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　　摘要：以金线兰试管苗茎段为材料，用正交设计法研究不同激素处理对金线兰试管苗丛生芽的诱导及分化过程的
影响，建立了金线兰试管苗丛生芽高效增殖体系。结果表明，植物生长调节物质 ＫＴ是诱导丛生芽增殖的关键因素。
金线兰根状茎培养腋芽增殖的最佳培养条件为：ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ，
增殖倍率高达４．８００。
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　　金线兰［Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ（Ｗａｌｌ．）Ｌｉｎｄｌ］，为兰科
开唇兰属植物，全草入药，是民间珍稀名贵的中草药，具有广

阔的开发利用前景［１］。兰科种子发芽率普遍较低，金线兰种

子自然发芽率甚至不到０．１％，依靠自然繁殖已无法满足人
们的需求，组织培养是保护濒危植物的有效技术手段，可在极

短的时间里繁殖出大量新生植株，对解决金线兰自然资源保

护和合理利用具有现实意义。金线兰根状茎试管苗繁殖主要

通过丛生芽增殖和原球茎增殖２种方式进行，虽然原球茎增
殖倍率较高，但易出现褐化、玻璃化等问题［２］，采用金线兰根

状茎初代培养基诱导的丛生芽增殖倍率又相对较低，急需开

展金线兰丛生芽增殖方面的研究。本研究探讨了３种生长调
剂物质对金线兰试管苗增殖中的作用效果，为金线兰工厂化

种苗生产探索成苗快、操作方便的试管芽苗增殖方法。

１　材料与方法

１．１　材料
金线兰根状茎试管苗由贵州师范大学生命科学学院组培

室提供。金线兰初代培养条件为：ＭＳ＋６－ＢＡ１．５ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ
０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１．５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ。
１．２　方法

在超净工作台上，用解剖刀将无菌腋芽切下，接种采取茎

段直立插入培养基的方式。采用Ｌ９（３
４）进行正交试验［３］，考

察３种植物生长物质（６－ＢＡ、ＫＴ、ＮＡＡ）及其浓度（表１）对金
线兰根状茎试管苗茎段培养的影响，各试验均采用 ＭＳ基本
培养基，光照１２ｈ，光强２０００ｌｘ，蔗糖３０ｇ／Ｌ。

２　结果与分析

２．１　根状茎茎段增殖培养最佳培养条件的筛选
接种３０ｄ后，统计结果，计算诱导率（表２），并对试验结

果进行极差分析和方差分析（表３）。
　　由表２和表３可知：植物生长调节物质 ＫＴ对根状茎腋
芽的增殖作用达到α＝０．１０的显著水平，６－ＢＡ和ＮＡＡ对根
状茎腋芽的诱导作用没有达到显著水平，３种植物生长物质
作用强弱依次为：ＮＡＡ＞６－ＢＡ ＞ＫＴ，它们的最佳浓度组合
为 Ａ３Ｂ３Ｃ３，金线兰根状茎培养腋芽增殖的最佳培养条件为
ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋蔗
糖３０ｇ／Ｌ。

表１　金钱兰根状茎增殖培养因素与水平

浓度
因素（ｍｇ／Ｌ）

Ａ：６－ＢＡ Ｂ：ＫＴ Ｃ：ＮＡＡ
１ １ １ ０．１
２ ２ ２ ０．３
３ ３ ３ ０．５

表２　根状茎增殖培养Ｌ９（３３）试验结果

代号
因素（ｍｇ／Ｌ）

Ａ：６－ＢＡ Ｂ：ＫＴ Ｃ：ＮＡＡ
增殖倍率

１ １ １ ０．１ ２．３３３
２ １ ２ ０．３ ３．８５７
３ １ ３ ０．５ ４．２６６
４ ２ １ ０．３ ２．７１４
５ ２ ２ ０．５ ３．６３９
６ ２ ３ ０．１ ３．６８７
７ ３ １ ０．５ ３．６４３
８ ３ ２ ０．３ ３．９００
９ ３ ３ ０．１ ３．５００
ｋ１ ３．４８５ ２．８９７ ３．３０７
ｋ２ ３．３４７ ３．７９９ ３．３５７
ｋ３ ３．６８１ ３．８１８ ３．８４９
Ｒ ０．３３４ ０．９２１ ０．５４２

表３　根状茎增殖培养方差分析

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ Ｆ０．１０临界值 显著性

Ａ ０．１６９ ２ ０．４００ ３．４６０
Ｂ １．６６２ ２ ３．９３８ ３．４６０ 
Ｃ ０．５３９ ２ １．２７７ ３．４６０
误差 １．２７ ６

　　注：表示在α＝０．１０水平具显著性。

２．２　根状茎茎段增殖培养最佳培养条件验证
取生长一致的金线兰试管苗茎段３０个，接入上述最佳培
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养条件中，３０ｄ后统计试验结果，结果增殖倍率高达４．８００，
优于正交试验中的各组，故金线兰根状茎茎段增殖培养最佳

培养条件为：ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ。

３　讨论

根状茎外形与根相似，蔓生于土层下，具有明显的节和节

间，叶退化成非绿色的鳞片叶，叶腋中的腋芽或根状茎的顶芽

可形成背地性之力的地上枝，同时节上产生不定根。根状茎

贮有丰富的营养物质，可存活１年以上，若因耕犁等外力切断
时，茎段上的腋芽仍可再生为新株［４］。根状茎比地上茎有更

强的生活力，以根状茎为材料诱导的试管苗可能比以地状茎

为材料诱导的试管苗具有更强适应力。相关报道中，以根状

茎为材料诱导的试管苗研究较少，笔者报道了金线兰根状茎

初代培养研究［５］，王建勤等报道了金线兰根状茎增殖培养研

究，他以ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ３．０ｍｇ／Ｌ的培养条件
获得了５．４倍的增殖倍率［６］，比本试验的增殖倍率高０．６，原
因可能是：（１）王建勤等使用的外植体产自福建省，而本试验
所用外植体产自贵州省，不同外植体对植物生长调节物质的

响应程度不同；（２）王建勤等的试验周期为 ４５ｄ，本试验的周
期为３０ｄ，较长的培养时间有利于更多芽的产生。

在金线兰组织培养研究结论中，植物生长调节物质

６－ＢＡ对组织培养结果的影响强于ＫＴ，本研究发现植物生长
调节物质ＫＴ对根状茎腋芽的增殖作用达到 α＝０．１０的显著
影响，而植物生长调节物质６－ＢＡ和 ＮＡＡ对根状茎腋芽的
诱导作用没有达到显著水平，３种植物生长物质作用强弱依
次是：ＮＡＡ＞６－ＢＡ＞ＫＴ。原因可能为：目前大多数金线兰组
织培养选用的材料为地上茎和原球茎，而本研究采用的试验

材料为金线兰地下茎，不同材料部位可能对不同的植物生长

调节物质的响应程度不同。
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　　摘要：对辣根过氧化物酶进行生物印迹，最佳模板选择根据检测印迹后酶活力大小来定，并对印迹的辣根过氧化
物酶进行了乙酰化和交联，用三硝基苯磺酸法检测乙酰化和交联的程度。结果表明，以对苯二胺为模板最佳，印迹酶

活性比游离酶增加约１０倍。
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　　Ｒｕｓｓｅｌｌ等发现有机溶剂中酶有一个非常奇特的现象，通
过配体与酶之间的相互诱导、相互作用可以改变酶的构象，即

生物印迹［１］。通过生物印迹提高酶在有机溶剂中的催化活

性，增加其作为催化剂的应用，如印迹脂肪酶在手性药物中间

体的拆分、食品分析、有机合成等过程中，都表现出了较好的

催化活性［１］。辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）
是一种糖蛋白，以铁卟啉为辅基，在过氧化氢存在时能催化苯

酚、苯胺及其取代物聚合，由于在辣根中含量很高而得名。试

验以ＨＲＰ为印迹对象，以底物及底物类似物为模板，分别对
ＨＲＰ进行生物印迹，通过检测印迹后酶活力大小来确定最佳
模板，后对印迹的辣根过氧化物酶进行乙酰化和交联，用三硝

基苯磺酸法检测乙酰化和交联的程度。印迹酶具有抗恶劣环

境、高稳定、长寿命、可设计性和催化效率高等特点，为酶的人

工模拟开拓了新的途径。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
试剂：ＨＲＰ：Ｅｃ１．１１．１．７，２５０Ｕ／ｍｇ，上海生工；马来酸酐，

江阴市顺飞精细化工厂；乙二醇二甲基丙烯酸酯（ＥＤＭＡ），上
海生工；对苯二胺 Ｃ．Ｐ，上海生工；偶氮二异丁腈（ＡＩＢＮ）Ａ．
Ｒ，上海市四赫维化工有限公司；二甲苯 Ａ．Ｒ，天津市巴斯夫
化工有限公司；对甲苯磺酸 Ａ．Ｒ，天津市科密欧化学试剂有
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