 20 mm，pH 5.0，EC 值 0.26 mS · cm-1，无营养成分），珍珠岩粒度为 2 ~ 4 mm。按比例混合

后，混合基质的 pH 5.1，EC 值为 0.20 mS · cm-1。定植后于温室中进行培养，培养条件同上。 

1.2  绿色球状体的 60Co-γ射线辐照处理 

将绿色球状体切成 2 mm 大小（初始质量约 8 mg），接种于装有增殖培养基的培养皿中，沿培

养皿中线排列，用 Parafilm 密封。使用北京大学应用化学所 60Co-γ射线进行辐照处理，剂量为 0、5、

10、20、50、100、150、200 和 250 Gy，剂量率均为 10 Gy · min-1，每个处理 8 个培养皿，每个培

养皿 20 个绿色球状体。辐照处理时排列有绿色球状体的培养皿中线与钴源的剂量标线重合。 

1.3  绿色球状体辐照后处理及数据统计 

辐照处理后，将各剂量下的绿色球状体平均分成两组，分别接种于新的绿色球状体增殖培养基

和分化培养基上。8 周后计算增殖培养基上的绿色球状体的存活率和鲜样质量增加量（绿色球状体

死亡是指绿色球状体整体变黑且无单个绿色球状颗粒存活）；对分化培养基上的绿色球状体进行分化

时间和分化率的统计，分化是指绿色球状体上有 3 片以上的幼叶形成。对定植 6 个月后的植株株高
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图 1  培养 8 周后波士顿蕨绿色球状体存活率和 60Co-γ射线 

辐照剂量的线性回归分析 

Fig. 1  Linear regression between survival rate of Boston fern 

GGB and 60Co-γ irradiation dose after 8 weeks culture 

和叶片变异情况进行统计。相关数据使用 SPASS 16.0 软件进行线性回归分析和最小显著差数分析

（Least Significant Difference，LSD），并用 Sigma Plot 12.0 软件进行绘图。 

采用 Nikon SMZ800 体视镜在辐射处理后数小时、2 周、3 周、6 周分别进行辐射表型损伤观察

和拍照，并用 FAA 固定，参照李和平（2009）的方法制作石蜡切片。使用 Nikon ECLIPSE E600 显

微镜对石蜡切片进行观察，探查辐照后的绿色球状体细胞损伤情况。 

数据统计所用的计算公式如下： 

存活率（%）=（存活的绿色球状体数量/辐照处理的绿色球状体数量）× 100； 

鲜样质量增加量 = 培养后绿色球状体鲜样的质量–接种时绿色球状体鲜样的原始质量； 

分化率（%）=（分化的绿色球状体数量/辐照处理的绿色球状体数量）× 100； 

变异率（%）=（叶形变异的植株数量/植株总数）× 100。 

2  结果与分析 

2.1  辐照剂量对绿色球状体存活率的影响 

如图 1 所示，5 ~ 20 Gy 辐照后，绿色球状体

存活率均为 100%，50 ~ 250 Gy 剂量下，绿色球

状体存活率随辐照剂量的增加而下降，250 Gy

时，绿色球状体全部死亡，可知波士顿蕨绿色球

状体的 60Co-γ射线全致死剂量（LD100）在 200 ~ 

250 Gy 之间。 

对绿色球状体存活率和辐照剂量进行线性回

归分析，得到线性方程 y =–0.432 x + 105.376，

决定系数 R2 = 0.961，F = 171.742，P < 0.01，说

明波士顿蕨绿色球状体存活率与辐照剂量之间存

在极显著的线性关系，半致死剂量（LD50）为 128 

Gy。 

2.2  辐照剂量对绿色球状体增殖和分化的影响 

如表 1 和图 2，A 所示，60Co-γ射线辐照处理后，波士顿蕨绿色球状体鲜样质量增加量显著小于

未经辐射的对照，说明其增殖受到抑制。10 ~ 150 Gy 辐照时，绿色球状体鲜样质量增加量随辐照剂

量的增加而下降，150 ~ 250 Gy 时，急剧降低，但彼此差异不显著，这是由于该剂量范围已超过半

致死剂量（LD50）128 Gy，仅有少量绿色球状体存活，且有严重的辐射损伤，鲜样质量增加量均很

小，或几乎没有增加。 

绿色球状体分化率（表 1 和图 2，B）在 5 ~ 20 Gy 剂量下与对照没有显著差异，且分化时间基

本相同，但分化出的幼苗数减少。50 Gy 时，分化率显著降低，分化时间为 42 d，明显长于对照的

23 d。100 ~ 200 Gy 时，分化率继续下降，分化时间延长。200 Gy 时，分化时间长达 57 d。250 Gy

时，绿色球状体全部死亡，无分化苗产生。 
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表 1  经 60Co-γ射线辐照后波士顿蕨绿色球状体培养 8 周的增殖和分化情况 

Table 1  Multiplication and differentiation of Boston fern GGB radiated by 60Co-γ rays after 8 weeks culture 

编号 
Number 

剂量/Gy 
Radiation dose 

鲜样质量增加量/mg 
Increase of fresh weight 

分化率/% 
Differentiation rate 

分化时间/d 
Differentiation period 

1 0 386.47 ± 4.09 a 98.33 ± 1.67 a 23 
2 5 342.30 ± 3.30 b 98.33 ± 1.67 a 23 
3 10 333.13 ± 5.21 b 96.67 ± 1.67 a 24 
4 20 187.30 ± 4.77 c 93.33 ± 4.41 a 26 
5 50 52.30 ± 5.34 d 44.44 ± 3.21 b 42 
6 100 36.14 ± 3.91 e 28.07 ± 3.51 b 50 
7 150 8.12 ± 1.54 f  11.67 ± 3.33 c 54 
8 200 2.58 ± 0.75 f 5.00 ± 2.89 cd 57 
9 250 0.20 ± 0.82 f 0 d — 

注：同一列中标记有不同小写字母的数据表示在显著水平为 0.05 的最小显著性差数法（LSD）检测中相互间存在显著差异；鲜样质量

增加量和分化率均表示为平均值 ± 标准误。 

Note：In each column datas followed by the different lowercase letters are significantly different from each other at P < 0.05 according to LSD 

test. Increase of fresh weight and differentiation rate are indicated as mean ± SE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  培养 8 周后不同 60Co-γ射线剂量下波士顿蕨绿色球状体的增殖（A）和分化（B）情况 

Fig. 2  Multiplication（A）and differentiation（B）of Boston fern GGB radiated by various dose of 60Co-γ rays after 8 weeks culture  

 

2.3  绿色球状体 60Co-γ射线辐射损伤研究 

2.3.1  表型损伤 

未经辐照的对照绿色球状体是由大量单个绿色球状颗粒组成的疏松组织（图 3，A、B），接种

于分化培养基上 3 周后能分化出幼叶（图 3，C），6 周时分化出大量幼苗（图 3，D）。50 ~ 150 Gy

辐照当天，绿色球状体未观察到表型损伤（图 3，E、I、M）。辐照后 2 周，绿色球状体变紧实，颜

色变深（图 3，F、J、N）。辐照后 3 周，绿色球状体更紧实，颜色更深，50 Gy 剂量下的绿色球状

体有分化迹象（图 3，G），其余剂量下均无分化迹象（图 3，K、O）。辐照后 6 周，50 Gy 剂量下的

绿色球状体虽有局部坏死，但存活下来的单个球状绿色颗粒已分化出幼苗（图 3，H），100 Gy 剂量

下的绿色球状体出现大面积坏死，但有少量存活并有分化迹象（图 3，L），150 Gy 剂量下的绿色球

状体除个别的单个绿色球状颗粒存活外，其余全部死亡，且存活的单个绿色球状颗粒无分化迹象（图

3，P）。 

不同剂量绿色球状体表型损伤程度差异随着培养时间延长逐步显现，并最终表现为绿色球状体

存活率、鲜样质量增加量及分化率的差异。 
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图 3  波士顿蕨绿色球状体 60Co-γ射线辐射的表型损伤  

Fig. 3  Morphology damage of Boston fern GGB radiated by 60Co-γ rays  

 

 

2.3.2  细胞损伤 

未经辐照的单个绿色球状颗粒顶端为分生组织区域，有大量胚性细胞（图 4，A）。 

辐照后 2 周观察，150 Gy 剂量下绿色球状体的胚性细胞显著减少，但仍具增殖能力，可以产生

新的绿色球状颗粒（图 4，B）。 

50 ~ 150 Gy 剂量下的绿色球状体细胞内均发现微核存在。微核是由脱离细胞核的染色体片段或

整条染色体形成，是判断细胞辐射损伤的一个重要标志。微核主要集中于 100 ~ 150 Gy 剂量下的绿

色球状体细胞内（图 4，C），50 Gy 剂量下微核相对较少。 

此外还观察到正在脱离细胞核的两个染色体片段（图 4，D），未来将可能形成双微核。 
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图 4  波士顿蕨绿色球状体 60Co-γ射线辐射的细胞损伤 

A. 组成绿色球状体的单个绿色球状颗粒（0 Gy）；B. 绿色球状体的胚性细胞数量减少，箭头示形成新的单个绿色球状颗粒（150 Gy 辐照后

2 周）；C. 箭头示绿色球状体细胞的微核（100 Gy 辐照后 2 周）；D. 箭头示正在脱离细胞核的染色体片段（100 Gy 辐照后 1 周）。 

Fig. 4  Cellular damage of Boston fern GGB radiated by 60Co-γ rays 

A. Single green globular bodies of GGB（0 Gy）；B. Reduction of embryogenetic cells in GGB，arrow indicates the new single GGB 

（2 weeks after irradiated at 150 Gy）；C. Arrow indicates cellular micronucleus in GGB（2 weeks after irradiated at 100 Gy）； 

D. Arrow indicates chromosome fragment separating from cell nucleus（1 week after irradiated at 100 Gy）. 

2.4  波士顿蕨 60Co-γ射线诱变情况 

如图 5 所示，波士顿蕨对照植株为一回羽状复叶，小叶羽状中裂，小叶边缘褶皱（图 5，A）。

在 5 ~ 20 Gy 剂量下，叶片均未出现变异。50 ~ 200 Gy 剂量下，叶片变异的主要类型为二回羽状 

图 5  60 Co-γ射线辐照后波士顿蕨绿色球状体分化植株的叶片变异情况 

A. 对照（0 Gy）；B. 突变体 Neg1（150 Gy）；C. 白化突变体（200 Gy）。 

Fig. 5  Leaf mutation of Boston fern plants differentiated from GGB radiated by 60Co-γ rays 

A. Control（0 Gy）；B. Mutant Neg1（150 Gy）；C. Albinism mutant（200 Gy）. 
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复叶（图 5，B）、白化（图 5，C）和小叶边缘褶皱程度的改变（图 5，B、C），其中白化植株在后

期生长过程中会逐渐死亡。如图 5，B 所示为 150 Gy 剂量下突变单株的叶片，二回羽状复叶，小羽

片边缘有缺刻，且边缘无褶皱，将此突变单株记为 Neg1。 

如表 2 所示，对照波士顿蕨株高为（35.81 ± 1.00）cm，5 ~ 20 Gy 剂量下，株高未发生显著变

化，50 ~ 200 Gy 剂量下，株高随剂量的增加而变矮，200 Gy 时株高仅为（11.10 ± 1.30）cm。 

 

表 2  60Co-γ射线辐照后波士顿蕨绿色球状体分化植株的株高和叶片变异情况 

Table 2  Leaf mutation of Boston fern plants differentiated from GGB radiated by 60Co-γ rays 

剂量/Gy 
Dose  

植株数量 
Number of  
plants 

株高/cm 
Plant height  

叶片变异株数 
Number of  
mutants in leaf 

叶片变异情况（数量） 
Mutants in leaf（Number） 

叶形变异率/%
Leaf mutation 
rate  

0 102 35.81 ± 1.00 a 0 — — 
5 147 34.92 ± 1.51 a 0 — — 

10 201 34.97 ± 1.29 a 0 — — 
20 148 32.83 ± 1.00 a 0 — — 
50 208 29.13 ± 0.95 b 1 白化（1）Albinism（1） 0.48 

100 258 25.71 ± 1.03 c 3 白化（2），小叶叶形改变（1） 
Albinism（2），mutation of leaflet shape（1） 

1.16 

150 342 19.40 ± 1.12 d 9 白化（6），小叶叶形改变（2），二回羽状复叶及小叶叶形改变（1）
Albinism（6），mutation of leaflet shape（2），mutation of  
bipinnate leaves and leaflet shape（1） 

2.63 

200 96 11.10 ± 1.30 e 3 白化及小叶叶形改变（1），小叶叶形改变（2） 
Mutation of albinism and leaflet shape（1），mutation of leaflet 
shape（2） 

3.13 

250 — — — — — 

注：同一列中标记有不同小写字母的数据，表示在显著水平为 0.05 的最小显著性差数法（LSD）检测中相互间存在显著差异；株高表

示为平均值 ± 标准误。 

Note：In each column datas followed by the different lowercase letters are significantly different from each other at P < 0.05 according to LSD 

test. Plant height is indicated as mean ± SE. 

3  讨论 

波士顿蕨绿色球状体的存活率随 60Co-γ射线辐照剂量的增加而下降，并呈线性关系，这与香蕉

属（Musa）和荚果蕨（Matteuccia struthiopteris）等一致（Kulkarni et al.，2007；余蓉培 等，2015）。

半致死剂量（LD50）是辐射诱变的常用剂量，同种植物不同材料的半致死剂量存在差异，Howland

和 Boyd（1974）采用 60Co-γ射线对蕨（Pteridium aquilnum）的干燥孢子、浸泡 1 h 和 24 h 的孢子

进行辐照处理，得到半致死剂量分别为 80、40 和 30 Gy，而李洪艳等（2010）得到蕨愈伤组织 60Co-γ

射线的半致死剂量约为 5.16 × 10-1 C · kg-1。荚果蕨绿色球状体的 60Co-γ射线半致死剂量为 69 Gy（余

蓉培 等，2015），而在本研究中，波士顿蕨绿色球状体的 60Co-γ射线半致死剂量为 128 Gy。半致死

剂量的差异主要源于不同材料之间的辐射敏感性差异（Morishita et al.，2003；邢莉莉 等，2010；

孔滢 等，2013）。 

通常认为射线辐照对植物组织生长发育的影响表现为低剂量促进而高剂量抑制（Kovalchuk et 

al.，2007），低剂量的 60Co-γ射线对木薯 Manihot esculenta（Owoseni et al.，2006）、Hebe ochracea

（Gallone et al.，2012）、刺山柑子 Capparis spinosa（Al-safadi & Elias，2011）外植体的鲜样质量增

加量和不定芽的形成均起到促进作用。而在本研究中，5 ~ 20 Gy 的低剂量 60Co-γ射线辐照对波士顿

蕨绿色球状体的增殖和分化未产生显著影响，在 50 ~ 250 Gy 高剂量下产生抑制作用。类似的情况

也出现在荚果蕨绿色球状体（余蓉培 等，2015）以及山葵（Wasabia japonica）愈伤组织（Hung & 
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Johnson，2008）的 60Co-γ射线辐照处理中。 

在蕨类植物辐射损伤研究中，辐照处理的孢子萌发形成的配子体会出现白化、叶绿体畸形、细

胞分裂受抑制、形成深绿色瘤状物，配子体培养数月仍不能形成孢子体，并最终死亡（Haigh & 

Howard，1973；Palta & Mehra，1973）。而在本研究中，波士顿蕨绿色球状体的 60Co-γ射线辐射表

型损伤为：颜色变深，变紧实，单个绿色颗粒死亡，增殖及分化受抑制，这与荚果蕨、鸟巢蕨、扇

蕨和凤尾蕨绿色球状体的 60Co-γ 射线辐射损伤相似（余蓉培 等，2015；叶晓青 等，2016）。波士

顿蕨绿色球状体的 60Co-γ射线辐射细胞损伤主要表现为出现微核。微核是判断细胞辐射损伤的重要

标志，也在辐照处理后的荚果蕨（余蓉培 等，2015）、豌豆 Pisum sativum（Vasilenko & Sidorenko，

1995）等植物细胞中发现。 

在本研究中，50 ~ 200 Gy 剂量下，筛选出了波士顿蕨变异植株，并在 150 Gy 剂量下得到了叶

片变异性状显著的突变体 Neg1，其变异性状表现为：二回羽状复叶，小羽片边缘有缺刻，且边缘无

褶皱，这与波士顿蕨芽变性状（Benedict，1916，1922）具有一定的相似性。但与芽变选种相比，

辐射诱变与组织培养相结合缩小了育种筛选群体，同时也缩短了筛选周期。 
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