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鼓槌石斛未成熟种子无菌萌发 

与小苗组培快繁的研究 
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摘 要 本文报道鼓槌石斛未成熟种子在离体培养下发育成苗及离体快繁的研究结果．在附加 1．0 

ms／L BA和0．5 ms／L NAA的MS培养基上，鼓槌石斛未成熟种子接种后最初一个星期内，发育较慢，以 

后明显较快，至接种后2w时，种胚的长度或直径增加到接种前的1．5倍 ～2．0倍；至接种后3w时也有 

10％ ～15％的种胚突破种皮，形成裸露的种胚(原球茎体)；至接种后第4w时，可以观察到裸露的种胚 

开始萌芽，首先出现盾片子叶，以后第1，第2和第3片幼叶逐渐依次形成．从接种到第1片幼叶(真叶) 

形成时，约需80d．在初代培养基上未观察到根的形成，这可能与初代培养基中追加有 1．0 ms／L BA有 

关．由于同一蒴果中的种子是发育不同步的，故种胚、原球茎体以及幼苗的发育也是不同步的．培养物 

(无根幼苗及原球茎体)转接到成分与初代培养基完全相同的新鲜培养基上进行继代培养时，原球茎体 

及无根幼苗的基部会增殖形成新生的原球茎体，继而发育成幼苗；少部分原球茎体在发育成苗之前脱分 

化形成颗粒状愈伤组织，这种愈伤组织可以增殖形成新的愈伤组织；或分化出芽点，继而发育成幼苗； 

或分化出原球茎体，继而再发育成幼苗．生根壮苗培养过程中试验了5种基本培养基，其适应性按顺序 

依 次为 H > 1／3 MS > 1／2 MS >SJ一1 > MS． 
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ABSTRACT This paper deals with the development of the seed embryo and phndet formation of Dendrobium 

chrysotoxum Lind1．under the in—vitro culture ofthe an—matured seed and with the rapid propagation ofDen． 

chrysotoxum via tissue culture．On the MS medium supplemented with 1．0mg／L BA and 0．5 ms／L NAA，the 

development of the an—matured seeds was slow in the first week after inoculation．Latter the development of the 
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seed embryo speeded up distinctly，which the length and the diameter of the seed embryo inoculated for two 

weeks were 1．5 times一2．0 times as that before ineeulation．When cultured for 3 weeks
． about 10％ to 15％ 

of the seed embryos broken out the seed coats to form the naked embryos．Up to the 4th week after inoculation， 

a few ofnaked seed embryos were observed to begin germ ination：at first the seed leaf appeared
，
then the first， 

the second and the third young leaves form ed successively．It took 80 d or SO from the inoculation to the form a． 

tion of the first leaf．No root emergence was observed on the initial medium，which might due to the supplement 

of 1．0 mg／L BA to the medium ．Because the development of the seed embryos is unsynehronous
，
the develop— 

ment ofproteeorm —like bodies and the young seedlings are unsynehronous．Wh en they were transferred onto 

the fresh medium(with the same complements as the initial medium )for subculture，then the newly—formed 

protocorm —like bodies would develop into the plantlets．A few ofprotocorm —like bodies were dedifferentiated 

to form  the granular callus before they develop into seedlings．This kind of callus might be proliferated to form  

new callus，or differentiated to form  bud spots and then develop into young seedlings，Or deditterentiated to form  

the protocorm —like bodies developing into plantlets．5 kinds of the basic media were tested for the rooting cul— 

ture and promoting plantlets ofDen．ehrysotoxum  Lind1．and the adaptability is in the sequence ofH >1／3MS 

>1／2MS>SJ一1>MS． 

KEY W ORDS Dendrobium chrysotoxum Lindl；sterile germination；rapid propagation via tissue culture． 

1 引言 

鼓槌石斛(Dendrobium chrysotoxum)在我国主要分布于云南、广西、四川等省(区) ，它既是重要的观 

赏植物[3】，同时又是商品中药材石斛的重要原植物之一．虽然《中华人民共和国药典》所收载的5种石斛 

(分别为环草石斛D．Ioddigsesii Rolfe．，马鞭石斛D．fiimbriatum Hook．var．oculatum Hook．，黄草石斛D． 

chrysanthum Wal1．，铁皮石斛D．candidum Wal1．et Lindle．和金钗石斛 D．nobile Lind1．)，其中并不包括鼓槌 

石斛[4】，但由于其明显的药用功效，实际上，鼓槌石斛作为中药材在我国民间一直出现于商品石斛中．现代 

医学大量的研究以及中医药界长期的临床实践均已证明，鼓槌石斛具有滋阴清热，生津益胃，润肺止咳等多 

种功效[2．5 】．由于市场需求量大，近年来鼓槌石斛的野生资源已趋于濒危．因此，通过植物组织培养对鼓 

槌石进行离体快繁，对兰科植物种质资源保育和药用石斛产业化栽培均具有重意义．本文报道以未成熟鼓 

槌石斛种子进行无菌萌发，并对其无菌小苗进行组培快繁的研究结果． 

2 材料与方法 

2．1 材料 

鼓槌石斛尚未成熟的蒴果(图版2：2)，采自云南省江城县康平乡；取其中未成熟种子作为外植体进行离 

体培养． 

2．2 方法 

2．2．1 材料的表面消毒及接种操作 

取摘鼓槌石斛植株上的蒴果果实，用自来水将灰尘、泥土洗净，用手术刀削掉表皮上一些腐烂的或枯萎 

的外果皮；然后用5％洗洁精清洗5 min，并不断摇动；将洗洁精倒去，用自来水冲干净洗洁精；在超净工作台 

上用75％乙醇将蒴果材料浸泡3 min；后倒去乙醇灭菌液，再用0．15％升汞将蒴果材料浸泡15min，并用无 

菌镊子将材料不断翻动；倒去升汞灭菌液，用无菌水将材料冲洗4～5遍，沥干水放置备用． 

在超净工作台上，将经过表面消毒的鼓槌石斛蒴果放在无菌培养皿内，先用无菌解剖刀将其从中间纵切 

成两半，再横切成4块，最后丛切分为大小基本相同的8小块．用无菌镊子夹出其中的一个切块在培养瓶瓶 

El上方轻轻摇动，使每瓶的种子均匀分布在培养基表面；如有种子不易脱落，可用无菌解剖刀轻轻割下． 
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图版 1 鼓槌石斛的繁育 

Plate 1 Propagation and culture of Dendrobium chrysotoxum 

1．培养前未成熟种子(10×物镜下)；2．培养前未成熟种子(40×物镜下，示种子发育程度不一，大小有别)；3．培养2周 

后的种子，示种胚已明显膨大(40×物镜下)；4．培养28d时，部分种胚已突破种皮，成为裸露的种胚(40×物镜下)；5．种胚已 

开始萌动；6、7．原球茎萌发成苗的初期，其中6为16×物镜下，7、为12×物镜下；8．幼苗初期形态(8×物镜下)；9．少部分原球 

茎脱分化形成颗粒状愈伤组织，再由愈伤组织分化出小苗，图中的愈伤组织已产生绿色芽点(9×物镜下)；10．一块颗粒状愈 

伤已产生小芽(17×物镜下)；11．成堆的种子刚刚萌芽成小苗(在扫描仪上直接扫描)；12．转接在SJ一1培养基进行了65d生 

根壮苗培养的瓶苗(在扫描仪上直接扫描)；13．种子刚刚萌发成幼苗，由于种子的发育不完全同步，幼苗的萌发过程以及以后 

的发育亦不完全同步(6×物镜下)． 
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图版2 鼓槌石斛植株。蒴果及培养基 

Plate2 The seedling，capsule ofDendrobium chrysotoxum and culture medium for it 

1．鼓槌石斛野生植株；2．用于组培的未成熟蒴果，在离体条件下取其中的未成熟种子进行离体培养；3～7．在不同基本培 

养基上经过60d生根壮苗培养后的组培苗(已洗净培养基)，其中3为日基本培养基，4为1／3MS培养基，5为1／2MS培养基， 

6为 一1培养基，7为MS培养基．8．组培苗移栽在“1／3碎椰糠+2／3粗油棕叶鞘纤维”的栽培基质上． 

2．2．2 培养条件 

在本实验的各个培养阶段，实验材料均置于(25±2)oc和2000 b【光照条件下(日光灯照明)培养，每天 

提供 l2—14 h照明． 

2．2．3 培养基的配制及灭菌方法 

本实验所采用的各个配方的培养基，均按照植物组织培养的常规方法配制和灭菌 ． 

2．2．4 培养基的配方 

2．2．4．1 初代用于种子无菌发芽培养基 

MS+肌醇100 mg／L+烟酸0．5 mg／L+盐酸硫胺素1．0 mg／L+盐酸吡哆素0．5 mg／L+甘氨酸2．0 mg／ 

L+BA 1．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L+琼脂0．8％+蘸 糖 2．5％；pH=5．8． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


1期 陈 文，等：鼓槌石斛未成熟种子无菌萌发与小苗组培快繁的研究 49 

2．2．4．2 增殖培养基 

增殖培养基的配方与初代诱导培养基的成份完全相同，详见2．2．4．1节． 

2．2．4．3 显微镜观察与照相记录 

用 Motic B5数码生物显微镜照相记录未成熟种子接种前、接种后至种胚刚萌动时的发育过程；用Motic 

数码体视显微镜照相记录幼苗发育过程以及愈伤组成形成和愈伤组织分化成苗的过程；不同生根培养基的 

培养效果以及各处理的生根苗形态用hp scanjet 3570c扫描仪直接扫描记录． 

2．2．4．4 不同基本培养基对鼓槌石斛组培苗生根壮苗培养的影响 

为了试验不同种类和不同无机盐浓度对鼓槌石斛组培苗生根壮苗培养的影响，试验了MS、1／2MS、1／ 

3MS、H和sJ一1等5种基本培养基．除了基本培养基不同之外，培养基的其他成份及pH值条件完全相同 

(见表 1)． 

表1 用于鼓槌石斛生根壮苗培养的不同基本培养基 

Table 1 Different basic media used for rooting and plantlet-promoting culture of Dendrobium chrysotoxum Lindl 

2．2．4．5 组培苗的移栽与苗圃管理 

当生根壮苗培养基上的鼓槌石斛植株株高达8cm一10cm时即可准备出瓶移栽．移栽前先将培养瓶瓶 

盖打开，于散射光条件下驯化2d一3d．然后将瓶苗用竹筷或镊子轻轻取出，洗净培养基后移栽到由1／3碎 

椰糠和2／3粗油棕叶鞘纤维组成的栽培基质上．移栽后浇透一次定根水，再喷施400倍络氨铜杀菌剂及小 

苗和基质均粘有药液，然后覆盖塑料膜罩保湿．以后每隔3d揭开膜罩浇水一次，以保持苗床湿润为度．用 

双层70％遮阳网搭阴棚防晒，将膜罩内温度控制在35℃以下．移栽后第20d去掉膜罩，每天喷一次水保持 

床土湿润．40 d后，将苗床上已发出新根的植株移入盛有水苔及粗椰纤维(1：1)组成的栽培基质的营养生本 

中，以后按兰花组培苗常规管理方法继续进行苗圃管理 J． 

3 结果与分析 

3．1 离体培养下种胚的发育及成苗过程 

本实验所采用的蒴果尚未完全成熟，种皮尚为绿色；由于是从野生植株上采果，种胚的准确胚龄不详．接 

种之间，在显微镜下可观察到，同一蒴果中的种胚发育是不同步的，(图版 1：1，2)．种子接种到初代培养基 

上后，最初一个星期内发育动态不是很明显；但接种培养了2w时，可观察到多数种胚已明显膨大，其长度或 

直径较接种前增加1．5倍一2．0倍(图版1：3)；至接种后第28d观察，已发现有不少种胚(约占10％ 一15％) 

已突破种皮，形成裸露的种胚或称原球茎体(图版1：4)；至接种后的第4w时，可以观察到少量裸露种胚开始 

萌芽，最初是从生长点长出盾片即单子叶(图版1：5)；然后从盾片的对侧长出第一片幼叶(图版 1：7)继而按 

顺序长出第二、第三⋯⋯叶(图版1：5、6、7、8)．从接种至长出第一片真叶，大约经历80d左右．可能是由于 

本研究采用的初代培养基中含有 1．0mg／L BA的缘故，在我们的实验条件下，未能从初代培养基上的幼苗中 

观察到根的形成． 

如果接种时，种子分散不够均匀，则可以观察到成堆的种子发育成幼苗(图版1：11)．值得指出的是 ，由 
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表2 不同基本培养基用于鼓槌石斛组培苗生根培养效果的影响 

Tab．2 Effect of different basic media on the rooting culture of the in——vitro plantlets of Dendrobium chrysotoxum Lind 

于同一蒴果中的种子，其发育是不同步的，故由此导致幼苗的发育也是不完全同步的，在体视显微镜下可以 

清楚地观察到初代培养基上的无根幼苗的形态和大小各异，有些种子的发育甚至还处在原球茎体的阶段 

(图版1：13)． 

3．2 繁殖培养的效果 

未成熟种子接种在含有 1．0 mg／L BA +0．5 mg／L NAA的初代培养基上培养90d时，幼苗并不形成根 

系；虽然整个培养基表面被绿色的幼苗所覆盖，但这些无根幼苗或原球体由于拥挤或营养不够充足，已开始 

发黄或死亡．此时，如果把这些培养物分散并转接到新配制的组成成份与培养基完全相同的增殖培养基上， 

则会继续生长与增殖，原球体表面或无根的基部表面会产生一些新生的小原球体，继而发育成幼苗．有少部 

分原球体会分化形成质地比较致密的颗粒状的愈伤组织，这种愈伤组织在增殖培养基上有3种增殖途径：① 

继续增殖，产生新的愈伤组织；② 由愈伤组织分化出芽点，继而发育成小苗(图版 1：9、10)；③ 由愈伤组织分 

化出原球茎，继而萌芽成苗．总之，通过继代培养，可以在短期内(50d～60d)使鼓槌石斛的无根幼苗以及愈 

伤组织和原球茎增殖10倍左右． 

3．3 不同基本培养基用于生根壮苗的效果 

前面述及，在我们给定的初代培养基上或增殖培养基上形成的幼苗是无根的，虽然数量很多，但由于没 

有根系，而且植株非常矮小(0，8 cm～1．0 cm)，不能出瓶移栽．为了使鼓槌石斛组培苗形成良好的根系并使 

植株长到足够的大小，以便出瓶移栽，必须将其转移到适宜的生根壮苗培养基上．在筛选适宜的生根壮苗培 

养基的过程中，操作者去掉了初代培养基中原有的细胞分裂素类激素(BA)，将 NAA的浓度由0．5mg／L提 

高到1．0 mg／L．并加入了0．25％的活性炭(有利于兰科植物生根)；在其他各种成份完全一致的条件下，试 

验了5种基本培养基用于鼓槌石斛生根壮苗培养的效果，结果如表2和图版2：3～7所示．从表2和图版2 

可以看出，基本培养基的种类以及无机盐的浓度显著地影响到鼓槌石斛苗的根系发育几植株生长状况．在 

供试的5种基本培养基中，以无机盐浓度中等的H培养基培养效果最佳，不仅根多，根粗，而且植株非常健 

壮．培养40d时每丛苗(4株～5株)有根50～60条，根长达4cm～5cm；组培苗的茎基已明显膨大，直径可达 

0．8 cm左右，株高可达4．5 cm左右(图版2：3)．1／3MS的处理其效果比H略差(图版2：4)．如果仅考虑MS 

无机盐大量元素的浓度，则明显是降低MS中大量元素的浓度有利于鼓槌石斛的生根与壮苗，即1／3MS>1／ 

2MS>MS(图版2：4，5，7)．sJ一1的培养效果较MS稍好，但实际上也是很不理想的，仅促使部分苗形成矮 

小的根系；虽有较多丛生芽，但植株非常矮小，不均匀，而且长势很差(图版2：6)．培养效果最差的要数MS 

培养基，仅有极个别植株形成为数极少的根，根系不发达．丛生芽虽很多，但很弱，株高只有1．0 cm 一1．5 

cm，而且长势很差(图版2：8)．总之，5种供试基本培养基对于鼓槌石斛生根壮苗培养的适应性可以按 H> 
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1／3 MS>1／2 MS>SJ一1>MS的顺序排序． 

3．4 组培苗移栽存活率 

将根系发达的鼓槌石斛组培苗洗净培养基，并按2．2．4．4介绍的方法移栽到由l／3碎椰糠和2／3粗油 

棕叶鞘纤维组成的栽培基质上，经过3m精细管理，小苗存活率达98．6％ ． 

4 讨论 

4．1 关于培养基中无机盐浓和基本培养基种类与组培苗根系发育的影响 

植物组织培养领域中多数研究者均认为，降低无机盐的浓度有利于生根，而且根多而粗壮，发根也较 

快 ．在我们的工作中，鼓槌石斛的生根培养亦符合这一规律，即将 MS大量元素降低至仅有全量的1／3 

时，明显地促进鼓槌石斛组培苗生根，而且发根多，发根早，根系壮．但基本培养基的种类显著地影响根系的 

发育；H的效果最好，sJ一1次之，MS的效果最差．因此，在进行兰科植物的生根壮苗培养时，基本培养基的 

选用宜在几种无机盐浓度很低或较低的基本培养基中进行筛选，以便提高工作效率． 

4．2 关于初代培养基(无菌发芽培养基)中外源激素对兰科植物种子萌发成苗的影响 

不少研究者认为，兰科植物的种子无菌萌发不需要在培养基中加人外源激素．有的试验甚至显示，外源 

激素对兰科植物种子的无菌萌发有抑制作用．但我们在初代培养基中追加有 1．0 mg／L BA和0．5 mg／L 

NAA，鼓槌石斛的种子80％以上均能萌发成苗，但根系的形成则受到抑制，在我们给定的激素条件下，未观 

察到有根系的完整植株，均是无根的绿色小苗．但在这种激素条件下，原球茎和愈伤组织的增殖较快．由于 

目前尚未作对比试验，无激素条件，以及不同种类，不同配比的激素对鼓槌石斛种无萌发成苗的影响，尚需做 

进一步的研究才能确定． 

4．3 关于鼓槌石斛未成熟种子离体培养过程中的成苗途径 

我们的试验结果表明，鼓槌石斛的未成熟种子在进行离体培养过程中，主要是通过种胚的不断发育膨 

大，并突破种皮，形成裸露的种胚(或称原球茎体)，进而萌发成小苗．但在含有 1．0 mg／L BA和0．5 mg／L 

NAA的外源激素条件下进行继代培养时，少数种胚在萌发成苗之前，可以脱分化而产生颗粒状的愈伤组织， 

这种愈伤组织可以不断的增殖未更多的愈伤组织，或分化出不定芽，或形成新的原球茎体．因此，愈伤组织 

的形成并发育成幼苗原球茎体可以在生产上应用于鼓槌石斛组培苗的加速繁殖．这种过程与叶秀 等 

(1988)在同属植物黑节草(Den．candidium Wall ex Lind1．)的未成熟种子离体培养过程中观察到的结果有相 

似之处．但如何通过外源激素浓度和种类的进一步调整促使更多的种胚脱分化形成愈伤组织继而通过愈伤 

组织分化成苗或繁殖出更多原球茎体，则尚需进行更进一步的研究． 
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