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摘要 兰科石斛属植物究唇石斛 和齿辧石斛 均为传统中药材 ，有着极高 的药用价

值。 研究利用 种从不同兰科植物 中分离得到的内生真菌在不同光照条件下与这 种石斛植物种子在树叶 、松树皮和椰槺混

合基质上进行共生萌发试验 。 研究结果表 明 胶膜菌属 — 菌株及瘤菌根菌属 菌株分别能有效

地促进兜唇石斛和齿瓣石斛种子 的萌发及幼苗建成 石斛与真菌存在共生专一性 。 共生培 养 ，
接 菌 的兜唇石斛种

子 原球茎或幼苗形成率分别为 ；接菌 的齿瓣石斛种子 二者形成率分别 为 。 在 种

光照条件下 ， 已形成的原球茎均能够进
一

步发育为幼苗 ，而持续黑暗条件会导致幼苗白 化或畸形 。 研究结果为 种石 斛的野

外 回归 奠定了理论基础 也为这 种药用石斛人工仿生态栽培的种苗扩繁提供 了新的方法 。

关键词 兜唇石斛 ；齿瓣石斛 种子共生萌发 ；人工混合基质 ；共生专
一性

兰科植物的种 子非常细小 成熟的种子没有胚 的药材和保健 品在我国利用 历史悠久 素有
“

中华

乳或子叶 ，仅有未分化的胚 在 自然条件下需要依靠 仙草
”

之美称 。 西双版纳 是我 国 石斛的主产 区之

特定共生真菌提供营养来 促进其萌发和发 育
⋯

。

一

有野生石斛 种 、 变种 其 中有 种被加

目前 利用兰科植物种子在人工无菌培养基上进行 工成石斛商品 。 齿瓣石斛 从 在业界

非共生萌发的技术 已经非常成熟 ， 使得通过种子大 被叫做
“

紫草
”

，制成的成 品称作
“

紫皮枫斗
”

， 市场

规模繁殖幼苗得以 实现 ， 这在
一些药用和观赏兰科 价值很高 。 齿瓣石斛是目前人工集约化栽培规模仅

植物的商业化生产 中 已得以广泛应用 。 非共生萌发 次于铁皮 石斛 的种 类 ，其在西 双版纳 地 区花 期为

技术 的 优点 是种 子 萌发 率 较 高 ，

一般 在 以
一

月 ，附生于林中树干上 ，其主要海拔分布范围为

上
，但幼苗移植到 自 然环境 当 中存活率较低 ，很 叩 和茶叶的最佳种植海拔重叠 在很

难与真菌重新建立共生关系而导致后续的生长发育 多茶园茶树上都有 自然生长的齿瓣石斛 。 兜唇石斛

受到严重的抑制 兰科植物种子的共生萌发 是 为西双版纳地区
一种常见的石斛 ，

花期

在人工基质 中播种种子并接种共生真菌 ， 利用真菌
一 月 ，常附生于海拔 的林中树干或

共生来促进种子萌发和获得幼苗 。 从理论 上说 ，共 岩石上 。 其茎杆是加工各类药用石斛产品 ， 如石斛

生萌发不仅能简化幼苗生产过程 大大降低生产成 粉 、
石斛酒 、石斛饮料等最主要 的原料之

一

。

本 更重要的是能显著提高幼苗 回归到 自 然环境 中 在人工 自 然或半 自 然条件下 ， 开展石斛的仿生

后的存活率 和幼苗生 长速度 。 兰科植物种子共 态栽培 ，相对于 目前开展的人工集约化栽培 省去了

生萌发技
丨

术的应用 在珍稀濒危兰科植物的 回归 、药 昂贵的棚架 、苗床 、喷灌系统等基础设施的投入和昂

用兰科植物的仿生态栽培等方面都具有巨大的潜在 贵的 日 常管理成本 ，从而可 以满足贫困地区 当地居

应用价 。
民 由 于经济条件的限制无法承受 的高成本和投入。

兰科石斛属 的很 多种类作为传统 选择药用价值较高 的原生石斛种类 ，利用西双版纳

得天独厚的气候优势 ，
开展古茶园 、果园 等的石斛仿

收稿 日 期 生态栽培 进 行粗放管理 ，
降低栽培管理难度和投

人 在增加居民收人 、减贫致富的 同时 减少对野生

通信作者 高江云 究
！ 研 究生导师 ’

主要从事颜危植物
资
，
的采集 ，

以达到 护
：

这也 斛产

地保护 与再 丨 种研义 业长期可持续发 提的新途径 。 通过作者的实 示 丨周查

作者简 介 字
、

旗
，
硕

丨 ：研究牛 ，
发现 ，种苗来源是决定石斛仿生态栽培成败的关键
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因素之一 通过获得特定对石斛种 子萌发有效的真 叶 ， 自然风干后人工粉碎 ，松树皮先用水浸泡 月 左

菌 ，
开展种子的共生萌发生产种苗 ，是解决 目前石斛 右 。 将准备好的树叶 、松树皮和椰糠按 加适

仿生态栽培瓶颈问题的关键。 量水均匀混合 ，作为 种石斛种子共生萌发的培养

目前 ，作者通过原地共生萌发技术 （
仏 基质 。 滤除基质 中多余水分 ， 保持其水分达到饱和

从齿瓣石斛和兜唇石斛原生萌发 状态 。 将配好的混合基质分别装人 个长 、宽 、高

的原球茎中成功分离得到 了 种 内生真菌 通过前 分别为 的透明 塑料培养盒中 每盒装

期实验室中在燕麦琼脂培养基 （ 上的共生萌 人约 容积的基质 基质上放置 条长宽为

发实验 ，
证明所获得 的 种 内生真菌分别是兜唇石 孔径为 的尼龙网布 ，

用于播种 。 这样

斛和齿瓣石斛种子共生萌发 的有效真菌
°

。 本研 既不影响基质中的真菌菌丝穿过尼龙网布侵染石斛

究在此基础上 ，在人工混合培养基上开展这 种药 种子 ，又可使种子不掉落于基质 中 ，便于计数和统计

用石斛种子和不同真菌的共生萌发研究 ，为实际利 萌发率 。 将装好基质的 培养盒盖上盒盖 ，在高压灭

用这 种真菌开展齿瓣石斛和兜唇石斛的共生种苗 菌锅中 于 条件下灭 菌 ， 以

生产提供依据 。 消除基质中 的杂菌 ，
灭菌后的培养盒置于超净工作

材料 台于室温下 自然冷却待用 。

本研究 于 年
一

月 在中 国科学院西双版 种石斛的种子用 有效氯离子浓度 的次氯

纳热带植物园进行 。 兜唇石斛 和齿瓣 酸钠溶液浸泡 后 ，在超净工作 台上分别取适

石斛 的种子 为 年
一

月 花期 量种子和质量浓度为 的无菌琼脂溶液在锥

人工异交授粉 果实 自 然成熟后于 年 月 采 形瓶中充分摇匀 ， 制成种子悬浮液 。 兜唇石斛和齿

收 ， 按 和 的方法经过种子活力检测 瓣石斛 种 子悬浮液 平均 种子数分别为 ，

和干燥后 ，于 保存 。 粒 。 用移液枪吸取 种子悬浮液 ，
均匀播

供试的 种真菌菌株分别编号为 撒至培养盒 中尼龙 网布上 ， 即 每个培养盒 中为

。 为通过原地共生萌发技术从兜唇石斛 种子悬浮液 。 兜唇石斛和齿瓣石斛种子各播种

原球茎中分离获得 的菌 株 ， 分子鉴定 为胶膜菌属 个培养盒 。

真菌
°

为通过迁地共生萌发技术 不 同真菌接 菌处理 取保存的 ， ，

从硬叶兰 原球莲 中分离获得的菌 种菌株 ， 于 培养皿 ，采用 土豆葡萄糖琼

株 ， 分子鉴定 为瘤 菌根菌属 — 菌属 以 脂培养基 （ ，在 ± 黑暗条件下分别进

上 种真菌的样本保藏于中国微生物菌种保藏管理 行活化培养约 周 ，待菌丝长满培养皿 ，用灭菌解剖

委 员 会 普 通 微 生 物 中 心 （ ， ： 刀将长有菌丝的 培养基切成 的小块 ， 作

，编 号 分 别 为 。 为接菌材料 。 将巳播种兜唇石斛和齿瓣石斛种子的

菌株则是从齿瓣石斛种子原生地萌发形成的原球茎 各 个培养盒随机分为 组 每组各 个培养盒 ，

中分离得到的真菌 ，
通过分子测序 其 片段序列 分别接种 ，

的 种真菌菌块 另一

在美国国立生 物技术信息 中 心 （ 组用空 白 培养基作为对照 。 每个培养盒在

： 条尼龙网 布之间 的基质表面接人 块菌块

进行 比对分析 （ 共生萌发的培养条件 为 了检验光照对 种

：
， 与 登 录 号 石斛种子萌发和成苗的影响 ，进行 了 个光照培养

为 的瘤 菌根菌 属 真菌最 为 条件处理 。 处理 为光照培养箱 内 全黑暗培

相似 ，
最大相似程度为 ，

￡ 值为 。 根据菌株形 养 处理 为光照培养箱 内黑暗光照

态及分子鉴定结果判定为瘤菌根菌属真菌 。 种菌 交替 培养 （ 培养箱 温度 均设置 为

株都采用 试管斜面法保存于 冰箱 中 待 （
± 处理 为室 内 自然光照及温度 条件

用 。 （ 。 将 种石斛种子各 种接

方法 菌处理的 个培养盒 ，随机分为 组
，每组 盒 ，分

人工混合基质配制和种子播种 收集枯枝落 别在上述 个光照培养条件处理下进行共生萌发 。
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培养盒
一

直盖上盒盖进行相对密 闭 的共生培养 尽 —办

—

可能保证无其他杂菌污染 。
：

种子萌发情况检测和数据统计分析 每周透 气

过盒子对 种石斛种子萌发情况进行观察和记录 ， 产，

在共生萌发 周后 可观察到有的处理 中有种子陆
‘

续形成的原球茎 ；共生培养 时 有的处理中萌

发的原球茎陆续开始发育成幼苗 ； 共生培养

观侧 种碰肺肝餘力原鞋歸成

幼 价 ， 打开士咅养盒 分别统计每个培养盒内种子萌发

为原球茎 的数量 ？ ） 和幼苗的数量 。 根据播种
‘

—

种子总数 （ 《 计算原球茎 比率 原球茎形
“

、 、

兜唇 石斛接种 菌 株在 种 光照 条件下 均 发 育 为幼 苗
成率 以及幼 形成率 （ 。

自然光照条件 黑暗条件 光照黑

利用 统计软件进行
一

般线性模型单变量 暗交替条件 齿瓣石斛接种 菌 株在 种 光照条件下均发

双因 素分析 （ 分析不同接菌处理和 育为幼苗 自 然光照条件 黑暗条件

光照条件对原球茎和幼苗形成率的影响 ， 以及二者 光照黑暗交替条件 ；
免唇石斛在 以丨 光照黑 暗交替

交互作用对 种石斛种子萌发及幼苗形成的影响 ；

■ ’

— 光照黑暗交替条件下接种 菌株 ， 种子萌发为正常幼苗 。

并棚取 显者差数法 （ 仃小同 趣开性
究唇石斛与細石斛人工混合基质共生萌发⑷后 ，

的多重 比较 。

种子萌发为原球莲及幼雌况

结果与分析

真菌对 种石斛种子共生萌发 的影响 在对

种石斛开展的不同种子共生萌发处理中 齿瓣石

斛和兜唇石斛都只 在接种分离来 源于 自 身种的真

菌 ，并在光照条件处理下种子才能正常萌发并形成幼 以上统计结果表明 ，兜唇石斛和齿瓣石斛种子

苗 ，不接菌的空 白对照组和接种来源于非 自身种真菌 分别仅在 ， 菌株 的作用下才能萌发 ，形

的其他 种接菌处理 不但没有观察到有原球茎或者 成原球茎和幼苗 真菌对于促进 种石斛种子萌发

幼苗形成 甚至观察不到种子吸水膨胀的现象 。 均有显著作用 不同真菌种类对兜唇石斛和齿瓣石

共生培养 后 兜唇石斛接菌 ， 斛共生萌发过程中原球茎形成 比率 及幼苗形成

以及未接菌的空 白对照处理 均未观察到有种子形 率 （ 均 有 极 显 著 影 响 （

成原球茎或幼苗
；
接菌 菌株 的 个培养盒

，
表 。

中 其 中有 盒由 于有大量外来杂菌污染 在培养过 光照对 种石斛种子共生萌发的影响 兜唇

程中被弃 ，不计人统计结果 其余 盒 ，在 种光照 石斛和齿瓣石斛种子分别在接种 菌株

条件下均有种子发育为原球茎及幼苗 （ 图 原球 条件下 经黑暗培养 能够发育为 白化

茎形成率为 （
±

，幼苗形成率 的原球茎及幼苗 经光照培养 （ 则均能

±
，均显著高于其他接菌处 发育为正常绿色原球茎或幼苗 ，但不同光照条件下

理 （ 图 。 而齿瓣石斛接菌 原球茎或幼苗的形成率存在差异 （表 。 不 同光照

及 菌块 ， 以及未接菌 的空 白对照处理 ， 条件及真菌与光照的交互作用对 种石斛种子萌发

均未观察到有种 子萌 发形成原 球茎或 幼苗 ； 接菌 过程中原球茎及幼苗 的形成均无显 著影响 （

菌株的 个培养盒 在 种光照条件下均有 表 。

种子 萌 发 为原球茎及幼 苗 （ 图 ， 原球茎率为 兜唇石斛种子在接种 菌株处理中 ， 在光

± 幼 苗 率 （
± 照培养箱条件下的原球茎形成率和幼苗形成率均高

，均 显著高于其他接菌处理 （ ， 于黑暗培养箱条件 以及实验室 自 然 光照条件 （表

图 。
，
然而在不同光照条件下却有着相似 比率 的种子
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表 不同处理培养 后兜唇石斛和齿瓣石斛种子原球

莲率和幼苗率 ±

■

：

：

靶 女 土

志
■

光照 重复 原球蓬形成率 幼苗率
种子 接菌处理

、

皿

兜唇石斛 菌株 ± ±

± ±

自 然光 ± ±

雀率 ± ±

幼 率

齿瓣石斛 菌株 ± ±

系 自 然光 ± ±

蔣

。 停留在原球茎阶段 （ 表 光照 （ 培养

箱条件下幼苗形成率高于其他光照处理 （ 表 。 然

而不同光照条件下的原球茎形成率或幼苗率之间差
° —

埃 显： 著 光 件 ： 球 形成率

接菌 幼苗率 。

兜 石斛 ； 齿瓣石 斛 “ 同一种子发育阶段不同接菌处理之间 齿瓣石斛种子在接种 菌株处理中 ， 在光
差异极 著 《 。

照 （ 条件下原球茎形成率为高于黑暗

！ 卜理

石 质

，
明 发 小 同接

（ 以及实验室 然光照条件 ，但三者之
乂

间无显著差异 （ ， 。 实验室 自然光照

条件 下停 留 在原球
，
阶段 的种 子 比 率 （

±

± 反而咼于光照条件 （ ±

及黑暗条件 ± 表 。

表 不 同因 子对兜唇石斛和齿 瓣石斛种子原球茎和幼苗 种子于恒温培养箱 内萌发无论在光照或黑暗条件下

形成率的影响统计分析 其幼苗率均高 于 自 然光照条件 。 然而光照培养箱

条件下幼苗率却高 于黑暗 （

培养箱条件以及实验室 自然光 日
、貝条 牛 表

同样三 者之间差异不具有统计显著性 （
户

种子 原球基 幼苗形成率 因子 自 由度 尸
。

对 种石斛进行的人工基质共生萌发实验中 ，

说鴨 ：

光照条件 （ 对 种石斛种子共生萌发

幼 ⑶
都表现出最佳的光周期促进效果 （ 表 ； 尽管统 十

结果显示光照在石斛种子共生難过程中对种子萌

发为原球茎及幼苗 的数量无显 著作用 ，然而无论人

工培养箱光照条件或是实验室 自 然光照条件下 共

生培养出 的均为绿色 常幼苗 分化有 片翠绿
真菌与光照互作

幼紐⑶ 鋪 色新叶以 及 气生根 （ 图 。 说明光照

鮮在石斛种子萌发过程中促进幼苗正常发育 。 同

丨 丨糾 】 时发现培养箱内无论光照 （ 或者黑暗

注⋯ 该因子对结果影响极 显著 。 条件相较实验室 自然环境条件均有更

■
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高的原球茎或幼苗形成率 （表 这可能说明恒定 以上叶片
°

。 本研究在人工混合基质上接菌

温度 对于石斛种子萌发也有着
一

定程度的促 菌株进行兜唇石斛种子共生 萌发 所得结果相较离

进作用 。 体培养实验室条件共生萌发有着相同 的趋势 ，但较

讨论 低的成功率 原球茎形成率为 （ ± 幼

对石斛开展人工混合基质共生萌发研究 ， 是开 苗形成率为 （
±

。 而利用从硬叶兰植

展石斛仿生态栽培 解决种苗快繁技术瓶颈的直接 株中分离得到 的瘤菌根菌属 菌株

有效方式 ， 同时对于石斛资源的 回 归保护有着极为 与兜唇石斛种子在燕麦培养基 （ 上进行离体

重要的意义 。 近年来也有
一些关于地生兰及腐生兰 培养共生萌发 ，却也可促使种子萌发至原球茎阶段 ，

于基质共生萌发 的报道 ，腐生 的 虎舌兰 原球茎形成率 ±
，然而人工混合

种子播种 于铜木 和火山 灰混合而成 的基质 基质上接菌 菌株 ， 则无 呢唇石斛种子能够萌

上 ，经过 个月后有 原球茎生成 尽管萌发率极低 ， 发成为原球茎 。 和 曾提出 兰科植物与

但其 中一个原球茎经过较长时间 的生长最终发育为 真菌共生萌发专一性在离体培养 （
⋯ 和原地萌

块莲并抽 出花序 ， 紫花盘舌兰 发 （ 种不同条件下可能存在差异
，

。 国 内

种子播种于 由 土壤 、椰糠 和泥炭苔组成的地 外许多学者对兰科植物种子与真菌 萌发专
一

性研

生兰常用栽培基质中 ，接种真菌 菌株 周后 种子发 究 ，均采用实验室离体培养条件进行共生萌发实验 。

育为原球茎 。 然而 鲜见有关附生兰在人工基质 该共生培养条件下
一些兰科植物表现出与特定真

上共生萌发的研究的报道 。 本研究首次对附生兰中 菌极强的共生专
一

性 ，
和 对一种地生的

种石斛属植物进行了 人工混合基质共生萌发研 兰科舌唇兰属植物 的种子进行

究 为石斛仿生态栽培提供实际的生产依据 。 离体培养共生实验 播种 年后 仅接种从该植物根

目前已有记录的石斛属植物的共生真菌大部分 中分离得到 的真菌 的处理有种

是属于胶膜菌类真菌 （ 本 子发 育为 原球茎 ， 显示 出 极 强 的共生 萌 发 专
一

研究利用人工灭菌的树皮 、椰糠 和树叶最为人工混 性 ； 发现小菇属真菌仅在极窄的
一

个范

合基质 接种 种从不 同兰科植物 中分离获得的 内 围内 （ 系统分类 的
一

个极为接近 的层级范 围 ） 能够

生真菌 ，
开展兜唇石斛和齿瓣石 斛人工基质共生萌 促进天麻 在离体培养条件的共生萌

发研究 。 在培养 后 仅接种从兜唇石斛中分离 发 。 而在其他
一些研究 中这种 与真菌的 专一性

得到的 菌株的兜 唇石斛种子能发 育成为幼 则并不 明 显
口

。 等将从地生兰科植 物

苗 ， 同样 只有接种从齿瓣石斛植株 中分离得 到 的 根中 分离得 到

菌株的齿瓣石斛种子能发育成为幼苗 。 的 个菌株以及另外来源的 个菌株接种到该植物

和 菌株分别能够有效促进齿瓣石斛和兜唇石 种子 在燕麦培养基上进行 共生萌发实验 ，

斛种子的共生萌发及后续生长 又为胶膜菌科真菌 天后 ，除 个外源的真菌菌株外 ，其余 个真菌

可促进多种兰科植物种子共生萌发这
一

论断增加了 都促使种子萌发 ，在离体共生萌发条件下显示出极

新的证据 。 但从硬 叶兰中 分离得到 的 菌株 ， 宽泛的共生专一性 。 吴慧凤等在燕麦 培养基上

同为瘤菌根菌属 真菌 ，却 对齿瓣石斛和 对铁皮石斛 种子进行离体培

兜唇石斛的基质共生萌发均无任何效用 这 也表 明 养共生萌发 ，培养 周后 ， 接种分离 自铁皮石斛和

这 种石斛种子在人工基质共生萌发条件下存在较 美花石斛的 种真菌 ，种子均萌发为原球茎 其中分

强的真菌专
一

性 。 别来 自铁皮石斛和美花石斛的 种菌株还对原球茎

从兜唇石斛 中分离得到 的胶膜菌属 — 的发育和幼苗生长具有 明 显促进作用 ，
显示铁皮石

菌株 ， 则可促使兜唇石斛种子在 条件 斛与共生真菌间没有严格 的专一性 ， 可以与瘤菌根

下于燕麦培养基 （ 上萌发为原球茎后再发育 菌属 、链格孢属真菌形成共生关系 。 本研究 中 ，

至幼苗阶段 原球茎形成率为 （
± 幼 兜唇石斛和齿瓣石斛在人工混合基质上的共生萌发

苗形成率 为 （
± 且在光照条件下 ， 不同于实验室离体培养条件共生萌发 ，可能更接近

± 的幼苗还可进
一

步发育长 出 片 原地或者迁地共生萌发条件 ，
而表现 出极强 的共生
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专
一

性 。 这也说明 ，实验室 内 离体培养条件下筛选 ，

得到的种子萌发促生真菌在实际仿生态栽培种苗扩
° ° ， °

一

繁过程 中可能仍面临考验 。 对石斛种子共生萌发真
“

」 ，

菌的筛选可考虑直接于人工混合基质上进行 ，能更
，

为快捷和准确地获得 目标真菌困株 。

附生 利子
■

通常泊 有 光 牛和 暗 牛下 者 可

以萌发 ， 等利用种子袋技术对铁皮石斛和金钗

斛进行原地共生 曲 发实验中 发现 ’ 仅在
高江云 西 双版纳 石斛资源 的保护 利用 】 园 艺学报 ，

光照条件下原球茎才能进一步发育 ，也证实热

带附生兰科植物在 自 然条件下种子萌发过程 中 ， 光 王艳 ， 潘扬 ， 马 国祥 西双版纳地 的石 斛资源调查及 鉴定

照对幼苗建成有着重要作用 。 本研究中 ，尽管 中国野生植物 资源 ， ：

种不 同光照条件对种子发育为原球茎的 比率和幼苗
’ ’ ，

比率无显著影响 ，
但持续黑 暗条件却可使得萌发 的

」
■

， ：

原球茎畸形分化 ， 不能形成正常幼苗 。 故而对石斛

属等热带附生兰科植物 的种子共生萌发 仍需考虑
：

光照对于种子发育为正常幼苗 的重要作用 。 ，

本研究 中 ，
光照条件 （ 对 种石斛

’

种子共生萌发都表现 出最佳的光周期促进效果 ；
而

恒温培养箱 内 无论 光照 （ 或者黑暗
（

条件相较实验室 自 然环境条件均有更 白毓谦 ， 方善康 ， 絲 ， 等 微生物实验技术 济南 ： 山

高的原球茎或幼苗形成率 ，这可能说明温度对于石 东大学出版社
，

角 种子萌发有 定影

尽管本研究 已成功实现利用特定 的有效共生真
—

：

菌对不同石斛种子开展基质共生萌发 ， 然而刘 于石
‘

斛人工共生种苗的快速扩繁仍面临挑战 。 可能存在
， ， ，

的最大问题在于迫切需要探明兰科植物幼苗持续生

长发育后期 （ 壮苗过程中 ） ， 转换接纳不同共生真菌
。 —

：

的复杂过程 ；获取幼苗不 同 阶段有效促生长共生真

菌的 同时 ，探索适宜的接菌时机和方法。

。 。— 。 。
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