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石斛属植物组织培养及遗传转化研究进展 

张建勇，刘涛，袁佐清 (J1j东理工大学生命科学学院，山东淄博255049) 

摘要 石斛作为一种集药用和观赏于一体的珍稀植物，近年来其组培快繁和基因工程研究取得了比较大的进展。综述了石斛属植物组 

织培养外植体、培养基、增殖与分化、遗传转化方法、靶材料、选择标记基因和报告基因等方面的研究进展，为石斛的开发和利用提供科 

学依据。 
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Abstract The tissue culture，rapid propagation aud genetic ensineer~ of Dendrobitvn plant have been advanced obviously in recent years．In the pre。 
8ent paF,er the proga~esS in its tissue culture including explants，media and cultured methods were outlined，the advance in its genetic transformation involv— 

ir蜒in trm~sformation methods，target tissue，selection of genes and report genes wel_e reviewed．The prospect and problem in the tissue culture and genetic 

engineering of the Dendrobium welv~also di~ussed． 
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石斛又名石斛兰(D．orchi&)，属兰科石斛属(Dendrobi— 

m )，是兰科中的第二大属，全球共有大约 1 500种⋯，我国有 

76种 2。中药上广泛使用的石斛(Herba Dendrobii)来白兰科 

石斛属植物的茎，来源于野生资源，国内国际需求量日益加 

大，价格也越来越昂贵。由于石斛属植物被过度采挖利用， 

加上生态环境的破坏、繁殖率低和生长缓慢等特点，1987年 

已被国家列为濒危绝灭的植物药材之一。国内外学者利用 

组织培养进行石斛的快速繁殖，以提高繁殖系数，解决资源 

紧缺的问题 。同时成熟的组织培养体系也是遗传转化的 

基础，随着组织培养技术在石斛植物中的广泛应用，石斛基 

因丁程研究也取得了很大进展 

1 石斛属植物的组织培养 

现代药理研究表明，石斛具有抗癌、防癌、抗衰老、增强 

机体免疫力、扩张血管、抗血小板凝集、抗辐射等多种功 

效l4]，因此药用石斛中的一些珍贵种类成为目前离体培养研 

究的．荦=点 。。 。 国外主要以观赏石斛为主，着重于组织培 

养条件的优化_l0 J。 

1．1 外植体 石斛离体培养外植体的取材来源较广，有种 

子[5 、茎段[ 、萃尖 13]、腋芽 、根尖[I5]15、叶 及试管苗[ ] 

等。在药用植物组织培养中，外植体的选择十分关键，不同 

的取材部位和取材时期，培养的结果也不一样。张艳等l1 

以金钗石斛取材部位、基本培养基、激素浓度配比 3因素进 

行正交试验，结果表明，取材部位是最敏感的因素。卢文芸 

等 18用环草石斛的茎段在MS培养基中培养，研究 r不同取 

材的位置对环草百斛出芽的影响，结果表明，茎尖部位明显要 

高于其他部位，茎中部次之，而茎基部几乎不能萌发；茎段外植 

体苗比种子苗成株快，茎粗，苗壮，易成活；外植体苗分段增殖 

时基部茎段的增殖系数比上部茎段大，生长速度快；继代增殖 

苗段比野生植株增殖快。 

1．2 培养基 选择合适的培养基是组织培养最关键的一 

步。MS[3】、N6【 J、B5 及KCt19j等基本培养基，均可用于石斛 
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属植物的离体组织培养，但效果不同。Ms和 1／2MS是离体 

培养最有效和最常用的基本培养基_3l7_ ，1／2MS培养基则 

适宜生根[9]。王国梅等_加J以野生金钗石斛茎段诱导长出的 

原球茎为材料，比较了MS、1／2 MS、B5、Miller 4种不同基本培 

养基在4个不同培养周期中金钗石斛原球茎生长增殖的情 

况，筛选出最佳增殖培养基 B5。不同的培养目的，所对应的 

培养基也不同。张治国等l2 研究了6种不同基本培养基对 

铁皮石斛原球茎增殖的影响，结果表明，基本培养基对铁皮 

石斛原球茎增殖作用影响很大，不同器官的适宜培养基不 

同，1／2MS适宜原球茎增殖；MS适宜种子萌发、茎段和叶片培 

养；N6适宜种子萌发、叶片培养；改良White、KC适宜茎段培 

养。曾宋君等 发现 N6培养基对石斛胚的萌发和生长最 

好，而以茎尖作为培养材料，N6培养基诱导愈伤组织能力明 

显不如Ms。朱艳等|23j以铁皮石斛茎段诱导丛生芽作为 目 

的，筛选出1／2MS诱导丛生芽的效果好，生成的苗粗壮。 

在石斛的组织培养巾，以蛋白胨和白糖代替蔗糖进行试 

验。大大降低了快繁生产中的成本 J。Mitra等 24利用可控 

制的c()2气体作为碳源，根长与叶子的数量与含2％蔗糖培 

养基中的相等，组培苗的干重和鲜重都高于含蔗糖培养基的 

组培苗，但是c(=)2对发根影响不大。 

1．3 增殖与分化 原球茎是石斛试管苗繁殖的关键。其增 

殖与分化情况直接影响着试管苗培养的成功与否。目前多 

以原球茎诱导、增殖、分化苗形成与生长、试管苗移栽等培养 

条件的研究为主【II, ]。添加植物激素 Kt和2， D对促进霍 

山石斛试管苗生长和继代增殖的效果最佳_7 ；NAA对金钗石 

斛原球茎的增殖效果明显好于 IBA。在不同激素6-BA和NAA 

配比组合正交试验中，处理6-BA0．5mg／L十NAA0．2mg／L的 

配比为最佳激素组合_加l20。NAA和6-BA有利于鼓槌石斛组 

培幼苗的生长与分化 19；铁皮石斛原球茎诱导以 1／2 MS为 

培养基，添加 BA和NAA为佳，原球茎分化以 1／2MS添加 BA 

和 NAA为佳 ；适宜浓度的GeO~(5．130 ms／L)能够显著增加 

铁皮石斛原球茎的鲜重 J。培养基中加入天然提取物，对 

组织器官的形成及生长也有影响。齿瓣石斛胚培养的最适 

培养基为改良N6，添加椰乳可以提高胚的萌发率，并增加繁 

殖系数，香蕉汁可以加速幼苗的生长及促进生根 ；铁皮石 
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斛以添加椰乳对芽的增殖效果最好|8j。 

2 石斛的遗传转化 

2．1 转化方法 目前报道的石斛的遗传转化主要通过2种 

方式进行：基因枪转化法和农杆菌介导法。其中基因枪转化 

法应用较多，成功率也较后者高一些。Chang等 J将兰花花 

叶病毒(CMV)~b壳蛋白(cP)基因用微粒轰击石斛的原球茎 

的方法进行基因转移，在含有潮霉素的培养基上选择转化 

株，PCR、Southern、Northern以及 Western杂交分析证实了转基 

因的存在；病毒侵染试验表明，转化株的症状明显低于非转 

化株。石斛基因工程研究缓慢，主要因为兰科植物对根癌农 

杆菌或发根农杆菌不敏感，缺乏合适的表达载体。Yu等 J 

首先将经薄层切片处理的类原球茎与农杆菌在无抗生素的 

培养基上共培养，卡拉霉素用于石斛兰转化子的筛选，选择 

培养6 8周后得到转基因植株。遗传转化主要以原球茎或 

愈伤组织作为靶材料。原球茎易诱导，转化后也易分化成 

苗，但原球茎遗传转化后易产生嵌合体，不利于鉴定筛选。 

k 等 29使用不同类型的愈伤组织及离体诱导的花序顶端 

组织作靶材料对石斛兰中的一个种Sonia17进行转化，GFP的 

表达率都较高，但后期培养中，以花序顶端组织为靶材料轰 

击的个体成活率低。 

2．2 选择标记基因及报告基因 石斛遗传转化中常用的选 

择标记基因有潮霉素磷酸转移酶基因(hpt) ，选择培养中 

使用潮霉素(I-Iyg)作为选择剂。Men等_3 建立了稳定的农杆 

菌介导转化原球茎的方法，使用 hpt基因作为标记基因转化 

金钗石斛，转化效率高达 18％；Southern杂交和GUS组织化学 

分析也表明了基因的整合与表达。GUS具良好的稳定性，灵 

敏度高，易于检测，是目前植物基因工程研究工作中使用最 

广泛的一种报告基因 J。近年来，绿色荧光蛋白基因 

(GFP)作为一种新型的报告基因开始在植物基因转化及基因 

表达调控研究中得到应用，并显示出较其他报告基因更大的 

优越性：无需底物、酶、辅因子等物质；便于活体检测；检测时 

只需光照，对细胞无毒害作用1．30J。 

3 石斛研究展望 

石斛组织培养研究大多集中在快速繁殖、扩大繁殖系数 

方面，已在多种石斛中成功培育出试管苗l5， ， 。今后应加 

强石斛的基础性研究，如共生菌、光照、温度、湿度、栽培基质 

等对石斛生长发育的影响，掌握石斛生长发育的营养需求、 

物质合成与分解等新陈代谢规律，确定石斛类群生长的最佳 

生态环境，结合大田栽培，从根本上解决石斛资源短缺问题。 

要实现药厢石斛植物资源的可持续开发，大规模产业化生产 

是离体培养的发展趋势。 

药用石斛离体培养物的化学成分、作用与天然野生品相 

同，直接以组织培养物替代使用原药材或者生产活性成分也 

是解决石斛资源短缺的方法之一，但目前涉及该方面的研究 

还很少。石斛植物中含有多种生物碱、抗癌菲、类黄酮等物 

质，组织培养过程中次生代谢产物的研究对石斛尤为重要， 

以便通过生物技术获取这些药用成分。深入了解次生代谢 

产物的产生及积累动态，通过调控培养条件、添加前体化合 

物等方法提高活性成分的产量，以探讨组织培养物代替药材 

使用的可能性；或者建立有效的生物反应器，直接生产活性 

成分，能有效解决药用石斛资源短缺。 

通过遗传转化，导入花色、花期、株型等 El的基因，一方 

面可以提高和改善石斛兰的观赏价值，另一方面可以创造新 

品种，为石斛兰提供了丰富的育种资源。石斛组织培养和基 

因工程也存在很多问题，试管苗移栽成活率有待进一步提 

高；生长十分缓慢，周期长，规模小，成本高；石斛对农杆菌敏 

感性差，转化率低；基因枪转化嵌合体较多等等。总之，随着 

石斛组织培养技术的完善，基因工程改良石斛品种技术的成 

熟以及工业化生产技术的发展，这些问题将逐步得到解决， 

有望缓解当前石斛用量大、植物资源匮乏的紧张状况。 
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pMC73A在接合子中的拷贝数比较低的缘故 。 

注：1．供体菌NG13(pMC73A)； 

2．受体菌 MZ；3．MZ接合子。 

图1 接合子的质粒检测 

2。3 质粒 pMC73A在接合 

子中的稳定性 为确定质 

粒在相思根瘤菌 MZ中的稳 

定性，将接合子在没有抗生 

素的 YMA培养基上，单菌 

落传代 5代以上。然后将 

大量菌落转至含有抗生素 

的平板上培养，没有发现有 

抗性丧失的菌落。 

2．4 接合子的结瘤试验 

接合子能否和野生型 MZ菌 

株一样结根瘤是试验成功 

与否的关键。结瘤试验表明，没接菌液的对照植物发育细 

弱，叶色发黄，根上无根瘤。而接种有接合子菌液的相思苗 

木植株颜色深绿、高大，根上长有根瘤。但是接有催娩克氏 

菌液的植株所结根瘤的剖面为白色，为无效根瘤，而接有 MZ 

和 MZ接合子所结根瘤为暗红色，为有效根瘤。另外，接有 

MZ菌液的植株所结根瘤数为 11．2个，而接有接合子菌液的 

马占相思植株所结的根瘤数为 21．2个。这虽然不能确定接 

合子的固氮能力比受体菌MZ强，但至少表明接合子能和受 

体菌一样具有结瘤能力(表 2)。 

衰2 接台子的结瘤情况 

3 讨论 

EB是一种荧光染料，它能结合在DNA分子上，在紫外光 

的激发下产生桔黄色荧光。紫外光下观察，肉眼可见的最低 

”+ ·-+ n+ n+ ”+ ”—- “+ -*-4-”-4- 

浓度是含 DNA 80×10 mg左右，相片上最后可见浓度含 

DNA 20×10 rng左右。赵书春等在对链霉菌 _4进行质粒 

检测时，用常规的碱性溶菌法抽提质粒进行普通琼脂糖凝胶 

电泳，没有检测到质粒的存在。而利用高压脉冲电泳技术则 

观测到 2个大的质粒 8 J。笔者在对相思根瘤菌MlZ进行质粒 

检测时，采用常规的质粒检测的菌体量，检测不到质粒，只有 

把菌体增加到一定的量，才能在琼脂糖胶上看到较清晰的质 

粒条带。而对接合子进行质粒检测时，尽管加大了菌体量和 

上样量，但质粒 pMC73A条带还是比较模糊。为进一步证明 

接合子，可以通过 Southern杂交，看能否得到阳性杂交带；也 

可以从接合子中提取总DNA去转化催娩克氏菌，然后从转 

化子中提取质粒进行酶切分析。 

试验表明，催娩克氏菌 NGI3和相思根瘤菌MZ之间的 

接合转移频率并不是很高。接合转移是个十分复杂的过程， 

涉及区域广泛，调控复杂且各种质粒之间存在着许多不同。 

目前根瘤菌质粒的研究较集中在农牧方面的草本油料豆科 

植物，对木本豆科植物研究报道不多，而有关质粒在相思根 

瘤菌间的接合转移国内还未见报道。因此有关相思根瘤菌 

质粒的接合转移还有待于进一步研究探讨。 
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