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摘 要 以秋石斛栽培品种‘088’新生侧芽为外植体，研究了 2%次氯酸钠(2% NaClO)和 0.1%升汞(0.1% HgCl2)单独消

毒和组合消毒对秋石斛侧芽茎尖、中部茎段和基部茎段的消毒效果，探索适合秋石斛侧芽消毒的有效方法。实验结果表

明：(1) 0.1% HgCl2 对秋石斛侧芽消毒污染率低、存活率高，效果比 2% NaClO 好，2% NaClO+0.1% HgCl2 组合消毒效果

优于单独使用一种消毒剂消毒；(2)秋石斛侧芽茎尖、中部茎段和基部茎段的最佳消毒方式分别为：2% NaClO 浸泡 10 

min+0.1% HgCl2 浸泡 6 min、2% NaClO 浸泡 10 min+0.1% HgCl2 浸泡 8 min 和 2% NaClO 浸泡 10 min+0.1% HgCl2 浸泡 10 

min。 
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Abstract Used new lateral buds of Dendriobium hybrida cultivar ‘088’ as explants, the disinfection effect of 2% NaClO and 

0.1% HgCl2 alone and in combination disinfection for stem tip, middle stem and basal stem of Dendriobium hybrida lateral buds was 

analyzed, and to explored the effective explants disinfection method for Dendriobium hybrida lateral buds. The research result 

showed that: (1) 0.1% HgCl2 had better explants disinfection effect for Dendriobium hybrida lateral buds than 2% NaClO, and the in 

combination disinfection effect was better than alone disinfection. (2) The best disinfection method for stem tip, middle stem and 

basal stem of Dendrobium hybrida lateral buds was 2% NaClO immersed 10 min+0.1% HgCl2 immersed 6 min, 2% NaClO 

immersed 10 min+0.1% HgCl2 immersed 8min and 2% NaClO immersed 10 min+0.1% HgCl2 immersed 10min, respectively.  
Keywords  Dendrobium hybrida, Lateral bud, Tissue culture, Disinfection 

石斛兰是兰科石斛属(Dendrobium )多年生草本植物，与卡特兰、文心兰、蝴蝶兰并称四大观赏兰花。依开

花时间可以把石斛兰分为春石斛秋石斛，春石斛于春季开花，花生于假鳞茎节上，每节开花 3~4 朵，花期 3~4

周，主要用作盆花观赏。秋石斛一般于秋季开花，花多生于茎顶端，花期长达一个多月，不仅是兰科中重要的

切花种类，也是重要的观赏盆花，在兰花的商业生产中具有重要的地位。但是目前栽培的商业品种多为杂交一

代，通过种子繁殖无法得到与亲代性状一致的植株。而通过分株繁殖不仅速度慢，而且易导致病毒的积累和传

播，造成观赏品质的下降。因此，组织培养是提高秋石斛种苗繁育效率的有效途径。而外植体消毒是组织培养

繁殖方式最重要的环节之一，秋石斛的外植体一般是取自基部萌发的侧芽或高位芽，但是两种部位的芽由于特

性不一样，消毒起来均比较困难，基部萌发的侧芽数量较多，较容易采集，且比较粗壮，消毒不易致死，但由

于植株基部靠近栽培基质，细菌较多，内生菌的污染比较严重，消毒比较困难；而高位芽不易受内生菌感染，

但较瘦弱，消毒容易致死。因此秋石斛消毒是限制其组织培养的重要因素，直接影响了秋石斛组织培养的效

率。针对这些问题，本研究开展了 2%次氯酸钠+0.1%升汞(2% NaClO+0.1% HgCl2)不同消毒时间组合对秋石斛

基部萌发侧芽的消毒研究，探索适合秋石斛侧芽的消毒方式，为提高秋石斛的组织培养效率提供技术保证。 

1 结果与分析 

http://dx.doi.org/10.13417/j.gab.033.000674
http://dx.doi.org/10.13417/j.gab.033.000674
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1.1 2% NaClO 对秋石斛侧芽的消毒效果 

由表 1 看出，2% NaClO 对秋石斛侧芽茎尖的消毒效果较差，污染率虽随着消毒时间的增加而降低，但在

30 min 时，仍有 62.22%的污染率，存活率随着消毒时间的延长而逐渐升高，在 30 min 时达到最高，但仅有

23.33%。2% NaClO 对秋石斛侧芽中部茎段的消毒在 5 min 和 10 min 时全部污染，在 15~30 min 时，随着时间

的延长，污染率逐渐下降，30 min 的污染率为 76.67%，2% NaClO 对外植体伤害较小，在消毒 5~20 min 时未

有外植体死亡，25 min 和 30 min 的死亡率分别是 4.44%和 11.11%，因此，虽然消毒 20 min 污染率较高，但由

于无外植体死亡，因此存活率最高，为 16.67%。2% NaClO 对侧芽基部茎段消毒效果很差，消毒 30 min 的污

染率高达 78.89%，而存活率最高仅为 16.67%。综合以上结果发现，虽然外植体死亡率较低，但是污染率高，

外植体存活率低，因此 2% NaClO 不适合秋石斛侧芽外植体的消毒。 

1.2 0.1% HgCl2 对秋石斛侧芽消毒的影响 

由表 2 看出，0.1% HgCl2 对秋石斛侧芽 3 个部位外植体进行消毒，其污染率随着消毒时间的延长而逐渐下

降，而死亡率均随着消毒时间的延长而逐渐上升，外植体的存活率则呈现先上升后下降的趋势。 

侧芽茎尖在消毒 14 min 时，污染率由 2 min 的 85.56%降到了 0%，但死亡率也由 0%上升到了 64.44%，在

16 min 时，死亡率达到了 81.11%。在 2 min 时，侧芽茎尖存活率为 14.44%，之后随着消毒时间的增加而逐渐

上升，在 8 min 时达到最高的 61.11%，之后随着时间的增加逐渐下降，在 16 min 时仅有不足 20% (18.89%)。

侧芽中部、基部茎段在污染率、死亡率和存活率上和侧芽茎尖随消毒时间的变化趋势是一致的，不同的是，侧

芽中部和基部茎段在消毒 16 min 时仍有少量的污染(污染率分别是 5.56%和 12.22%)，且死亡率均比相同消毒时

间的侧芽茎尖要低。在存活率上，侧芽中部茎段在 10 min 时达到最高的 57.78%，而侧芽基部茎段则在 12 min

时达到最高(51.11%)。 

表 1 2% NaClO 对秋石斛侧芽的消毒效果 

Table 1 The explants disinfection effect of 2% NaClO for Dendrobium hybrida lateral bud 

外殖体类型 

Explants type  

时间(min) 

Time (min) 

污染率(%) 

Contamination rate 

(%) 

死亡率(%) 

Mortality (%) 

存活率(%) 

Survival rate (%) 

茎尖 

Stem tip 

0 100 0 0 

5 100 0 0 

10 92.22 0 7.78 

15 85.56 0 14.44 

20 74.44 5.56 20 

25 68.89 10 21.11 

30 62.22 14.44 23.33 

中部茎段 

Middle stem 

0 100 0 0 

5 100 0 0 

10 100 0 0 

15 95.56 0 4.44 

20 83.33 0 16.67 

25 81.11 4.44 14.44 

30 76.67 11.11 12.22 

基部茎段 

Basal stem 

0 100 0 0 

5 100 0 0 

10 100 0 0 

15 100 0 0 

20 96.67 0 3.33 

25 90 2.22 7.78 

30 78.89 4.44 16.67 

1.3 2% NaClO+0.1% HgCl2 组合对秋石斛侧芽的消毒效果 



 

 

 

 

 

 

植物药与药理学杂志 (网络版 ), 2014 年 , 第 3 卷 , 第 6 篇 , 第 1-8 页 

Zhiwuyao Yu Yaolixue Zazhi (Online), 2014, Vol.3, No.6, 1-8  
http:// jpmp.5th.sophiapublisher.com 
 
 

3 
 

1.3.1 2% NaClO +0.1% HgCl2 组合对秋石斛侧芽茎尖的消毒效果 

由表 3 看出，2% NaClO+0.1% HgCl2 组合对秋石斛侧芽茎尖进行消毒，污染率随着消毒时间的增加而逐渐

下降，死亡率则明显上升，存活率在 2% NaClO 消毒 20 min 以前，随着 0.1% HgCl2 消毒时间的增加呈现先升

后降的趋势，在 2% NaClO 消毒 25 min 和 30 min 时则随着 0.1% HgCl2 消毒时间的增加而逐渐下降。在 2% 

NaClO+0.1% HgCl2 组合消毒为 (5+6) min 和 (10+6) min 时，污染率和死亡率分别为 18.89%、14.44%和

12.22%、18.89%，均较低，存活率分别达到 66.67%和 68.89%，因此这两个组合适合秋石斛侧芽茎尖消毒。 

表 2 0.1% HgCl2 对秋石斛侧芽的消毒效果 

Table 2 The explants disinfection effect of 0.1% HgCl2 for Dendrobium hybrida lateral bud 

外殖体类型 

Explants type  

时间(min) 

Time (min) 

污染率(%) 

Contamination rate (%) 

死亡率(%) 

Mortality (%) 

存活率(%) 

Survival rate (%) 

茎尖 

Stem tip 

0 100 0 0 

2 85.56 0 14.44 

4 72.22 0 27.78 

6 42.22 11.11 46.67 

8 25.56 13.33 61.11 

10 15.56 26.67 57.78 

12 8.89 45.56 45.56 

14 0 64.44 35.56 

16 0 81.11 18.89 

0 100 0 0 

中部茎段 

Middle stem 

2 90 0 10 

4 83.33 0 16.67 

6 62.22 3.33 34.44 

8 45.56 12.22 41.11 

10 38.89 14.44 57.78 

12 23.33 25.56 51.11 

14 11.11 62.22 26.67 

16 5.56 70 24.44 

基部茎段 

Basal stem 

0 100 0 0 

2 100 0 0 

4 86.67 0 13.33 

6 67.78 0 32.22 

8 57.78 6.67 35.56 

10 47.78 7.78 44.44 

12 34.44 14.44 51.11 

14 22.22 40 37.78 

16 12.22 57.78 30 

1.3.2 2% NaClO+0.1% HgCl2 组合对秋石斛侧芽中部茎段的消毒效果 

从表4看出，2% NaClO+0.1% HgCl2组合对秋石斛侧芽中部茎段进行消毒，污染率随着消毒时间的延长逐

渐下降， 2% NaClO消毒15 min、20 min、25 min和30 min时，污染率分别在0.1% HgCl2消毒10 min、8 min、6

和6 min时降到0%。外植体死亡率则逐渐上升，2% NaClO 消毒30 min+0.1% HgCl2消毒12 min时，死亡率达到

100%。2% NaClO消毒5 min、10 min和15 min时，外植体存活率随着0.1% HgCl2消毒时间的延长先上升，在8 
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min达到最大值，分别为60.00%、64.44%和61.11%，之后逐渐下降。2% NaClO消毒20 min时，外植体存活率亦

随0.1% HgCl2消毒时间的延长先上升，但在4 min时就达到最大值55.56%，之后逐渐下降。2% NaClO 消毒25 

min和30 min时，存活率随0.1% HgCl2消毒时间的延长逐渐下降，0.1% HgCl2消毒12 min时，存活率分别为

3.33%和0%。因此，2% NaClO 10 min+0.1% HgCl2 8 min适合于秋石斛侧芽中部茎段的消毒。 

表 3 2% NaClO+0.1% HgCl2 组合对秋石斛侧芽茎尖的消毒效果 

Table 3 The explants disinfection effect of 2% NaClO+0.1% HgCl2 combination for stem tip of Dendrobium hybrida 

lateral bud 

2%次氯酸钠(min) 

2%NaClO (min) 

0.1%升汞(min) 

HgCl2 (min) 

污染率(%) 

Contamination rate (%) 
死亡率(%) 

Mortality (%) 
存活率(%) 

Survival rate (%) 

5 

2 76.67 5.56 17.78 

4 61.11 6.67 32.22 

6 18.89 14.44 66.67 

8 14.44 24.44 61.11 

10 7.78 42.22 50 

12 2.22 63.33 34.44 

10 

2 67.78 7.78 24.44 

4 54.44 12.22 33.33 

6 12.22 18.89 68.89 

8 7.78 34.44 57.78 

10 3.33 52.22 44.44 

12 1.11 67.78 31.11 

15 

2 60 10 30 

4 35.56 17.78 46.67 

6 8.89 31.11 60 

8 0 45.56 54.44 

10 0 70 30 

12 0 78.89 21.11 

20 

2 40 15.56 44.44 

4 12.22 30 57.78 

6 6.67 45.56 47.78 

8 0 70 30 

10 0 84.44 15.56 

12 0 90 10 

25 

2 12.22 36.67 51.11 

4 5.56 50 44.44 

6 0 71.11 28.89 

8 0 88.89 11.11 

10 0 94.44 5.56 

12 0 100 0 

30 

2 10 50 40 

4 2.22 58.89 38.89 

6 0 80 20 

8 0 97.78 2.22 

10 0 100 0 

12 0 100 0 
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表 4 2% NaClO+0.1% HgCl2 组合对秋石斛侧芽中部茎段的消毒效果 

Table4 The explants disinfection effect of 2% NaClO+0.1% HgCl2 combination for middle stem of Dendrobium 

hybrida lateral bud 

2%次氯酸钠(min) 

2%NaClO (min) 

0.1%升汞(min) 

HgCl2 (min) 

污染率(%) 

Contamination rate (%) 
死亡率(%) 

Mortality (%) 
存活率(%) 

Survival rate (%) 

5 

2 85.56 2.22 12.22 

4 70 4.44 25.56 

6 48.89 13.33 37.78 

8 23.33 16.67 60 

10 16.67 28.89 54.44 

12 8.89 47.78 43.33 

10 

2 74.44 6.67 18.89 

4 58.89 6.67 34.44 

6 32.22 14.44 53.33 

8 14.44 21.11 64.44 

10 5.56 42.22 52.22 

12 2.22 54.44 43.33 

15 

2 65.56 7.78 26.67 

4 48.89 15.56 35.56 

6 18.89 20 61.11 

8 2.22 41.11 56.67 

10 0 57.78 42.22 

12 0 68.89 31.11 

20 

2 47.78 11.11 41.11 

4 25.56 18.89 55.56 

6 15.56 30 54.44 

8 0 56.67 43.33 

10 0 74.44 25.56 

12 0 81.11 18.89 

25 

2 21.11 26.67 52.22 

4 12.22 40 47.78 

6 0 56.67 43.33 

8 0 80 20 

10 0 87.78 12.22 

12 0 96.67 3.33 

30 

2 14.44 37.78 47.78 

4 5.56 50 44.44 

6 0 70 30 

8 0 92.22 7.78 

10 0 96.67 3.33 

12 0 100 0 

1.3.3 2% NaClO+0.1% HgCl2 组合对秋石斛侧芽基部茎段的消毒效果 

从表5看出，2% NaClO+0.1% HgCl2组合对秋石斛侧芽基部茎段进行消毒，污染率随着消毒时间的延长逐

渐下降，在2% NaClO消毒15 min、20 min、25 min和30 min时，污染率分别在0.1% HgCl2消毒12 min、8 min、

6和6 min时降到0%。外植体死亡率在各个2% NaClO消毒时间下均随着0.1% HgCl2消毒时间的延长而逐渐上

升。而存活率与侧芽中部茎段的变化趋势相似，在2% NaClO 10 min+0.1% HgCl2 10 min时获得最高的存活率，

达到67.78%。 
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表 5 2% NaClO+0.1% HgCl2组合对秋石斛侧芽基部茎段的消毒效果 

Table 5 The explants disinfection effect of 2% NaClO+0.1% HgCl2 combination for basal stem of Dendrobium hybrida lateral bud 

2%次氯酸钠(min) 

2% NaClO (min) 

0.1%升汞(min) 

HgCl2 (min) 

污染率(%) 

Contamination rate (%) 

死亡率(%) 

Mortality (%) 

存活率(%) 

Survival rate (%) 

5 

2 92.22 0 7.78 

4 84.44 3.33 21.11 

6 57.78 8.89 33.33 

8 35.56 12.22 52.22 

10 18.89 20 61.11 

12 12.22 41.11 46.67 

10 

2 81.11 4.44 14.44 

4 67.78 5.56 26.67 

6 45.56 10 44.44 

8 30 12.22 57.78 

10 17.78 14.44 67.78 

12 8.89 30 61.11 

15 

2 72.22 6.67 21.11 

4 58.89 14.44 26.67 

6 30 16.67 53.33 

8 15.56 25.56 58.89 

10 1.11 47.78 51.11 

12 0 63.33 36.67 

20 

2 56.67 10 33.33 

4 34.44 13.33 52.22 

6 18.89 25.56 55.56 

8 0 41.11 47.78 

10 0 56.67 43.33 

12 0 71.11 28.89 

25 

2 26.67 20 53.33 

4 18.89 28.89 52.22 

6 0 51.11 48.89 

8 0 70 30 

10 0 83.33 16.67 

12 0 92.22 7.78 

30 

2 26.67 26.67 46.67 

4 13.33 41.11 45.56 

6 0 63.33 36.67 

8 0 86.67 13.33 

10 0 92.22 7.78 

12 0 97.78 2.22 

2 讨论 

植物组织培养过程中，无菌体系的建立是组织培养的关键，而采自大田的实验材料极易粘附细菌和真菌

等，建立无菌体系时不易消毒，因此，必须根据材料幼嫩程度、材料类型等来决定消毒方式和消毒时间(Leifert 

et al., 1994)。秋石斛生长属热带地区植物，常年高温多雨，空气湿度大，在茎叶表面滋生大量的微生物，并附

着大量的霉菌袍子和细菌芽饱，甚至一些菌丝体浸入表皮内的薄壁组织形成大量的内生菌，给外植体消毒造成

很大的困难(陈少珍等, 2006)。本研究首次将秋石斛新生侧芽按照幼嫩程度分为茎尖、中部茎段和基部茎段 3 个

部分来展开消毒试验，结果表明秋石斛新生侧芽茎尖、中部茎段和基部茎段虽然来自同一个侧芽，但是由于幼

嫩程度不一样，能承受的消毒剂伤害和携带的内生菌程度不一样，因此同一种消毒剂的最佳消毒时间也明显不
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一样。刘海龙等(2010)在研究油茶茎段的灭菌方法时，无木质化、木质化带腋芽茎段以及不带腋芽新萌条幼嫩

顶梢和顶梢下部无木质化茎段的 0.1% HgCl2 最佳消毒时间也是不一样的。周婧等(2011)在研究红腺忍冬外植体

灭菌时发现木质化程度不同的带腋芽茎段在 0.1% HgCl2 灭菌 14 min 时平均污染率、平均死亡率和芽平均诱导

率均有明显差异。 

不同的消毒剂对外植体的灭菌效果和伤害程度是不同的，HgCl2 虽然对外植体的伤害较大，但是灭菌效果

明显优于 NaClO，如胡琦敏等(2013)在研究马槟榔组培快繁技术时发现，0.1%升汞对马槟榔外植体灭菌效果比

10%次氯酸钠更理想；汪腾越等(2012)在进行土沉香组织培养外植体消毒方法的研究时发现，0.1% HgCl2 比

10% NaClO 消毒效果好；李瑞梅等(2009)研究热带作物木薯幼嫩茎段的消毒方法时表明 0.1% HgCl2 的消毒效

果优于 10% NaClO。本研究表明，2% NaClO 消毒的污染率高，而 0.1% HgCl2 虽然对外植体的伤害较大，但

是在合适的消毒时间范围内可以获得较高的外植体成活率，与前面的研究结果相一致。 

针对消毒困难的外植体，单独使用一种消毒剂消毒，污染率比较高，达不到理想的消毒效果。而多种消毒

剂的配合使用已经在多种植物外植体的消毒实验中获得成功，如姚娜和赖志强(2010)在研究象草腋芽的外植体

消毒中发现象草腋芽外植体最佳消毒措施为：自来水冲洗 60 min+0.1% HgCl2 消毒 25 min+2% NaClO 消毒 20 

min，该措施的污染率最低且成功率最高；蔡坤秀等(2010)在进行叶底红叶片外植体消毒方法的筛选的时候发

现最佳灭菌措施为：自来水冲洗 60 min+0.1%升汞浸泡 25 min+次氯酸钠 20 min；韩佳宇等(2012)对石栗树腋芽

外植体消毒的研究表明最佳消毒组合为：自来水冲洗 120 min+0.1% HgCl2 消毒 16 min +10% NaClO 消毒 24 

min，这种消毒组合的污染率降到最低的 16.67%，而愈伤组织诱导成功率却高达 80.00%；陶兴魁等(2013)在研

究蓝莓外植体消毒方法时发现，外植体经 70%酒精 30 s+2% NAClO 10 min+0.1% HgCl2 10 min 的污染率最低，

成活率最高。以上组合方法的使用虽然取得了很好的研究结果，但是由于设计的消毒时间梯度比较少，时间间

隔比较大，不能准确的体现最佳的效果组合，本研究参考以上研究，将消毒时间梯度增加，缩短消毒时间间

隔，展开 2% NaClO+0.1% HgCl2 对秋石斛侧芽茎尖、中部茎段和基部茎段的消毒效果。研究结果表明：(1) 

2% NaClO 浸泡 10 min+0.1% HgCl2 浸泡 6 min 对侧芽茎尖的消毒效果最好，污染率仅为 12.22%，而存活率达

到 68.89%；(2) 2% NaClO 浸泡 10 min+0.1% HgCl2 浸泡 8 min 对侧芽中部茎段的消毒效果最好，污染率仅为

14.44%，而存活率达到 64.44%；(3) 2% NaClO 浸泡 10 min +0.1% HgCl2 溶液浸泡 10 min 对侧芽基部茎段的消

毒效果最好，污染率仅为 17.78%，而存活率达到 67.78%。研究结果表明 2% NaClO+0.1% HgCl2 组合对秋石斛

侧芽外植体的消毒效果比单独使用一种消毒剂消毒的好，但是幼嫩程度不同的外植体对 2% NaClO+0.1% 

HgCl2 消毒时间的承受范围不同。 

本实验的研究结果为秋石斛无菌体系的建立提供了技术支持，为后续的秋石斛组培再生与种苗生产奠定了

基础。 

3 材料与方法 

3.1 实验材料 

实验材料为秋石斛‘088’新生侧芽，取自中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所热带花卉种质资

源圃。选取生长粗壮，生长状态良好，具有 6~7 节的基部新生侧芽为实验材料。 

3.2 实验方法 

3.2.1 实验材料的预处理 

选取生长粗壮，生长状态良好，具有 6~7 节的新生侧芽，用经酒精消毒的刀片切下，装入干净采样袋中带

回实验室。将新芽的叶鞘小心剥掉，切成茎尖、中部 3~4 节茎段和基部 2~3 节茎段三部分，分别置于 150 mL

三角瓶中，用洗衣粉清洗干净之后流水冲洗 30 min，倒掉水后于超净工作台进行消毒实验操作。 

3.2.2 外植体消毒方法 

将预处理好的实验材料于超净台内用75%的酒精浸泡30 s，无菌水冲洗2次备用。 

将材料分别按如下方案进行消毒处理，其中2% NaClO和0.1% HgCl2单独消毒按单因素试验设计，组合试验

按双因素试验设计，具体如下：  

(1) 2% NaClO消毒，时间设为0 min、5 min、10 min、15 min、20 min、25 min、30 min。 

(2) 0.1% HgCl2消毒，时间设为0 min、2 min、4 min、6 min、8 min、10 min、12 min、14 min、16 min。 
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(3) 2% NaClO+0.1% HgCl2消毒，2% NaClO时间设为5 min、10 min、15 min、20 min、25 min、30 min，0.1% 

HgCl2时间设为2 min、4 min、6 min、8 min、10 min、12 min，将2% NaClO消毒时间和0.1% HgCl2消毒时间进

行正交设计，共计38个处理，每个处理的消毒顺序为先2% NaClO后0.1% HgCl2。 

消毒之后用无菌水清洗6~7次，接种于培养基上，20 d之后统计污染、死亡和成活数量。   实验中，每个处

理接种10瓶，每瓶3个外植体，每个处理3次重复。 

3.3 培养基的其它因素和培养条件 

本实验中采用的培养基为 MS 培养基，附加 3.5 g/L 的琼脂为固化剂和 30 g/L 的蔗糖，PH 值调至 5~6 之

间。培养室温度控制在 25℃左右，光照强度为 3 000 lux，每天光照时间为 16 h。 

3.4 数据统计 

污染率=污染外植体数/接种外植体总数×100%。  

死亡率=死亡外植体数/接种外植体总数×100%。  

存活率=存活外植体数/接种外植总体数×100%。 
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