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独蒜兰组培快繁技术体系的优化
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  摘要 目的:优化独蒜兰组培快繁技术体系,缩短组培周期。方法:以独蒜兰种子为外植体,进行不同采收期种子

萌发、壮苗生根的培养基筛选。在初步筛选出的最佳配方基础上,进行培养基配方改良优化。结果:授粉后200d的

种子萌发率最高,萌发最快;B5+0.5mg/LNAA最适合种子萌发和生长;改良配方 MSN+1.2mg/LNAA+100g/

L土豆汁能较好地促进独蒜兰幼苗生长。结论:该优化的独蒜兰组织培快繁技术体系,能缩短组培周期,降低种苗生

产成本。
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  独蒜兰Pleionebulbocodioides(Franch.)Rolfe
为兰科独蒜兰属多年生草本植物,一般为陆生、岩生

或附生,在中国长江流域及以南地区的海拔630~
3000m的密林下腐殖质丰富的土壤上或沟谷旁有

苔藓覆盖的石壁上,常见大片野生独蒜兰分布〔1〕。其

假鳞茎为传统中药山慈菇的主要来源〔2〕。由于独蒜

兰的种子很细小,自然状态下不能独立萌发成苗,需
要共生菌根真菌提供养分〔3,4〕。目前生产上主要采

用分株法进行繁殖,一般一个假鳞茎一年只生长1~
3个新球茎,并且新球茎长成后,老球茎因养分耗尽

而死亡,因此其无性繁殖系数极低。此外,独蒜兰的

生长周期较长,子球需2~3年才能够开花,而以种子

繁殖,需时更长达4~5年,因此种群数量在自然状态

下增殖很慢〔5〕。一直以来其主要靠野生资源供作药

用,随着市场需求量的增加和价格的升高,资源遭到

毁灭性的采挖,如今已经列为珍稀濒危药用植物。独

蒜兰一个蒴果中有几万粒种子,利用种子进行萌发可

以达到大规模繁殖的目的。已有文献〔6-8〕对独蒜兰的

组培快繁技术开展过研究,笔者在前人研究的基础

上,对不同组培阶段进行配方筛选优化,旨在缩短组

培周期,降低种苗生产成本。

1 材料与方法

1.1 材料 采自贵州省雷山县独蒜兰授粉后120d、

150d、170d、200d的未开裂蒴果。蒴果先用75%酒

精擦拭消毒,用消毒脱脂棉包裹好,装入牛皮纸袋,封
好口,再放入4℃冰箱中暂存备用。

1.2 方法

1.2.1 无菌播种:将独蒜兰蒴果表面先用75%的酒

精擦拭2~3次,然后在超净工作台上用95%酒精擦

拭蒴果表皮后,用消过毒的镊子夹住蒴果在酒精灯外

焰处来回快速烧2~3秒。无菌条件下用消毒后的解

剖刀将消毒处理的蒴果一端切开一个小口,将种子均

匀撒播于萌发培养基上。不同采收时间的蒴果统一

用B5培养基进行萌发。种子萌发培养基筛选均采

用授粉后200d的种子。在种子大量萌发的次周,在
显微镜下统计萌发率,每个处理统计5个视野,取平

均值。

1.2.2 培养基设计:(1)种子萌发培养基的筛选:①
MS;②1/2MS;③B5;④B5+0.5mg/LNAA;⑤B5
+1.0mg/LNAA。(2)壮苗基本培养基的筛选:将
种子萌发3个月后形成的无根幼苗,分成单棵苗,选
择大小均匀、颜色鲜绿的幼苗转接在 MS、1/2MS、B5
与KC这四种基本培养基上,每瓶15棵,每种培养基

60瓶。2个月后进行统计观察,观察生根情况,测量

转接前后原球茎鲜重,每10个球茎为一组称重,重复

三次,取平均值,计算出单株球茎重量和增重率。(3)
激素筛选:以1/2MS和B5基本培养基,在其中分别

添加不同浓度的 NAA(0.4mg/L、0.8mg/L、1.2
mg/L、1.6mg/L)。将在基本培养基上培养的幼苗

进行第二次转接,选择大小一致的幼苗转接到添加了

不同浓度NAA的培养基上,3个月后进行统计观察,
观察株高、生根数、原球茎增大情况。每个配方选取

10株幼苗测量株高、球茎直径、生根数。(4)配方优

化:①1/2MS+1.2mg/LNAA+100g/L土豆汁;

②MSN+1.2mg/LNAA+100g/L土豆汁,MSN
是在 MS基础上改良的基本培养基,MSN培养基包

括硝 酸 钾 KNO3:(950 mg/L),硝 酸 铵 NH4NO3
(375mg/L),磷酸二氢钾 KH2PO4(162.5mg/L),
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硫酸镁 MgSO4·7H2O(190mg/L),氯化钙 CaCl2
(220mg/L);MSN微量元素、有机物和铁盐的组成

成分和浓度和1/2MS相同。将种子萌发后3个月形

成的无根幼苗,选择大小一致的苗子转接到两种培养

基上,3个月后进行统计观察,观察株高、叶宽、总根

长、球茎直径。每个配方选取10株幼苗测量株高、球
茎直径、生根数。

所有培养基均添加琼脂粉6.5g/L、蔗糖20g/

L、活性炭0.5g/L,调pH5.8。1/2MS指大量元素、
微量元素、铁盐、有机物浓度均减半。

1.2.3 培养条件:种子播种后置于培养室培养,培养

温度为20℃左右,光照强度为2000Lx,光照时间为

12h/d。

1.2.4 数据处理及分析:采用SPSS20.0进行数据

分析,邓肯法进行方差分析。

2 结果与分析

2.1 不同采收期种子萌发情况比较 不同采收期种

子活力不同,萌发效果也有很大差异(表1)。通过观

察发现授粉120~200d内,天数越多种子萌发率越

高。不同采收期的种子活力测定表明授粉170d,种
子成熟度已经较高,有活力胚率达90%以上。授粉

200d与170d的蒴果比较,种子活力变化不大,但萌

发率更高,萌发更快。
  表1 不同采收期种子萌发情况

授粉天数
/d

TTC
测活/%

开始萌发
时间/周

大量萌发
时间/周

萌发率/%

120 70 9 12 43.50cC

150 80 4 7 62.75bB

170 92 4 5 80.09aA

200 91 3 5 83.38aA

  注:同列不同大、小写字母分别表示在0.01和0.05水平差异显著

2.2 不同培养基对种子萌发的影响 播种3周后,
培养基1/2MS、B5、B5+0.5mg/LNAA、B5+1.0
mg/LNAA开始有少量种子萌发,继续培养1~2
周,种子大量萌发,6~7周时开始有叶的分化,长势

均较好,其中B5+0.5mg/LNAA在6周时就开始

出现叶的分化。MS在播种7周后才开始萌发,萌发

缓慢且萌发率低,10周后才开始有少量叶的分化,并

且长势十分缓慢。随着培养时间延长,各培养基上的

独蒜兰长势开始出现差异(表2),其中B5+0.5mg/

LNAA长势最好,MS长势最差,很少有叶的分化,
而其他培养基均出现大量叶的分化。说明相比 MS,

1/2MS和B5更适合独蒜兰种子萌发,但是B5对萌

发后的生长更具优势。加入少量激素 NAA对种子

萌发后的生长更有利。试验结果表明,激素NAA促

使种子萌发和生长的最佳浓度为0.5mg/L,浓度过

高达1.0mg/L时,虽然对萌发影响不大,但对后期

生长不利,反而不如不加NAA激素的B5的生长。
  表2 不同培养基对种子萌发的影响

培养基
开始萌发

时间/周

大量萌发

时间/周

开始长叶

时间/周
生长势

MS 7 7 10 +

1/2MS 3 5 7 +++

B5 3 5 7 ++++
B5 + 0.5 mg/L

NAA
3 5 6 +++++

B5 + 1.0 mg/L

NAA
3 5 7 ++

  注:“+”表示长势极差,“++”表示长势差,“+++”表示长势

一般,“++++”表示长势较好,“+++++”表示长势最好

2.3 不同基本培养基对幼苗生长的影响 幼苗经过

1次转接,3个月的培养后,在各种培养基上的生长情

况出现很大差异(表3)。在B5培养基上培养后少量

植株叶片发黄,大部分呈黄绿色,有原球茎的膨大生

长,原球茎增重最多,幼苗的根数最多最壮,长势较

好。在1/2MS培养基上培养后,叶呈深绿色,叶大而

宽,株高叶茂,原球茎有明显的增大,增重率仅次于

B5。从株高和叶片看1/2MS培养的幼苗长势最好,
株高显著高于其他配方,但是从原球茎的生长和生根

情况看,B5比1/2MS更好。在 MS基本培养基上随

培养时间的延长,植株叶片逐渐变黄大量死亡,少数

成活的植株叶片呈黄绿色,叶尖干枯,叶片狭小,原球

茎生长缓慢,没有根,长势最差。在 KC基本培养基

上培养后,植株逐渐变成黄色,部分幼苗有原球茎的

膨大生长,但球茎较小,无根,长势较差。

2.4 不同激素浓度对幼苗生长的影响 在B5和1/

2MS基本培养基中分别加入不同浓度的NAA,幼

  表3 不同基本培养基对丛生苗生长的影响

培养基 转入球茎重/g 培养后球茎重/g 增重率/% 株高/cm 根数/条 生长势

MS 0.0485 0.0617 27.22dD 1.49cC 0 +
1/2MS 0.0485 0.0880 81.44bB 3.35aA 0~4 ++++
B5 0.0485 0.0950 95.88aA 2.15bB 0~5 +++
KC 0.0485 0.0743 53.20cC 1.57cC 0 ++

  注:“+”表示长势差,“++”表示长势一般,“+++”表示长势较好,“++++”为长势最好。同列不同大、小写字母分别表示在0.01和

0.05水平差异显著
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  表4 不同激素浓度对丛生苗生长的影响

培养基 株高/cm 球茎/cm 根数/条 生长势

1/2MS+0.4mg/LNAA 4.70cCd 0.275cdBC 3~7 ++
1/2MS+0.8mg/LNAA 6.20bB 0.37bcBC 3~8 +++
1/2MS+1.2mg/LNAA 8.25aA 0.645aA 4~8 ++++
1/2MS+1.6mg/LNAA 5.30cBC 0.245dC 0~3 +
B5+0.4mg/LNAA 4.45dC 0.445bBC 3~7 ++
B5+0.8mg/LNAA 5.95bB 0.675aA 5~8 +++
B5+1.2mg/LNAA 4.55dC 0.445bB 4~8 ++
B5+1.6mg/LNAA 3.50eD 0.275cdBC 0~3 +

  注:“+”表示长势差,“++”表示长势一般,“+++”表示长势较好,“++++”表示长势最好。同列不同大、小写字母分别表示在0.01和

0.05水平差异显著

苗经过二次转接,培养3个月后,在不同培养基上生

长差异较大(表4)。从表4中可以看出,在一定范围

内,NAA浓度越高,幼苗生长越好,达到一定高度,
生长变差,NAA浓度达到1.6mg/L时,随着培养时

间变长,很多幼苗开始变黄,甚至死亡。比较8个配

方,在1/2MS+1.2mg/LNAA培养基上株高显著

高于其他配方,球茎较大,生根情况也较好,生长势最

佳。培养基B5+0.8mg/LNAA对球茎的生长十分

有利,生根情况较好,生长势也较佳,但是株高一般。
综合考虑株高、球茎、生根情况及整体生长势,1/2MS
+1.2mg/LNAA最适合独蒜兰幼苗生长。

2.5 改良配方对幼苗生长的影响 加入土豆汁可以

有效促进幼苗的生长,并且能使植株长时间保持鲜绿

健壮状态。由于1/2MS培养基上培养的幼苗经常出

现地上植株太过繁茂的现象,所以在 MS配方上改良

的 MSN配方降低了 N浓度,适当提高了P和 K的

含量。萌发后的幼苗转接到两种培养基上培养3个

月后,生长差异很大(表5、图1和图2),和原配方相

比,改良配方 MSN上培养的组培苗株高有所降低、
叶片宽大、球茎饱满、生根状况好,避免了原配方枝叶

繁茂徒长的问题,更有利于球茎膨大。

  表5 MSN培养基和1/2MS培养基培养的独蒜兰幼苗的生长情况差异

培养基 株高/cm 叶宽/cm 球茎直径/cm 根数/条 生长势
①1/2MS+1.2mg/LNAA+100g/L土豆

汁
7.58aA 0.54bA 0.467bB 4~8 良好

②MSN+1.2mg/LNAA+100g/L土豆汁 6.52aA 1.04aA 0.767aA 4~10 良好

  注:同列不同大、小写字母分别表示在0.01和0.05水平差异显著

图1 MSN+1.2mg/LNAA+100g/L土豆汁

培养的独蒜兰幼苗

3 讨论

3.1 适时采收种子播种能有效提高萌发率 实验结

果表明,独蒜兰种子最佳采收期应该在授粉后200d
左右,即在10月中下旬采收较好。种子采收后要尽

快播种,因为在放置过程中种子活力不断下降,影响

萌发,黄永会等〔11〕的研究也表明新鲜采集的独蒜兰

种子萌发率可以高达98%。此外,放置时间长,种子

外壳极易裂开,导致播种时消毒困难而污

图2 1/2MS+1.2mg/LNAA+100g/L土豆汁

培养的独蒜兰幼苗

染严重。

3.2 少量激素能促进种子萌发后的生长 1/2MS
和B5都适合独蒜兰种子的萌发,但是随着培养时间

延长,B5促进原球茎生长的优势更明显。在B5培养

基中添加少量激素NAA对前期的萌发影响不大,但
是对萌发后原球茎的生长十分有利。

3.3 改良培养基更适合独蒜兰壮苗生根 独蒜兰的
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根系不发达,组培苗也是如此,很难长根,这可能也是

造成独蒜兰生长缓慢的原因之一。本实验比较了

MS、1/2MS、B5与 KC四种基本培养基对独蒜兰壮

苗生根和原球茎生长情况的影响,其中 MS和KC培

养基不利于幼苗和原球茎的增长,随着培养时间延

长,幼苗逐渐变黄枯死,进而导致球茎生长缓慢以至

停滞。1/2MS和B5均能明显促进独蒜兰幼苗和原

球茎的健壮生长,1/2MS培养基对地上部分茎叶生

长有利,但是B5培养基对球茎和根的生长更有利,
这可能与其营养元素含量有关,1/2MS培养基的成

分中N含量高于B5培养基,而P和K的含量少于

B5。在1/2MS和B5基本培养基中添加一定浓度的

NAA能促进幼 苗 生 长,其 中1/2MS+1.2mg/L
NAA最适合独蒜兰幼苗生长。但是1/2MS培养基

上培养的幼苗经常出现地上植株太过繁茂的现象,改
良的 MSN配方避免了地上枝叶繁茂徒长的问题,更
有利于球茎膨大,并且改良的配方(MSN+1.2mg/

LNAA+100g/L土豆汁)只需要将萌发的幼苗转接

一次,培养3个月后即可进行移栽,和以往报道的相

比,减少一次转接,培养周期缩短了3个月,大大降低

了生产成本。
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