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　　摘　要:以铁皮石斛为外植体诱导出愈伤组织后 ,分别接种到不同盐浓度的愈伤增殖、茎叶

分化和生根3种培养基中进行耐盐性筛选 ,30 d后进行脯氨酸含量测定。结果表明:在培养基

中 ,NaCl浓度在 0.2%～ 1.0%范围内 ,对铁皮石斛的愈伤增殖 、茎叶分化和生根均产生抑制作用 ,

并且盐浓度越高 ,脯氨酸含量也随之升高 ,抑制作用越大。盐浓度达 0.6%时 ,愈伤诱导受害明

显 ,脯氨酸含量是对照组的 3.60倍;盐浓度高于 0.5%时 ,盐胁迫对不定根和茎叶分化诱导更

显著。
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　　铁皮石斛(Dendrobium of f icinale)为兰科多年生附

生草本植物 ,是一种珍稀的药用植物和园艺植物 ,其含

有石斛碱 、石斛次碱和石斛宁等多种生物碱 ,具有滋阴

清热 、生津益胃 、抗肿瘤、抗衰老和扩张血管的作用
[ 1-3]

。

但因野生铁皮石斛多生长在高山岩石阴面或森林树干

上 ,开花结果少 ,繁殖能力低 ,自然条件下发芽率不足

5%[ 4-6] ,最终导致野生铁皮石斛濒临绝迹。目前 ,生产上

多用组培苗大棚栽培提供铁皮石斛产品 ,因大棚环境相

对密闭 ,室内温度高、土壤水分蒸发量大 ,浇水追肥频

繁 ,导致肥料中的盐分容易随水分上升到土壤耕层产生

盐害 ,影响铁皮石斛的栽培效益 ,但对铁皮石斛苗及耐

盐性的相关研究尚未见报道。因此 ,该试验从培养基盐

分含量梯度入手 ,筛选铁皮石斛组织培养过程的盐分浓

度 ,比较铁皮石斛愈伤组织、茎叶分化苗和生根苗的耐

盐相关性 ,通过游离脯氨酸含量测定来反映其耐盐性 ,

为快速繁殖铁皮石斛苗及幼苗栽培环境提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

铁皮石斛(Dendrobium of f icinale)外植体取自云南

文山广南。

1.2　试验方法

1.2.1　铁皮石斛无菌苗的建立　以铁皮石斛为外植体 ,

用MS+2 mg/ L 6-BA+0.2 mg/ L NAA +3%蔗糖+

10%琼脂为铁皮石斛愈伤诱导培养基;MS +3 mg/L

6-BA+1.5 mg/ L NAA+3%蔗糖+10%琼脂为茎叶分

化培养基;MS+2 mg/L IBA+0.5 mg/L NAA+3%蔗

糖+10%琼脂为生根苗培养基。在以上培养基中得到

铁皮石斛的愈伤组织 、茎叶分化苗和生根苗 ,然后在以

上3种培养基中分别添加 0.0%(CK ,下同)、0.2%、

0.4%、0.5%、0.6%、0.8%、1.0%NaCl浓度进行耐盐性

筛选试验 ,每种培养基20瓶。

1.2.2　脯氨酸标准曲线的制作　按照脯氨酸含量的测

定方法[ 7-8] ,以脯氨酸浓度为横坐标 ,吸光度为纵坐标绘

制标准曲线(图 1)。其线性回归方程为 y=0.05934x+

0.01147(R=0.99771)。

　　表1　　脯氨酸标准溶液的浓度与吸光度
编号 1 2 3 4 5 6

浓度/μg·mL-1 1 2 3 4 5 6

吸光度 0.073 0.137 0.180 0.240 0.316 0.364

图 1　脯氨酸标准曲线
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1.2.3　不同盐浓度对石斛愈伤诱导的影响　所用NaCl

浓度为0.0%、0.2%、0.4%、0.5%、0.6%、0.8%、1.0%。

取 50 d的继代愈伤 ,长 、宽 、高约为 0.5 cm的材料接种

于含不同浓度 NaCl的 MS+2 mg/ L 6-BA+0.2 mg/L

NAA+3%蔗糖+10%琼脂的培养基中培养 ,共 70瓶 ,

每瓶接种2个愈伤。接种后 ,定期观察 、记录其增殖 、受

害情况 ,愈伤大小等外观形态生长情况。盐胁迫30 d后

统计愈伤大小(长×宽×高)、颜色变化等伤害程度。

1.2.4　不同盐浓度对石斛茎叶分化的影响　所用NaCl

浓度为0.0%、0.2%、0.4%、0.5%、0.6%、0.8%、1.0%。

取 50 d的继代愈伤 ,长 、宽 、高约为 0.5 cm的材料接种

于含不同浓度 NaCl的 MS+3 mg/ L 6-BA+1.5 mg/L

NAA+3%蔗糖+10%琼脂的培养基中培养 ,共 70瓶 ,

每瓶接种2个愈伤。接种后 30 d后统计统计茎叶大小

(个数及高度)、颜色变化等伤害程度。

1.2.5　不同盐浓度对石斛生根影响　所用 NaCl浓度

为 0.0%、0.2%、0.4%、0.5%、0.6%、0.8%、1.0%。取

50 d的继代愈伤 ,长 、宽 、高约为 0.5 cm ,置于含不同浓

度NaCl的 MS+2 mg/L IBA+0.5 mg/ L NAA+3%蔗

糖+10%琼脂的培养基上 ,共70瓶 ,每瓶接种 2个愈伤。

接种后 ,定期从外观形态(增殖 、受害情况 ,愈伤大小)上

观察记录 ,盐胁迫30 d ,统计根长度及根数 、颜色变化等

伤害程度。

2　结果与分析

2.1　不同盐浓度对石斛愈伤诱导的影响

由表2可看出 ,随 NaCl浓度升高 ,供试材料的愈伤

生长均被抑制。盐胁迫 30 d ,在 0.2%～ 1.0%范围内 ,

随NaCl浓度升高 ,石斛愈伤受害程度上升。在 NaCl浓

度为0.6%时 ,受害明显。当盐浓度高于 0.6%时 ,石斛

愈伤的生长严重受抑制 ,盐浓度越高 ,抑制作用越大 ,以

致盐浓度到 1.0%全部失水萎蔫死亡。由此 ,铁皮石斛

愈伤增殖培养基中 NaCl临界浓度为 0.6%。

　　表2　　 不同盐浓度下愈伤组织的生长量

NaCl浓度/ % 0.0 0.2 0.4 0.5 0.6 0.8 1.0

愈伤体积平均值

(长×宽×高)/ cm
2.5×2.2×1.25 1.4×1.31×0.99 1.1×0.84×0.62 0.74×0.58×0.59 0.34×0.33×0.37 0.25×0.21×0.23 全部死亡

2.2　不同盐浓度对石斛茎叶分化的影响

组培盐胁迫30 d后 ,随NaCl浓度升高 ,茎叶分化均

受到抑制。对照组 15 d开始形成茎叶分化 ,但含盐胁迫

20 d才少量出现茎叶分化 , 30 d后对结果进行统计(表

3)。由表 3可知 ,试验组的茎叶分化程度明显低于对照

组 ,当盐浓度在 0.4%～ 0.5%时 ,茎叶分化受害明显 ,盐

浓度在 0.6%～ 0.8%时 ,愈伤不增长 ,而到了1.0%时 ,全

部受盐害 ,失水萎蔫。因此 ,确定对于铁皮石斛茎叶分化

耐盐筛选的临界浓度为 0.5%。

　　表3　　 不同盐浓度下铁皮石斛苗茎叶分化情况

NaCl浓度/ %
试验序号

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
平均值

0.0(苗数 、高)/cm 9 、0.5 7、0.5 8、0.4 8、0.4 9、0.3 7、0.5 10、0.4 11、0.3 9、0.4 8、0.4 8.6、0.41

0.2(苗数 、高)/cm 5 、0.3 3、0.3 5、0.4 6、0.3 4、0.4 7、0.3 5、0.2 3、0.4 4、0.3 4、0.4 4.6、0.36

0.4(苗数 、高)/cm 3 、0.1 4、0.1 3、0.2 3、0.1 2、0.1 4、0.2 3、0.1 3、0.1 5、0.2 2、0.2 3.2、0.14

0.5(苗数 、高)/cm 无茎叶分化 ,但愈伤变大

0.6(苗数 、高)/cm 无增长 ,幼苗黄化、干枯 、盐害明显

0.8(苗数 、高)/cm

1.0(苗数 、高)/cm 全部受盐害 ,失水萎蔫

2.3　不同盐浓度对石斛生根的影响

对照组15 d开始形成圆形灰白色幼根 ,但受含盐胁

迫 20 d才逐渐出现少量幼根 ,随NaCl浓度升高 ,铁皮石

斛苗生根过程和生根数量及根系长度均受到明显抑制 ,

30 d后进行结果统计(表 4)。由表4可知 ,盐浓度对铁皮

石斛苗生根过程和生根数量及根系长度均有明显抑制作

用 ,当盐浓度在 0.4%～ 0.5%时 ,生根数量仅为对照组的

1/2 ～ 1/3 ,幼根生长长度明显低于对照组;当盐浓度在

0.8%时 ,无根生长;而到了 1.0%时 ,全部受盐害 ,黄化

萎蔫。因此 ,确定对于铁皮石斛幼根生长耐盐筛选的临

界浓度为 0.5%。

　　表 4　　不同盐浓度铁皮石斛苗根系生长情况
NaCl浓度/ % 0.0 0.2 0.4 0.5 0.6 0.8 1.0

根系条数/条

根系长度/cm

6

7.3

6

4.1

4

2.7

2

1.1

2

0.4
无生根

全部

死亡
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2.4　不同盐浓度对游离脯氨酸含量的影响

2.4.1　不同盐浓度对铁皮石斛愈伤诱导游离脯氨酸的

影响　取30 d不同盐浓度胁迫下材料各0.5 g ,分别置于

大试管中(3次重复),加入5 mL 3%磺基水杨酸溶液 ,管

口加盖玻璃球塞 ,于沸水浴中浸提10 min。取出试管 ,待

冷却至室温后 ,吸取上清液2 mL ,加2 mL冰乙酸和2 mL

酸性茚三酮液 ,于沸水浴中加热 30 min。取出冷却后向

各管加入4 mL甲苯充分振荡 ,以萃取红色物质。静置待

分层后吸取甲苯层 ,以甲苯液为对照 ,在波长520 nm下比

色测定。从标准曲线中查出测定液中脯氨酸浓度 ,按公

式计算样品中脯氨酸含量:脯氨酸(μg/g FW或 DW)=

(C×V/a)/W[ 8] ;式中:C为提取液中脯氨酸含量(μg),由

标准曲线求得;V为提取液总体积(mL);a 为测定时所吸

取提取液的体积(mL);W为样品重(g)。由表 5可以看

出 ,在MS+2 mg/L 6-BA+0.2 mg/L NAA+3%蔗糖+

10%琼脂培养基上接种的愈伤 , 35 d后随着盐浓度的增

加 ,其脯氨酸含量也随之升高。NaCl浓度达0.6%时 ,脯

氨酸含量是对照组的 3.60倍。在 1.0%的盐浓度胁迫

下 ,愈伤失水萎蔫死亡 ,无法测其脯氨酸含量。

表 5 诱导愈伤中的脯氨酸含量
NaCl浓度/ % 0.0 0.2 0.4 0.5 0.6 0.8

诱导愈伤中Pro含量

/μg·g-1
7.52 13.93 20.33 23.01 27.07 36.85

2.4.2　不同盐浓度对铁皮石斛茎叶分化游离脯氨酸的

影响　用2.4.1测脯氨酸含量的方法测得茎叶分化材料

中不同盐浓度胁迫下脯氨酸的含量见表6。由表 6可知 ,

在诱导茎叶分化的最适培养基上接种的愈伤 ,30 d后 ,随

着盐浓度的增加 ,其脯氨酸的含量也随之升高 ,当 NaCl

浓度达 0.5%时 ,脯氨酸含量是对照组的 2.02倍。在

1.0%的盐浓度胁迫下 ,愈伤失水萎蔫死亡 ,无法测其脯

氨酸含量。

表 6　　茎叶分化苗中的脯氨酸含量
NaCl浓度/ % 0.0 0.2 0.4 0.5 0.6 0.8

茎叶分化苗中Pro含量

/μg· g-1
12.24 16.29 17.97 29.76 31.12 50.55

3　结论与讨论

3.1　NaCl浓度对石斛愈伤诱导效果影响

自从植物细胞的全能性获得证实以后 ,利用组织培

养技术 、采用诱变剂 、通过胁迫筛选等方法可以在一定范

围内选择出植物生长的临界值
[ 9]
。该研究从外观形态

(增殖 、受害情况 ,叶片大小)、生长动态和脯氨酸含量几

方面入手 ,确定了对植物危害较大的 NaCl在继代苗耐盐

筛选中的临界浓度。失水萎蔫是盐渍下多种植物最迅速

最严重的盐害症状 ,它直接导致植株死亡。叶片枯焦和

黄化是植物在较低盐胁迫下主要盐害症状[ 10] 。在试验

中 ,石斛愈伤受害程度随 NaCl浓度的升高其伤害程度加

深 ,到1.0%时均达到试验的最大值 ,组培苗致死率超过

100%。当 NaCl浓度在 0.2%时 ,与对照组相比 ,其伤害

程度显著 ,由此表明铁皮石斛的愈伤生长对盐分十分敏

感。在 NaCl浓度为 0.6%时 ,受害差异显著。当盐浓度

高于 0.6%时 ,石斛愈伤的生长严重受抑制。以铁皮石斛

愈伤在 30 d盐胁迫下生长表现为标准 ,NaCl进行耐盐筛

选的适宜临界浓度为0.6%。

3.2　盐浓度对石斛茎叶分化的影响

在茎叶分化的诱导中 ,随NaCl浓度的升高 ,铁皮石

斛茎叶分化受到不同程度的抑制 ,同样在 NaCl浓度为

0.2%时 ,与对照组相比 ,其伤害程度显著 ,当盐浓度在

0.5%时 ,茎叶分化受害明显 ,盐浓度在 0.6%～ 0.8%时 ,

愈伤不增长 ,而到了 1.0%时 ,全部受盐害 ,失水萎蔫。因

此 ,铁皮石斛茎叶分化耐盐筛选的临界浓度为 0.5%。

3.3　脯氨酸含量可作为铁皮石斛组织培养中耐盐性的

一个生理指标

试验在铁皮石斛苗培养基中分别添加了不同浓度的

NaCl ,在盐胁迫30 d的情况下 ,从外观形态(增殖 、受害情

况 ,愈伤大小)上观察记录分析及脯氨酸含量的测定数据

表明 ,铁皮石斛组培苗耐 NaCl的临界浓度为 0.5%～

0.6%之间 ,且脯氨酸含量在一定程度上与 NaCl浓度成

正比 ,可以将脯氨酸含量测定作为铁皮石斛苗耐盐性的

一个生理指标。
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affected , and salt stress on adventitious root induction was more pronounced.
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植物生长调节剂对黄精愈伤组织诱导的影响

杨 玉红
(鹤壁职业技术学院 , 河南鹤壁 458030)

　　摘　要:应用正交设计法研究了不同培养基和4种植物生长调节剂对黄精愈伤组织诱导的

影响。结果表明:6-BA对诱导黄精愈伤组织生长效果显著 ,2 ,4-D 、NAA和 KT 效果不显著;黄精

愈伤组织诱导的最佳培养基为 MS+2 , 4-D 3.0 mg/L +6-BA 1.0 mg/L +NAA 0.5 mg/L +

KT 0.25 mg/L。
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　　黄精是百合科黄精属多年生宿根性草本药用植物 ,

其根茎是传统中药 ,始载于《名医别录》 ,被列为上品。

药典中规定入药的还有同属的多花黄精 ,滇黄精。以干

燥根茎入药 ,味甘性平 ,归脾 、肺 、肾经 ,具有健脾 、补肾 、

润肺 、生津等功效。由于黄精需求的大幅增长 ,造成黄

精野生资源匮乏。李世[ 1] 等人对黄精的野生变家种栽

培进行了研究 ,而且有些地方也开始人工种植黄精[ 2-3] ,

但由于生产上多采用分根繁殖 ,其繁殖系数低 ,种根茎

用量大 ,既不经济 ,又限制了黄精的产量潜力 ,不便栽植

管理与推广 ,而且长期的分根无性繁殖很容易引起黄精

品种退化[ 4] ,且黄精的种子发育较慢 ,从播种到长出地

上部分大概需要 1 a时间 ,且其新生根茎较小 ,因此种苗

问题成了人工大面积种植黄精的瓶颈 ,尤其是黄精GAP

基地建设中所面临的主要问题。

随着组织培养技术在药用植物上的广泛应用 ,为濒

临灭绝的野生药用资源保护和生产替代品提供了新途

径。目前 ,已建立了众多经济植物的商品化大规模栽培

基地 ,均依靠组织培养实现了快速繁殖。利用组织培养

这一技术可以迅速提高黄精的繁殖率 ,同时也可以提高

黄精种质的品质 ,防止退化。徐红梅
[ 5]
等报道了植物生

长调节剂对多花黄精芽体外发生过程中性状的影响 ,认

为激素组合 TDZ 1.5 mg/L +2 ,4-D 1.0 mg/ L 对黄精

根茎芽增殖最有利 ,而徐忠传[ 6] 通过研究则认为激素组

合6-BA 4.0 mg/L+NAA 0.2 mg/L不仅能使芽快速增

殖 ,且不定芽增殖的综合质量好 ,无畸形叶片产生。徐

忠传[ 6]曾报道用多花黄精带芽的根茎成功繁殖出实生

苗 ,但黄精愈伤组织诱导的研究报道很少。现采用正交

实验设计 ,研究不同培养基和4种植物生长调节剂对诱

导愈伤组织生长的影响 ,以期为黄精愈伤组织诱导和细

胞培养奠定基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

采自河南省信阳鸡公山野生黄精植株 ,人工授粉得

到成熟浆果。种子无菌接种在培养基上萌发获得幼苗
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