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明：影响液体悬浮培养金线莲丛生芽增殖的主要因素是基本培养基和 ６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ），主次关系为
６－ＢＡ＞ＮＡＡ＞ＩＡＡ＞２，４－Ｄ。筛选得到的最佳培养条件是 １／２ＭＳ＋６－ＢＡ２．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋
ＩＡＡ０．３ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ０．５ｍｇ／Ｌ，外加蔗糖３０ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８。
　　关键词：金线莲；丛生芽增殖；悬浮培养；正交设计
　　中图分类号：Ｓ６８２．３１０．４＋３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０８－００６１－０２

收稿日期：２０１４－０８－２５
基金项目：贵州省科学基金（编号：黔科合Ｊ字［２０１２］２２５４号）；贵州
省农业攻关（编号：黔科合ＮＹ字［２０１０］３０３２号 ）。

作者简介：刘　荣（１９８６—），女，贵州瓮安人，硕士研究生，研究实习
员，从事基因工程与分子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｚｌｒ０１２９＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：申　刚，男，助理研究员，从事特色资源植物研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｈｇ４０４２４２５９５＠１６３．ｃｏｍ。

　　金线莲［Ａｎｏｅｃｔｏｃｈｉｌｕｓｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ（Ｗａｌｌ．）Ｌｉｎｄｌ］是一种兰
科开唇兰属多年生草本，具有清热凉血、除湿解毒等多种功

效，兼具赏叶和观花之功用，民间称其为“神药”［１－２］。金线

莲喜阴凉、潮湿，为典型的阴性药用植物［３］。因野生资源濒

危，而且其种子小、种胚发育不全、发芽困难、对生长条件要求

颇为严格，所以在自然条件下，该植物难以大量繁殖，利用组

织培养进行繁殖可以有效保存种质资源及用于商业化生

产［３－５］。通过组织培养方法对珍稀植物进行快繁研究，不仅

可以克服种子繁殖中存在的诸多问题，还可以克服扦插繁殖

速度慢、繁殖率低、难生根等缺点，而且组织培养繁殖快，不受

季节、环境条件和场地的制约［６］。近年来，研究者们先后开

展了金线莲的组织培养、内生真菌的分离、内生真菌与其共培

养体系的建立及相互作用机制的研究［７－１１］。目前，金线莲组

织培养快速繁殖技术主要通过原球茎增殖和丛生芽增殖２种
途径进行。多数研究集中在原球茎增殖途径，但其历时较长

且后代再生植株中有较高的变异率［１２－１３］，而丛生芽增殖途径

能够克服此类难题［１４］。由于固体培养基存在营养分配不均、

接触面积小等缺点，金线莲丛生芽增殖途径速度依然较慢，生

长不均匀，影响标准化生产体系的建立。因此，食用液体悬浮

培养可弥补以上缺点。本试验研究了液体悬浮培养的基本培

养基和不同激素浓度配比对丛生芽增殖的影响，旨在为金线

莲的快速繁殖开辟一条新途径。

１　材料与方法

１．１　试验材料
野外采集的金线莲植株。将采集回来的野生金线莲用自

来水冲洗干净，彻底清理叶、叶苞鞘、根，用肥皂水浸泡

２０ｍｉｎ，流水冲洗 ３０ｍｉｎ，在超净工作台用 ７５％乙醇消毒
３０ｓ，０．１％ ＨｇＣｌ２消毒１０ｍｉｎ，无菌水洗３～５次，无菌滤纸拭
干，将植株切为０．５ｃｍ带节茎段，接种于固体培养基上诱导
丛生芽。

１．２　基本培养基的选择
以ＭＳ、１／２ＭＳ、１／４ＭＳ为液体培养的基本培养基，每组培

养基同时添加 ６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋蔗糖
３０ｇ／Ｌ，ｐＨ值调至５．８。接种茎段于装有５０ｍＬ基本培养基
的三角瓶中，在２５℃１２０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养４５ｄ，比较增
殖效果。

１．３　激素浓度配比的筛选
以１／２ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖为基本培养基，采用Ｌ９（３

４）４因
素３水平正交试验筛选 ６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）、萘乙酸
（ＮＡＡ）、２，４－二氯苯氧乙酸（２，４－Ｄ）、吲哚乙酸（ＩＡＡ）的
最佳配比，试验因素水平见表１。选取在固体培养基上诱导
出的颜色较绿、长势良好的丛生芽作为接种材料，每个处理

２０瓶，每瓶接种５个丛生芽，接种后在２５℃ １２０ｒ／ｍｉｎ条件
下振荡培养 ４５ｄ后观察长势，计数。数据分析采用 ＳＰＳＳ
２００软件进行。

表１　金线莲丛生芽增殖培养激素配比正交试验设计因素水平

水平

因素

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

１ １．５ ０．１ ０．１ ０．３
２ ２．０ ０．２ ０．３ ０．４
３ ２．５ ０．３ ０．５ ０．５

２　结果与分析

２．１　基本培养基对丛生芽增殖的影响
由表２可见，金线莲在１／２ＭＳ液体培养基中培养后的芽

数达到最高，生长状况最佳，其后依次为１／４ＭＳ、ＭＳ。由此看
出，１／２ＭＳ是金线莲丛生芽增殖的最佳液体基本培养基。
２．２　不同浓度激素配比对丛生芽增殖的影响

正交试验结果见表３。采用ＳＰＳＳ软件对这些数据进行
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表２　金线莲丛生芽增殖液体悬浮培养基本培养基筛选

基本培养基
接种芽数

（个）

培养后芽数

（个）
增殖倍数 生长状况

ＭＳ ６０ ２１０ ３．５ ＋＋
１／２ＭＳ ６０ ２７６ ４．６ ＋＋＋
１／４ＭＳ ６０ ２４０ ４．０ ＋

正交试验方差分析。从单因素水平出发，由表４、表５可见，

６－ＢＡ对增殖芽数有显著影响（Ｐ＜０．０５），其他激素无显著
影响，所以数据未列出。方差分析结果（表６）表明，６－ＢＡ的
Ｐ＜０．０５，ＮＡＡ和 ＩＡＡ的 Ｐ＞０．０５；而且 Ｆ值显示６－ＢＡ＞
ＮＡＡ＞ＩＡＡ，说明６－ＢＡ能显著促进金线莲液体悬浮培养丛
生芽增殖，而ＮＡＡ和 ＩＡＡ表现为无显著性差异。综合以上
试验结果，金线莲液体悬浮培养丛生芽增殖的最佳培养条件

是６－ＢＡ２．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ０．３ｍｇ／Ｌ＋
２，４－Ｄ０．５ｍｇ／Ｌ，外加蔗糖３０ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８。

表３　金线莲丛生芽增殖液体悬浮培养正交试验结果

试验号
６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

接种芽数

（个）

增殖芽数

（个）
增殖倍数 生长势态

１ １．５ ０．１ ０．３ ０．１ １００ ３２０ ３．２０ ＋＋
２ １．５ ０．２ ０．４ ０．３ １００ ３７３ ３．７３ ＋＋
３ １．５ ０．３ ０．５ ０．５ １００ ４２１ ４．２１ ＋＋
４ ２．０ ０．１ ０．４ ０．５ １００ ５１０ ５．１０ ＋＋
５ ２．０ ０．２ ０．５ ０．１ １００ ４３２ ４．３２ ＋＋
６ ２．０ ０．３ ０．３ ０．３ １００ ５３７ ５．３７ ＋＋
７ ２．５ ０．１ ０．５ ０．３ １００ ６３５ ６．３５ ＋＋
８ ２．５ ０．２ ０．３ ０．５ １００ ７１３ ７．１３ ＋＋
９ ２．５ ０．３ ０．４ ０．１ １００ ７５８ ７．５８ ＋

表４　单因素方差分析（６－ＢＡ）

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
组间：组合 １６７８２４．２２２ ２ ８３９１２．１１１ ２６．７８５ ０．００１
组间：线性项对比 １６４０１０．６６７ １ １６４０１０．６６７ ５２．３５３ ０．０００
组间：线性项偏差 ３８１３．５５６ １ ３８１３．５５６ １．２１７ ０．３１２
组内 １８７９６．６６７ ６ ３１３２．７７８
总数 １８６６２０．８８９ ８

３　结论与讨论

金线莲的组织培养技术研究较早，影响其组织培养的因

素主要有基本培养基、不同添加物、激素配比及培养条件等，

其中激素配比尤为重要［１５－１７］。金线莲成苗主要通过原球茎

和丛生芽２种途径进行，据相关研究，原球茎的年理论增殖系
数能达到１．８３×１０６［１８］。但是原球茎途径从诱导起始材料开
始，必须经历脱分化和再分化，这比丛生芽途径多用２个多月

表５　多重比较

（Ｉ）ＶＡＲ００００１ （Ｊ）ＶＡＲ００００１ 均值差 （Ｉ－Ｊ） 标准差 Ｐ值
９５％ 置信区间

下限 上限

１．５０ ２．００ －１２１．６６６６７ ４５．７００３１ ０．０３７ －２３３．４９１３ －９．８４２０
２．５０ －３３０．６６６６７ ４５．７００３１ ０．０００ －４４２．４９１３ －２１８．８４２０

２．００ １．５０ １２１．６６６６７ ４５．７００３１ ０．０３７ ９．８４２０ ２３３．４９１３
２．５０ －２０９．０００００ ４５．７００３１ ０．００４ －３２０．８２４６ －９７．１７５４

２．５０ １．５０ ３３０．６６６６７ ４５．７００３１ ０．０００ ２１８．８４２０ ４４２．４９１３
２．００ ２０９．０００００ ４５．７００３１ ０．００４ ９７．１７５４ ３２０．８２４６

　　注：表示均值差差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表６　主体间效应的检验（因变量：增殖芽数）

方差来源 Ⅲ型平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
校正模型 １８３４００．６７ ６ ３０５６６．７８ 　１８．９８４ ０．０５１
截距 ２４５３４００．１１ １ ２４５３４００．１１ １５２３．７４６ ０．００１
６－ＢＡ １６７８２４．２２ ２ ８３９１２．１１ ５２．１１６ ０．０１９
ＮＡＡ １１６６８．２２ ２ ５８３４．１１ ３．６２３ ０．２１６
ＩＡＡ ３９０８．２２ ２ １９５４．１１ １．２１４ ０．４５２
误差 ３２２０．２２ ２ １６１０．１１
总计 ２６４００２１．００ ９
校正总计 １８６６２０．８９ ８

　　注：Ｒ２＝０．９８３，调整Ｒ２＝０．９３１。

的时间，而且长出来的苗大多数纤细，还必须壮苗才能培养出

更好的植株，另外原球茎后代再生植株中变异率较高，难以保

持母株的优良遗传特性。为了进一步减少遗传变异的发生，

有人提出采用丛生芽途径直接出苗。这在大花蕙兰和蝴蝶兰

的组织培养快速繁殖中已取得成功［１９－２０］。丛生芽途径可以

直接出苗，１个芽在２．５个月内增殖６．５３倍，年理论增殖系
数约为０．８２×１０４，其繁殖系数比原球茎低２个数量级，但丛
生芽途径繁殖周期短，而且可以跨越原球茎途径中的分化、壮

苗等；不仅节约了时间，还降低了生产成本，最主要的是丛生

芽途径再生植株变异率低，能较好地保持母株优良特性。

液体悬浮培养在铁皮石斛、大花蕙兰等植物中已获得成

功。因此，本试验确认１／２ＭＳ为金线莲丛生芽液体悬浮培养
的基本培养基，在此基础上，采用正交试验研究６－ＢＡ、ＮＡＡ、
２，４－Ｄ、ＩＡＡ等４种激素浓度配比对液体悬浮培养金线莲丛

（下转第１０２页）
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２．５　籽粒产量构成因素与产量构成因素的通径分析
由表４可见，提高籽粒产量三要素中的任意一个因素，均

能起增产的作用，其中以增加穗数的作用最大（直接通径系

数Ｐｙ＝０．５３９６），千粒质量次之（０．２９０３），而穗粒数的作用
较小（０．２０８８）。分析结果表明，镇麦１０号在穗数和千粒质
量上增产效果明显，穗粒数则较小。

表４　镇麦１０号籽粒产量与产量构成因素的通径系数

变量
直接通径

系数

间接通径系数

穗数 穗粒数 千粒质量

穗数 ０．５３９６ －０．０４４２ －０．０２３７
穗粒数 ０．２０８８ －０．１１４３ －０．１３５３
千粒质量 ０．２９０３ －０．０４４１ －０．０９７３

３　结论与讨论

镇麦１０号在２０１０—２０１２年度江苏省淮南小麦区域试验
中的平均籽粒产量为６６３３．２３ｋｇ／ｈｍ２，较扬麦１１（对照）增
产３．４１％；在２０１２—２０１３年度江苏省淮南小麦生产试验中
平均产量为６５３８．０５ｋｇ／ｈｍ２，较扬麦１１（对照）增产５．９９％，
这表明镇麦１０号具有较好的丰产性。镇麦１０号在２０１０—
２０１１年度中变异系数小于扬麦１１（对照），回归系数与扬麦
１１（对照）相当；在２０１１—２０１２年中变异系数和回归系数均
小于扬麦１１（对照），这表明镇麦１０号具有较好的稳产性。
镇麦 １０号的产量构成三要素协调性较好，平均穗数为
４３１２５万／ｈｍ２，平均穗粒数为 ３７．９８粒，平均千粒质量为
４４０３ｇ。千粒质量的变异系数较小，稳定在４４．０３ｇ，为其稳

产提供基础。

相关分析和通径分析结果表明，镇麦１０号产量水平的提
高受穗数的影响最大，其次是千粒质量，穗粒数最小。这与田

纪春等的研究结果［４－６］基本一致。但与姚金保等研究结果［７］

不同，这可能与试验材料、气候条件等有关。

通过对江苏省淮南麦区区域试验和生产试验结果分析，

镇麦１０号是一个综合性状较好，丰产性、稳产性和适应性较
好的优良品种，适宜在江苏省淮南麦区种植。预计将成为继

镇麦１６８之后又一个强筋小麦主推品种。
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生芽增值的影响，得出金线莲液体悬浮培养丛生芽增殖的最

佳培养条件为 ６－ＢＡ２．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ
０．３ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ０．５ｍｇ／Ｌ，外加蔗糖３０ｇ／Ｌ，ｐＨ值５．８。
其中影响较大的激素是６－ＢＡ，其他３种激素对其的影响均
不显著。
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