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野生黄花白芨的组织快繁及分子鉴定 

陶 刚 ， 朱 英 。， 刘作易 ， 毛堂芬。 
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摘要：对野生黄花白芨的种子进行组织快繁，获得 了苗质健康的组培苗；同时从遗传本质上分析验证 了它的分类地位和 

种类鉴定。 
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Tissue Culture and Rapid Propagation of Bletilla Ochracea， 

which Identified by Phylogenetic Analysis 
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Abstract：We studied on the tissue culture and rapid propagation of Bletilla ochracea in the wild primariely， 

and succeeded in obtaining the healthy tissue culture seedings．We also built up the phylogenetic tree of this 

sort of plant to confirm the taxonomic level by the sequences of rDNA，ie．ITS 1，ITS  2，and 5．8 S rDNA． 
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白芨属 (Bletilla)又称 白及属，为兰科多年生草 

本植物。世界上现有白芨属植物 6种，分布于缅甸北 

部，经我国至 日本．国有 4种，分别为白芨 (Bletilla 

striata)、华 北 白芨 (B ．sinensis)、 小 白芨 ( ． 

formosana)和黄花白芨(B．ochracea)⋯。在我国，该属 

植物主要分布于冀、京、陕、甘、滇、苏、皖、浙、赣、闽、 

鄂、湘、川和黔等省L2 J。贵州境内白芨种类主要有 3种 

即白芨(B．striata)、黄花白芨(B．ochracea)和小白芨 

(B．formosana)。白芨属的几个种均可作为中药材，以 

干燥块茎药用，具有收敛止血、清热利湿、消肿生肌之 

功效，临床上广泛用于治疗咳血、吐血、外伤出血、疮疡 

肿毒、肺结核咳血、溃疡病出血等病症[3 J，具有很大的 

商品开发潜力。同时又可作为观赏花卉，特别是黄花白 

芨(B．ochracea)，其色鲜黄，具有较高的观赏价值。 

兰科植物的种子细小，大多数都需要相关的共生 

菌共同作用才能萌发生长[4 J，所以在野生条件下成苗 
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率低，白芨植物也是如此。近年来，由于白芨植物的药 

用价值和观赏价值引起人们的关注，野生白芨植物遭 

到过度采挖，导致野生资源已经越来越少，人工栽培分 

株繁殖的周期长，繁殖率低，不能满足市场需求和有效 

保护生态环境。组织培养在短期内可以大批量扩繁， 

获得品质优良的群体。白芨植物中通过组织培养方法 

进行扩繁的研究并不多，主要集中在 白芨(B．striata) 

这一种类 ，而黄花 白芨 (B．ochracea)的组织培养 

研究 是采用人工栽培和人工授粉的种子为实验材 

料。目前 ，还没有利用野生条件下的黄花白芨 自然授 

粉的种子进行组织培养研究的报道，而且，有的报道出 

现了一些该类植物的分类和命名错误和混乱 ’m J。 

因此，本文选择野生条件下的黄花白芨 自然授粉 

的种子作为实验材料进行组织快繁，并利用该种植物 

的rDNA ITS区序列为依据 ，从遗传本质上分析验证它 

的分类地位和种类鉴定。结果表明，白芨组培繁殖速 

度快、成活率较高，可以在短期内获得大量的无病毒种 

苗满足市场需求，也能通过放养有利于白芨野生资源 

的保护，为挽救保护野生植物资源提供一条有效的途 

径。同时，本研究结果为进一步研究用于该类植物的 

组织快繁的基本培养基、植物激素的种类和配比以及 
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不同原球茎的切割方式等对组织培养技术的优化和完 

善奠定了基础。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

白芨种子(材料编号：DYXB)，采 自贵州都匀境内 

原生地野生的自然授粉成熟未裂开的蒴果，用灭菌的 

脱脂棉轻轻包裹，装人灭菌的纸袋带回实验室于4℃ 

保存备用，该种白芨花期开黄色花；用于提取 DNA的 

材料来自组织快繁出的无菌小苗叶片。 

1．2 方 法 

1．2．1 生芽增殖培养基：采用 MS培养基为基本培养 

基，加人激素萘乙酸(NAA，0．5 mg／L)和碳源(白糖， 

3％)作为继代培养基和生根培养基。 

1．2．2 材料消毒：将采集的成熟未裂开的蒴果先用 

75％的酒精表面消毒30 S，再用 0．1％ 的升汞(HgC1 ) 

消毒 10 min，无菌水冲洗 5～6次，用无菌滤纸吸干表 

面水分，备用。 

1．2．3 接种和培养：在无菌操作条件下，用消过毒的 

手术刀切开处理好的蒴果顶部，直接将种子抖落在培 

养基上，稍加摇动，使种子散布均匀，立即盖上瓶盖 ， 

放在培养室进行培养。培养温度为 25～28℃，光照 

12 h／d，黑暗 12 h／d，光照强度 2 000～2 500 lx。 

1．2．4 植物材料基因组 DNA的提取：采用 CTAB法 

提取：取 1～2 g新鲜组培苗放在预冷且灭菌的研钵 

中，加人适量的液氮并研磨成灰白色粉末状，移至 2．0 

rnl离心管中，加 600 l预热的 CTAB裂解液，(CTAB 

2％，Tris—HC1 100 mM，NaC1 1．4 M，EDTA 20 mM， 一巯 

基乙醇 1％，PVP 1％，pH 8．0)，充分混匀，65℃保温 

1 h，其间轻摇混匀几次；加等体积酚：氯仿：异戊醇(25 

：24：1)，轻摇 5 min，12 000 r／min离心 10 min。取上清 

至另一离心管中，加人等体积的氯仿：异戊醇(24：1)， 

抽提10 rain，12 000 r／min离心 10 min，取上清至另一 

管中。再根据情况重复本次操作，直至在两相分层处 

无杂物，一般重复抽提 1次即可。向抽提后的液相中 

加入 0．1倍体积的 KAc(5 M)混匀，再加入 0．8—1倍 

体积的异丙醇混匀，于一2O℃静置30 min以上；吸出 

DNA至 1．5 ml离心管中，用 70％乙醇洗涤 2次，吹干 

后将其溶于适量的TE中，于～20℃保存备用。 

1．2．5 植物材料 ITS序列的 PCR扩增及序列测定 

采用通用引物 ITS 1一ITS 4 扩增 ITS ：反应体系 

为5O l，其中：DNA模板约 25 ng，MgCI2 2．5 mmol／L， 

dNTP 200brmoL／L，ITS  5、ITS  4 0．25 brmoL／L，Taq DNA 

聚合酶1．5 U，10×PCR Buffer 100mmol／LTris—HCI pH 

8．3，500 mmol／L KCI，0．01％ gelatin。扩增反应程序： 

95℃预变性 3 min后进入循环，94℃ 60 S，54 40 S， 

72℃ 60 S，进行 35个循环，72℃ 10 min，进人 8℃，反 

应结束，于4℃或 一2O℃保存备用。上述反应在 BIO— 

RAD公司的PCR扩增仪中进行。 

采用北京 TIANGEN生物公司的纯化试剂盒进行 

琼脂凝胶的回收和 PCR产物纯化，把纯化产物与 T一载 

体(pMD 18一T Vector，Takara)连接，并按照常规实验操 

作步骤转化到大肠杆菌 DH 5ct中，利用蓝白斑法筛选 

出阳性克隆，摇菌并送北京诺塞基因生物公司测序。 

1．2．6 ITS 序列分析及系统发育树的构建：本研究得 

到植物材料的 ITS 序列以及来自GenBank与这些种类 

相近似的ITS 序列(表 1)一起用于分子系统发育分 

析。通过Clustal—X 1．81_1 软件包进行相似序列的比 

对，再运用 BioEdit version 5．0．6(Tom Hall，Depart— 

ment of Microbiology，North Carolina State University，Ra— 

leigh，NC 27695)对比对的结果进行手工校正，把上述 

处理的序列数据通过 PAUP 4．0 beta 10 13]进行分子 

系统发育分析，构建系统发育树。 

本研究通过 N—J法(Neighbour_joining Analysis)建 

立系统发育树(N-J tree)，通过 1 000步重复获得的自 

展检验(Bootstrap)数值标记在分支上。 

表 1 用于系统发育分析的白芨属植物 

及相近属植物的 rDNA ITS区序列 

种名 登录号 种名 登录号 

Bletilla formosana 

Bletilla striata 

Bletilla striata 

曰 lla striata 

Coelogyne muh ora 

Coelogyne dayana 

EU 100761 Coelogyne veitchii AF 302759 

AF 461466 Coelogyne rhabdobulbon AF 281 127 

AF 273334 Plelone bulbocodioides EU 1 o(y77O 

EU 100762 elone grandiflora AF 461476 

AF 302758 P／eione confusa AF461479 

AF 281 126 Pfeioneforrnosana EU 100756 

图 1 播种后 15天 

2 结果与分析 

2．1 由种子萌发和分化形成的无菌组培苗 

取成熟种子播于组培基本培养基上进行培养，15 

天后种胚开始膨大，逐渐萌发形成绿色原球茎(图1)， 

约60 d后，有 80％的原球茎顶部出现幼叶。从原球茎 
· 23· 
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顶端产生叶原基突起，逐渐发育成幼叶(图2)，最后形 

成完整植株；另一部分原球茎则继续长大、分化，它既 

可用来继代增殖和生根培养，又可以保存种质。 

图 2 播种后 6o天 

2．2 无菌组培苗的生根培养 

将原球茎或无根幼苗转接到生根培养基(基本培 

养基加入 NAA和碳源)中，30 d左右即可长出3～6根 

幼根，在生根的同时，幼苗会不断地发育增高，叶片会 

增多且绿色会加深，最后能形成健壮的完整植株(图 

3)。生根的小组织苗可以进行炼苗和移栽到培养室 

外，并可逐步驯化进行野外栽培。 

图3 组培苗在培养基中的生根培育 ’ 

2．3 植物组培材料的 ITS序列测定及系统发育树 

的构建 

本实验测得的组培苗 DYXB的 ITS 序列包括 

ITS 1、ITS 2和 5．8 S rDNA区段，大小为738 bpo上述 

序列与 GenBank中已经发表的白芨属植物或与它们 

亲缘关系相近属(兰科植物)的序列一起，建立了一棵 

N—J树(图4)。 

从构建的系统发育树可以看出，这棵树的拓扑结 

构中有3个分支，第 1个分支为白芨属 (Bletilla)的植 

物，选用的实验材料也被聚在这一类群中，第 2个分支 
． 24 ． 

为兰科植物中与白芨属有较近亲缘关系的一个属 

(Coelogyne)，第 3个分支则是兰科植物中与白芨属亲 

缘关系较远的一个属(Pleione)。它们分支的支持强度 

都很高(分别为 93％、100％ 和 96％)，说明该树反映 

的这些种类的亲缘关系的拓扑结构是可靠的。从这棵 

树反映的兰科植物的进化关系层次上还可以看出，本 

文研究的组培苗材料应该属于白芨属中的不同于另外 

两种白芨(B．striata)和小白芨(B．formosana)的第 3 

个种类。结合采样时初步的形态记录(具有鲜明兰科 

植物特征的黄色花)‘，以及贵州省的白芨种类分布调 

查统计，可以确定我们获得的组培苗就是黄花 白芨 

(B．ochracea)。 

图 4 根据 ITS1—5．8 S-ITS 2序列构建的 N4树 ，显示组培 

白芨 DYXB与相近种参考序列的系统发育关系。分支显示 

等于或大于75％的 Bootstrap值。 

3 讨 论 

组织快繁研究可获得健康的无菌组培苗，体现出 

较分株繁殖栽培具有更高效率和效果，为解决白芨野 

生资源的保护提供一条有效的途径。但本研究没有对 

培养基的组成、植物激素种类和配比、以及原球茎的转 

接方式等因素对组织快繁的效率和效果影响进行深入 

研究 ，这些因素的优化将会更加完善组织快繁的技术 

体系，这也是下一步深入研究的重点。 

本研究的实验材料采自贵州的原产地，从形态特 

征上可以鉴别为兰科植物白芨属的种类，但无法确定 

它的具体种类，经作者调查，在贵州省这种白芨种类是 

白芨属中常见的一种，也是当地常用的中药材。但是， 

这些材料的分类地位和种类鉴定仍不清楚，也缺少可 

靠的分子鉴定的证据 ，也造成一些研究报道的错误命 

名和混乱，因而本研究结果只能为相关的研究提供一 

些借鉴。 

(下转第 29页) 
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期群体颖花数／抽穗期叶面积之比值、总实粒数／抽穗 

期群体叶面积之比值及产量／抽穗期叶面积之比值将 

与点播密度分别呈二次曲线递升。 

3 从源库关系看高产栽培 

水稻产量的高低主要决定于源、库、流三者的强、 

弱及其协调程度  ̈埒 。一般说来，叶片光合强度的增 

加，或者库对同化产物需求的增加，都能导致同化物从 

源到库转运速率的提高，即源、库的增加都会在一定程 

度上改善流的状况。但源或库单方面的过度增加不一 

定有利于流的畅通，即流的状况在很大程度上还受源 

库协调程度的影响。协调的源、库可以减小同化物运 

输过程中的阻力，提高同化物运输速度；反之，若源／库 

比过大，则会降低维管束通畅程度，增加同化物运输的 

阻力，减小同化物的运输速度。另一方面，流的畅通状 

况也会影响源和库的活性。若水稻同化物运输受阻， 

同化物大量积聚在叶片中，则会大大降低叶片的同化 

能力。“源库比”是衡量源库关系是否协调的一种量 

化表示方法，其中，“粒叶比”是最常用的指标。 

结果表明：不同施氮量及氮肥运筹和点播密度极 

显著影响灌浆期群体叶面积、抽穗期群体颖花量、总实 

粒数及产量和粒叶比。因此适宜的施氮量、合理的氮 

肥运筹及点播密度必将调控抽穗期群体LAI在适宜范 

围内并延缓灌浆群体叶面积的衰减而保证灌浆期群体 

较大的光合叶面积、显著提高颖花量形成较高的粒／叶 

而增加库对光合物质需求，促进同化物质从源到库转 

动速率的提高，而形成“库大”、“源足”、“流畅”的高 

产群体而实现高产。 
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