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通过拟原球茎发生途径建立春石斛兰的组织培养体系
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　　摘　要:以春石斛兰无菌幼苗茎段为外植体 ,分别研究了拟原球茎的诱导 、增殖 、分化 、生根

的培养基配方。结果表明:拟原球茎诱导率最高的培养基为 KC +6-BA 0.8 mg/L+NAA 0.5

mg/ L;拟原球茎增殖培养基为 MS +6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.1 mg/L;拟原球茎的分化培养基为

MS+NAA 1.0 mg/L+KT 1.5 mg/L;不定芽生根培养基为1/2MS或 MS +NAA 0.5 mg/ L。
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　　石斛兰(Dendrobium nobi le Lindl)又名杜兰 ,石斛 ,

石兰等 ,是兰科植物中最大的属之一 ,种类繁多。原产

于中国 、日本 、东南亚及澳大利亚 ,为多年生附生落叶或

常绿草本植物。由于其花形各异 ,姿态优美 ,花色艳丽

多彩 ,花多而且花期长 ,深受人们喜爱。石斛兰为四大

观赏兰之一 ,分为春石斛和秋石斛 ,春石斛春季开花 ,花

开在茎节两侧 ,秋石斛秋季开花 ,花从茎顶开出。春石

斛兰是继蝴蝶兰 、大花蕙兰之后最有希望的兰花商业品

种 ,其需求量增长甚快 ,目前我国主要依靠从日本 、韩国

进口 ,利用组织培养技术进行规模化生产已迫在眉睫。

我国从 20世纪70年代中期开始 ,对石斛的组织培

养进行深入研究 ,进展很快。据报道 ,目前已在霍山石

斛、金钗石斛 、铁皮石斛等 9种石斛属植物成功诱导出

无性繁殖系和离体种子苗 ,并已进入规模生产阶段。作

为观赏花卉的春、秋石斛的组培研究工作 ,自20世纪 80

年代开展以来 ,取得可喜的进展 ,离体种子的发芽成活

率在 90%以上 ,秋石斛分生苗已进入工厂化生产。春石

斛品种间差异很大 ,分生苗的诱导有一定难度 ,目前仍

处于探索阶段。

现应用春石斛兰离体种子无菌苗作为材料 ,先进行

切段繁殖 ,从侧芽诱导出拟原球茎 ,并对其进行增殖 ,最

后分化出完整的春石斛兰植株 ,现将结果总结如下。

1　材料与方法
1.1　材料

春石斛兰离体种子无菌苗由张家口市农业科学院

花卉研究所提供。

1.2　方法

将健康的春石斛兰无菌苗自两节中间剪开 ,每段带

1个叶片接种于固体培养基上 ,诱导出侧芽后 ,将侧芽掰

下 ,接种于拟原球茎诱导培养基上 ,45 d后调查拟原球

茎诱导率。将拟原球茎接种于增殖培养基上 ,1个月后

调查增殖系数 ,将拟原球茎接种于分化培养基上 , 40 d

后调查分化率 ,最后将拟原球茎分化出的不定芽接种于

生根培养基上 ,1个月后调查生根率。培养基的 pH 值

为 5.4 ,添加 20 ～ 30 g/ L 的蔗糖 , 5 g/ L 的活性碳 ,以

7 g/L 的琼脂固化 ,培养室温度为 24 ～ 26℃,每天光照

13 h ,光照强度为3 000 lx。

2　结果与分析
2.1　不同培养基对拟原球茎诱导的影响

将春石斛兰的茎段接种于不含任何激素的 KC培

养基上 ,1周后茎段开始膨大 ,15 d后长出侧芽 ,将侧芽

掰下 ,接种于拟原球茎诱导培养基上 ,45 d后调查拟原

球茎诱导率 ,结果见表 1。

　　从结果看出 ,在 KC培养基上 ,在 NAA浓度保持不

变的情况下 ,6-BA的浓度在 0.2 ～ 0.8的范围内 ,随浓度

的提高 ,拟原球茎的诱导率呈上升趋势。

　　表 1　6-BA的浓度变化对春石斛兰拟原球茎

诱导率的影响

KC
不同的激素配比

6-BA/mg·L-1 NAA/mg·L-1
春石斛兰拟原球茎诱导率

1 0.2 0.5 15.07

2 0.4 0.5 28.86

3 0.6 0.5 40.81

4 0.8 0.5 57.57

2.2　春石斛兰增殖培养基的筛选

将诱导出的春石斛兰拟原球茎接种于增殖培养基

上 ,1个月后调查结果见表 2及图 1。从结果看出 ,适宜

春石斛兰拟原球茎增殖培养基为MS +6-BA 2 mg/L+
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NAA 0.1 mg/ L。

　　表 2　在不同的培养基上原球茎的增殖情况
培养基 拟原球茎增殖情况

Ⅰ:MS+NAA 0.5 mg/L+KT 1.5 mg/ L

Ⅱ:MS+6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.1mg/ L

拟原球茎分化为幼苗 ,部分褐化死亡

拟原球茎部分增殖 ,增殖系数约 6倍左右

2.3　春石斛兰拟原球茎分化培养基的选择

将增殖的春石斛兰拟原球茎接种于分化培养基上 ,

结果见表 3和图 2。从结果看出 ,在 MS 培养基中 ,KT

浓度保持不变的情况下 ,NAA的浓度以1 mg/L的分化

率最高。

　　表 3　NAA的浓度对春石斛兰拟原球茎

分化率的影响
MS培养基 NAA/mg·L-1 KT/mg·L-1 分化率

1 0.5 1.5 71.2

2 1 1.5 85.3

3 1.5 1.5 60.8

2.4　春石斛兰不定芽生根培养基的选择

将拟原球茎分化出的不定芽接种于生根培养基上 ,

1个月后调查生根率和平均根数 ,结果见表 4。从结果

看出 ,2种培养基均能很好的生根 ,MS +0.5 mg/L NAA

稍优于 1/2MS。

　　表 4　不同生根培养基对春石斛兰生根情况的影响
培养基 生根率/ % 平均根数/个

MS+0.5(mg/ L)NAA 100 6.13

1/2MS 100 5.78

2.5　移栽

将组培所得的春石斛兰苗移入温室 ,练苗 3 d后移

栽。移栽前先洗净组培苗根部培养基 ,用 50%的多菌灵

可湿性粉剂1 000倍液浸泡15min ,然后移入苔藓基质中 ,

其移栽成活率为72%。春石斛兰移栽成活苗见图4。

3　讨论
　　在春石斛兰的组织培养过程中 ,会产生褐化。原因

是由于植物离体组织或细胞中的多酚氧化酶被激活 ,和

酚类物质氧化产生棕黄色的醌类物质 ,并抑制其他酶的

活性 ,这些酚类物质慢慢扩散到培养基中去 ,毒害外植

体 ,严重影响离体培养植物组织的生长分化和再生 ,造

成生长不良甚至死亡。因此 ,在春石斛兰的组织培养过

程中 ,要防止褐化现象的产生 ,该试验通过在培养基中

加入 0.5%的活性碳 ,很好的解决了褐化问题 ,且发现加

活性碳的培养基幼苗生长显著 ,根系发达 ,叶色浓绿 ,这

与周华伟
[ 6]
的结果相同。

　　春石斛兰组培苗移栽后 ,成活率偏低 ,主要原因可

能是缺乏共生菌。潘超美等
[ 11]
从野生建兰和墨兰根中

分离 、纯化培养收获 4种菌株 ,发现其真菌对诱导石斛

组织培养物(愈伤组织 、拟原球茎以及不定芽)的生长均

有不同程度的促进作用。郭顺星等
[ 12]
从野生铁皮石斛

和金钗石斛根中分离获得内生真菌 25种 ,其中 5种真

菌可促进石斛种子萌发;7种真菌可与石斛幼苗形成共

生关系
[ 12]

。因此 ,分离和筛选促进春石斛生长发育的菌

根真菌 ,可能是提高试管苗移栽成活率 ,解决北方春石

斛生产的关键所在。

　　石斛为世界四大热带兰之一 ,不同种或品种之间 ,

其观赏价值可能有很大区别。离体扩繁技术为石斛种

质资源有效的保存和持续利用提供了可能。
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铁皮石斛试管苗培养技术的研究

陈 　媛 , 谢吉容
(重庆文理学院生命科学与技术学院 ,重庆永川 402160)

　　摘　要:研究了不同量激素浓度 、天然添加物及植入密度对石斛试管苗生长的影响。结果表

明:使用1/2MS培养基并且在其他条件不变的情况下 ,当6-BA的含量在 3.0 mg/L时 ,丛生芽数

量多且有原球茎的发生;香蕉汁具有明显的壮苗和诱导芽增殖的效果;当铁皮石斛茎段植入密度

为10～ 12个/瓶 时 ,对其分蘖和生长有利。

关键词:铁皮石斛;组织培养;激素;香蕉;植入密度
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　　铁皮石斛(Dendrobium candidum Wall.ex Lindl)又

名黑节草 ,俗称铁皮枫斗 ,为兰科石斛属多年生常绿草

本植物 ,是一种名贵药材[ 1] ,早在 1 500年前就被载入

《神农本草经》而作药用 ,具有生津益胃 、清热养阴的功

用。现代药理学研究发现 ,石斛还具有抗衰老和扩张血

管的作用 ,可用于治疗具有阴虚症的急性及慢性咽喉

炎、急性支气管炎 、结核病 、甲状腺机能亢进 、糖尿病、慢

性萎缩性胃炎等症[ 2-3] 。
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　　铁皮石斛属于兰科石斛属 ,石斛属是兰科的第二大

属 ,我国分布有 74种和2变种 ,主产我国安徽西南部 ,浙

江东部 ,福建西部 ,广西西北部 ,四川 、云南东南部地区 ,

生长在 1 600 m的山地半阴湿的岩石上[ 4] ,在自然条件

下的发芽率不到5%,且实生苗生长十分缓慢 ,故其自然

繁殖力极低。加之其为一种重要的药用植物 ,人为开采

严重 ,使野生环境下的石斛数量骤减 ,至 1987年 ,铁皮石

斛被列为国家重点保护野生植物 ,在 1991年出版的《中

国植物红皮书》中被列为濒危种。

　　正是因为石斛的自然繁殖率低和市场的大量需求 ,

才使对其快繁技术的研究显得尤为必要。目前人们采

用组织培养与快速繁殖技术 ,对其试管苗进行人工栽

培 ,改善铁皮石斛繁殖系数低的现状 ,提供石斛试管苗 ,

从而解决市场需求问题 ,最终达到保护野生自然资源的

目的。该研究旨在进一步探究铁皮石斛的快繁体系 ,为

进行其工厂化培育提供参考。

Constraction of Tissue Curture System of DendrobiumNobile

Lindl Through Protocorm-like Body
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Abstract:PLB is successfully induced using the aseptic nodal segments of shoots , the best effect of PLB inducing was ob-

tained by the use of KC+6-BA 0.8 mg/ L+NAA 0.5mg/L.the best effect of PLB proliferation was obtained by the use

of MS +6-BA 2.0 mg/L+NAA 0.1 mg/L;The highest ef ficiency of bud differentiation was obtained by the of MS +

NAA 1.0 mg/ L+KT 1.5 mg/L;the optimal medium to inducee roots was 1/2MS or MS+NAA 0.5 mg/L.

Keywords:Dendrobium nobi le lindl;Tissue culture;Protocorm-like body;Induce;Proliferation;Differentiation;root
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