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梵净山石斛无菌播种及快繁技术
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摘 要: 以梵净山石斛成熟的蒴果为外植体，研究不同培养基、激素浓度处理对梵净山石斛种子萌发、原球茎增
殖、不定芽分化与生根的影响。结果表明，梵净山石斛无菌播种最佳的培养基为 KN + 6-BA 0. 5 mg·L －1 + NAA
0. 5 mg·L －1 +10%CM +AC 1. 0 g·L －1，萌发率达到 95. 5% ; 原球茎增殖最优培养基为 B5 +6-BA 1. 0 mg·L －1 + NAA
0. 1 mg·L －1 +AC 0. 5 g·L －1 ; 筛选出不定芽分化最适培养基为 1/2MS +6-BA 0. 5 mg·L －1 + NAA 0. 2 mg·L －1 +10%
土豆泥 +AC 2. 0 g·L －1，不定芽增殖最适培养基为 1/2MS +6-BA 2. 0 mg·L －1 + NAA 0. 2 mg·L －1 +10%土豆泥 + AC
2. 0 g·L －1 ; 小苗生根适宜的培养基为 1/2MS +NAA 0. 5 mg·L －1 +10%土豆泥 +AC 2. 0 g·L －1。
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梵净山石斛 ( Dendrobium fanjingshanense) 为
兰科石斛属多年生草本植物，是 2001 年在贵州省
梵净山黑湾河海拔 800 ～ 1 500 m 处发现的一个新
种［1］。自发现之时起，一直被认为是贵州特有药
用植物之一［2］。直到 2010 年，叶喜阳等［3］在浙江
九龙山国家级自然保护区内也发现了梵净山石斛的

分布。九龙山国家级自然保护区是目前浙江省唯一
一处记载梵净山石斛分布的区域。梵净山石斛是一
种珍稀名贵的中草药，性味甘淡微咸，寒，归胃、
肾，主要用于治疗口干、烦渴、热病伤津、肺热干
咳、腰膝软弱、阴伤目暗等病症［4］。另外，其花
黄褐色或橙黄色，也可作观赏植物，具有较高的观

赏价值。因而导致了大规模的采挖和频繁发生非法
出口，目前正面临着濒危的状态，然而靠传统的分

株繁殖方式，很难起到保育作用。由于梵净山石斛
种子微小，胚胎发育不完全，在自然条件下种子通

常要与真菌共生才能萌发，造成其种子发芽极为困

难。因此采用无菌播种技术为梵净山石斛快速繁殖
及开发利用提供技术服务。

1 材料与方法

1. 1 材料

以梵净山石斛开花 2 d 后进行自交授粉 120 d
的蒴果为试验材料。
1. 2 方法
1. 2. 1 外植体消毒灭菌
将梵净山石斛的蒴果用流水冲洗 2 h 后，在超

净工作台上用质量分数 75%的酒精浸泡 30 s，再
然后用无菌水冲洗 3 次，再用质量分数 0. 1%
HgCl2 消毒 10 ～ 12 min，最后用无菌水冲洗 5 次。
1. 2. 2 种子萌发培养基的选择
将处理好的蒴果放在无菌操作台上的培养皿

中，先切除两端 ( 0. 5 cm) ，然后把蒴果切开，均
匀地洒在 MS、1 /2MS、B5、KN和花宝 1 号培养基
中，附加 6-BA和 NAA各 0. 5 mg·L －1，以及 10%
椰汁 ( CM) ，活性炭 ( AC) 含量为 1. 0 g·L －1，

蔗糖质量浓度为 30 g·L －1，琼脂为 6. 8 g·L －1。
随时观察萌发情况，60 d 后统计萌发率和生长
情况。
1. 2. 3 原球茎增殖培养基筛选
将萌发培养基上的原球茎转入到增殖培养基

上，采用 L16 ( 4
5 ) 的正交试验设计设置不同基本

培养基 ( 1 /2MS、KC、 B5、VW ) 、6-BA 浓 度
( 1. 0、2. 0、3. 0、4. 0 mg·L －1 ) 、NAA 浓度 ( 0、
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0. 1、0. 5、1. 0 mg· L －1 ) 、AC 含量 ( 0、0. 5、
1. 0、2. 0 g·L －1 ) 等 4 个因素对梵净山石斛增殖
的影响，40 d后统计增重并计算增殖倍数。
1. 2. 4 原球茎分化与丛生芽增殖
将增殖的原球茎转接入基本培养基 1 /2MS 中，

添加 6-BA 浓度 ( 0. 1、0. 5、1. 0 mg·L －1 ) 和生

长素 NAA浓度 ( 0. 1、0. 2、0. 5 mg·L －1 ) 组合的

芽诱导培养基，培养基中 AC 含量为 2 g·L －1、蔗
糖质量浓度 30 g·L －1、琼脂 6. 8 g·L －1，每个组

合培养基为 10 瓶，每瓶 10 个原球茎，30 d后统计
分化芽数及生长情况，60 d 后统计丛生芽数并计
算增殖系数。
1. 2. 5 生根诱导
待丛生芽长至 2 cm高时转接入 1 /2MS 培养基，

分别添加不同浓度的 NAA ( 0. 5、1. 0、2. 0 mg·
L －1 ) 和 IBA ( 0. 2、0. 5、1. 0 mg·L －1 ) 到生根诱

导培养基中，AC含量为 2 g·L －1，蔗糖质量浓度

为 30 g·L －1，琼脂 7. 7 g·L －1。每个组合培养基
为 10 瓶，每瓶 2 ～ 3 个分化小芽，每隔 3 ～ 4 d 观
察培养基中的情况，30 d 后统计生根率、观察根
系生长状况。
1. 2. 6 培养条件
培养室环境的温度为 ( 22 ± 2 ) ℃，光照强度

为 2 000 lx，日光照时间为 12 h。

2 结果与分析

2. 1 种子萌发
将梵净山石斛的种子接到为 MS、1 /2MS、KN、

B5、花宝 1号及附加 BA、NAA浓度为 0. 5 mg·L －1

的萌发培养基上，观察种胚萌发率和生长差异较

大。种子接入培养基 20 d后，在培养基 KN +6-BA
0. 5 mg·L －1 + NAA 0. 5 mg·L －1 + 10% CM + AC
2. 0 g·L －1上可见到白色圆球茎; 60 d 后，原球茎
由白转绿，出现芽苗。
由表 1可见，供试种子在不同培养基上萌发程

度不同。以 KN +6-BA 0. 5 mg·L －1 + NAA 0. 5 mg·
L －1 + 10%CM + AC 1. 0 g·L －1培养基上效果最优，

萌发率可达 95. 5% ; 在培养基 B5 + 6-BA 0. 5 mg·
L －1 + NAA 0. 5 mg·L －1 + 10%CM + AC 1. 0 g·L －1

中萌发效果差，萌发率仅有 85. 6% ; 在花宝 1 号
+ 6-BA 0. 5 mg·L －1 + NAA 0. 5 mg·L －1 + 10%CM
+ AC 1. 0 g·L －1培养基中，萌发率可达 93. 3%，
可见培养基的盐分组合与盐浓度是影响种子萌发的

因素之一，不同的盐分组合与高浓度盐成分可能会

抑制梵净山种子萌发，在培养基中附加椰汁与活性

炭有助于种子的萌发。

表 1 不同培养基对种子萌发的影响
处理 基本培养基 萌发率 /% 萌发状况
TA1 1 /2MS + 10% CM + AC 1. 0 g·L －1 90. 7 种子萌发成颗粒状 ( + + )
TA2 MS + 10% CM + AC 1. 0 g·L －1 89. 1 萌发原球茎少 ( + )
TA3 KN + 10% CM + AC 1. 0 g·L －1 95. 5 种子萌发多成团状 ( + + + )
TA4 花宝 1 号 + 10% CM + AC 1. 0 g·L －1 93. 3 种子萌发成原球茎少 ( + )
TA5 B5 + 10% CM + AC 1. 0 g·L －1 85. 6 种子萌发成颗粒状 ( + + )
注: ( + ) 表示原球茎少，( + + ) 表示原球茎较多，( + + + ) 表示原球茎多。

2. 2 原球茎增殖
不同基本培养基、植物激素的种类与配比浓度及

添加物共同使用对原球茎增殖有重要作用。由表 2可
知，在极差分析中，培养基类型对原球茎增殖影响最
大，其次是 AC含量。由此可见，各因素对梵净山石
斛原球茎增殖的影响程度依次是培养基类型 ＞ AC含
量 ＞6-BA ＞NAA。根据 K值大小及培养基类型，6-BA
和 NAA浓度，以及 AC含量各因素水平间的比较，得
出原球茎增殖的最优培养基为 B5 +6-BA 1. 0 mg·L －1

+NAA 0. 1 mg·L －1 +AC 0. 5 g·L －1。
2. 3 丛生芽分化与增殖
将增殖后的原球茎转接到培养基 C1 ～ C9 中，

诱导不定芽分化与增殖。表 3 结果表明，最适合梵
净山石斛不定芽分化的培养基为 1 /2MS + 6-BA

0. 5 mg·L －1 + NAA 0. 2 mg·L －1 + 10%土豆泥 +
AC 2. 0 g·L －1，分化芽数达 1. 6 个，随着 6-BA浓
度的升高，不定芽的分化呈下降趋势，说明低浓度
的 6-BA对不定芽的分化有促进作用。不定芽增殖
培养基为 1 /2MS +6-BA 2. 0 mg·L －1 + NAA 0. 2 mg·
L －1 + 10%土豆泥 + AC 2. 0 g·L －1，而随着 6-BA
浓度的升高，NAA 浓度的降低，不定芽增殖系数
呈上升趋势。
2. 4 生根诱导
待丛生芽长至 2 cm 高时转接入 1 /2MS 培养

基，附加 10%土豆泥，AC含量 2. 0 g·L －1。在此
基础培养基上，添加不同浓度的生长素 NAA 或
IBA的生根诱导培养基 ( D1 ～ D6 ) 。培养 30 d 后
发现，在茎基部开始长出较细的不定根，约 2 个
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表 2 不同培养基对原球茎增殖的影响

处理 培养基
NAA /
( mg·L －1 )

6-BA /
( mg·L －1 )

AC /
( g·L －1 )

增殖
倍数

TB1 1 /2MS 0 1. 0 0 1. 9 ± 0. 3
TB2 1 /2MS 0. 1 2. 0 0. 5 6. 6 ± 0. 7
TB3 1 /2MS 0. 5 3. 0 1. 0 4. 4 ± 0. 3
TB4 1 /2MS 1. 0 4. 0 2. 0 1. 8 ± 0. 1
TB5 KC 0 2. 0 1. 0 1. 9 ± 0. 0
TB6 KC 0. 1 1. 0 2. 0 8. 1 ± 0. 8
TB7 KC 0. 5 4. 0 0 0. 3 ± 0. 2
TB8 KC 1. 0 3. 0 0. 5 5. 6 ± 0. 2
TB9 B5 0 3. 0 2. 0 8. 0 ± 1. 2
TB10 B5 0. 1 4. 0 1. 0 5. 3 ± 2. 5
TB11 B5 0. 5 1. 0 0. 5 6. 9 ± 1. 0
TB12 B5 1. 0 2. 0 0 6. 7 ± 1. 0
TB13 VW 0 4. 0 0. 5 2. 1 ± 0. 4
TB14 VW 0. 1 3. 0 0 0. 5 ± 0. 1
TB15 VW 0. 5 2. 0 2. 0 2. 3 ± 1. 0
TB16 VW 1. 0 1. 0 1. 0 2. 2 ± 0. 3
K1 3. 7 3. 5 4. 8 2. 4
K2 4. 0 5. 1 4. 4 5. 3
K3 6. 7 3. 5 4. 6 3. 4
K4 1. 8 4. 1 2. 4 5. 1
Ｒ 4. 9 1. 6 2. 4 2. 9

表 3 不同浓度的 BA、NAA对不定芽分化与
增殖的影响

培养基
6-BA /
( mg·L －1 )

NAA /
( mg·L －1 )

分化不定芽
个数

不定芽
增殖系数

TC1 0. 5 0. 1 1. 5 5. 9
TC2 0. 5 0. 2 1. 6 5. 2
TC3 0. 5 0. 5 1. 3 4. 6
TC4 1. 0 0. 1 1. 3 7. 6
TC5 1. 0 0. 2 1. 3 7. 2
TC6 1. 0 0. 5 1. 2 7. 0
TC7 2. 0 0. 1 1. 2 9. 2
TC8 2. 0 0. 2 1. 2 8. 8
TC9 2. 0 0. 5 0. 9 8. 2

月后即可获得根系发达，生长旺盛的完整植株
( 表 4) 。

表 4 不同浓度 NAA、IBA对不定芽生根诱导的影响

培养基
NAA /
( mg·L －1 )

IBA /
( mg·L －1 )

平均
生根数
生根率 /

%
根系
特征

TD1 0. 5 0 2. 3 98. 2 根长，侧根多
TD2 1. 0 0 2. 1 96. 7 根短，长
TD3 2. 0 0 2. 0 90. 5 根细，少
TD4 0 0. 2 1. 7 85. 9 根长，细
TD5 0 0. 5 1. 8 86. 1 根细，少
TD6 0 1. 0 2. 0 92. 3 根长，细

选用不同的生长素种类与浓度因不同植物而

定，只有满足植物生根所需的激素浓度与配比，才

能提高生根率和成活率。在各激素处理中，以
NAA低浓度 ( 0. 5 mg·L －1 ) 处理对梵净山石斛的

生根效果最好; 而 IBA浓度 ( 0. 2 mg·L －1 ) 处理

对梵净山石斛苗生根生长的效果最差。说明高浓度
NAA不利于梵净山石斛的生根，因此在梵净山石
斛生根过程中添加 0. 5 mg·L －1 NAA 是较适宜的，
附加土豆泥和活性炭对组培苗生根有促进作用。

3 小结与讨论

梵净山石斛由于具有较高的观赏价值与经济价

值，因而广受欢迎。目前采用无菌播种方法生产种
苗是解决种苗短缺一种快速有效的途径。由于无菌
播种生产的种苗后代不一致，稳定性差，因此在采

用无菌播种进行梵净山种苗生产时，要对父母本进

行严格选择，以确保后代性状尽可能一致。
梵净山石斛在组培中对激素种类、浓度和营养

状况的要求较高，适宜的激素配比可大大提高梵净

山石斛的快速繁殖能力。基本培养基、植物激素的
种类与配比浓度及添加物组合使用对梵净山石斛组

织培养过程中种子萌发、原球茎诱导、增殖、不定
芽分化与增殖以及生根诱导等方面产生重要的影

响［6-10］。在种子萌发阶段，KN 基本培养基无机盐
含量较低，能满足种子萌发所需的矿物营养，而高

浓度的矿物营养会影响种子萌发，故采用 KN + 6-
BA 0. 5 mg·L －1 + NAA 0. 5 mg·L －1 + 10% CM +
AC 1. 0 g·L －1培养基效果较为理想，种子萌发率

可达 95. 5%，且萌发多成团状。在原球茎增殖阶
段，培养基类型对原球茎增殖影响最大，其次是
AC含量。由此可见，各因素对梵净山石斛原球茎
增殖的影响程度依次是培养基类型 ＞ AC 含量 ＞ 6-
BA ＞ NAA，得出较优培养基为 B5 + 6-BA 1. 0 mg·
L －1 + NAA 0. 1 mg·L －1 + AC 0. 5 g·L －1 ; 在不定

芽分化与增殖培养中，6-BA 浓度对梵净山石斛原
球茎分化与不定芽增殖也有重要的影响，其中以低

浓度 6-BA对不定芽的分化有促进作用，而不定芽
的增殖随着 6-BA 浓度的升高增殖系数呈上升趋
势，因此筛选出 1 /2MS + 6-BA 0. 5 mg·L －1 + NAA
0. 2 mg·L －1 + 10%土豆泥 + AC 2. 0 g·L －1培养基

分化芽数较高，为 1 /2MS + 6-BA 2. 0 mg·L －1 +
NAA 0. 2 mg·L －1 + 10%土豆泥 + AC 2. 0 g·L －1培

养基能有效提高其增殖系数。梵净山石斛生根过程
添加 NAA 为 0. 5 mg·L －1是较适宜的，附加土豆

泥和活性炭能促进组培苗生根。因而采用组培快繁
( 下转第 1346 页)
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产量具有明显的作用，同时也找到了水稻缓释肥比

较适宜的用量和用法。在本试验条件下，相同数量
不同肥料类型对水稻的增产效应呈现缓释肥 ＞水稻
配方肥 ＞常规肥; 在同施缓释肥的情况下，不同氮
素水平的增产效应呈现667 m2施21 kg ＞15 kg ＞18 kg;
从经济角度来看，缓释肥 ( N、P2O5、K2O 含量分
别为 15%、4%和 6% ) 采用一基一追施肥方式效
益最高，氮素用量相对较少，并减少了 2 次施肥次
数，节约了人工成本，达到了化肥减氮增效的

效果。
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技术使梵净山石斛野生资源得到保护从而进一步开

发利用，推进其保育工作。
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