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摘　要　本研究以濒危药用植物美花石斛种子萌发苗为外植体，考察不同基本培养基、植物生长激素、天然添加物、蔗糖浓度和活性炭对其壮苗构建的影响。研究结果表明：无菌萌发100天左右的美花石斛种子苗，其最佳的壮苗培养基配方是1/2 MS+0.5 mg/L NAA+30%椰汁+30 g/L蔗糖+1 g/L活性炭+琼脂7 g/L，pH为5.8。
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Effects of Different Factors on Strong Seedlings of Endangered Medicinal Plant Dendrobium loddigesiisii Rolfe in vitro
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Abstract　This study investigated the influence of different factors (including minimal medium, plant growth hormone, natural additives, sugar concentration and activated carbon) on the seedling, using the seed germination seedling of endangered medicinal plant Dendrobium loddigesiisii Rolfe as explant. The result showed that the 1/2 MS with 0.5 mg/L NAA, 30% (v/v) coconut juice and 30 g/L sugar, 1 g/L activated carbon and 7 g/L agar with pH of 5.8 was the best strengthening medium for the seed germination seedling of D. loddigesii about 100 days.
Keywords　Dendrobium loddigesiisii Rolfe, Strong seedling, Growth hormone, Natural additives, Activated carbon
美花石斛(Dendrobium loddigesiisii Rolfe)，是兰科(Orchidaceae)石斛属(Dendrobium)集药用价值和观赏为一体的珍贵兰花之一，属多年生附生草本药用植物，附生于岩石或树皮上，广泛分布于我国广西、贵州、云南等热带或亚热带地区(中国科学院中国植物志编辑委员会, 1999)；美花石斛也是《中国药典(2015版)》收载的石斛类药材的来源植物之一，具有滋阴、生津、润肺等的功效，可用于骨蒸劳热、目暗不明等多种病症的治疗(国家药典委员会, 2015)。在自然环境中，石斛种子由于缺少胚乳，难以自然萌发，因而野生种苗很少(李志英和徐立, 2014)；再加上其栖息地环境恶化和药农“掠夺式”采挖，导致其野生资源逐年减少。由于人类对石斛类药材的过度利用，很多石斛类植物，特别一些常用的石斛中药材，目前大多已濒临灭绝。所有兰科植物的野生种都已被列入《濒危野生动植物国际贸易公约》(Convention on international trade in endangered species, CITES)；我国也将石斛属植物列入《中国植物红皮书-稀有濒危植物》(傅立国, 1991)。

近年来，我国学者在美花石斛的组织培养、种子萌发及内生真菌、化学成分等方面的研究(黄月纯等, 2014; 童文君等, 2014; 朱华等, 2011; 耿秀英和李泽生, 2012, 中国热带农业, (4): 36)，取得了一定的研究进展。但是，在美花石斛种子苗壮苗培养的研究还较少；目前美花石斛组培苗已通过组织方法进行扩繁，然而，组培苗却存在着苗势较弱、移栽成活率低等瓶颈问题，严重影响了美花石斛工厂化生产的进程。因此，本研究考察了不同基本培养基、植物生长激素、天然添加物和蔗糖浓度及活性炭对其壮苗构建的影响，旨在为美花石斛种质资源的保护与生产提供参考。

1结果与分析
1.1 不同培养基对种子萌发苗生长的影响
以0.5 mg/L NAA和30%椰汁为添加成分，观察MS等4种不同培养基对美花石斛种子萌发苗生长的影响。在接种培养3个月后，不同培养基对种子苗的增殖系数存在差异；美花石斛种子萌发苗在4种培养基上均能够增殖，但以1/2 MS培养基上的苗增殖系数最高，达到5.20，根条数也较多，苗高且深绿色；其次，B5和MS也能够较好地促进美花石斛种子萌发苗增殖、生根和增高；相比之下，MS-R培养基对美花石斛种子萌发苗的作用欠佳(表1)。综合苗的整体生长状况和生产成本等因素的考虑，优选1/2 MS为美花石斛种子萌发苗壮苗的基本培养基。

表1不同培养基对美花石斛种子萌发苗生长的影响  

Table 1 Effect of different minimal mediums on seedlings of D. loddigesii
	基本培养基
Minimal medium
	株高(cm)
Plant height
	增殖系数
Proliferation coefficient
	根数(条)
Root number
	苗生长情况
Seedling growth

	MS
	3.01
	3.66
	4.59
	浅绿，苗长势一般
The general growth of seedlings showed light green

	1/2 MS
	4.03
	5.20
	5.15
	深绿，苗长势良好，有少量原球茎形成
The good seedling with some protocorms showed dark green

	B5
	3.35
	4.05
	4.25
	绿，苗长势一般
The general growth of seedlings showed green

	MS-R
	2.79
	3.53
	3.05
	浅绿，苗根少，较矮，长势较差
The seedling showed light green, few roots and short


1.2不同植物生长素对种子萌发苗生长的影响

与不加植物生长素的空白对照相比，IBA、NAA和IAA等植物生长素均可以促进美花石斛种子萌发苗生根(表2)；其中，美花石斛种子萌发苗在添加了0.5 mg/L NAA的培养基上长势最佳，具体表现在株高、茎增粗，且生根较多。其次是IBA和IAA。此外，IBA和IAA在高温下容易失去活性，而NAA具有耐高温的特性。因此，优先选择NAA作为促进美花石斛种子萌发苗生根的植物生长素。

表2不同植物生长素对种子萌发苗生长的影响

Table 2 Effect of different plant growth hormones on seedlings

	处理
Treatment
	浓度(mg/L)
Concentration
	株高(cm)
Plant height
	根数(条)
Root number 
	苗长势
Seedling growth

	IBA
	0.5 
	2.00 
	4.00 
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	1.5 
	2.86 
	4.45 
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	3.0 
	2.83 
	4.34 
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	NAA
	0.5 
	3.35 
	5.65 
	苗绿，长势较好
The good growth of seedlings showed green

	
	1.5 
	2.96 
	4.95 
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	3.0 
	3.20 
	4.45 
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	0.5 
	2.50 
	4.75 
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	IAA
	1.5 
	2.67 
	5.15 
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	3.0 
	2.66 
	4.35 
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	CK
	
	2.05 
	3.64 
	浅绿，长势一般
The general growth of seedlings showed light green


1.3不同天然添加物对种子萌发苗生长的影响

美花石斛种子萌发苗在含有椰汁提取物的培养基上，长势优于香蕉提取物和土豆提取物(表3)。不同浓度的椰汁培养基，其壮苗效果存在差异；随着提取物浓度的增加，美花石斛种子萌发苗壮苗效果更好，在30%椰汁提取物的培养基上，苗茎粗壮，叶深绿，根粗长、发达；其次是香蕉培养基，种子萌发苗生长整齐，茎稍粗，叶绿、细长，根粗长、发达；而在含有土豆提取物的培养基上，种子萌发苗生长不整齐，茎较细，叶浅绿，根也相对较少。因此，优先选择椰汁作为美花石斛种子萌发苗壮苗培养的添加物，其次是香蕉和土豆提取物。
表3不同天然添加物对种子萌发苗生长的影响

Table 3 Effect of different natural additives on seedlings

	天然添加物
Natural additives
	浓度(%)
Concentration
	株高(cm)
Plant height
	根数(条)
Root number
	苗长势
Seedling growth

	
	10
	3.45
	4.06
	苗浅绿，长势一般
The general growth of seedlings showed light green

	椰汁
	20
	3.47
	5.11
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	30
	3.81
	5.95
	苗深绿，长势一般
The general growth of seedlings showed dark green

	香蕉


	10
	3.15
	5.33
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	20
	3.16
	5.35
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	30
	3.18
	5.35
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	土豆


	10
	2.55
	3.91
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	20
	2.87
	3.45
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	
	30
	2.91
	3.50
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green


1.4不同浓度蔗糖对种子萌发苗生长的影响

实验结果表明，蔗糖浓度过高或过低，均不利于美花石斛种子萌发苗的生长；蔗糖浓度为30 g/L时，美花石斛种子萌发苗长势均匀，茎节间伸长，茎粗，叶绿色，根绿色。而当浓度为60 g/L时，幼苗生长受明显的抑制，部分叶片呈现枯黄，苗长势不一致，弱苗较多(表4)。综合各浓度处理的苗长势，美花石斛种子萌发苗生长最为适宜的蔗糖浓度为30 g/L。

表4不同浓度蔗糖对种子萌发苗生长的影响

Table 4 Effect of different concentrations of sugar on seedlings

	浓度(g/L)
Concentration
	株高(cm)
Plant height
	根数(条)
Root number
	苗长势
Seedling growth

	15 
	3.55
	4
	苗浅绿，长势一般
The general growth of seedlings showed light green

	.20 
	4.37
	4
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	30 
	4.50
	4
	苗绿，长势一般
The general growth of seedlings showed green

	60
	3.1
	4
	淡黄，长势差
The bad growth of seedlings showed yellow


1.5添加不同浓度的活性炭对种子萌发苗生长的影响

根的数量及质量是组培苗壮苗和移栽成功与否的关键。实验结果表明(表5)，活性炭有助于美花石斛种子萌发苗的生根，且随着活性炭浓度的提高，根的数量也相应增加；当活性炭浓度为1 g/L时，美花石斛种子萌发苗茎较粗，生根数达到4~5条，平均根长达到3.5 cm以上；当浓度为6 g/L时，美花石斛种子萌发苗生根数虽然增加了，苗的长势反而差，表现在苗生长慢，根短，平均长度为2.0 cm左右。不加活性炭的空白对照，美花石斛种子萌发苗根少，且短。因此，适宜的活性炭浓度为1 g/L。

表5不同活性炭浓度对幼苗生长的影响

Table 5 Effect of different concentrations of activated carbon on seedlings

	浓度(g/L)
Concentration
	根长(cm)
Root length
	根数(条)
Root number

	0 
	1.00
	1~2

	0.5
	3.21
	4~5

	1 
	3.57
	4~5

	3
	3.39
	5~6

	6
	2.00
	5~6


2讨论
结果表明，无菌萌发100天左右的美花石斛幼苗最佳的壮苗培养基为：1/2 MS +0.5 mg/L NAA+30%椰汁+30 g/L蔗糖+1 g/L活性炭+琼脂7 g/L，pH为5.8。在此培养基上，美花石斛种子萌发苗生长均匀，苗的茎粗、叶绿、根多，并能够大大缩短组织培养的周期，在短时间内获得大量标准的美花石斛壮苗，为大规模人工栽培生产提供高质量的种苗。

本研究通过对美花石斛种子萌发苗的壮苗技术进行了系统性实验，探索出一条人工快速壮苗培养的途径，为美花石斛及石斛属植物种苗的生产提供了理论依据和技术基础。通过壮苗的培育，可大大地提高石斛苗的移栽成活率，提高石斛的产量和质量，从而实现野生资源的可持续利用和保护。

3材料与方法
3.1研究材料
美花石斛蒴果，来源于广西桂林市永福县的野生植株。

3.2美花石斛蒴果的消毒和种子的萌发

首先，在自来水下冲洗干净美花石斛蒴果表面；在超净工作台上，先将蒴果浸泡在75%

的酒精溶液中30 s，再转到3%次氯酸钠溶液中消毒10 min，然后无菌水冲洗3次。再用无菌手术刀切开蒴果，采用无菌毛笔沾上种子，均匀地播种在N6培养基上。接种后的材料，转到培养室中培养，培养条件为：24±2℃，光照强度1 000~1 500 lux，光照时间10 h。

经过100天左右的培养，美花石斛种子即可以萌发形成本研究所需要的无菌幼苗，幼苗长出根2~3条，叶片2~3片。

3.3不同培养基对种子萌发苗生长的影响

考察MS、1/2 MS、B5、MS-R等4种不同基本培养基对幼苗生长的影响。其它成分一样，其中，NAA的浓度为0.5 mg/L；蔗糖和椰汁的添加量分别为3%和30%，pH值为5.8。

3.4不同植物生长素对种子萌发苗生长的影响

选择NAA、IAA、IBA等3种植物生长素，考察不同植物生长素及浓度对美花石斛种子萌发苗生长的影响；每个处理分别设计3个浓度梯度：0.5 mg/L、1.5 mg/L、3.0 mg/L；以不加任何植物生长素的处理为空白对照。以1/2 MS为基本培养基，附加3%蔗糖和30%椰汁，pH值为5.8。

3.5不同天然添加物对种子萌发苗生长的影响

选择土豆提取物、椰汁(椰子中的液体成分)和香蕉等3种天然添加物，考察不同天然添加物及浓度对美花石斛种子萌发苗生长的影响；每个处理分别设计3个浓度梯度：10%、20%、30%；以不加添加物为空白对照。以1/2 MS为基本培养基，附加3%蔗糖，pH值为5.8。

3.6不同浓度蔗糖对种子萌发苗生长的影响

以组织培养中常用的糖源――蔗糖为对象，考察15 g/L、20 g/L、30 g/L、60 g/L等4个不同浓度的蔗糖对幼苗生长的影响。以1/2 MS为基本培养基，添加30%椰汁，pH值为5.8。

3.7活性炭对种子萌发苗生长的影响

考察不同浓度活性炭对种子萌发苗生长的影响。浓度梯度为：0 g/L、0.5 g/L、1 g/L、3 g/L。以1/2 MS为基本培养基，附加3%蔗糖和30%椰汁，pH值为5.8。

3.8培养条件

本研究的所有培养基均添加琼脂7 g/L。培养条件为：24±2℃，每天光照10 h，光照强度1 000~1 500 lux；培养周期为90天。

3.9数据统计

种子萌发苗接种培养90 d后，分别观察并统计株高、增殖系数、根数等。
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