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摘要  [ 目的] 为提高金线莲的繁殖系数。[ 方法] 以金线莲为材料,以MS 为基本培养基 ,设置不同的激素组合,进行分化增殖培养 ,定期
观察并记录结果。[ 结果] 升汞浓度和消毒时间是金线莲无菌体系建立的重要影响因素。不同消毒方式对金线莲启动培养的污染率极
显著差异 ,褐变率有显著差别。金线莲启动培养最佳消毒方式为 :75 %酒精消毒30 s + 0 .15 %升汞消毒4 min。不同激素浓度及配比对丛
生芽诱导的影响差异极显著。培养基中附加6- BA 1 .0 mg/ L +2 ,4- D0 .10 mg/ L 较其他培养基对丛生芽诱导有极显著差异 ,增殖1 .166 7
倍。筛选出的丛生芽诱导最佳培养基为MS+ 6- BA 1 .0 mg/ L +2 ,4- D0 .1 mg/ L + 3 %蔗糖+ 7 g/ L 琼脂。[ 结论] 得到了适宜的诱导金线
莲丛生芽的培养基。
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Induction of Adventitious Buds of Anoectochil us roxburghii
KAN Shi-chao et al  ( College of Life Science , Guizhou University , Guiyang , Guizhou 550025)
Abstract  [ Objective] The ai m was to i mprove the propagation coefficient of Anoectochilus roburghii . [ Method] With A. roburghii as material and MS
mediumas basic medium, different combinations of hormone were set up for differentiation and propagation culture . The regular observation was made and
the result was recorded . [ Result] The chloride hydrargyrumconcn. and disinfectionti me were the mai ninfluencing factors for the establishment of aseptic
systemof A. roburghii . The contaminationrate of different disinfection methods for the initiation culture of A. roburghii showed a very significant differ-
ence and its browning rate had a very significant difference . The opti mal disi nfection method for the initiationculture of A. roburghii was disinfection with
75 % ethanol for 30 s + 0 .15 % chloride hydrargyrumfor 4 min . The effects of different hormone concn. and their combinations onthe induction of adven-
titious buds showed a very significant difference . Mediumsupplemented with 6- BA 1 .0 mg/ L + 2 ,4- D 0 .10 mg/ L had a very significant difference with
other medi ums and the proliferation was 1 .166 7 ti mes . The opti mum mediumscreened out for adventitious buds was MS+ 6- BA1 .0 mg/ L + 2 ,4- D 0 .1
mg/ L +3 % saccharose + 7 g/ L agar . [ Conclusion] The opti mum mediumfor the induction of A. roburghii adventitious buds was obtained .
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  金线莲[ Anoectochil us roxburghii ( Wall .) Lindi ] 为兰科 , 开

唇兰属花叶开唇兰[ 1] , 全草入药, 在民间素有“金草”、“神

药”、“乌人参”等美称[ 2] , 是福建、台湾等省和东南亚地区的

珍稀名贵药材。由于它具有解热、止血等功效, 近年来在治

疗高血压、糖尿病等疑难病症方面日益受到医药界的广泛重

视。但是 ,金线莲种子微小, 胚发育不完全, 在自然条件下极

难出芽[ 3] ; 若以分根或扦插繁殖 ,则耗时长且繁殖系数低, 同

时其野生资源逐年减少,而利用组织培养进行繁殖可以保存

种源及适应于商品化生产。鉴于此, 笔者探讨了合理的培养

组合因子对金线莲生长分化的影响,旨在提高其繁殖系数。

1  材料与方法

1 .1 材料  金线莲, 购于云南。

1 .2 方法

1 .2.1 外植体处理。取生长良好的金线莲植株, 用自来水

洗净 ,再流水冲洗2 h 后进行表面消毒,消毒方法是用75 %酒

精浸泡30 s 后, 用无菌水冲洗1 遍, 再用不同浓度的升汞

( 0 .05 %、0 .10 % 、0 .15 %) 处理不同的时间( 4、8、12 min) , 最后

用无菌水充分浸泡冲洗3 遍。外植体消毒后用无菌滤纸吸

干水分 ,将植株切成长约1 c m带节茎段, 接入培养基中。

1 .2 .2 试验设计。在参考文献[ 4 - 6] 和预试验的基础上, 以

MS 为基本培养基,设置不同浓度的激素组合, 各组合均添加

琼脂7 g/ L, 蔗糖3 % , 灭菌前pH 值调至5 .8 ,120～125 ℃灭菌

20 min。初代培养以诱导不定芽萌发为主要目的 , 因此应选

择高浓度的细胞分裂素,配以较低浓度的生长素。该试验选

择常用的细胞分裂素6- BA , 浓度为2 .0 mg/ L , 以及生长素

NAA,浓 度为 0 .1 mg/ L。用 解剖 刀 切掉 金线 莲两 端, 再
�
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分割成长约0 .5～0 .8 c m的带节茎段, 接种到培养基上 ,每个

处理6 段,重复4 次。培养4 d 后统计污染率 ,7 d 后统计褐

变率。培养条件:( 23±1) ℃,2 000 lx ,光照时间为12 h/ d。

1 .2 .3  金线莲丛生芽诱导。以初代培养的金线莲苗为材料

进行分化增殖培养, 培养目的是繁殖大量有效的芽和苗。为

考察 NAA、2 ,4- D 对金线莲丛生芽诱导的影响, 在1 .0、2 .0、

3 .0 mg/ L 6- BA 的基础上 ,分别添加0 .05、0 .10 mg/ L 的 NAA、

2 ,4- D ,共12 种培养基。取金线莲无菌苗,剪掉茎节部位的所

有叶片,只留带节茎段, 将茎分割成长0 .5～0 .8 c m 的带节

段,接种到12 种培养基中, 每个处理接种6～9 段 ,重复3 次 ,

定期观察并记录结果 ,28 d 统计结果。

1 .3 数据处理 采用 DPS7 .05 统计软件进行数据分析。

2  结果与分析

2 .1  不同消毒方式对金线莲启动培养的影响  以金线莲茎

段为外植体诱导不定芽的萌发, 建立金线莲组织培养的无菌

体系。接种3 d 后开始出现污染及部分表面褐变现象, 污染

率、褐变率见表1。由表1 可知,不同消毒方式下的金线莲启

动培养外植体的污染率达到了0 .01 极显著水平, 褐变率达

到了0 .05 显著水平。因此, 升汞浓度和消毒时间是金线莲

无菌体系建立的重要影响因素。从污染率与褐变率综合考

虑,金线莲启动培养外植体的最佳消毒方式为:75 % 酒精浸

泡30 s ,0 .15 %升汞消毒4 min。

2 .2  不同激素浓度及配比对金线莲丛生芽诱导的影响 由

表2 可知,不同激素浓度及配比对丛生芽诱导的影响差异极

显著( P < 0 .01) 。培养基7 与其他11 种培养基在诱导丛生

芽上差异达0 .01 极显著水平。培养基3、6、11 之间0 .01 水平

差异不显著 ,培养基8、9、10 之间0 .01 水平差异不显著,0 .05

水平差异显著。培养基2、12 之间0 .01 水平差异不显著 ,

0 .05水平差异显著。由此筛选出金线莲丛生芽诱导的最佳
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培养基为:MS + 6- BA 1 .0 mg/ L + 2 ,4- D0 .1 mg/ L + 蔗糖3 % + 琼脂7 g/ L。

表1 不同消毒方式对金线莲启动培养的影响

Table 1 Effects of different disinfection methods oninitiationculture of A.roxburghii

升汞浓度∥%

Mercuric chloride

concentration

消毒时间∥mi n

Disinfectionti me

接种数∥个

Inoculation number

污染数∥个

Pollution number

污染率∥%

Pollution rate

褐变数∥个

Browning number

褐变率∥%

Browning rate

0 .05     4 20    16   80 .00 A    0    0 b

0 .10 8 27 12 44 .40 ABC 3 11 .11 b

0 .15 12 29 0 0 C 14 48 .28 a

0 .15 8 24 5 20 .83 BC 6 25 .00 b

0 .05 12 26 12 46 .15 ABC 1 3 .85 b

0 .10 4 28 19 67 .86 AB 0 0 b

0 .10 12 31 6 19 .35 BC 1 3 .23 b

0 .15 4 28 2 7 .14 C 0 0 b

0 .05 8 27 9 33 .33 ABC 0 0 b

 注 :同列不同大写字母表示差异极显著 , 不同小写字母表示差异显著。下同。

 Note : Different capital letters in a row mean extremely significant differences , different lowercases mean significant differences . The same as fllows .

表2 不同激素浓度及配比对金线莲丛生芽诱导的影响

Table 2 Effects of different hor moneconcentrations and proportions onad-

ventitious budinductionof A.roxburghii

培养基
Culture
medium

6- BA
mg/ L

NAA
mg/ L

2 ,4- D
mg/ L

接种数∥个
Inoculation

number

芽数∥个
Bud

number

增殖倍数
Multiplication

multiple

1 1 .0 0 .05 24  15 0 .625 0±0 .125 0 f D
2 1 .0 0 .10 24 19 0 .750 0±0 .125 0 efCD
3 2 .0 0 .05 24 22 1 .000 0±0 .125 0 abcABC

4 2 .0 0 .10 24 8 0 .333 3±0 .072 2 gE
5 3 .0 0 .05 25 22 1 .041 7±0 .072 2 abAB

6 3 .0 0 .10 24 22 0 .958 3±0 .072 2 bcdABC
7 1 .0 0 .10 24 28 1 .166 7±0 .072 2 aA
8 1 .0 0 .05 24 19 0 .791 7±0 .072 2 defBCD

9 2 .0 0 .10 21 18 0 .863 0±0 .143 4 bcdeBCD
10 2 .0 0 .05 23 19 0 .827 3±0 .067 6 cdeBCD

11 3 .0 0 .10 22 22 1 .006 0±0 .134 1 abcABC
12 3 .0 0 .05 26 20 0 .773 3±0 .104 1 defCD

3  小结与讨论

有学者研究金线莲离体繁殖时 ,以 MS 作为基本培养基

诱导器官的分化[ 7 - 8] 。也有学者以 B5 或改良 MS 培养基作

为诱导器官分化的基本培养基[ 9] 。毛碧增等在比较18 种培

养基诱导金线莲茎段产生丛生芽的能力后, 发现以MS 为基

本培养基 ,添加BA 1 .5 mg/ L、NAA 0 .15 mg/ L 的组合为诱导

茎段的最佳组合[ 8] 。何云芳等试验证明,BA 最适浓度为4 .0

mol/ L,NAA 0 .3 mol/ L 和 GA3 0 .3 mol/ L 对丛生芽的生成和伸

展有较好的效果[ 10] ;高燕等研究发现, 金线莲在继代增殖培

养过程中加入一定量的 KT 可促进芽的分化和增殖, 还发现

金线莲对6- BA 不敏感, 当培养基中的6- BA 浓度达到4 .0

mg/ L 时仍未出现畸形苗 , 但在培养过程中6- BA 有积累效

应, 应根据苗的长势确定6- BA 的用量[ 9] 。该研究采用MS +

6- BA1 .0 mg/ L + 2 ,4- D0 .1 mg/ L + 蔗糖3 % + 琼脂7 g/ L 诱导

金线莲丛生芽的发生 ,获得了满意的结果。
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