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正交设计在峨眉金线莲组织培养中的应用
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【摘 要】:以野生峨眉金线莲的茎段腋芽为外植体，采用正交设计 L16(45)对野生峨眉金线莲丛生芽诱导、生根

的 4个因素(基本培养基、6－BA、NAA、AC(活性炭))在 4 个水平上进行组织培养优化试验，以期建立完整、高效、

廉价的培养体系。结果表明:基本培养基、不同激素浓度配比等因素对峨眉金线莲的分化、生根有着显著影响。外

植体最佳消毒方案是 75%酒精浸泡 10s，0．1%的 HgCl2浸泡消毒 10min；峨眉金线莲最佳丛生芽诱导培养基为:MS+10%

香蕉+6－BA3mg/L+NAA0．5mg/L+AC3g/L；最佳生根壮苗培养基为:1/2MS+10%土豆+NAA2mg/L+6－BA0．5mg/L+AC3g/L。

该体系对峨眉金线莲种质资源保护与开发利用具有一定的参考意义。
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峨眉金线莲(Anoectochilus．roxburghiiK．Y．Lang．)隶属于兰科(Orchidaceae)开唇兰属(Anoectochilus)
［1］
，是以峨眉

山命名的峨眉地区特有种，与开唇兰属的其他种金线莲一道统称金线莲，别名金线兰、金丝草。金线莲在民间有“药中之王”

的美誉，治疗范围广泛，多用于治疗小儿急惊风、高烧不退、肾炎、膀胱炎、高血压、糖尿病、心脏病、风湿性关节炎、肝脾

病、肺痨肺病、咳嗽血虚、血热吐血、小儿发育不良、毒蛇咬伤等。金线莲除了具有较高的药用价值外，由于其金色或白色网

状脉，还是观赏价值极高的室内观叶珍品
［2］

。由于该植物自然生态条件独特、繁殖率低、生长缓慢，加上虫类与鸟类嗜食，特

别是由于价格昂贵，当地人们过度采挖，使金线莲野生资源日渐枯竭
［3］
。

许多研究表明，人工组织培养(简称“组培”)繁育的金线莲组培苗与野生金线莲同样具有很高的药用价值。顾慧芬等比较

了金线莲组培苗与野生金线莲药材中多糖、氨基酸和总黄酮的含量
［4］

，结果表明金线莲组培苗与台湾野生金线莲中多糖的含量

相近，而广西种的多糖含量较低，组培苗与野生种的 18 种氨基酸组成相同含量相近，总氨基酸的含量组培苗远高于台湾地区和

广西的野生种，总黄酮含量组培苗与野生植株的含量比较接近。李鸣等比较了野生、人工栽培与组织培养金线莲的药理作用
［5］
，

发现三种来源的金线莲在安定、镇痛剂抗炎效果上无显著差异，认为其药理作用基本相近。黄高凌等比较了大棚栽培和野生金

线莲的粗蛋白、粗脂肪、总糖、维生素 C、氨基酸、无机元素等成分的含量
［6］
，结果表明，大棚栽培金线莲的含水量、维生素 C、

粗蛋白、粗脂肪和氨基酸含量较高，而灰分和总糖分含量则比野生植株低，刘润东等的结果与上述一致
［7］

。唐健等比较了野生

金线莲与福建和台湾组培金线莲中水分、灰分、无机元素的含量
［8］

，发现不同来源的金线莲的水分、灰分含量没有很大差异，

但微量元素含量有较大差异。胡国海等的实验表明
［9］
，野生与人工种植比较，其 Fe、Mn、Zn、Co、Cu 元素均比人工种植的高，
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而 Cr 元素含量人工种植比野生高，有害元素在人工种植和野生中的含量都很低或未检出。综上所述，通过组织培养方法进行金

线莲野生资源的开发利用具有重要的实践意义。

目前金线莲的开发种类主要为常被称作福建金线莲的花叶开唇兰(A．roxburghii)、台湾开唇兰(A．formosanus)，台湾开

唇兰因其叶面具有白色网脉常被称为“台湾银线莲”。组织培养常见的有福建金线莲、台湾金线莲、滇越金线莲(A．chapaensis)、

白马山地区金线莲等
［10，11］

，但对峨眉金线莲的组织培养报道近乎空白。本文拟以正交法研究几种因素对峨眉金线莲组织培养体

系构建的影响，拟建立人工快速繁殖(简称“快繁”)体系，为保护、开发和利用这一资源提供具有实用价值的资料。

1 材料与方法

1．1 实验材料

野生峨眉金线莲(AnoectochilusemeiensisK．Y．Lang．)于 2014 年 7—8 月采自四川省峨眉山海拔 1000m 的林区。

1．2实验方法

消毒试验设计:选取健康粗壮、剪去叶片的野生峨眉金线莲茎段，在流水下用细毛刷刷洗干净(特别是根部)，再用肥皂水振

荡洗涤后流水冲洗 2h，采用两因素三水平完全随机试验设计，设置 75%酒精处理(时间 10s、20s、30s)、0．1%的 HgCl2处理(时

间为 8min、10min、15min)各 3 个水平，共 9个处理。消毒完成后，剪成 1—2cm 只留一个腋芽的茎段，平铺于灭菌后的 MS 培养

基上，每处理 20 瓶，每瓶 10 个茎段，每处理 3 个重复。统计两周内的污染率，四周后统计成活率。

丛生芽的诱导:试验选用 L16(4
5
)表进行正交实验设计，选择基本培养基、6－BA、NAA、活性炭(AC)四因素，浓度各设四水

平(表 1)，共有 16个试验组合。每组合接种 10 瓶，每瓶 10个茎段，60 天后统计丛生芽增殖数，计算增殖率。

生根壮苗:将健壮的丛生芽接种于生根壮苗培养基上，选择基本培养基、6－BA、NAA、活性炭(AC)四因素，浓度各设四水平

(表 2)，共有 16 个试验组合，每组合接种 10 瓶，每瓶 10 个丛生芽，120 天后取出植株洗净培养基后统计根数、叶片数、株高、

单株重。丛生芽诱导、增殖及生根壮苗培养的培养条件都为光照 16h/天，光强 15—30μmol．m
2
/s，温度 23±2℃。
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1．3 数据统计分析

本文采用 SPSS22．0 数据分析系统和 Microsoft Excel 对试验观察数据资料进行方差分析、LSD 多重比较等。结果统计中所

涉及的测定项目计算公式为:污染率=污染的外植体数/接种的外植体数×100%；成活率=存活的外植体数/接种的外植体数×

100%；增殖倍数=丛生芽个数/接种的外植体数；生根数=每处理生根的总数/诱导出根的试管苗数；叶片数=叶片总数/接种的丛

生芽数×100%。

2 实验结果

2．1 不同灭菌处理对外植体灭菌效果的影响

峨眉金线莲茎段灭菌试验结果表明(表 1)，75%酒精灭菌时间 10s、20s、30s 处理下茎段的污染率和成活率皆有显著差异，

而 0．1%的 HgCl2灭菌时间(8min、10min、15min)对污染率和成活率的影响也达到显著水平，0．1%的 HgCl210min 和 15min 处理

下的污染率差异不明显。综合分析表明，处理 2和处理 3的灭菌效果较好，考虑到成活率峨眉金线莲茎段的灭菌效果以 75%酒精

灭菌 10s、0．1%的 HgCl2灭菌 10min 最好，外植体污染率为 22%，成活率达 55．32%。
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2．2 不同培养基种类对丛生芽诱导的影响

我们将峨眉金线莲茎段置入丛生芽诱导、增殖培养基后，约 1—2 周时间茎段腋芽处开始分化出乳白色的不定芽，4周后可

见明显的丛生芽。从表 2 可见，不同组合对金线莲茎芽的诱导有不同效果，其中未添加激素的培养基中芽体可继续生长，不分

化为不定芽，4—5 个月后可长成高 8cm 以上的完整植株。此外，由极差分析可知，6－BA 和 NAA 对丛生芽的增殖影响显著，其

中 6－BA 影响最大，4种因素作用强弱依次是:6－BA＞NAA＞基础培养基＞AC。在本实验设计范围内得到的峨眉金线莲丛生芽诱

导和增殖的最佳组合为 A1B4C2D4，即 MS+10%香蕉+6－BA 3mg/L+NAA0．5mg/L+AC 3g/L。我们把灭菌茎段接种于组合 A1B4C2D4的培养

基后，4周后原球茎的平均增值率达到 2．71，比正交实验中的任何一个组合都高，从而证实了正交筛选的结果。

2．3不同培养基种类对生根壮苗的影响

我们对经继代进行增殖，长度大于 2cm 的丛生芽置入生根壮苗培养基，通过分析不同组合的促根结果可知(表 3)，不同组合

对生根和苗的生长影响很大。
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就本实验设计而言，由极差分析可知，NAA 对生根及苗的生长影响显著，4 种因素作用强弱依次是:NAA＞6－BA＞基础培养

基＞AC。在本实验设计范围内得到的峨眉金线莲生根壮苗的最佳组合为 A4B4C2D4，即 1/2MS+10%土豆+NAA 2mg/L+6－BA 0．5mg/L+AC

3g/L。我们将 2—3cm 高的丛生芽 100 株，每株 10 瓶置入 A4B4C2D4组合配制的培养基中，经过 150 天的培养统计，平均生根率 3．46、

平均叶数 5．83、平均株重 2．89g、平均株高 9．10cm，整体长势比正交设计中的组合高，证实了正交筛选的结果。

3 讨论

以带腋芽的金线莲茎段作为外植体进行组织培养实验时消毒常用 70%—75%的酒精与 0．1%—0．2%的 HgCl2的组合。由于金

线莲含水量较高，高浓度酒精易造成茎段脱水而影响芽体的成活与生长，本实验的结果也证明了这点。在 75%酒精处理 20s 和

30s 的组合中，成活率显著低于短时间的处理。研究证明，在 0．1—0．2%的 HgCl26—15min 处理范围内茎段芽体的灭菌效果与

成活率最好。罗晓青、宋丽莎在贵州金线莲的实验中证明，以 0．1%的 HgCl210min 的消毒处理为宜
［12，13］

；刘丹的实验证明，在

福建金线莲中以 0．1%的 HgCl2处理 10min
［14］

，污染率可低至 12．22%，成活率却能达到 82．22%；李艳冬等研究显示，在福建金

线莲中用 0．1%的 HgCl2处理 8—10min 的效果最佳
［15］

；阚世超等以 0．15%的 HgCl2处理云南金线莲 4min 就可达到较好的效果
［16］

。

本实验中用 0．1%的 HgCl2处理 10min 可达到有效效果，污染率低至 22%，而成活率可达 55．32%。有部分研究表明，添加表面活

性剂吐温－20可降低处理时间，如戴小英等加入吐温－20 后发现灭菌处理 5—6min 就可有效对外植体进行消毒
［17］

。由于金线莲

在野外常匍匐生长，因此近腐殖质的部分灭菌难度较大。实验表明，金线莲顶部茎段采用 0．1%的 HgCl2消毒 9min 可达到最佳效

果，而基部匍匐茎段则需要 13min。除了常用的金线莲茎段以外，也有实验曾采用叶片和种子作为外植体，表明叶片不适合作为

外植体
［18］

。以福建金线莲和广东金线莲种子为外植体的实验表明，虽然蒴果中种子含量高、易萌发，但长成的植株纤弱，需连

续几次继代才可达到工厂化母苗的要求，周期时间太长，推广意义不大
［19，20］

。

金线莲增殖一般可分为原球茎和丛生芽两种方式，以种子为外植体的常先经过原球茎诱导，而以茎段为外植体的则常选择

丛生芽诱导的增殖方式
［21］

。常用的培养基多为 MS 或 1/2MS 等。MS 为金线莲丛生芽提供了较丰富的有效成分。但有实验认为，

MS中大量元素的浓度过高会影响丛生芽的生长与壮苗，而推荐以降低氮源等大量元素浓度的 1/2MS 或 1/4MS 为培养基
［22］

，但也

有部分文献认为 MS 培养基的增殖效果更好
［21］

，本实验的结果也证实了这点。天然添加物的加入往往会影响丛生芽的生长，本实

验选择了香蕉汁、马铃薯汁与活性炭，实验结果显示香蕉汁在对峨眉金线莲丛生芽诱导上有多种促进作用，效果强于添加马铃

薯汁，表现在丛生芽较健壮，且能促进叶片发育，这与欧阳凡等在铁皮石斛上的结果相似
［23］

。活性炭的加入可吸附瓶苗的代谢

废物以改善生长环境，可促进丛生芽增殖，本实验得到了证实。丛生芽诱导中常用的生长调节物为 6－BA、NAA、ZT、KT、IBA、

2，4－D等
［12，13］

，发现上述激素在各自的实验中都有明显影响，但常用的仍是 6－BA 和 NAA 的组合。有报道显示，在诱导培养

时，6－BA 的最佳浓度为 0．2mg/L，高于该浓度则有一定下降。但本实验的结果显示，峨眉金线莲的茎段在丛生芽的诱导和增

殖时对 6－BA 有一定的耐受力，在 6－BA 3．0mg/L 时增殖效果最好，增殖倍率最高，这与周伟香等人的结果一致
［24］

。陈永快等

的实验结果表明，福建金线莲在 6－BA4mg/L、台湾金线莲在 5mg/L 时增殖效果最佳
［25］

。由此可见，不同物种、不同产地对生长

调节物的最佳适应剂量差异较大。此外，郭捷华在白马山金线莲组培实验中发现，金线莲中部和基部茎段的增殖效果好于顶芽，

中部茎段诱导的芽体质量好于基部茎段
［11］

。

在金线莲产业化生产中，幼苗根系的粗细和发达程度大大影响后续土壤栽培的成活率与产量，而在生产中为了降低成本将

生根和壮苗环节常合并在一起。众多实验表明，1/2MS 培养基有利于生根
［26，27］

，即降低了无机盐的浓度，而不同的有机添加物

在生根和壮苗实验用也常利用。因此，本实验除验证了 MS 培养基外还验证了低盐培养基下的生根状况，并附加不同浓度的 NAA

和 6－BA 诱导根的形成，同时添加了不同的天然添加物。在本实验中，NAA 对峨眉金线莲的生根和壮苗影响显著，而 MS与 1/2MS

培养基之间在本实验中并未显现出显著差异，6－BA 含量的变化也未对峨眉金线莲的生根有显著影响，这与陈永快等实验结果一

致
［25］

。此外，活性炭在生根和壮苗环节具有吸附植物体分泌的酚类等有害物质，缓慢释放激素，防止褐化的发生，为根系提供

暗环境的作用。但在本试验中，活性炭含量变化对生根壮苗并未显现出显著影响。
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