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蜜环菌液对天麻试管快繁的影响 

邹宁，柏新富 (鲁东大学生命科学学院，山东烟台264025) 

摘要 试验以天麻种子萌发形成的小米麻为材料，利用正交设计研究了天麻外植体消毒方法和激素、蜜环茵液在天麻组织培养中的作 

用。结果表明，小米麻的最佳消毒程序为75％乙醇处理20 S+l％氯化汞浸泡5rain；最有利于小米麻分化增殖的培养基是 MS+6-BA 1．0 

ng／L+NAA 0．4 n1{2／L+蜜环茵液100 g／L。试验发现，蜜环茵液对天麻的组织培养具有良好的促进效果。 
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Eff‘ t of Armilhtria mellea Extraction Oil Gr(IⅥth of Gastrod／a data in Tissue Culture 

ZoU Nmg et al (School of Life Scienee，hJdong University，Yantai，Shandong 264O25) 

Abstract I11e relationship bet~-een Armillaria mellea and Gcastrodia data iS sⅥnbiotie．It was used in file tissue culturing of Gastrodia e／ata．Effect of 

Armillaria mellea exWaetion Ot'l the capacity ofasexua1 reproduction of C．astrodia data WSS studied in the WOrk．111e u矗nciple of出e symbiotic relationship 

Was discussed．，n1e results showed that tlle best treatment process Was to treat the planflet of C,astrodia elata with 75％ ethand for20 seconds and l％ hv一 

~ rgyI'uln chloride for 5 min．The optimal medium was MS+6．BA 1．0 nv-／L+NAA 0．4 nelL 4-100 g／L A．mellea extraction． n1e resuhs showed that 

the extraction of Armillaria meUea could improve the development of the Gastrodia ela cells in tissue eulture． 
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天麻(Gastrodia elata Blume)为兰科(Orehidaceae)多年生 

异养草本植物 J，自然条件下不能独立生存，主要靠消化外 

部侵入的蜜环菌菌丝体过异养生活_2 J。野生天麻为国家濒 

危三级保护植物，现已野生变家种成功。1950年以来，我国 

学者对天麻的化学成分、药理及临床作用以及营养吸收进行 

了较系统的研究_l， ，但是天麻的人工繁育仍然十分困难，是 

制约天麻生产和资源保护的关键。 

自然条件下天麻完成一个生活史需要 3～4年时间 4一， 

但在人工控制下，天麻完成一个生活史的时间可缩短到 2 

年l5J。天麻也可以以地下块茎、原球茎、白麻、米麻进行无性 

繁殖，无性繁殖最大的特点是生长周期短、繁殖快，但易退 

化l4j。利用细胞工程进行天麻的快速繁殖不仅繁殖快，而且 

组织培养过程中脱病毒处理可以避免种质的退化。但天麻 

的组织和细胞培养无性繁殖技术一直没有过关，表现在培养 

基上为生长极慢，转化率极低。 

自然条件下，天麻与蜜环菌[Armillariella mellea(Vah1．ex 

n．)KarsI]是共生关系，一方面，蜜环菌从天麻块茎中吸收营 

养，生长发育；另一方面，天麻也要依赖蜜环菌才能从周围环 

境中得到营养物质，二者中任一方生长不良都将影响另一方 

的生长16 J。而蜜环菌在培养基上一旦生长即成为优势种，会 

使天麻外植体培养受到污染死亡。笔者通过在培养基中添 

加蜜环菌液，观察其对离体条件下天麻小块茎分化、增殖的 

影响，以期为天麻的试管无性繁殖提供更有效的途径。 

1 材料与方法 

1．1 材料 天麻(C．astrodia elata Blume)米麻由烟台市中医医 

院提供。蜜环菌(Armillaria meUea)菌种由鲁东大学微生物实 

验室提供。 

1．2 方法 

1．2．1 天麻外植体的消毒与培养。将天麻外植体(小米麻) 

用自来水冲洗干净，再分别用 75％的酒精消毒 10、20、30 s，然 

基金项目 

作者简介 

收稿日期 

山东省自然科学基金(Y2006C107)。 

邹宁(1963一)，男，山东烟台人，博士，教授，从事植物生物 

技术研究。 

2008．O9．17 

后用 1％HgC12消毒2、5和8 min，无菌水清洗6次，随后转接 

到 Ms+玉米素(zt)0．5 mg／L+萘乙酸(NAA)O．1 mg／L的固 

体培养基中，每种处理转接 30个外植体，置于(25±2)℃室内 

暗培养。 

1．2．2 蜜环菌液的制备。将蜜环菌接种到含2％葡萄糖、 

0．6％蛋白胨、1．0％酵母膏的液体培养基上，在(25±2)℃的 

恒温摇床上以150 r／min的转速进行无光培养。7 d后将培养 

好的蜜环菌自然沉淀后分离去上清液，沉淀所得蜜环菌菌丝 

体经煮沸后作为蜜环菌液(AE)备用。 

1．2．3 蜜环菌液及激素配比。以MS培养基为基本培养基， 

选择每卞基腺嘌呤(6-BA)、萘乙酸(NAA)和蜜环菌液(AE)3 

种处理因素，采用 3因素 3水平正交试验，正交表选用 

(34)，各因素水平见表 1。每种处理转接 l5瓶、每瓶2个外植 

体，培养 60 d后统计结果。培养基含琼脂 7．5 g／L、蔗糖 30．0 

L、pH值5．8，培养温度(25±2)℃，无光照。 

表 1 正交试验因素水平 

'lhble 1 Factors andlevels ofthe or[hogonaltest 

2 结果与分析 

2．1 不同消毒方法对天麻外植体消毒效果的比较 从自然 

生长状态下获得的外植体，其表面带有大量细菌和真菌。为 

了获得无菌培养物，选择灭菌效果好、对试材杀伤力尽可能 

小的灭菌方法及处理时间尤为重要。用75％乙醇和氯化汞 

处理不同时间对天麻无菌材料获得的影响试验结果如表2， 

对表2结果的直观分析结果列于表 3。从表 2、表 3可见，乙 

醇处理不同时间对天麻外植体的污染率、死亡率和成活率有 
一 定影响，其中以20 S处理的成活率最高，但 l0、2O和30 S处 

理的差异并不明显。氯化汞不同浸泡时间，杀菌效果明显不 

同，处理时间越长、杀菌效果越好、污染率越低，但死亡率则 

同步升高，浸泡 2、5、8 min的污染率和死亡率差异非常明显。 
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然而，外植体消毒的效果主要是考察成活率，在该试验中，以 外植体消毒的最优组合为75％乙醇20 S+1％氯化汞5 min。 

乙醇处理20 S和氯化汞处理 5 min的成活率最高，即天麻的 

表2 乙醇和 } Cl2处理对无菌材料获得的影响 

Table2 Effects 0f~cohol and agCl2 trcalmea~ Oil the acquisition of~evsis materials 

注：表中数据为接种后 15 d的观测结果。 

N~e：3"he dma are the obse~ation results O13 the 15 day after intuition 

表3 对表2结果的直观分析 

'lille 3 Intuitive analysison the resul~ of1hbIe 2 

2．2 激素配比及蜜环菌液对天麻米麻增殖的影响 通过对 

天麻米麻在 Ms+玉米素0．5 mg／L+萘乙酸0．1 mg／L的培养 

基中生长分化情况的观察，发现绝大多数米麻生长、分化非 

常缓慢。在参考前人试验的基础上，考虑到蜜环菌在天麻生 

长中的作用，笔者选用了不同激素配比和蜜环菌液组合，采 

用正交试验设计，以筛选适宜天麻米麻分化、生长的组培条 

件。各处理组合及 2次试验的结果如表4，对表 4结果的直 

观分析列于表5。 

在正交试验结果的分析中，各因素不同水平问的极差越 

大，表明该因素越重要。从表5可见，6-BA、NAA和蜜环菌液 

不同水平间的极差值差异并不大，说明6-BA、NAA及蜜环菌 

液对天麻小米麻的诱导均较为重要，其中又以蜜环菌液影响 

最大。由表5还可看出，绝大多数处理组合均能诱导出小米 

麻，但诱导数量差异较大。其中，6．BA以水平 2，即 1．0mg／L 

效果最好；NAA以水平 1，即0．4 mg／L效果最好；AE以水平 

3，即 103 g／L效果最好。因此，可以认为该试验中诱导天麻 

小米麻的最佳处理组合为 A2BI C3，即6一BA 1．0 mg／L+NAA 

0．4 mg／L+蜜环菌液 103 g／L。 

．  

表4 (34)正交试验处理组合及试验结果 

~tble 4 Thetrcatnmnt combinations and rmul~of (34)orthogonaitest 

处理号 

No．0f treatInents 

因素及水平 

Factors andIevels 

增殖米麻数∥个／外植体 

Noumber 0fproliferated Gos~od／a elota 

(B)NAA (C)AE 空列 Bl 】l(1ine 试验 1 Test 1 试验 2 Test 2 

进一步对正交试验结果进行方差分析可知：蜜环菌液对 

天麻小米麻的诱导影响最大(与直观分析的结果一致)，NAA 

次之，6．BA影响相对小一些，但三者都达到了极显著水平(P 

<O．01)，即6-卞基腺嘌呤(6-BA)、萘乙酸(NAA)和蜜环菌液 

(AE)对小米麻的诱导均有极显著的影响，试验中应将三者均 

控制在最优水平上。同时．，还得出，2次试验之间差异不显 

著，说明试验结果较为可靠。 

另外，由于 A2 B1 处理组合，即 6-BA 1．0 mg／L+NAA 

0．4 mg／L+蜜环菌液 103 g／L在正交试验中并未出现过，为 

了验证其诱导效果，将正交试验中较优的处理组合 A2 Bl C2 

(6一BA 1．0mg／L+NAA0．4mg／L+蜜环菌液50 g／L)和 Bl C3 

(6-BA 2．0 mg／L+NAA 0．4 mg／L+蜜环菌液 103 g／L)与该组 

7  5  6  6 ● 5  O  0  l  

0  l  1  3  3  O  3  l  l  

2  1  9  2  O  7  3  2  

1  1  l  3  3  O  3  0  l  

1  2  3  3  1  2  2  3  1  

1  2  3  2  3  l  3  1  2  

1  2  3  1  2  3  l  2  3  
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合进行对 比试验，结果见表 6。 

表5 正交试验结果的直观分析 

3hble 5 Intuitive analysis on the results of orlhogonal test 

表 6 3种处理组合对天麻原球茎增殖效果的比较 

bIe 6 Com[~ n ofthe proliferation effect ofthreetrealm~t conllfim- 

tions onthe protocorm ofG．data 

T处理组合— 墅 气 reatment me,／ 
． ． 

6-BA∥ L NAA∥ g／L AE∥ L 
Nu 

。 

哺ed 
cOm~lIla[IOIlS 

【T．etata 

由表6可见，处理组合 B。G对天麻小米麻增殖的效应 

优于A2B。 和 B】 组合，虽然方差分析显示，3种处理组 

合间并无显著差异，但结合正交试验结果，仍可认为在该试 

验的设计范围内，A2BlC3(6-BA 1．0mg／L+NAA0．4mg／L+蜜 

环菌液 100 g／L)处理组合为最优组合。当然，如考虑到试验 

成本问题，也可选用 A，B1C2(6-BA 1．0 n L+NAA 0．4 H L 

+蜜环菌液5O g／L)组合。 

3 结论与讨论 

由于自然状态下，天麻依靠吸收蜜环菌中的养分来生 

长，而天麻块茎组织又不能与蜜环菌菌体在同一培养基中培 

养，该试验将蜜环菌液加入到培养基中，观察蜜环菌液对天 

麻块茎组织培养的影响。同时，由于植物生长调节物质对植 

物组织和细胞的增殖、分化起着关键的作用l7 J，在植物组织 

和细胞培养中，必须进行激素种类和浓度的配比试验。因 

此，该试验将激素浓度配比和蜜环菌液作为影响因素，采用 

正交设计以精简试验次数、克服在培养基配方设计上的盲目 

性、提高试验的可靠性。试验结果通过统计学分析，明确了 

影响天麻原球茎的诱导增殖的主要因素，同时优化筛选了最 

佳培养条件。 

该试验结果表明，除了植物生长物质外，蜜环菌液对天 

麻原球茎的诱导也有极显著的影响，并且随浓度的增加而加 

强。但该试验设计的培养基中蜜环菌液浓度最高为 100 

L，进一步增加其浓度是否会对天麻原球茎的诱导产生积 

极影响尚需进一步研究。同时，该试验中采用的蜜环菌液实 

际上是蜜环菌及其培养液的混合物，其中包括蛋白胨、酵母 

膏等成分，蜜环菌液对天麻原球茎的诱导的效应是否与这些 

成分的存在有关也需再做进一步的试验研究。 
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更特殊的遗传信息，更重要的是该地区气候恶劣，生态脆弱， 

既存麻田系多年演变形成，一旦破坏，就不易恢复l13]。近几 

年罗布麻资源考察时发现，此地的大叶白麻目前已退化较为 

严重，株高仅0．2～0．5 m，株距达0．8 3．0 m。如果再不加 

重点保护，该资源将会逐渐减少甚至消失，且格尔木的生境 

将会更加恶化。 
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