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摘要：为了解珍稀濒危植物中华双扇蕨(Dipteris chinensis)濒危原因，研究了温度和湿度对其孢子萌发的影响。结果表明，中

华双扇蕨孢子萌发能力较强，萌发方式为 Vittaria 型，配子体萌发为 Marattia 型。中华双扇蕨孢子繁殖不受温度影响，而湿

度显著影响孢子繁殖过程，湿润环境中孢子正常萌发，并形成心形配子体，顺利长出幼孢子体；而干旱环境下孢子难以萌发,

配子体形态不规则发育，褶皱增加。中华双扇蕨在不适环境下孢子繁殖存在障碍，可能是导致其野生种群及数量下降的原因

之一，对这类珍稀濒危植物的就地和迁地保护需要注意营造湿润的生境。 

关键词：中华双扇蕨；环境因子；组织培养；配子体；形态发育 
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Abstract: To understand the endangered reasons of Dipteris chinensis, a rare and endangered plant, the effects of 

temperature and humidity on spore germination was studied. The results showed that the spore germination ability 

was strong, with Vittaria-type germination mode and Marattia-type gametophyte germination. The spore 

propagation of D. chinensis was not affected by temperature, while significantly influenced by humidity. The spores 

germinated normally in humid condition, forming heart-type gametophytes, and producing young sporophytes 

successfully. However, spores could not germinate under drought condition, gametophytes were inclined to 

irregularly development and folds increased. Therefore, the obstacles in spore reproduction of D. chinensis under 

unsuitable environment might be one of the reasons leading to the decline of wild population, so that in situ and ex 

situ conservation of these rare and endangered plants should pay attention to creating moist habitats. 

Key words: Dipteris chinensis; Environmental factor; Tissue culture; Gametophyte; Morphological development 
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许多蕨类植物由于自然和人为干扰而处于珍

稀濒危状态，急需开展繁殖过程研究，为保护和利

用提供支撑。蕨类植物是具有两个能独立生活的植

物体，即孢子体和配子体[1]。孢子体和配子体的生

活策略并不相同。在野外难以发现蕨类配子体，而

孢子繁殖研究有助于揭示蕨类孢子-配子体-孢子体

的发育过程。目前，我国报道了孢子繁殖研究的仅

有 34 科 80 属 157 种蕨类植物，占全国蕨类植物总

数的 5%[2]，需要对更多的、尤其是珍稀濒危蕨类的

孢子繁殖进行研究。 

双扇蕨科(Dipteridaceae)属于真蕨纲薄囊蕨亚

纲，起源于 2.5 亿年前的中生代早期，有 7 属百余

种在中生代遍布全球，物种非常丰富，但至今仅存

1 属 8 种，分布在热带-亚热带地区，为孑遗植物[1,3]。

从一个地质历史上分布很广泛的类群成为现在的

孑遗类群，这可能与双扇蕨科植物的繁殖特征和适

应能力有一定联系。中华双扇蕨(Dipteris chinensis)

是双扇蕨科双扇蕨属植物，小型或中型草本，陆生

或石缝生[4]。中华双扇蕨具有重要的观赏、药用和

科研价值, 被列为珍稀濒危物种[5]，也是广东和湖

南省重点保护的野生植物，主要零星分布在中国广

东、广西、重庆、贵州、云南、湖南，中南半岛和

缅甸北部[1]。 

目前，关于中华双扇蕨的研究主要有分类修

正[6]、系统进化史评估[7]、形态学[8]和化合物提取及

应用[9]，对双扇蕨(Dipteris conjugata)[10]和喜马拉雅

双扇蕨(Dipteris wallichii)[11]的配子体发育过程和生

长素与生根关系的研究已有报道。Ouyang 等[12]在

南岭国家级自然保护区的中华双扇蕨群落调查中

发现幼苗数量少，种群结构衰退，孢子实生苗极其

少见。然而，中华双扇蕨孢子体积很小，通过风可

进行远距离散播[13]，遇适宜的生境便会萌发，推测

中华双扇蕨孢子繁殖和配子体适应能力可能是导致

该类群数量少且物种单一的原因。而配子体形态对

蕨类演化和发育以及生态适应具有重要的意义[14]。

本研究通过采集成熟孢子，设置不同温度和湿度的

培养环境，探讨孢子萌发率和配子体形态特征的变

化，为中华双扇蕨的保护和利用提供科学参考。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 孢子材料 

2020 年 12 月初，在南岭国家级自然保护区(24° 

42′~24°47′ N, 112°51′~112°57′ E)的中华双扇蕨种

群中剪取 3株中华双扇蕨成熟植株的 1/2叶片(有成

熟孢子囊)，放进硫酸纸折成的简易信封中带回实验

室，竖直放置在自然干燥、无风、避光环境下，约 7 d

后孢子囊因自然干燥开裂，孢子弹射在硫酸纸上, 用

1 mL 离心管将孢子收集，放入-4 ℃冰箱保存备用。 

 

1.2 孢子培育和观察 

取出装有孢子的离心管，加入 1 mL 5% NaClO

溶液，不间断振荡消毒 10 min 后，10 000×g 离心

2 min，无菌水洗涤离心重复 3次，倒出废液后, 制

成孢子悬浊液。用已消毒灭菌的镊子沾取孢子均

匀接种在 1/2MS 培养基中，设置自然温度(10 ℃, 

孢子成熟期的均温)、25 ℃、不加水和加 2 mL水共

4 组处理，置于人工培养箱(RXZ-1000B 型，宁波江

南仪器厂)中培养，培养条件为温度10 ℃ /25 ℃, 湿

度 78%~80%，光照 14 h/d，黑暗 10 h/d，光照强

度约 90 μmol/(m2·s)。以出现假根为标准计算萌发

率 [15]。统计萌发率后将其转到湿润和干旱泥炭土

培养盒中继续培养，将 2 等份已处理的泥炭土用无

菌水充分润湿后，将培养基中片状体均匀地移入

培养盒中并盖好，相同的水分控制，湿润培养盒

3~5 d 加水 1 次，培养条件相同。以上操作均在超

净台完成。 

接种 15 d 后开始观察，在孢子开始萌发及配子

体发育时期，选取典型材料制成临时装片，放置在

电镜(JSM-6360LV, JEOL, Japan)和光学显微镜下

(Olympus-BH2, Japan)，并用 ECLIPSE-E600 相机

(Nikon, Japan)观察记录，保持同倍数镜头随机选择

5 个视野，拍照计数 20 个孢子，以平均值为最终结

果[16]。 

 

1.3 数据处理 

将所有数据录入 Microsoft Excel 2013，采用 R 

3.6.3 进行单因素方差分析，以 P<0.01 表示差异显

著，使用 Adobe Photoshop CC 2019 处理图片。 

 

2 结果和分析 

 

2.1 孢子囊和孢子形态 

中华双扇蕨孢子囊近圆形、细小，橙黄色，肉

眼无法观察(图 1: A)，具有纵生环带，中部开裂弹

射孢子。成熟孢子为透明色或浅黄绿色，极面观为
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椭圆形，两端稍平钝；赤道面观为豆形, 但近极面

较平；孢子大小约为 20.1 μm×40.0 μm; 孢子为单列

缝，几乎长达孢子赤道线(图 1: B, C)。还观察到极

个别孢子为 3 裂缝(图 1: D)。孢子外壁厚约 1.0 μm 

(图 1: E)，没有明显的分层现象，附有一层薄薄的

外膜，表面光滑，未见清晰的纹饰(图 1: F)。 

 

 

图 1 中华双扇蕨孢子囊和孢子。A: 孢子囊; B, C: 单裂缝孢子; D: 三裂缝孢子; E: 孢子壁; F: 孢子纹饰; As: 环带; Mi: 单裂缝; Ti: 三裂缝; Sd: 孢子

壁; Me: 薄膜。 

Fig. 1 Sporangium and spores of Dipteris chinensis. A: Sporangia; B, C: Monolete spore; D: Trilete spore; E: Sporoderm; F: Ornamentation of perispore; As: 

Annules; Mi: Monolete; Ti: Trilete; Sd: Sporoderm; Me: Membrane. 

 

2.2 孢子萌发 

孢子播种 20~25 d 体积开始稍微变大(图 2: A)，

随后孢子内原生质逐渐收缩，同时产生若干个大小

不一的叶绿体细胞(图 2: B)。35 d 后，孢子壁从裂

缝处伸出 1 条假根，似圆状，无色透明，有一层薄

膜(图 2: C)，随着假根伸长，可以清楚地观察到根

部的绿色颗粒物质(图 2: D)。初生假根一般垂直于

近极面，首端不发生弯曲，极少数微微弯曲，向下

生长(图 2: E)。继续培养根部颗粒物逐渐消失，慢

慢形成枝干形态(图 2: F)。 

 

 
图 2 中华双扇蕨孢子萌发。A: 孢子变大; B: 初生假根(Pr); C: 假根内叶绿体; D: 初生假根基部膨大; E~ F: 长假根。 

Fig. 2 Spore germination of Dipteris chinensis. A: Spore imbibitions; B: Primary rhizoid (Pr); C: Chloroplast distribution in rhizoid; D: Base of primary rhizoid 

expanded; E-F: Long rhizoid. 

 

2.3 片状体 

继续发育至片状体阶段时，中华双扇蕨片状体

形态变化多样，主要有片形片状体和立体片状体。

中华双扇蕨的片状体有条形、圆形、方形、或者不
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规则形(图 3: A~F)，随着片状体细胞不断分化生长，

其底部假根的数量也在增加。片状体的生长点两侧

细胞分裂速率快慢，决定了后期原叶体的形状。随

着片状体细胞不断分裂和发育，逐渐长出原叶体(配

子体)，但后期也会出现特殊形状的片状体(图 3: F)。 

 

2.4 原叶体 

原叶体也称配子体，正常发育成熟的原叶体呈

对称的心形(图 4: A, B)，原叶体边缘较平滑，假根

在腹面两侧均有生长(图 4: B)，颜色也逐渐变成浅

褐色(图 4: B)。毛状体会在配子体时期出现，为乳

突毛状体，散乱地分布在配子体上(图 4: C)。性器

官杂乱地出现在原叶体的腹部假根丛中，或者附着

在边缘细胞的表面(图 4: C, D)。中华双扇蕨的颈卵

器，与大多数蕨类植物的颈卵器有着相同的特征, 

属于包埋型(图 4: C)。颈卵器发生在配子体的表面细

胞，其颈部由 4 列 5 层细胞构成。成熟的中华双扇

蕨配子体腹面、中肋和边缘都分布着许多颈卵器, 待

发育成熟后，顶端开裂；而精子器散生在原叶体边

侧或背部，圆球形，与水龙骨科(Polypodiaceae)和紫

萁科(Osmundaceae)植物精子器相似，均属于突出型

(图 4: D)。在有水环境下，精子器发育成熟释放大量

的精子，精子进入颈卵器, 与卵结合进而发育成胚,

最终形成幼孢子体(图 4: E, F)。幼孢子体从成熟的原 

 

 

图 3 中华双扇蕨的片状体。A: 条形; B: 圆形; C: 方形; D~ E: 不规则形; F: 特殊形状片状体后期。 

Fig. 3 Platellite of Dipteris chinensis. A: Strip; B: Circular; C: Rectangle; D-E: Irregular; F: Later stage of special prothallial plate. 

 

 
图 4 中华双扇蕨原叶体。A, B: 心形原叶体; C: 颈卵器; D: 精子器; E: 幼孢子体; F: 心形幼孢子体; Mt: 乳突毛状体; Ap: 生长点; Rh: 假根; Ga: 配子

体; Ve: 叶脉。 

Fig. 4 Prothallus of Dipteris chinensis. A, B: Cordate prothallus; C: Archegonium; D: Antheridium; E: Young sporophyte; F: Cordate sporophyte; Mt: Mastoid 

trichome; Ap: Apical point; Rh: Rhizoid; Ga: Gametophyte; Ve: Vein. 
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叶体腹面假根中长出，而原叶体逐渐变透明。一般

幼孢子体为两侧对称的心形状，可以清晰看见孢子

叶上有叶脉(图 4: F)。 

 

2.5 干旱培养条件下配子体形态特征 

在干旱环境下培养，原叶体停止发育或呈不规

则形状(图 5: A~D)。背部和底部涌现大量假根(图

5: A)，假根由褐色逐渐加深，配子体的褶皱增加(图

5: B~D)，配子体的生长点附近保持绿色并缓慢生

长，其余部分变为浅褐色。 

 

2.6 孢子萌发率 

由图 6 可见，在自然温度(10 ℃)和 25 ℃下培

养，除第26天自然温度的萌发率略低于25 ℃的外，

两者的孢子萌发率没有显著差异。环境湿润程度对

孢子的萌发率有显著影响(P<0.01)，与湿润环境相

比，干旱条件下的孢子萌发率极低，仅在第 50 天

才观察到极个别孢子有萌发迹象。 

 

3 结论和讨论 
 

3.1 孢子萌发过程 

中华双扇蕨孢子繁殖周期约 4 个月左右，经历

5 个阶段，分别是孢子萌发及初生假根期、丝状体

期、片状体期、原叶体期和幼孢子体期。首先单裂

缝处伸出一条假根，透明伴有叶绿体，在发育过程

中垂直于单裂缝方向伸长，偶见假根基部膨大或末

端弯曲现象，这在蕨类孢子萌发中属常见现象[17]; 

 

 

图 5 干旱环境下中华双扇蕨的不规则型配子体(A~ D)。Fo: 褶皱; Rh: 假根。 

Fig. 5 Irregular gametophyte (A-D) of Dipteris chinensis under arid environment. Fo: Folds; Rh: Rhizoid. 

 

 

图 6 温度和湿度对中华双扇蕨孢子萌发率的影响。**: P< 0.01。 

Fig. 6 Effect of temperature and moisture on germination rate of Dipteris chinensis spores. **: P< 0.01. 
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丝状体留存时间短，片状体一般为匙状，配子体多

为雌雄同体，颈卵器为四面体，成熟精子器为圆球

形。相比于不规则型的配子体来说，心型配子体更

富有活力，较易观察到幼孢子体的产生，一般从配

子体腹部长出，随着幼孢子体的生长，配子体逐渐

凋零。 

双扇蕨属萌发方式均为 Vittaria 型[10–11]，发育

过程大致相似，但也存在些许差异。电镜观察表明，

与双扇蕨孢子不同，中华双扇蕨孢子中有透明孢子

和黄绿色孢子，数量相当，这在之前的研究中未见

报道。黄绿色的孢子内部可能含有叶绿体，即绿色

孢子，这种类型的孢子仅存在几个相互无关联的科

和属中，或者部分孢子外壳为黄绿色。有人认为绿

色孢子相较于非绿色孢子的寿命更短，萌发更快, 

就像不耐干燥和贮藏的顽拗性种子 [18–19]。Sandip- 

kuamr[11]报道喜马拉雅双扇蕨孢子在保存 45 d 后丧失

萌发活力，而新鲜孢子萌发能力则很强，中华双扇蕨

孢子的表现与之相同。最近的研究指出绿色孢子也具

有干燥耐性，节节草(Equisetum ramosissimum)[20]、沼

生木贼(E. telmateia)[21]、欧紫萁(Osmunda regalis)和荚

果蕨(Matteuccia struthiopteris)[22]的孢子在合适的储

存方式下能延长孢子寿命。 

在不利的环境下，与其同属蕨类不同的是，中

华双扇蕨配子体会涌现乳突毛状体，而乳突毛状体

被认为具有增强反光、抗旱、抵御昆虫啃食的能

力[1]，但现今未有毛状体作用机制的相关解释。另

外，不利环境抑制了雌雄同体的配子体形成，其中，

双扇蕨会产生许多精子器，并且有细长颈卵器，其

颈部由 7~9 层细胞组成[10]，而中华双扇蕨偏向产生

更多的颈卵器，两者的颈卵器发育均与薄囊蕨类

相同[1]。中华双扇蕨萌发趋于原始类型，以板块或

团块状萌发，与紫萁科、里白科(Gleicheniaceae)相

似[23–24]。然而，与系统发育树上最近的水龙骨科的

萌发方式不同，水龙骨科发育方式有 Adiantum 型和

Drynaria 型[25]。这表明中华双扇蕨孢子萌发方式虽

表现为原始类型，但黄绿色的孢子，乳突毛状体等

现象的发生，说明中华双扇蕨处于较进化的位置,

其配子体应具有一定的抗逆性。 

 

3.2 湿度影响中华双扇蕨孢子萌发  

中华双扇蕨孢子萌发类型属于 Vittaria 型。在

无菌培养中约 20~25 d 开始萌发，在不含任何营养

物质的无菌水中也可萌发，说明中华双扇蕨孢子萌

发要求不高，萌发能力强，不存在任何休眠期，因

此，中华双扇蕨孢子的萌发特性不会导致其野外种

群更新困难。而在不同温度、湿度和凋落物浓度培

养条件下，温度对中华双扇蕨孢子萌发并没有影

响，然而，湿度对孢子萌发有显著影响。首先，干

旱环境下孢子不能顺利完成吸胀吸水过程。而中华

双扇蕨恰巧在旱季(9 月至次年 1 月份)产生孢子，降

雨少，土壤极干，向下挖掘 30 cm 也不见潮湿的土

壤，这可能是中华双扇蕨野生孢子实生苗少的原因

之一。其次，中华双扇蕨的孢子遭遇长时间缺水可

能引起其内部结构的变异、损坏，而无法开始萌发。 

蕨类孢子的萌发机制遵循与种子相同的原理[26]。

大多数蕨类孢子吸水后体积变大，内部亲水物质吸

引水分子，代谢活动增强，启动一系列生理反应。

然而，有研究表明仅 10%的蕨类物种具有较好的耐

干旱性[27]。蕨类孢子在遭遇干旱时，孢子细胞体积

减小[28]，细胞原生质或脂质体从流体结构变成固体

结构[29]，Walters[30]认为细胞在干燥环境中容易处于

不稳定状态，极易超过细胞体积的最小阈值。相关

研究也表明，固体结构中因分子的聚集阻碍了分子

迁移速率，细胞基质可能丧失生存活力[31–33]。 

 

3.3 干旱环境下中华双扇蕨配子体褶皱增加 

中华双扇蕨配子体在适宜环境下可以顺利发

育出性器官并完成受精，干旱条件下的中华双扇蕨

配子体的体型变大，形状不规则化，假根增生，性

器官数量比例分配不均。据此，我们猜测中华双扇

蕨的配子体具有一定耐旱性，其复杂的形态可短暂

地抵抗干旱。不同于种子植物通过增厚叶片，改变

叶片角度等方式来减少水分蒸发，抗旱能力较强的

蕨类配子体通常具有复杂的形态[34]。Watkins[35]研

究发现蕨类配子体复杂多变的褶皱可能在干燥生

境中对物种的生存起着重要作用。水龙骨科、骨碎

补科(Davalliaceae)、条蕨科(Oleandraceae)等蕨类种

群多达 60%~70%为附生或干旱陆生物种，大多数

配子体形态复杂多变，褶皱重叠弯曲[35]，从而形成

微小空间的高湿空气，延长并保持了湿润和光合作

用的时间[36]。Pittermann 等[37]报道短叶风铃草(Cam- 

pylonnerum brevifolium)复杂形态配子体的干燥速度

远慢于具有简单形态的陆生植物糠秕藻 (Pityro- 

gramma galomelanos)。因此, 我们推测中华双扇蕨

配子体在遭遇干旱或缺乏自由水的情况下，通过丰

富其配子体形态变化和生理活动调节来获得存活
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和完成受精的机会，还需进一步的实验观察证据。 

中华双扇蕨的濒危原因包括生境胁迫、孢子

萌发受阻和配子体发育畸形 3 个方面。历史时期

中华双扇蕨由于古气候的重大变化和地质活动使

得该蕨生境面积狭窄，呈零星分布；而在恶劣(干

旱)的环境下，孢子难以萌发或配子体形态畸变导

致其生存与扩繁的机会渺茫，种群数量不易增加，

种群更新困难。孢子繁殖对于蕨类种群扩张和更

新是极其重要的途径。因此，对中华双扇蕨实施

就地保护过程中，可以在孢子萌发季节通过喷灌

改善其萌发条件。在迁地保护时，营造湿润的生

境很重要。当然，还可结合人工分株繁殖和人工

孢子繁殖方法帮助育苗用于园林绿化。而针对濒

危蕨类物种，应对其生境特点、孢子特性、配子

体发育规律和繁殖生物学等进行系统研究来制定

科学高效的保护措施。 
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