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[摘要 ] � 利用 6-BA、IBA、pH 和培养基种类、琼脂浓度、KC l浓度各三个因素三水平进行 L9 ( 3
4 )正交实验, 研究

各因素对铁皮石斛原球茎分化和生根的影响. 对实验统计通过极差分析及方差分析, 结果表明: 在基本培养基

N6中,当 6-BA的浓度为 2 mg /L、IBA浓度为 0�2m g /L、pH值为 5�8时, 原球茎最易于分化成丛生小苗;影响原球

茎分化程度的因素依次为 IBA浓度 > 6-BA浓度 > pH 值.铁皮石斛组培丛生苗生根的最优配方是: N 6 + 2� 5 mo l/

L KC l+ 4 g /L琼脂;影响诱导生根的主要因素是 KC l浓度,其次是琼脂浓度 ,最后是基本培养基种类.
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Abstract: To study the effects of d ifferent fac to rs on pro tocorm differentiation and roo t induction o fDendrobium off icina-

le, tw o g roups of three kinds of facto rs on three levels we re used by o rthogona l des ign. The dataw ere analyzed w ith range

ana ly sis and va riance analysis. Resu lts show ed that the optim alm edia to induce cluster shee t from protocorm w as N 6 me-

dium w ith 6-BA 2m g /L and IBA 0� 2m g /L and the pH 5� 8. The effic iency o f the three facto rs w as in sequence of IBA

> 6-BA > pH. On the o ther hand, N 6 m edium w ith KC l 2�5 m ol/L and agar 4 g /L was su itab le for roo t induction o f

Dendrobium officinale. Them ain factorwh ich influenced roo t induc tion was KC l concen tration, and the o the rs m ino r fac-

tors w ere agar concentra tion and type of basicm edium.
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� � 铁皮石斛 (D endrobium off icinale K imura etM igo)系兰科 ( O rch idaceae)石斛属多年生草本植物, 为传统

名贵中药,具有养阴生津、温胃润肺、抗癌防老之功效
[ 1, 2]

. 铁皮石斛对生长环境要求苛刻, 多附生于悬崖

峭壁的树干或岩石上,种子需要与真菌共生才能萌发.近年来的过量采挖、生境的严重破坏,造成其野生居

群已濒临灭绝
[ 3, 4]

.因此通过组织培养技术, 对铁皮石斛进行集约化人工栽培,是保护和利用铁皮石斛资

源的必要途径.

自 1960年法国人 Gmore l利用石斛茎尖组织培养无病毒植株的无性繁殖技术创立以来,石斛组织培

养技术逐步走向深入化
[ 5]
.目前,有关铁皮石斛的原球茎分化和生根条件的研究大都基于单因素试验, 如

不同培养基、激素浓度、无机盐浓度、碳源、pH等以及香蕉、马铃薯等附加物
[ [ 6-8]

. 但是铁皮石斛原球茎分

化及生根受培养基中综合因素的共同影响, 不同因子的合理配置决定着培养基的科学性和高效性.运用正

交实验设计可以精简试验次数、克服培养基配方设计的盲目性、大大提高工作效率和试验的可靠性.广东
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省植物研究所关于籼稻花药的离体培养的报道,还相继在兰科植物中得到了应用
[ 9]
, 但尚未应用于铁皮

石斛的离体培养.本实验利用 6-BA、IBA、pH和培养基种类、琼脂浓度、KC l浓度各三因素三水平及空白对

照分别设计两套 L9 ( 3
4
)正交实验

[ 10]
, 以期分别得到有利于铁皮石斛原球茎分化和生根的理想培养基

配方.

1� 材料与方法

1�1� 材料
� � 铁皮石斛 (D. off icinale)种子于 2006年 10月 ~ 2008年 11月间采自浙江雁荡山山区用组织培养方法

保存于南京师范大学生命科学学院植物资源与环境研究所的组培养室.

利用种子培养出的原球茎, 在无激素 MS培养基上经过多代的继代培养, 达到生长旺盛状态. 挑选处

于同一生长期且没有分化的原球茎供原球茎分化实验,选择由原球茎分化出来的生长到 1 cm的丛生苗供

生根实验.

1�2� 方法
1�2�1� 原球茎分化及生根的正交实验

表 1� 铁皮石斛原球茎分化及生根的参试因素及水平

Table 1� Factors and levels in protoco rm differentia tion and

root induction ofDendrob ium officina le

供试实验 因素
水平

1 2 3

A: 6-BA的浓度 (m g/L) 0�5 2 4

分化条件 B: IBA的浓度 ( mg /L ) 0 0�2 0�5

C: pH值 ( pH ) 6�8 6�3 5�8

D:基本培养基 B5 MS N 6

生根条件 E:琼脂含量 ( g /L) 8 6 4

F: KC l浓度 ( m ol/L) 2 2�5 3

� � 对 6-BA、IBA及 pH值三因素选取三水平研究其对

原球茎分化的影响 (表 1) ,设计 L 9 ( 3
4
)正交实验形成 9

个不同的处理.将原球茎增殖后形成的拟原球茎分成直

径 0�5~ 1�0 cm大小接入待检培养基中. 基本培养基为

N6,附加蔗糖 30 g /L、琼脂 8 g /L,培养温度 25 � 1� , 每

日光照 12 h, 光照强度 1 600~ 2 500 lx. 9个待检培养基

处理分别接种 10瓶,每瓶接种 8个,重复 3次, 50 d后统

计并参照下列公式计算繁殖系数.

繁殖系数 =
诱导产生芽的总数
原球茎外植体的总数

.

对培养基种类、琼脂浓度及 KC l浓度三因素同样采取 L9 ( 3
4
)正交实验形成 9个不同的处理对丛生苗

生根条件进行研究 (表 1).将丛生苗接种于待检培养基处理中, 每个处理接种 10瓶,每瓶接种 8个,实验

重复 3次.培养基除该三因素外其他因素相同,即添加 NAA 0�2mg /L、5%土豆、30 g /L的蔗糖、pH 5�8.培
养时每日光照 12 h,光照强度 1 600~ 2 500 lx,培养温度 25 � 1� ,培养室湿度 60% ~ 70% , 45 d后统计平

均生根数、平均根长并观察根粗状况.

1�2�2� 数据统计
依据方开泰的正交试验统计方法

[ 10 ]
,对观察及统计的数据利用 Excel软件自编程序进行极差处理及

方差分析.

2� 结果与分析

为得到铁皮石斛原球茎分化及生根培养基的最优配方, 对 9个实验处理的 3个重复试验结果取平均

值进行统计.以空列数据估算模型方差,并参与正交试验的极差分析及方差分析, 以便准确研究因素配比

对原球茎分化及生根的影响.

2�1� 不同实验处理对原球茎分化的影响
接种培养 7 d后,原球茎颜色由淡绿色开始变为淡黄绿色,基部为白色透明状; 14 d后, 原球茎开始出

现膨大; 30 d左右, 每个原球茎的茎顶均长出 2~ 3片幼叶; 40 d后,原球茎分化形成簇生长的无根丛生芽,

各处理组原球茎繁殖系数存在一定的差异. 如表 2所示,处理 4、5、7繁殖系数较大而处理 1、6、8繁殖系数

较小.据观察繁殖系数较大的处理其分化状况也相对较好, 其中处理 4原球茎分化状况及繁殖系数均

较好.

因素的主次以极差值的大小来衡量.极差值大表明此因素对试验的影响大,即此因素比较重要,反之
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表 2� 分化条件正交试验结果

Tab le 2� Orthogona l experim enta l results o f differentia tion conditions

实验处理 A B C 空列 繁殖系数

1 1 1 1 1 1�5

2 1 2 2 3 2�7

3 1 3 3 2 2�5

4 2 2 3 1 4�3

5 2 3 1 3 3�5

6 2 1 2 2 1�7

7 3 3 2 1 2�9

8 3 1 3 3 1�6

9 3 2 1 2 2�6

均值 1( k1 ) 2�233 1�6 2�533 2�9

均值 2( k2 ) 3�167 3�2 2�433 2�267
均值 3( k3 ) 2�367 2�967 2�8 2�6

极差 (R ) 0�934 1�6 0�367 0�633

最优水平 A 2 B2 C3

亦然.不同处理对原球茎分化影响的直观分析见

表 2.从原球茎的繁殖系数和各因素的 K值及极

差 ( R)值的结果可知, 该试验因素 B即 IBA的浓

度的 R值最大为 1�6,而因素 C即 pH值的 R值

最小为 0�367, 因此可初步推断影响原球茎分化
的主次程度为 B> A > C. 根据各因素水平均值

( k i)的大小,可初步推断分化培养基的最优水平

的组合为 B2A2 C3.

以空列数据作模型误差, 以均方值低于模型

误差的因素数据作实验误差, 对三因素 9个处理

进行方差分析.结果见表 3,由表 3可以看出试验

因素 B ( IBA的浓度 )对原球茎分化的影响最大,

达到显著水平, 6-BA浓度和 pH值均未达到显著

水平,但 6BA浓度方差处理结果较 pH值大, 因此

就原球茎分化而言, IBA的浓度对其影响占主导作用,然后是 6-BA浓度及 pH值. 方差结果与极差分析结

果一致,验证了极差分析的准确性, 即最易使原球茎分化成丛生小苗的培养基因素配比为: IBA浓度为

0�2mg /L、6-BA的浓度为 2mg /L、pH值为 5�8.
表 3� 分化条件方差分析结果

Table 3� V ariance ana lys is result of differentiation conditions

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 F a 显著水平

A 1�529 2 0�764 3�739 F 0�05( 2, 4) = 6�94
B 4�482 2 2�241 10�962 F 0�01( 2, 4) = 18�0 *

C � 0�216 2 0�108 0�527

误差 e 0�602 2 0�301

误差 e� 0�818 4 0�204

总和 6�829

� � � � � � � � � � � 注: � * �代表显著水平.

2�2� 不同实验处理对丛生苗生根的影响
组培的丛生苗在生根培养基中培养 7 d后,根部略微膨大,形成白色愈伤组织.第 15 d时有细根须出

现, 随后根须逐渐变长变粗, 成簇状并且出现根毛, 45 d后统计不同实验处理的生根情况略有差异.从表 4

所示结果可见,处理 8中丛生苗的平均生根数、平均根长、根的粗壮等均较好,生长状况最佳, 另外处理 2、

4、9的生长状况也较好.

表 4� 生根条件正交试验结果

Table 4� Orthogonal experim ental results of roo ting conditions

实验处理 D:基本培养基 E:琼脂含量 / ( g /L) F: KC l浓度 / (m ol /L ) 空列 平均生根数 平均根长 / cm 根粗状况

1 1 1 1 1 4�8 2�6 + +

2 1 2 2 2 6�9 3�4 + + +

3 1 3 3 3 3�5 2�4 + +

4 2 1 2 3 6�1 3�9 + + +

5 2 2 3 1 3�1 2�5 +

6 2 3 1 2 5�7 3�6 + +

7 3 1 3 2 2�6 2�9 +

8 3 3 2 1 7�6 4�3 + + +

9 3 2 1 3 5�3 3�5 + + +

� � 对 9个处理统计的平均生根数、平均根长及根粗状况分别进行极差分析, 其中根粗状况依据 � + �号

多少分别用数字 3、2、1表示. 对三个统计量的极差分析结果见表 5. 由分析结果可知,影响平均生根数的

三因素主次程度为 F> E> D,影响平均根长的三因素主次程度为 F > D > E,而影响根粗状况的三因素主

次程度为 F> D /E.就生根的整体状况而言, F因素即 KC l浓度对根的诱导产生及生长状况影响均最大, 虽
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然对平均生根数及根长的影响在 D、E因素上存在差异,但是生根培养基的最优水平的组合均为 F2D3 E3.

表 5� 生根条件极差分析结果

Table 5� R ange ana ly sis result o f rooting conditions

因素水平
平均生根数 平均根长 / cm 根粗状况

D E F 空列 D E F 空列 D E F 空列

均值 1( k1) 5�067 4�500 5�67 5�167 2�800 3�133 3�233 3�133 2�000 2�333 2�333 2�000

均值 2( k2) 4�967 5�100 6�867 5�067 3�333 3�133 3�867 3�300 2�333 2�000 3�000 2�000

均值 3( k3) 5�167 5�600 3�067 4�967 3�567 3�433 2�600 3�267 2�333 2�333 1�333 2�667

极差 (R ) 0�200 1�100 3�800 0�200 0�767 0�300 1�267 0�167 0�333 0�333 1�667 0�667

� � 对平均生根数统计结果进行方差分析, 结果见表 6.由表 6可以看到实验因素 F( KC l浓度 )比因素 E

(琼脂含量 )对原球茎生根数的影响较大,但两者均达到极显著水平, 而因素 A对生根数的影响甚微.对平

均根长统计结果同样进行方差分析,结果显示因素 F、D对根长的影响分别达到极显著及显著水平. 根粗

状况只是定性而非定量统计,因此未作方差分析.对生根状况的方差分析与极差分析结果也是高度一致,

即诱导丛生苗生根生长最好的培养基因素配比为 2�5mo l/L KC l、4 g /L的琼脂并选择 N6培养基.

表 6� 生根数方差分析结果

Table 6� V ariance ana lys is result of the number o f roots

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 F a 显著水平

D� 0�060 2 0�030 1�000 F 0�05 ( 2, 4) = 6�94

E 1�820 2 0�910 30�333 F 0�01 ( 2, 4) = 18�0 * *

F 21�840 2 10�920 364�000 * *

误差 e 0�060 2 0�030

误差 e� 0�120 4 0�030

总和 23�780

� � � � � � � � � � � 注: � * * �代表极显著水平.

3� 结论

3�1� 三因素对原球茎分化的影响
� � IBA作为植物生长素能促进细胞的生长, 具有低浓度更有利于植物生长的特性, 因此当 IBA为

0�2mg /L时原球茎的分化状况最好. 6-BA在植物细胞分化中至关重要,过高或过低浓度都对分化不利, 本

实验结果与常俊等的实验结果一致
[ 11]

.可能是因为 6-BA直接或间接刺激了植物核酸代谢、诱导了相关基

因表达,表现为翻译水平上的蛋白质大量合成和形态水平上的植物体生长加快. 而 6-BA与 IBA浓度的比

例合适才更有利于原球茎的分化和生长,本实验研究表明当 6-BA /IBA的浓度达到 10�1时, 对铁皮石斛原

球茎退化现象的恢复效果最好.不同植物,植物的不同培养器官所需要的 pH值也各不相同. 植物组织离

体培养选择 pH的范围一般在 5�0~ 6�2之间 [ 12]
.分析表明: 当 pH值过高时,原球茎易变黄,不太容易分

化; pH值为 5�8时适宜原球茎的分化.

3�2� 三因素对于丛生苗生根的影响
不同的培养阶段选择不同的培养基对植物培养的效果有一定的影响

[ 13-15]
.曾宋君等对 D. off icinale,

D. lodd igesi, D. wag ii, D. densif lorum, D. f imbriatum 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 N 6或 PT培养基
[ 16]

.很多关于石斛的报道中都指出 N 6培养基更适于其生长
[ 17]

,这和本实验中得出

的结论相一致.对培养基中琼脂浓度的影响则认为琼脂浓度对铁皮石斛诱导生根的影响远大于其对根生

长状况的影响,可能因为琼脂的浓度低时培养基的质地较软,有利于根部的呼吸作用以及水分的交流, 因

而更有利于根的诱导及生长.在对石斛属植物离体培养中普遍应用酵母、马铃薯及香蕉泥等含钾离子的提

取物作为添加剂,表明钾离子能够促进植物的生长发育特别是有利于根的生长
[ 18]

. 本实验同样发现合适

的 KC l浓度不仅能诱导生根,对根生长如根的长短和根的粗壮等都有促进作用.
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