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体生长出来的能量代谢是有氧生长还是无氧生长。无氧状态

生长出来的大肠杆菌是做不出效率高的感受态细胞。建议装

量不要超过容器的１／５体积。
（３）培养基ｐＨ值要控制好。一般来说，接种前 ｐＨ值为

６．８～７．２；摇菌结束后，ｐＨ值为６．５以上，使细菌实现有氧
生长。

（４）Ｄ控制在０．３～０．６。一般来说，制备感受态最适的
Ｄ值为０．３～０．６。Ｄ值大时，菌体总量往往大，感受态细胞绝
对数量要大一些，但是，Ｄ值太高，细菌死亡数量增多，制备感
受态效率下降。

（５）ＣａＣｌ２尽量不要高温高压灭菌，最好采用过滤灭菌。
（６）最好选用新鲜的平板挑取单克隆摇菌。
（７）使用不同的菌株制备感受态细胞时，最好使用另外

一套器具，否则，制备的感受态细胞效率很低，或者制备不出

感受态细胞。

（８）整个制备过程都需要在冰上进行，一定要保持０℃。
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铁皮石斛组织培养及试管开花研究
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　　摘要：以铁皮石斛茎段为外植体，进行腋芽的诱导及增殖，并使获得的无菌苗在试管中开花。结果显示：外植体灭
菌８ｍｉｎ或６ｍｉｎ污染率相当，污染率可控制在５０％以下；茎段外植体接种于ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ
培养基上，腋芽诱导率可达９５％以上，接种于不同的开花诱导培养基上，铁皮石斛无菌苗均可在试管内开花，开花率
在１７１８％～３５．３７％。
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　　铁皮石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｃａｎｄｉｄｕｍ）为兰科石斛属多年生附
生草本植物，花期３—６月，花型奇特。铁皮石斛在我国主要
分布于江西、广西、广东、贵州、云南、安徽、浙江、湖南、陕西、

河南和福建等地［１］。铁皮石斛不仅可作为兰科观赏花卉，也

是一种珍贵的中药材，民间有救命仙草、中华仙草的美称，以

新鲜或干燥茎入药，具有滋阴清热、生津益胃、止咳润肺、免疫

调节、延缓衰老等功效［２］。由于市场供应紧缺，铁皮石斛国

际市场干品价目前已达１０００美元／ｋｇ以上［３］。

铁皮石斛种子极小、无胚乳，且生长条件十分苛刻，自然

产量极低，再加上民间长期过度采挖，野生资源濒临绝种，探

索行之有效的铁皮石斛快速繁殖技术并通过仿生栽培，可以

实现对其野生资源的有效保护［４］，解决由于资源短缺而制约

国内外市场发展和临床医学的需求。

由于试管内开花不受季节限制，对缩短育种周期、降低栽

培设施的投入和生产管理费用都具有十分重要的意义，同时，

生产铁皮石斛试管花也为人们日益增长的鲜花需求开辟了广

阔的市场前景。因此，应用植物组织培养技术，对铁皮石斛进

行离体快繁和种质保存，并通过试管开花调控种质繁育、研究

其开花机理，具有重要的现实意义和应用价值［５］。目前关于

铁皮石斛的组培快繁及栽培技术已有较多研究，而对于其开
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花调控的研究报道相对较少［５－７］。本研究在铁皮石斛组织培

养的基础上，进行无菌苗的试管开花诱导研究，以期为铁皮石

斛的大规模人工种植和开发利用提供技术参考。

１　材料与方法

１．１　供试材料
铁皮石斛取自于江西农业大学花卉盆景教学研究基地，

选取长势良好的铁皮石斛茎段作为外植体材料。

１．２　试验方法
１．２．１　外植体的消毒灭菌　选择生长旺盛的铁皮石斛健康
植株，将采回的茎段室内剪去多余的叶片，蘸洗洁精仔细刷洗

枝条表面，水流下冲洗２０ｍｉｎ。将上述材料转入超净工作台，
用７０％的乙醇浸泡１０～３０ｓ，取出材料后用含吐温 －２０的
０１％ ＨｇＣｌ２溶液分别剧烈震荡消毒６ｍｉｎ和８ｍｉｎ，无菌水
冲洗５遍，滤纸吸干表面水分，待用。
１．２．２　腋芽诱导　将消毒后的植株茎段接种到各诱导培养
基上，研究不同浓度的６－ＢＡ对铁皮石斛腋芽诱导的影响，
各处理培养基均以 ＭＳ为基本培养基，添加０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ、
琼脂６．５ｇ／Ｌ、蔗糖２０ｇ／Ｌ，ｐＨ值调至５．８。培养４周后统计
各处理中茎段腋芽诱导率。

１．２．３　开花诱导　将获得的无菌苗接种到各开花诱导培养
基中，研究不同基本培养基对开花诱导的影响。培养６０ｄ，观
察其开花情况。各培养基成分见表１。开花率＝开花外植体
数／接种外植体总数×１００％。

表１　开花诱导培养基

培养基编号 基本培养基

Ｋ１ ＭＳ
Ｋ２ 改良ＭＳ
Ｋ３ １／４ＭＳ
Ｋ４ １／２改良ＭＳ
Ｋ５ １／２ＭＳ

　　注：其他成分为６－ＢＡ２．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋蔗糖２０ｇ／Ｌ＋
亚精胺７ｍｇ／Ｌ＋琼脂６．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８。

１．３　生长条件
培养室温度为２５±１℃，光照时间为１２ｈ／ｄ，光照强度为

２０００ｌｘ。铁皮石斛茎段外植体先接种于ＭＳ预培养基中暗培
养１周，之后转入各腋芽诱导培养基中，并放在正常光照条件
下培养。开花处理为每种培养基中添加７ｍｇ／Ｌ亚精胺，如无
特殊说明，各培养基均添加琼脂 ６．５ｇ／Ｌ、蔗糖 ２０ｇ／Ｌ，用
１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调ｐＨ值至５．８，１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ。
１．４　数据处理

采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３和ＳＰＳＳ１３．０统计分析程序进
行试验数据分析处理。

２　结果与分析

２．１　不同灭菌时间对铁皮石斛外植体灭菌效果的影响
由表２可知，不同灭菌时间对铁皮石斛外植体灭菌效果

无显著的影响。ＨｇＣｌ２消毒灭菌６ｍｉｎ和８ｍｉｎ，外植体污染
率无明显差异。因此，以铁皮石斛茎段为外植体，消毒灭菌时

间可控制在６～８ｍｉｎ，平均污染率可控制在５０％以下。

表２　不同灭菌时间对铁皮石斛外植体灭菌效果的影响

灭菌时间

（ｍｉｎ） 重复
接种数

（块）

污染数

（块）

污染率

（％）
平均污染率

（％）

６ Ⅰ ３０ １０ ３３．３３ ４５．５６ａ
Ⅱ ３０ １５ ５０．００
Ⅲ ３０ １６ ５３．３３

８ Ⅰ ３０ １０ ３３．３３ ３６．６７ａ
Ⅱ ３０ １０ ３３．３３
Ⅲ ３０ １３ ４３．３３

　　注：表中同列数据后不同小写英文字母表示处理间差异显著
（Ｐ＜０．０５）。下同。

２．２　不同６－ＢＡ浓度对腋芽诱导的影响
不同６－ＢＡ浓度对铁皮石斛腋芽诱导具有显著影响，表

现为腋芽诱导率随着６－ＢＡ浓度的增加先升高后显著降低
（表３）。当培养基中６－ＢＡ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ时，腋芽诱导率
最好，分别比１．０、５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ时诱导率提高 ７．４１％、
１６３６２％。方差分析结果表明，２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ浓度对腋芽
诱导效果与１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ相比无显著性影响，而两者与
５．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ相比，诱导率的差异达到显著水平。因此，
铁皮石斛茎段腋芽诱导较适宜培养基配方为 ＭＳ＋６－ＢＡ
２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋琼脂 ６．５ｇ／Ｌ＋蔗糖 ２０ｇ／Ｌ
（图１－Ａ），并且该培养基可用于腋芽的继代增殖（图１－Ｂ）。

表３　不同６－ＢＡ浓度对腋芽诱导的影响

序号
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ） 重复

接种数

（块）

诱导数

（块）

诱导率

（％）
平均诱导率

（％）

１ １．０ Ⅰ １５ １３ ８６．６７ ９０．００ａ
Ⅱ １５ １４ ９３．３３

２ ２．０ Ⅰ １５ １４ ９３．３３ ９６．６７ａ
Ⅱ １５ １５ １００．０

３ ５．０ Ⅰ １５ ５ ３３．３３ ３６．６７ｂ
Ⅱ １５ ６ ４０．００

２．３　铁皮石斛开花诱导
由表４可知，不同培养基对铁皮石斛开花诱导效果无显

著性差异，在培养基中其他成分相同情况下，以ＭＳ、改良ＭＳ、
１／４ＭＳ、１／２改良ＭＳ、１／２ＭＳ为基本培养基均可诱导铁皮石斛
在试管中开花，开花率在１７．１８％ ～３５．３７％，其中以 Ｋ２培养
基中的开花率最高。而且，无菌苗在开花诱导过程中，９５％以
上的无菌苗基部都形成了根系（图１－Ｃ）。

表４　不同开花培养基对铁皮石斛开花诱导的影响

培养基 重复
接种数

（块）

开花数

（块）

开花率

（％）
平均开花率

（％）
Ｋ１ Ⅰ ５９ １８ ３０．５１ ２６．１９ａ

Ⅱ ３２ ７ ２１．８８
Ｋ２ Ⅰ ４９ １６ ３２．６５ ３５．３７ａ

Ⅱ ２１ ８ ３８．１
Ｋ３ Ⅰ ５５ １３ ２３．６４ １７．１８ａ

Ⅱ ２８ ３ １０．７１
Ｋ４ Ⅰ ３９ １７ ４３．５９ ３２．２１ａ

Ⅱ ２４ ５ ２０．８３
Ｋ５ Ⅰ ５２ ２０ ３８．４６ ２５．９ａ

Ⅱ １５ ２ １３．３３

—３４—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１２期



３　结论与讨论

前人在对铁皮石斛的组织培养过程中，培养基中都不同

程度地添加了马铃薯泥、香蕉泥和椰子汁等辅助成分［１］，而

本试验仅采用常规激素组合对其进行诱导，效果同样显著

（表３）。此外，腋芽诱导与增殖培养可采用同一培养基，操作
简单易行便于推广。另外，腋芽增殖植株具有遗传上比较稳

定、自发变异频率低和再生植株粗壮等优点，与丛生芽相比，

通过腋芽诱导可保持母本优良性状。所以在大量生产中，可

以从缩短育苗周期、节约繁殖成本及便于操作的角度考虑，使

用简单培养基成分诱导腋芽途径进行铁皮石斛的组织培养及

种质保存。但是，同大多数兰科植物一样，培养基中生长素与

细胞分裂素的浓度及配比对铁皮石斛组织培养中芽的诱导与

分化起着决定性的作用。

本试验中，铁皮石斛外植体茎段腋芽的诱导在 ＭＳ＋
６－ＢＡ１．０～２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ中较好，诱导率可达
９０％以上。但随着 ＢＡ浓度进一步增加，腋芽诱导率显著下
降，其原因可能是加入不同浓度的ＢＡ后，显著改变了培养基
中 ６－ＢＡ／ＮＡＡ配比有关。在铁皮石斛茎段组培过程中，在
增加６－ＢＡ浓度的同时配合 ＮＡＡ并使其达到合适的比例
时，才能使芽萌发时间、数量、生长速度均达到较理想的水

平［８－９］。另外，铁皮石斛的组织培养通常通过加入活性炭以

解决其褐化问题［８］。然而，活性炭除了可以吸附培养基中有

毒副作用的物质外，还会降低盐离子浓度或吸附植物生长调

节剂等。在本研究过程中，外植体接种初期暗处理１周，同样
可以有很好的防止褐化作用。

铁皮石斛无菌苗在不同培养基上均可以在试管内开花，

开花率在１７．１８％～３５．３７％，且不同处理之间开花率没有显
著性差异，说明基本培养基成分可能不是影响铁皮石斛试管

开花最主要的因素。推测铁皮石斛开花诱导可能与培养基中

其他成分如 ＮＡＡ、ＢＡ和亚精胺等有关［５－７］。虽然在本试验

过程中成功诱导出铁皮石斛试管花，但其开花率仍很低，关于

铁皮石斛试管开花影响因素及调控机制尚需深入研究。
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