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流苏石斛茎段组织培养的初步研究 

莫昭展 ，蒋波 ，何小燕 ，符韵林2(1．玉林师范学院，广西玉林53700o；2．广西大学，广西南宁5300o1) 

摘要 对流苏石斛茎段的添组织培养进行了初步研究。结果表明，在诱导茎段腋芽萌发中，以MS+6-BA4．0mg／L+NAA1．0mg／L效果 

最好；在芽增殖阶段，以MS+6-BA2．0mg／L+NAA0．1 mg／L增殖效果最佳；在研究附加物对无菌苗增殖影响时，添加 15％的椰乳可有效 

提 高芽的增殖率。 
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流苏石斛(D．砌西 Hook．)，又名马鞭石斛、大黄草、 

流苏棒，常附生于岩石上或树干上，主要分布在广西、贵州、 

云南等地_】』。流苏石斛具有较高的药用价值，随着市场需求 

量的不断增加，大量野生资源被采挖，该物种已列为珍稀濒 

危种。目前对流苏石斛组织培养的很少_2J。笔者在总结前 

人研究的基础上，利用植物生长调节物质处理流苏石斛，以 

期在短期内提供大量的试管苗，通过人工栽培确保流苏石斛 

资源的保持和可持续利用。 

1 材料与方法 

利用流苏石斛茎段进行组织培养的步骤，可归纳为：材 

料的选取一外植体的消毒一接种一诱导芽的萌发一芽的分 

化与增殖一根的诱导。 

1．1 材料 材料来源于广西十万大山的野生流苏石斛，选 

取长势健壮，叶片呈深绿色，植株高 10～12 cm，具有 10～13 

片真叶，无病变的流苏石斛植株。 

1．2 方法 均以 MS作为基本培养基，添加蔗糖 2．50％，琼 

脂0．71％，根据培养目的添加不同的植物生长调节物质，培 

养基 pH值为5．6，培养室温度(25-4-2)℃，光照强度 1 500～ 

2 000 1)【，湿度为60％～70％，光照时间12 h／d。 

1．2．1 不同消毒方法对流苏石斛消毒效果影响的试验设 

计。剪取长势大致相同的野生流苏石斛植株，把植株上的叶 

梢剥取干净，剪去靠近植株根部约 1／3的茎_3j，只留下中上 

部2／3的茎备用。用自来水把茎上的泥沙冲洗干净，然后置 

于洗洁精溶液中浸泡 20 min，刷洗干净，于自来水下冲洗 3 

min。把茎剪成 1．0～1．2 cm的小茎段，每节茎段包含一个节 

间。在超净工作台上对处理好的茎段按以下 3种不同的方 

法进行消毒。每种方法试验 50个茎段，每瓶接种 1个茎段， 

15 d后统计试验。 

1．2．2 不同浓度激素对流苏石斛腋芽萌发影响的试验设 

计。①先用0．1％的升汞消毒8min，取出用无菌水冲洗5次， 

再用75％的酒精浸泡 30 s，用无菌水冲洗 3次；②先用75％ 
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的酒精浸泡30 s后用无菌水冲洗 3次，再用 0．1％的升汞消 

毒 8 min，取出用无菌水冲洗5次；③先用75％的酒精浸泡30 

s后用无菌水冲洗3次，再用0．2％的升汞消毒 8min，取出用 

无菌水冲洗 5次。 

把消毒好茎段两端的坏死组织切去，使茎段长度维持在 

0．8～1．0 cm，然后分别接种于 14种不同激素比例的培养基 

中培养(表 2)，每种培养基接种 10瓶，每瓶接种 1个外植体， 

30 d后统计试验数据。 

1．2．3 不同浓度激素对流苏石斛腋芽增殖及分化影响的试 

验设计。从光照培养室中取出已萌发出腋芽的茎段，分成长 

势相似的不同级别：以苗高0．8—1．0 cm，具有 1～2片真叶， 

未完全舒展，叶色淡绿色的植株为一级；以未形成真叶，还是 

幼芽或芽团的形态，呈浅黄绿色者为另一级别。把它们分别 

接种于不同浓度的激素培养基中(表 3)，每种培养基接种有 

不同级别长势的无菌苗。在接种时，已长成苗的可以把原老 

茎段切去，芽太小的只需把老茎段变褐部分切去即可，不宜 

把整个老茎段切掉，处理好后直接接种于培养基中。每种培 

养基接种 8瓶，每瓶接种 1株，60 d后观察记录试验数据。 

1．2．4 不同附加物对流苏石斛无 

菌苗增殖影响的试验设计。从光 

照培养室中选取苗高 1．5～2．2 cm、 

具有5～7片真叶、叶色浓绿的第一 

代无根无菌苗为试验材料(见图 

1)。在相同激素配比的条件下，分 

别接种于含有相同浓度的不同附 

加物提取液的培养基中(表4)。附 

图1流苏石斛第一代无菌苗加物提取液的制备：准确称量 150 g 

(按配制 1 L培养基计)，洗净留皮， 

用刀切成小块，加入适量的蒸留水，煮沸 30 min，用纱布过滤 

一 次，保留滤液，滤渣继续加入蒸留水，煮沸 30 min即可，第 

二次过滤，去渣取滤液，二次滤液混合不超过所配制培养基 

体积的4／5；椰乳则按每升培养基量取 150 ml即可l4J。每种 

培养基接种9瓶，每瓶接种 1株小苗，30 d后对所得的结果进 

行统计记录。 

2 结果与分析 

2．1 不同消毒方法对流苏石斛消毒效果的分析 茎段接种 
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培养3 d后，可观察到茎段与培养基表面接触处出现污染的 

现象，菌斑逐渐扩大；5 d后，个别茎段开始由绿色逐渐变成 

淡黄色，进而变成桔黄色而出现死亡现象；15 d后，对茎段的 

污染数及死亡数进行统计。 

表1 不同消毒方法对流苏石斛消毒效果的影响 

注：每处理 5o瓶。 

结果表明(表 1)：方法①，即先用 0．1％的升汞消毒 8 

min，后用 75％的酒精浸泡 30 s的消毒效果最好。方法①与 

方法②所使用的消毒剂种类与浓度一样，而对外植体的作用 

顺序相反，方法①的消毒效果较好，可能是升汞先作用而改 

变植物细胞的通透性或细胞周围的pH值，使得后作用的酒 

精对微生物的作用力加强，致使茎段出现死亡现象，但消毒 

效果更彻底；方法③的污染率虽然更低，但由于升汞的浓度 

加大而外植体的死亡率也随之升高，可能是 } 浓度加大， 

与菌体的作用加强，使菌体蛋白变性更快，而植物细胞与 

H 作用更强而死亡。 

2．2 植物激素对流苏石斛腋芽萌发的影响 带节茎段接种 

9 d后，节间开始萌动冒出白色芽点；15 d后长出0．3～0．5 cm 

的芽；20 d后 0．1～0．2 cm大小的芽团逐渐由黄绿色变成白 

色，最终不再长大而死亡；25 d后长成0．7～0．9 cm，长有2片 

小叶，叶长0．2 cm左右，30 d后统计试验结果，计算萌芽率和 

芽死亡率。 

表 2 生长调节物质对流苏石斛腋芽萌发的影响 

注 ：基本培养基为 MS。 

由表2可见，不添加任何激素茎段也可以萌芽，在单独 

添加5-BA或NAA时，加快腋芽的萌发时间，同时对腋芽的萌 

发率有所提高，这说明外源激素有加快腋芽萌发及提高萌发 

率的作用。当 NAA浓度为 1．0 rr L时，随着5-BA浓度的增 

加，芽萌发的时间越短，同时萌发率呈上升趋势，芽平均高度 

也越高；，当6一BA浓度为 3．0 rr L时，芽萌发时间最短；当 

6一BA浓度达到4．0 rr L时，芽萌发率最高，但萌发时间较长， 

且平均高度呈下降趋势，芽的健壮程度较好；当5-BA浓度为 

2．0 rr L时，随着 NAA浓度的增加芽萌发时间越短，萌发率 

也呈上升趋势，NAA 1．0 rr L时最高。试验中②与④配比中 

出现芽死亡现象；在单独使用 2，4_D的实验中发现，其诱导 

腋芽萌发率较之更高，这说明2，4_D更利于诱导腋芽萌发。 

在节间形成的芽呈团块状，继续培养至60 d时，出现拟原球 

茎的状态，呈绿色，但诱导成芽团为0．1—0．2 cm大小时芽团 

颜色逐渐变黄至白而死亡，死亡率较高。综合分析表明，采 

用Ms+6一BA 4．0 rr L+NAA 1．0 rr L来获得第一代无菌苗 

最合适。 

2．3 不同浓度激素对流苏石斛腋芽增殖及分化效果的影响 

试验表明，在MS培养基中添加单激素时，NAA浓度为 0．5 

rr L增殖效果最好，而5-BA浓度为 1．0 rr L时增殖效果最 

好。为了找到最佳增殖配方，笔者进行了双激素的试验。 

表3 生长调节物质对流苏石斛芽增殖及分化的影响 

编号 觎  骊 殖系数 生长 l霄况 

在试验中，诱导萌发的芽接到培养基 10 d后，芽点处开 

始膨胀；30 d后，可观察到直径为0．3 0．8 cm大小的团块， 

周围凹凸不平，呈分化成芽的趋势，深绿色(图 2)；60 d统计 

试验结果时已分化成 1．5～2．0 cm高的小苗。由表 3可见， 

在单激素最佳浓度进行组合时，芽平均增殖系数最大，即增 

殖效果最好，但随着芽增殖数量的增加，丛生芽出现腐烂坏 

死的现象(图3)。在5-BA浓度大于2．0 rr L时，芽增殖系数 

随着 NAA浓度的升高而有所下降；在 NAA浓度大于 0．5 
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mg／t~，随着 6．BA浓度的升高芽平均增殖系数有所下降，这 

与黄肇宇等[ ]研究结果相似。而较高浓度的6-BA也似有致 

使丛生芽坏死的现象，由此可见，较低浓度的NAA与6-BA组 

合更有利于流苏石斛腋芽的增殖，即 MS+6-BA 2．0mg／L+ 

NAA 0．1 mg／L时增殖效果最佳(图4)，在最佳双激素组合中 

加入 IBA时，芽平均增殖系数大大下降，且出现生根的现象 

(图5)，说明IBA有促进芽生根的作用，这与潘瑞炽研究结果 

相符。 

图2 30 d的芽生长情况 图3 流苏石斛烂芽现象 图4 60 d的增殖情况 

图5 加入 IBA生根的流苏石斛 图6 从分蘖处长出的芽 图7 流苏石斛在香蕉中的增殖情况 

试验发现，若接入这些组合培养基中的外植体为已长成 3 结论与讨论 

有真叶的幼苗，则在增殖过程较易从分蘖处直接以长芽的方 在植物体的生长过程中，激素是启动植物器官分化的一 

式增殖，而不再形成芽团继而分化成丛生芽(图6)，致使增殖 个非常重要的诱导因子，由于植物内源激素在体内的不均匀 

效率大大降低。由此可见，以刚萌发成芽点时即转接入增殖 分布，造成其器官建成和分化方向也存在差异性。因此，通 

培养基更利于增殖。 过添加不同种类和不同浓度的外源激素可以有效控制芽的 

2．4 附加物对流苏石斛无菌苗增殖的影响 将仍带有老茎 萌发速率，达到增殖效率的目的。试验表明，稍高浓度的 

段的幼苗接种于添加有不同附加物的增殖培养基中，前 15d 6-BA有利于缩短腋芽萌发的时间，而较低浓度的 6-BA、NAA 

基本无明显变化，25 d后茎基部开始出现淡绿色芽，40 d后 有利于芽的增殖；2，4．D更易诱导形成原球茎，但易造成细胞 

某些茎基部出现白色根尖点，60 d后统计结果。 老化及死亡；IBA有利于生根。经试验筛选出：先用 0．1％的 

表4 不同附加物对无菌苗增殖的影响 

编号附加物翟 帐 

注：培养基均为墙 +6-BA 2．0 m#L+NAA 0．1 m#L。 

由表4可见，香蕉提取液在增殖中效率最高，但在增殖 

过程中茎基部会变黄，有褐变现象，主苗的叶片尾部有枯死 

的情况(图7)，这可能与香蕉本身呈较碱性有关；在椰乳的苗 

样中，芽平均增殖系数稍低于香蕉，新生芽较为健壮，同时有 

类原球茎出现，这更利于增殖。说明椰乳更适合于流苏石斛 

无菌苗的增殖，而香蕉、马铃薯在生根中起到一定的作用。 

升汞消毒8 min，再用 75％的酒精浸泡 30 s是对外植体消毒 

的最好方法；培养基 Ms+6-BA 4．0 mgL+NAA 1．0 mgL在 

诱导腋芽萌发方面效果最好；以 Ms+6-BA 2．0mg／L+NAA 

0．1 L增殖效果最佳；以加入椰乳的增殖效果最好。另外， 

因时间有限，未能得出外源激素对植株生根壮苗的影响及瓶 

苗移栽后的成活情况，有待进一步研究。 
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