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　　摘要：以铁皮石斛丛生芽为材料，通过研究不同基本培养基、碳源及天然有机复合物等若干因子对铁皮石斛丛生
芽增殖分化及壮苗生根的影响，筛选出适宜铁皮石斛组培苗快速繁殖的最佳配方，试图建立铁皮石斛组培苗的无菌繁

殖系。研究结果表明，铁皮石斛丛生芽增殖分化的最适培养基为 Ｎ６培养基，植株生长健壮；最适碳源为蔗糖；壮苗生

根的最适配方为ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋２５％香蕉汁＋３％白糖，生根率较高。
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　　石斛属是兰科植物中一个较大的属，全世界约１１０种，广
泛分布于亚洲、欧洲和大洋洲等地。我国有７４种２变种，分
布于秦岭以南诸地区，尤其以云南南部为多。《中国药典》

２００５年版记载，能够入药的石斛有 ５种，其中以铁皮石斛
（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｃａｎｄｉｄｕｍ）最为名贵。铁皮石斛为兰科石斛属多
年生草本植物，俗称铁皮枫斗，又名黑节草，因其表皮呈铁绿

色而得名［１］。铁皮石斛主要生长在高山峻岭悬崖峭壁和岩

石缝隙中，是一种分布在岩溶地区的珍贵中药材植物，民间有

“救命仙草”“中华仙草”的美称［２］。铁皮石斛是一种生长缓

慢、自身繁殖能力很低的兰科附生植物，对生长环境要求十分

严格。铁皮石斛从开花授粉至果实成熟约需６个月，一般借
助昆虫或外力异花传粉，因而授粉不良，结果甚少。在自然条

件下，种子萌发因缺乏营养物质，需与真菌共生，以获得养分

的供给才能完成萌发，发芽率极低。铁皮石斛种子极小，不含

胚乳，自然繁殖十分困难，加上人为的过度采挖和破坏生境，

其资源已濒临灭绝［３－６］。目前，为满足国内外市场对石斛药

源的需要，须通过人工培育的方法快速繁殖铁皮石斛。

１　材料与方法

１．１　试验材料
由河池学院植物组织培养实验室提供的铁皮石斛无

菌芽。

１．２　试验方法
１．２．１　不同基本培养基对铁皮石斛丛生芽增殖和生长的影
响　设３个处理，即以ＭＳ、１／２ＭＳ、Ｎ６为基本培养基，添加激
素６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ，白糖３％，琼脂７．０ｇ／Ｌ，
ｐＨ值５．８～６．０，每个处理０．５Ｌ。
１．２．２　不同碳源对铁皮石斛增殖丛生芽和生长的影响　设
３个处理，即以白糖３％、蔗糖３％、葡萄糖３％为碳源，添加至

ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ培养基上，琼脂
７．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８～６．０，每个处理０．５Ｌ。
１．２．３　不同附加物及浓度对铁皮石斛丛生芽增殖和壮苗生
根的影响　设 ６个处理，即以香蕉汁、马铃薯汁各 １５％、
２０％、２５％为附加物，添加至 ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ培养基上，琼脂７．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８～６．０，每个处理
０．５Ｌ。　
１．３　测定指标及方法
１．３．１　石斛芽的增殖率　增殖系数＝培养４５ｄ后获得不定
芽数／接种外植体数。
１．３．２　株高　随机抽取３瓶材料，在无菌超净台上用加热器
高温灭菌的镊子将石斛苗从培养瓶中取出，每瓶约取出 １０
株，置于培养皿中待用。用尺子测量３０株石斛苗的株高，记
录数据。

１．３．４　根数及根长　随机抽取３瓶材料，在无菌超净台上从
培养瓶中取出约３０株石斛苗，放至培养皿中待用。用镊子辅
助数出肉眼可见的根数，并用尺子测量其根长，记录数据。

２　结果与分析

２．１　不同基本培养基对丛生芽增殖和生长的影响
试验结果表明，在添加激素 ６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ

０．５ｍｇ／Ｌ，白糖３％，ｐＨ值５．８等同等条件下，铁皮石斛丛生
芽增殖率从高到低排列为 Ｎ６＞１／２ＭＳ＞ＭＳ，即以 Ｎ６为基本
培养基时最适合铁皮石斛丛生芽的增殖，增殖率最高，增殖系

数达２．０，且芽叶片颜色浓绿，长势均匀整齐。１／２ＭＳ的增殖
效果也很明显，增殖系数为１．９，但是石斛芽较矮小，颜色略
带黄色。ＭＳ的效果最差，增殖率最低，但是 ＭＳ培养基的石
斛芽最健壮，茎的生长最明显（表１、图１、图２、图３）。

表１　不同基本培养基对组培苗生长的影响

培养基
接种芽数

（个）

增殖后芽数

（个）
增殖系数 颜色 芽长势

ＭＳ １０５ １６８ １．６ 淡绿 不太整齐，健壮

１／２ＭＳ １１０ ２０９ １．９ 较绿 均匀整齐，较弱

Ｎ６ １００ ２００ ２．０ 浓绿 均匀整齐，健壮

２．２　不同碳源对铁皮石斛丛生芽增殖和生长的影响
试验结果表明：不同的碳源对铁皮石斛的增殖和丛生芽
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生长有不同的效果（表２），其中蔗糖的增殖效果最好，葡萄糖
次之，白糖的增殖效果最差。另外，从丛生芽生长的情况看，

以蔗糖为碳源的丛生芽长势均匀、整齐健壮且颜色浓绿，平均

株高达到２．４２ｃｍ；以白糖为碳源的丛生芽长势与以蔗糖为
碳源的丛生芽长势相似，但平均株高仅为１．８３ｃｍ；以葡萄糖
为碳源的丛生芽长势最差，其茎较细，颜色浅绿。

表２　不同碳源对铁皮石斛组培苗生长的影响

碳源种类

及浓度

接种芽

数（个）

增殖后芽

数（个）

增殖

系数

平均株

高（ｃｍ） 颜色 芽长势

白糖３％ １２１ ２０８ １．７２ １．８３ 较绿 均匀整齐健壮

蔗糖３％ １２６ ２６８ ２．１３ ２．４２ 浓绿 均匀整齐健壮

葡萄糖３％ １１８ ２２６ １．９２ １．７７ 浅绿 均匀整齐，弱

２．３　不同附加物对铁皮石斛丛生芽增殖和壮苗生根的影响
不同的附加物对铁皮石斛丛生芽增殖和壮苗生根具有不

同程度的影响。由表３可知，马铃薯汁更有利于促进丛生芽
的增殖，增殖系数均达２．１以上，这有利于短期快速获得大量
的试管苗，但褐化现象较严重（图４、图５、图６），对诱导生根
也具有抑制作用。其中以马铃薯汁２５％最有利于铁皮石斛
的增殖，但芽长势较弱。不同浓度香蕉汁增殖效果均比马铃

薯汁的差，且不同浓度的增殖效果差异不明显。

表３　不同附加物对铁皮石斛组培苗生长的影响

附加物及

浓度

接种芽数

（个）

增殖后芽

数（个）

增殖

系数
颜色 芽长势

香蕉汁１５％ １１２ ２１６ １．９３ 较绿 均匀整齐，健壮

香蕉汁２０％ １０８ １９８ １．８３ 较绿 均匀整齐，健壮

香蕉汁２５％ １１４ ２２１ １．９４ 浓绿 均匀整齐，健壮

马铃薯汁１５％ １１６ ２４７ ２．１３ 深绿 不太整齐，弱

马铃薯汁２０％ １０９ ２３８ ２．１８ 深绿 不太整齐，弱

马铃薯汁２５％ １０６ ２５６ ２．４２ 深绿 均匀整齐，弱
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　　从株高、生根率、根数、根长等指标综合来看，添加香蕉汁
都明显优于马铃薯汁，表现在根粗壮、芽均匀整齐健壮、叶色

浓绿。这表明，香蕉汁有利于诱导铁皮石斛生根并且在一定

程度上起到壮苗作用。

　　由表４和图可７、图８图９可知，在添加香蕉汁的３个处
理浓度（１５％、２０％、２５％）中，生根效果都较好，３个处理的平
均根长都在０．６５ｃｍ以上且较粗壮，其中以添加香蕉汁２５％
的效果最好，其根长达０．８４ｃｍ；另外３个香蕉汁处理均无明
显褐化现象。在添加马铃薯汁的３个处理浓度（１５％、２０％、
２５％）中均无根生成，说明马铃薯汁不利于铁皮石斛的生根。

表４　不同附加物及浓度对铁皮石斛生根的影响

附加物及浓度
接种芽数

（个）

生根芽数

（个）

平均根数

（条）

生根率

（％）
根长

ｃｍ）

香蕉汁１５％ ９８ ３１ １．６９ ３１．６３ ０．７１
香蕉汁２０％ ８７ ２７ １．５４ ３１．０３ ０．６８
香蕉汁２５％ ９４ ３４ ２．２９ ３６．１７ ０．８４
马铃薯汁１５％ ９８ — — — —

马铃薯汁２０％ ９６ — — — —

马铃薯汁２５％ １０１ — — — —

　　此外，由图１０可知，２种不同附加物对铁皮石斛株高都
有促进作用，但差异不明显，在培养 ６５ｄ时平均株高达到
１．８６ｃｍ以上，其中香蕉汁２５％处理的株高最大，为２．１ｃｍ。

３　讨论

３．１　铁皮石斛丛生芽增殖和生长的最适基本培养基
本研究结果显示，Ｎ６为基本培养基时铁皮石斛丛生芽增

殖效果较好，这与曾宋君等对５种石斛进行离体培养得出石

斛的通用最适培养基是改良 Ｎ６培养基的结果
［７］一致。ＭＳ

为基本培养基时丛生芽增殖效果最差，但 ＭＳ培养基对石斛
茎生长有较好的促进作用，这与郭洪波的研究结果［８］相同。

在比较ＭＳ、１／２ＭＳ、Ｎ６不同培养基对铁皮石斛生长的影响时
发现，增殖明显的石斛芽茎生长不明显，反之，茎生长较好的

增殖率不高。所以研究不同问题时，要根据需要选择适合的

培养基，本研究认为Ｎ６培养基最适合铁皮石斛的增殖，而ＭＳ
培养基较有利于茎的生长。

３．２　铁皮石斛组培苗生长的最适碳源
在比较不同碳源对铁皮石斛生长的影响中，试验结果表

明，蔗糖对石斛芽的增殖效果最好，长势整齐健壮，对株高的

影响优于白糖和葡萄糖，这与魏梅娟等的研究结果［９］一致。

从铁皮石斛的生长情况看，本研究还发现以白糖为碳源的丛

生芽长势与以蔗糖为碳源的丛生芽长势相似，以葡萄为碳源

的丛生芽长势最差，其茎较细，颜色浅绿。因此，本研究认为

大规模工业化生产铁皮石斛组培苗时，在尽量保证苗质量的

前提下，为了降低生产成本，以白糖作为碳源较合适。

３．３　铁皮石斛壮苗生根的最适附加物及浓度
天然有机物是植物组织培养中常用的添加物［１０］，在长期

的组织培养实践中，人们发现在培养基内加入某些适当的天

然有机添加物，能够增强培养物的生长、分化效应，促进培养

物更好地存活、发育。植物组织培养中常用的天然有机添加

物包括椰乳、香蕉汁、苹果汁、番茄汁、胡萝卜汁、马铃薯汁

等［１１］。本研究以香蕉汁和马铃薯汁为附加物，结果表明，香

蕉汁和马铃薯汁对铁皮石斛丛生芽增殖和壮苗生根培养具有

不同的影响。从增殖效果来看，马铃薯汁处理更有利于丛生

芽的增殖，并以２５％马铃薯汁的增殖效果最佳，这将有利于
短期快速获得大量的试管苗；但马铃薯汁处理褐化现象较严

重。增殖效果较差的是１５％香蕉汁和２０％香蕉汁。从根的
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
生长情况来看，香蕉汁处理的生根率、根数、根长都优于马铃

薯汁处理，在培养６５ｄ时，３个香蕉汁处理的平均根长都在
０．６５ｃｍ以上，其中以添加２５％香蕉汁处理的效果最好，其根
长达０．８４ｃｍ。从丛生芽的生长情况来看，香蕉汁和马铃薯
汁对铁皮石斛丛生芽的生长都有促进作用，在培养６５ｄ时各
处理的平均株高达到１．８６～２．１ｃｍ，且香蕉汁处理的平均株
高均稍大于马铃薯汁处理，其中 ２５％香蕉汁处理的株高最
大，为２．１ｃｍ。综合试验结果，本研究认为，香蕉汁比马铃薯
汁更有利于铁皮石斛壮苗生根培养，且以２５％香蕉汁处理效
果最佳，这可能是香蕉汁和马铃薯汁所含的成分不同所致，有

关这方面还需进一步研究。
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模式植物基因功能突变数据库资源报告

潘晓寒
（南京大学生命科学学院，江苏南京２１００９３）

　　摘要：拟南芥与水稻是植物基因组中的模式生物，植物的基因功能及基因结构间的相关联系一直是研究的重点，
通过对这２种模式生物进行基因敲除来确定基因功能是目前对植物基因研究最为普遍的做法。目前，关于基因功能
突变体的数据资源的介绍并不充分，针对这种情况，本文介绍了基因功能研究的大规模随机敲除突变的常见载体标签

及其方法，并给出了与其相应的相关数据库的介绍。
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　　目前，基因研究已逐渐由结构基因组学向功能基因组学
领域展开。拟南芥和水稻作为模式生物，在植物中率先展开

基因功能的研究［１］。目前，对基因功能的研究方法有许多

种，而建立敲除突变体库是最常见的方法［２］。基因敲除是指

用方法使植物基因失活，然后通过观察表型来确定基因结构

和功能的关系。最初，γ射线、化学诱变剂 ＥＭＳ等物理化学
诱变方法被用来制作突变体［３］，之后同源重组［４］、基因沉默、

ＲＮＡ干扰［５］等方法也被用来制作突变体，但这些方法都不足

以在多细胞生物体中构建能够包含所有基因的突变体库。自

农杆菌在单子叶植物中的转化技术获得成功后，利用外源序

列对植物基因组的大规模插入来构建突变体库成为最常用也

是最可靠的办法［６－７］。根据插入元件的不同，大规模外源基

因的插入建立的突变体库可以大致分为３种：Ｔ－ＤＮＡ插入
构建的突变体库［８－９］、转座子插入构建的突变体库［１０－１１］以及

反转座子插入构建的突变体库［１２－１３］。目前在全世界范围内

已建立了大量的上述３种元件作为突变工具的水稻和拟南芥
的突变数据［１４－１５］。

随着研究深入，更多的突变体库在全世界范围内建立起

来［１６］，在拟南芥中更是实现了几乎全部基因都有敲除突变的

高覆盖率［２］。在其他植物（如玉米、马铃薯、小麦、苜蓿等）中

也都有插入突变数据库的存在［１７－１９］，不过数据尚不够充分。本

文介绍了一些重要的拟南芥和水稻突变体库目前的规模和制造

突变株的方法，为需要突变株种子以及数据的学者提供方便。

１　大规模外源基因插入构建突变体库的几种常用方法

１．１　Ｔ－ＤＮＡ插入构建突变体库
Ｔ－ＤＮＡ突变体库的建立首先需要制作载体 Ｔｉ质粒。

抗性基因被整合入载体，然后导入农杆菌中。取植物的愈伤

组织进行诱导和继代培养，将继代培养的植物愈伤组织放入

农杆菌培养液之中，使其感染农杆菌，最后转入选择培养基培

养。在进行完２次选择培养后，将长出的抗性愈伤组织通过
组织分化形成植株，对植株进行转基因检测来确保基因敲除
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