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摘要:通过正交试验 , 筛选了金钗石斛 Dendrobium nobile类原球茎(protocrom-like bodies , PLBs)诱导及增殖适宜的培

养基.以 1/ 2MS 附加 8 g·L-1琼脂为基本培养基 , 诱导以 NAA、TDZ(噻二唑苯基脲 , thidiazuron)、CPPU[ N-(2-氯-4-吡

啶基)-N1-苯脲] 做三因子四水平试验 , 增殖则以 NAA、BA、蔗糖 、pH 值做四因子四水平试验 , 根据 L16(4
5)正交表设

计 ,分别以 PLBs 诱导率和增质量率为指标 ,筛选了适宜于 PLBs诱导和增殖的培养基.结果显示:1/ 2MS+30 g·L-1

蔗糖+8 g·L-1琼脂+0.01 mg·L-1 TDZ+0.005 mg·L-1 CPPU , pH5.6 的培养基适宜于 PLBs诱导 , 1/2MS+20 g·L-1蔗

糖+8 g·L-1琼脂+20 g·L-1香蕉汁+1.0 mg·L-1NAA+0.2 mg·L-1 BA , pH 5.6的培养基增殖效果较好;诱导率和增

质量率分别为 46.00%和 756.74%.在各因子中 , NAA对 PLBs 诱导率的影响最大 ,并对 PLBs的诱导起抑制作用;蔗

糖质量浓度对 PLBs增质量率影响最大 , 且较低的质量浓度更为适宜;筛选出的 PLBs 诱导和增殖培养基经重复试

验 ,结果相对稳定.
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Abstract:Medium of induction and multplication of Dendrobium nobile protocrom-like bodies (PLBs)was

screened out by orthogonal test.Added 8 g·L-1 agar in the basic medium of 1/2 MS , NAA , TDZ and CPPU

were selected as factors in PLBs induction , NAA , 6-BA , sucrose and pH value were selected as factors in pro-

liferation.Experiment was designed by the orthogonal test table of L16(4
5).The results showed that the opti-

mal medium for induction was 1/2 MS+30 g·L-1 sucrose +8 g·L-1 agar + 0.01 mg·L-1 TDZ +0.005

mg·L-1 CPPU and 1/2 MS+1.0 mg·L-1 NAA+0.2 mg·L-1 BA+20 g·L-1 sucrose+8 g·L-1 agar+20

g·L
-1

banana juice for proliferation.The rate of induction was 46.00 % and muitiplication was 756.74 %.

NAA had inhibtory effect on PLBs induction and sucrose concentration was the most important factor in PLBs

proliferation.The effect of selected medium was confirmed by the repeated experments.

Key words:orthogonal test;Dendrobium nobile;protocrom-like bodies(PLBs);induction;proliferation

　　金钗石斛 Dendrobium nobile 为兰科石斛属多年

生附生草本植物 ,在我国主要分布于陕西 、四川 、湖

北 、广东 、广西 、贵州 、云南 、台湾等省区.因其花色艳

丽 、花姿优美 、清香宜人而成为世界著名的观赏花
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卉[ 1] ,还是软茎类(nobile type)观赏春石斛最重要的

育种亲本.金钗石斛也是我国药用石斛的药原植物

之一 ,具有重要的经济价值.石斛属植物对生境要求

苛刻 ,且自然繁殖率低 ,加之日益增加的人工采挖 ,

导致其资源日渐贫乏[ 3] .为了在保护的前提下合理

利用这一珍贵资源 ,需要解决的首先是种苗问题 ,国

内外近年来对石斛组织培养的研究比较多[ 2 ～ 6] ,并

认为离体快繁技术 ,是解决这一问题的有效方法.虽

然石斛的组织培养近 20年来发展迅速 ,在各方面日

趋成熟 , 但仍存在类原球茎(protocrom-like bodies ,

PLBs)诱导率低 、增殖速率较低 、培养周期较长以及试

管苗移栽成活率低等问题[7] .针对石斛 PLBs诱导率

和增殖率较低的问题 ,通过正交试验方法筛选适宜

PLBs诱导和增殖的培养基 ,取得了较好的结果.

1　材料与方法

1.1　材料选择

PLBs诱导试验选择金钗石斛无菌苗长度约 0.5

cm 的幼嫩茎段为外植体 ,而增殖试验则选择本实验

室继代培养 40 d左右且无分化的金钗石斛 PLBs为

材料.

1.2　培养方法

将金钗石斛无菌苗的幼茎切成段接入按正交试

验方案配制的 PLBs诱导培养基里 ,培养 60 d 后统计

PLBs诱导率.于超净台上用电子天平按每瓶 0.6 ～

1.0 g 称取 PLBs ,接入按正交试验方案配制的 PLBs

增殖培养基里 ,记录下每瓶接入 PLBs的量.培养 45

d后称取每个培养瓶 PLBs的量 ,记录结果.PLBs诱

导率=诱导产生 PLBs的外植体数/接入外植体数×

100%;PLBs增质量率=(培养 45 d后 PLBs的质量-

接种时 PLBs的质量)/接种时 PLBs的质量×100%.

基本培养基选用 1/2MS ,培养条件为(25±1)℃下光

照培养 ,光强为2 000 ～ 2 500 lx ,每天光照 12 h.

1.3　正交试验方案

PLBs诱导试验以NAA(A)、TDZ(B)、CPPU(C)三

因素 ,各设四水平(表 1).PLBs增殖试验则以 NAA

(A)、BA(B)、蔗糖(C)及 pH 值(D)四因素 ,各设四水

平(表2), 2个试验均选L16(4
5)表进行正交设计 ,

表 1　PLBs诱导正交试验因子水平表

Tab.1　Factors and levels of L16(4
5)for PLBs induction

水平

level

A

ρ(NAA)/(mg·L-1)

B

ρ(TDZ)/(mg·L-1)

C

ρ(CPPU)/(mg·L-1)

1 0 0 0

2 0.2 0.01 0.005

3 0.5 0.10 0.050

4 1.0 1.00 0.500

表 2　PLBs增殖正交试验因子水平表

Tab.2　Factors and levels of L16(4
5)for PLBs proliferation

水平

level

A

ρ(NAA)/(mg·L
-1
)

B

ρ(BA)/(mg·L
-1
)

C

ρ(蔗糖 sucrose)/(g·L
-1
)

D

pH

1 0 0 20 5.2

2 0.2 0.2 30 5.6

3 0.5 0.5 40 6.0

4 1.0 1.0 50 6.2

分别以PLBs诱导率和增质量率为指标 ,各有 16个试

验处理组合.每处理接种6瓶.

2　结果与分析

2.1　不同激素对 PLBs诱导率影响的分析

PLBs诱导的正交试验结果见表 3.

表 3　不同组合培养基的 PLBs诱导效果

　Tab.3　The induction effect of PLBs on different combina-

tion medium

组合号

combination

code

ρ(NAA)/

(mg·L-1)

ρ(TDZ)/

(mg·L-1)

ρ(CPPU)/

(mg·L-1)

诱导率

induction

rate/ %

1 0 0 0 16.47±5.49

2 0 0.01 0.005 46.00±6.17

3 0 0.10 0.050 12.63±3.49

4 0 1.00 0.500 11.25±3.15

5 0.2 0 0.005 17.50±4.79

6 0.2 0.01 0 7.14±3.39

7 0.2 0.10 0.500 11.11±4.35

8 0.2 1.00 0.050 2.86±1.94

9 0.5 0 0.050 15.56±4.14

10 0.5 0.01 0.500 18.67±5.68

11 0.5 0.10 0 11.25±4.46

12 0.5 1.00 0.005 9.23±4.31

13 1.0 0 0.500 0.00±0.00

14 1.0 0.01 0.050 0.00±0.00

15 1.0 0.10 0.005 0.00±0.00

16 1.0 1.00 0 10.67±3.84

根据正交试验结果 ,各因素对 PLBs诱导率的极

差分析见表 4.图 1显示组合号为 2的培养条件下 ,

类原球茎体诱导情况.

表 4　各因素对 PLBs诱导率的极差分析

Tab.4 　Range analysis on PLBs induction rate for different

factors

因素 factors 1 2 3 4 极差 range

A(NAA) 21.59 9.65 13.68 2.67 18.92

B(TDZ) 12.38 17.95 8.75 8.50 9.45

C(CPPU) 11.38 18.18 7.76 10.26 10.42
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图 1　金钗石斛类原球茎体的诱导

Fig.1　PLBs induction of Dendrobium nobile

　　从表 4可以看出 ,A因子极差最大 ,为 18.92 , C

因子和B因子极差次之 ,分别为 10.42和 9.45.这说

明NAA对PLBs诱导率的影响最大 ,其次是 CPPU和

TDZ.从诱导率的角度看 ,PLBs 诱导以 A1B2C2 组合

效果最好 , 即培养基中不加 NAA , TDZ 取 0.01 mg·

L-1 、CPPU取0.005 mg·L-1时诱导效果最好 ,其诱导

率可达到 46.00%.

2.2　各因素对 PLBs增殖率影响的分析

不同组合培养基的 PLBs增殖的正交试验结果

见表 5 ,各因素对 PLBs增质量率影响的极差分析见

表6.

表 5　不同组合培养基的 PLBs增殖结果

Tab.5　The multiplying effect of PLBs on different combina-

tion medium

组合号

combinat ion

code

ρ(NAA)/

(mg·L
-1
)

ρ(BA)/

(mg·L
-1
)

ρ(蔗糖

sucrose)/

(g·L-1)

pH

增质量率

rate of

proliferation/ %

1 0 0 20 5.2 596.65±92.94

2 0 0.2 30 5.6 539.32±52.33

3 0 0.5 40 6.0 332.98±29.84

4 0 1.0 50 6.2 187.32±17.90

5 0.2 0 30 6.0 241.85±17.55

6 0.2 0.2 20 6.2 689.25±38.81

7 0.2 0.5 50 5.2 166.37±10.45

8 0.2 1.0 40 5.6 324.45±43.19

9 0.5 0 40 6.2 244.64±30.47

10 0.5 0.2 50 6.0 232.13±6.19

11 0.5 0.5 20 5.6 756.74±55.50

12 0.5 1.0 30 5.2 237.44±24.36

13 1.0 0 50 5.6 372.64±44.06

14 1.0 0.2 40 5.2 504.25±55.83

15 1.0 0.5 30 6.2 375.65±58.97

16 1.0 1.0 20 6.0 657.32±33.86

表 6　各因素对 PLBs增质量率的极差分析

Tab.6　Range analysis on rate of mass growth of PLBs for dif-

ferent factors

因素 factors 1 2 3 4 极差 range

A(NAA) 414.07 355.48 367.74 477.47 121.99

B(BA) 363.95 491.24 407.94 351.63 139.61

C(蔗糖 sucrose)674.99 348.57 351.58 239.62 435.37

D(pH) 376.18 498.29 366.07 374.22 132.22

从表 6可以看出 , 4个因素对 PLBs增质量率的

影响程度为 C>B>D>A ,蔗糖浓度对 PLBs增质量

率影响最大 ,极差为 435.37 ,且各水平差异很明显;

影响程度最小的是 NAA ,极差仅为 121.99 ,且各水平

差异不大.从正交试验结果来看 , PLBs 增殖以

A4B2C1D2组合为最好(图2).

图 2　类原球茎体在 A4B2C1D2组合培养基上的增殖情况

Fig.2 　Proliferation of Dendrobium nobile PLBs on medium of

A4B2C1D2 combination

2.3　重复试验

在 PLBs诱导试验中 ,用 A1B2C2 组合配制的培养

基来接种金钗石斛的幼嫩茎段 ,发现其 PLBs诱导率

均可达到 46%左右 , 而在 PLBs 增殖试验中 , 用

A4B2C1D2组合配制的培养基接种 PLBs进行增殖 ,45

d后测 PLBs 增质量率 , 其平均增质量率可达到

872.32%,证实了正交筛选结果.

3　讨论

在培养基的各成分中 ,植物生长物质对外植体

的脱分化过程有重要的调控作用 ,是最重要的影响

因子之一 ,2种细胞分裂素配合使用或 2种以上的激

素配合使用 ,往往能够更好地促进愈伤组织形成或

芽的增殖[ 8] .

TDZ和 CPPU是近年来发现的 2种具高细胞分
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裂活性的苯基脲衍生物 ,它们的细胞分裂素活性比

BA 、KT 等嘌呤类化合物要高出许多倍[ 9 ,10] .Vic-

tor[ 11]在研究 TDZ 诱导花生 Arachis hypogaea 体细胞

胚发生时 ,发现 TDZ 能引起腺嘌呤 、腺苷 、玉米素和

二氢玉米素物质的积累.Bruce 等[ 12] 以烟草愈伤组

织的最大鲜质量来表示这些化合物的活性大小 ,发

现在相同条件下 1×10
- 8

mol·L
-1

CPPU所诱导的愈

伤组织生长量是玉米素(1×10-5 mol·L-1)的 2 倍.

可见其活性是玉米素的千倍以上[ 13] .在预试验中 ,

笔者发现在离体培养中最常用的细胞分裂素 BA 对

金钗石斛类原球茎诱导效果较差 ,并且在不断提高

浓度时 ,诱导效果提高不显著 ,负效应表现突出 ,外

植体极易白化死亡.而 TDZ 和 CPPU则表现出较好

的诱导效果.

利用具高细胞分裂活性的 TDZ 和 CPPU与 NAA

配合使用 ,有效地提高了 PLBs的诱导率.但 NAA在

试验中表现出 PLBs发生的抑制.

影响 PLBs增殖的因素较多 ,如基本培养基 、培

养方式 、蔗糖浓度 、天然提取物 、植物激素 , pH 值等.

对石斛 PLBs增殖条件的研究报道较多[ 12 , 13] ,周根余

等[ 14]研究了影响铁皮石斛原球茎生长的若干因素 ,

进行了大量的单因子试验 , 但生长率最高仅达到

315.9%,远低于笔者试验中756.74%的增殖率 ,并且

无法了解因子之间的相互作用.引入正交设计 ,有效

降低了多因子试验的工作量 ,有效地扩大了培养基

的筛选范围 ,更好地了解因子间的相互作用 ,使试验

筛选更加有效.

孙廷等[ 4]和宋锡全等[ 5]在近年都报道了金钗石

斛离体培养的工作 ,然而都未涉及类原球茎体的诱

导 ,其方式是通过茎段再生植株 ,再进行增殖.由于

未进行类原球茎体的诱导 ,植株的增殖倍数往往较

低.笔者的工作重点在于类原球茎体的诱导和增殖 ,

由于类原球茎体的增殖倍数极高 ,对于快繁过程中

提高效率和降低成本都具有重要的价值.
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