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封面图说: 红树林粗大的气生根———红树林是热带、亚热带海湾及河口泥滩上特有的常绿灌木或乔木群落。 由于海水环境条
件特殊,红树林植物具有一系列特殊的生态和生理特征。 其中之一就是气根,红树从根部长出许多指状的气生根露
出海滩地面,以便在退潮时甚至潮水淹没时用以通气,故称呼吸根。 在中国,红树林主要分布在海南、广西、广东和
福建省沿海,它一般分布于高潮线与低潮线之间的潮间带,往往潮差越大、红树的呼吸根就长得越高越粗大。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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铁皮石斛种子的室内共生萌发

吴慧凤1,宋希强1,2,*,刘红霞3

(1. 海南大学热带作物种质资源保护与开发利用教育部重点实验室, 海口, 570228;

2. 海南大学园艺园林学院, 海口, 570228;3. 北京林业大学森林培育和保护国家重点实验室,北京摇 100083)

摘要:由于人为的采挖和原生境的破坏,使得铁皮石斛野生资源已濒临灭绝。 因此,保护铁皮石斛野生资源及其生境,加快其野

生资源的繁殖显得非常重要。 以铁皮石斛种子(TTC 染色显示种子生活力为 77. 65% )为材料,与分离自 2 种野生兰科植物根

部的 4 株共生真菌 (C20 来自铁皮石斛,L12,L24b 和 L28 来自美花石斛)在燕麦培养基上进行共生萌发。 经过 18 周的共生培

养,4 株真菌均不同程度地促进了铁皮石斛种子的萌发,其中菌株 L24b (Epulorhiza)和 L28 (Epulorhiza)显著提高了种子的萌发

率,分别比对照高出 26. 51% 和 12. 20% ,但未形成幼苗,只是处于原生分生组织阶段(阶段 3);菌株 C20(Epulorhiza)和 L12
(Alternaria) 虽没有显著提高种子的萌发率,但对原球茎的发育和幼苗的生长有明显的促进作用;而对照的种子仍然处于膨大

转绿期,即萌发阶段(阶段 2)。 同时发现,TTC 染色显示的铁皮石斛种子生活力要高于种子共生萌发的萌发率(除了菌株

L24b)。 研究结果表明:种子生活力染色检测的活力值只代表种子所具有的潜在的萌发能力,而不能代表实际的萌发率。 在异

地条件下,铁皮石斛与共生真菌间没有严格的专一性,可以与瘤菌根菌属、链格孢属真菌形成共生关系。 菌株 C20 和 L12 能促

进萌发后的种子进一步分化成幼苗。 这两个菌株为铁皮石斛的人工优质栽培和野外种群的建立提供了可能。
关键词:铁皮石斛; 共生萌发; 种子生活力; 菌根真菌

Ex鄄situ symbiotic seed germination of Dendrobium catenatum
WU Huifeng1, SONG Xiqiang1,2,*, LIU Hongxia3

1 Key Laboratory of Protection and Developmental Utilization of Tropical Crop Germplasm Resources Ministry of Education, Hainan University, Haikou
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Abstract: Dendrobium catenatum is a perennial, epiphytic orchid. It is not only an ornamental plant, but also an
invaluable medicinal herb in China. It has the functions of benefiting the stomach and spleen, nourishing Yin and kidney,
moistening the lungs, promoting the production of body fluid and improving immunity. Natural seed set is low and the wild
resource of D. catenatum is scare. In recent decades, D. catenatum had been over鄄collected for its high profits, which led
to drastic reduction of the wild populations of D. catenatum. In addition, D. catenatum忆s habitats were severely degraded.
Together, these factors have driven D. catenatum to the verge of extinction. There is mature tissue culture technology of D.
catenatum, but the survival rate of sterile plants in tissue culture is low, seedling growth rate is slow, and large scale
production is difficult. Therefore, it忆s very important to protect the wild resources and habitats of D. catenatum. Effective
ex鄄situ propagation of the species may help to boost the wild populations. It is well known that mycorrhizal fungi play an
important role in the germination, growth and development of orchids, and understanding the relationship between orchids
and mycorrhizae is important for the conservation of orchids. Our aim is to find the symbiotic fungi which can promote seed
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germination and production of symbiotic seedlings, and use them in the artificial cultivation and reintroduction. We used
seeds ( with seed viability of 77. 65% based on TTC staining) harvested from wild plants of D. catenatum in Hunan
province, and inoculated them with four symbiotic fungi that were isolated from the roots of D. catenatum ( C20) and
D. loddigessi ( L12, L24b and L28) respectively in petri dishes with oat meal agar. Seed germination and protocorm
development were observed using Dino鄄Litle Digital鄄Microscope and Olympus Microscope once a week. After 18鄄weeks
cultivation, all four symbiotic fungi promoted germination of D. catenatum seeds, but to various degrees. Specifically,
seeds co鄄cultured with strains L24b ( Epulorhiza) and L28 ( Epulorhiza) had a significantly higher germination rates
(88郾 41% and 74. 10% , respectively) than that of the control(61. 90% ), but they were not able to form seedlings and
were developed only to the stage of protomeristem ( stage 3) . Strains C20 ( Epulorhiza) and L12 ( Alternaria) did not
significantly improve seed germination rate compared with control treatment. However, they promoted seeds to form
symbiotic seedlings. During the same period of time, seeds in the control treatment were still in the stage of embryo
enlargement with ruptured testa( = germination, stage 2) . TTC staining showed that the seed viability is higher than the
germination rate of symbiotic seed germination (excepted for strain L24b). Our study suggested that seed viability staining
only represent the potential of germination instead of the real germination rate. The specificity between symbiotic fungi and
D. catenatum is low in vitro because seeds of D. catenatum can form symbiosis between the fungi of Epulorhiza and
Alternaria, and these two strains were from different orchids. Strains C20 and L12 may be used for high quality artificial
cultivation as well as restoration of wild populations of D. catenatum.

Key Words: Dendrobium catenatum; symbiotic germination; seed viability; mycorrhizal fungi

兰科植物是一种独特的菌根植物,在其整个生活史中都与菌根真菌有着紧密的联系。 自然界中,种子萌

发阶段或不能进行光合自养的时期必须部分或完全依靠菌根真菌为其提供营养才能生存[1]。 虽然组培技术

推动了兰科植物的繁育,但是仍有部分物种,尤其是一些稀有濒危的地生兰却难以通过组培来繁殖。 而共生

萌发技术的应用,成功繁育了这些稀有和濒危物种[2鄄3]。 随着共生萌发技术的成功应用以及其体现出来的优

势,现已逐渐被应用于附生兰的研究中,如对五唇兰 (Doritis pulcherrima) [4]、 Epidendrum cinnabarinum、
Bulbophyllum vaginatum[5]、Stelis 属的三种兰花、Pleurothallis lilijae[6]等附生兰的共生萌发研究,为附生兰的快

速繁育和种群恢复以及其与真菌间的专一性研究提供了一个有效的方法。
兰科植物与菌根真菌之间的专一性问题,一直是争论的焦点[7]。 研究学者一度曾认为,二者间存在着高

度的专一性,但此后的大量研究证明,真菌与兰花之间的专一性并不十分严格。 在异地与原地条件下,兰花与

真菌之间表现出不同的专一性[8鄄9],这些差异导致一些学者认为兰花共生真菌的专一性普遍低[10]。 而另一些

学者认为兰花与共生真菌的专一性可能体现在兰科植物的属或甚至是种一级的阶层[11]。 共生真菌的专一性

是限制兰科植物种子萌发和生长过程中的瓶颈,不仅在兰花幼苗的建立中起着决定作用[12],并且在兰花的重

引上也发挥了关键作用[13鄄15]。
铁皮石斛(Dendrobium catenatum)为兰科(Orchidaceae)石斛属(Dendrobium)草本植物,是我国特有珍稀

濒危植物,也是传统名贵中药之一[16鄄17]。 虽然铁皮石斛的组培快繁技术已十分成熟,但是在生产过程中仍然

存在组培苗移栽成活率低、生长缓慢、难以养护、有效药用成分含量低等问题,其主要原因可能是缺乏与之共

生的真菌[18]。 铁皮石斛的内生真菌研究主要集中在原球茎和幼苗的生长上,而对种子萌发的研究相对鲜见,
目前仅见郭顺星等人[19鄄20]对铁皮石斛种子拌菌播种后的萌发率进行了统计,且对接菌萌发中的种子细胞超

微结构的变化进行了观察,然而关于萌发后的生长状况,以及萌发阶段的专一性研究未见相关报道。 本研究

利用来自铁皮石斛和美花石斛的 4 株共生真菌,将其与铁皮石斛种子在燕麦培养基上进行共生萌发试验,旨
在筛选出促进种子萌发的有效菌株,并对铁皮石斛种子萌发阶段与真菌的专一性关系进行探讨,为繁殖优质

种苗和有效促进铁皮石斛原生境重引入提供理论依据。
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1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

摇 摇 种子:经人工授粉结实的成熟种子,采自于湖南崀山国家地质公园。
供试菌株:菌株 C20 分离自铁皮石斛根部,菌株 L12,L24b 和 L28 来自美花石斛根部。 经鉴定,C20,L24b

和 L28 为瘤菌根菌属(Epulorhiza),L12 为链格孢属(Alternaria)。
1. 2摇 培养基

菌株活化培养基:PDA 培养基,200 g / L 土豆+20 g / L 葡萄糖+17 g / L 琼脂,pH 值自然。
共生培养基:OMA 培养基,4 g / L 燕麦+8 g / L 琼脂,pH 值 5. 8。

1. 3摇 种子生活力的测定

TTC(2,3,5鄄氯化三苯基四氮唑)法,按照检测兰科植物种子生活力的方法[21] 对铁皮石斛种子进行生活

力的测定。 用 5%的次氯酸钙溶液处理种子 30 min,1%的 2,3,5鄄氯化三苯基四氮唑磷酸盐缓冲液在 30 益黑

暗条件下染色 24 h。 用移液枪吸取混匀的种子置于载玻片上,在生物显微镜(Leica DM 2500 )下观察拍照,
随机选择 15 个视野,进行统计。 胚被染上红色的种子为有生活力的种子。 种子的生活力(% )= 胚被染上红

色的种子 /所检测的种子伊100% 。
1. 4摇 室内种子共生萌发

表 1摇 铁皮石斛种子萌发阶段

Table 1摇 Germination stages of Dendrobium catenatum

阶段 Stage 描述 Description

0 种胚透明,种皮完好,未萌发

1 种胚膨大,转绿

2 种胚继续膨大,种皮破裂( =萌发)

3 出现原生分生组织

4 长出第一片叶

5 第 1 片叶伸长,并继续生长,长出第 2 片叶

摇 摇 将定性滤纸(直径 6 cm)折叠成信封状,把铁皮

石斛的种子放入其中,然后用夹子夹住封口,置于 5%
的次氯酸钠中,充分摇匀,消毒 20 min,无菌水冲洗

3—4 次,每次 5 min。 将表面消毒好的种子加入少量

无菌水,制成种子悬浮液,吸取 50 滋L 的悬浮液均匀

地涂抹在燕麦培养基上,然后挑取直径为 0. 5 cm 的

菌饼接种到培养基的中间,以不接菌为对照。 封口膜

密封后置于人工气候箱中,每天光照 10 h(10 / 14 h L /
D),强度为 40 滋mol·m-2·s-1,(23依1) 益,RH 70%—
75%条件下培养。 每处理 5 个重复,培养 1 周后开始

观察种子的萌发情况,用 0—5 个阶段对种子的萌发和幼苗的生长发育进行分级描述(表 1,参照 Stewart &
Zettler[10]的方法,并进行修改)。

每个生长阶段的发芽率=该阶段的种子萌发数 /供试的活力种子总数伊100% 。
1. 5摇 数据分析

试验数据利用 SAS9. 0 软件进行单因素方差分析(ANOVEA),多重比较采用 Duncan 检验法。
2摇 结果

2. 1摇 种子生活力测定

经过 TTC 染色,胚分别被染成红色、淡红色和不染色的。 凡胚被染成红色的种子活力最强,淡红的次之,
未染色的为无活力或发育不良的种子(图 1)。 按照公式计算,得出铁皮石斛种子的生活力为 77. 65% (SE =
1. 14% )。
2. 2. 1摇 种子萌发动态

播种 2 周后,与 L12、L28 和 L24b 菌株共生培养的种子开始膨大、转绿;3 周后种子开始萌发。 而与 C20
菌株共生培养的种子和对照在 3 周后开始膨大、转绿;培养 5 周后,种皮破裂,开始萌发。 种子周围连接着一

些菌丝。
在 11 周时,C20 菌株处理的部分种子开始出现原生分生组织,即达到阶段 3。 但是 L12、L28、L24b 和对

照的种子还是处于阶段 2,继续膨大,种皮破裂,但未出现原生分生组织。
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图 1摇 铁皮石斛种子 TTC 染色图(图 A 为 4伊,图 B 为 10伊)

Fig. 1摇 TTC staining seeds in Dendrobium catenatum (FigA 4伊,FigB 10伊)

培养 14 周后,C20 菌株处理的种子,原生分生组织出现小芽,并进一步的开始长出了第 1 片叶(阶段 4,图
2A),有些原来处于阶段 2 的也长出了原生分生组织,即阶段 3。 接菌 L12 的种子,开始出现原生分生组织(图
2C)。 接 L28 菌株的种子开始出现叶原基(图 2E)。 其他处理的种子仍继续转绿膨大,只是比在第 11 周时稍

显膨大。
18 周时,接菌株 C20 的种子,发现有若干已经长出了第 2 片叶,第 1 片叶伸长并继续生长,达到阶段 5(图

2B),其他的种子仍然处于原生分生组织阶段。 接菌株 L12 的种子已经长出第 1 片叶(图 2D)。 接 L24b 菌株

的种子开始出现原生分生组织(图 2F)。 对照的种子仍然处于膨大转绿期间,即阶段 2(图 2G)。 其他处理的

种子基本只是长到第 2 阶段,即继续膨大萌发期,但是各种子的膨大程度有所差异。

图 2摇 种子与真菌共生培养情况

Fig 2摇 Germination and development of seeds co鄄cultureed with fungi

A:种子与菌株 C20 培养 14 周,长出第 1 片叶;B:种子与菌株 C20 培养 18 周,长出了第 2 片叶;C:种子与菌株 L12 培养 14 周,开始出现原生

分生组织;D:种子与菌株 L12 培养 18 周,长出第 1 片叶;E:种子与菌株 L28 培养 14 周,开始出现原生分生组织;F:种子与菌株 L24b 生培养

18 周,开始出现原生分生组织;G:对照的种子培养 18 周,仍处于进行膨大萌发期;H:种子与菌株 C20 培养,长出若干粒原球茎

2. 2. 2摇 种子共生萌发率比较

经过 18 周的共生培养,各处理的种子萌发动态参差不齐,且同个培养皿中的种子萌发动态也不一样,部
分种子长出第 1 片叶,但部分种子仍然在继续膨大和转绿。 无菌的对照萌发率为 61. 90% ,与 C20、L12、L28
和 L24b 菌株共生培养的萌发率都高于对照,其中菌株 L24b 和 L28 的种子萌发率,显著高出对照 26. 51% 和
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12. 20% 。 4 株菌株都能促使种子生长到原生分生组织阶段,其中 L12 和 L24b 的出现原生分生组织的百分率

显著高于对照(分别为 7. 03%和 10. 28% ),C20 和 L28 的原生分生组织分别高出对照 3. 86%和 4. 32% ,但不

存在显著性差异。 然而,只有菌株 C20 和 L12 的种子生长到幼苗(分别为 2. 05%和 3. 59% )。 与 L24b 菌株

共生的种子虽然萌发率最高(88. 4% ),出现原生分生组织的比例也最高(10. 28% ),都显著地高于对照,但是

却还没有进一步长出叶片。 L12 菌株的种子萌发率虽然与对照不存在显著性差异,但种子能继续生长,长出

第 1 片叶(3. 59% ),显著地高于对照(0)。 菌株 C20 处理后的种子有少量已经长出第 2 片叶并继续生长

(1郾 36% )。 而对照的种子还处于继续膨大萌发期(61. 90% )。 因此,C20 和 L12 有助于萌发后的生长,效果

较好。 在各处理条件下种子萌发率和原球茎的生长发育百分率见表 2。

表 2摇 4 株内生真菌对铁皮石斛种子萌发和原球茎生长的影响(18 周)

Table 2摇 Effects of four fungal mycobionts on seed germination and protocorm development of Dendrobium catenatum(18 weekes)

菌株
Strains

种子萌发率和原球茎的生长发育百分率 / %
Percentage of seed germination and protocorm development / %

阶段 2 Stage2 阶段 3 Stage3 阶段 4 Stage4 阶段 5 Stage5

C20 68. 72 依 1. 80 3. 86 依 1. 94 2. 05 依 1. 01 1. 36 依 0. 65*

L12 64. 38 依 4. 22 7. 03 依 2. 04* 3. 59 依1. 49* 0

L24b 88. 41 依 1. 69* 10. 28 依3. 11* 0 0

L28 74. 10 依 2. 17 4. 32 依 1. 35 0 0

CK 61. 90 依 2. 08 0 0 0

摇 摇 数据为平均值依标准误差(n=5); *表示 琢=0. 05 水平上的显著性差异

3摇 讨论

3. 1摇 种子生活力测定

TTC 染色作为一种快速检测种子生活力的方法,早已成功应用于热带附生兰种子生活力的分析中[22]。
种子生活力的高低是进行种子共生萌发实验能否成功的关键因素。 在本试验中,铁皮石斛的种子生活力

(77. 65依1. 14)%比种子共生萌发实验中观察到的要高,这可能是因为计算种子生活力时,计入了胚被染成淡

红的种子,而胚被染成淡红色的活力不强,在萌发过程中某些活力不强的种子可能无法突破种皮,就没有萌

发,而经 L24b 真菌处理的种子萌发率(88. 41依1. 69)%却要高于种子生活力,可能与该真菌的作用有关,一些

活力不强的种子经过 L24b 的侵染后活力提高了。 因此,种子生活力染色检测的活力值只代表种子所具有的

潜在的萌发能力,而不能代表实际的萌发率。 有报告指出 TTC 法检测的种子生活力与实际萌发率结果不一

致,这可能与兰花种皮的渗透性有关[23],也可能是该组织与特殊染料反应所致[24]。 由此发现,种子生活力和

萌发率之间似乎并不存在既定的正比关系,这在对黄龙沟的几种兰科植物生活力测定中也得到了验证[25]。
然而,种子生活力是否在一定的范围内,萌发率才是最高呢? 这还有待于进一步的探讨和研究。
3. 2摇 菌根真菌的专一性

专一性的存在有助于探讨未测试过的兰科植物的种子萌发[1]。 兰花种子与各种菌根真菌的共生萌发试

验表明,一种真菌能与多种兰科植物的种子形成共生关系,来自 Spiranthes brevilabris 的 1 株瘤菌根菌属真菌

不仅促进 S. brevilabris 种子的萌发,长出叶片[26],且能促使 Habenaria macroceratitis 种子的萌发[10];而不同的

真菌也可促进同一种兰科植物的种子萌发,如来自金线莲根部的瘤菌根菌属、小菇属(Mycena)、丝核菌属

(Rhizoctonia)等 6 个属的真菌能同时促进长苏石斛(D. brymerianum)种子的萌发[27]。 这些研究结果表明,在
异地条件下,某些兰科植物的种类与真菌的专一性较低。

据文献报道,从细叶石斛 (D. hancockii) 和见血清 ( Liparis nervosa) 的原球茎中分离到的微囊菌属

(Microascus)和毛壳菌属(Chaetomium)的菌株使铁皮石斛种子的发芽率达 64% ,而无菌播种则无一粒萌

发[19];来自金钗石斛的兰小菇(M. orchidicola)和铁皮石斛的石斛小菇(M. dendrobii)对铁皮石斛种子萌发也

较好,可达 51. 5%和 42% [20]。 本研究中,3 株瘤菌根菌属真菌都能促进种子的萌发,萌发率分别达 68. 7% 、
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88. 4%和 74. 1% ,与 1 株链格孢属真菌共生后的种子萌发率(64. 4% )也比对照高(61. 9% )。 由此可见,在异

地条件下,铁皮石斛与共生真菌没有严格的专一性,铁皮石斛可以与多种真菌共生萌发,且有些真菌是来自其

他的兰科植物。 因此,如何在众多的真菌中,高效的筛选出对铁皮石斛种子萌发有用的真菌仍需进一步研究。
3. 3摇 种子共生萌发

研究表明,非共生幼苗建立的兰花种群仍然需要自然条件下的共生真菌来维持幼苗生长[13],共生萌发产

生的幼苗不仅比非共生幼苗生长的更快,而且共生萌发的幼苗和块茎移至野外所建立的兰花种群比直接播种

到野外建立的兰花种群要更优越[28鄄29]。 因此,种子共生萌发是繁育兰花和维护原生境更可取的方法。
铁皮石斛种子共生萌发的结果表明,合适的真菌能加快种子的萌发,原球茎和幼苗后续的生长,而且,共

生真菌还能提高铁皮石斛的药效成分[30]。 此外,种子伴菌播种后不但能提供种子发芽所需的营养,而且由于

真菌含有抗生素类物质,保护种子免遭杂菌污染,从而为种子萌发及其生长创造了良好的环境[19]。 因此,合
适的共生真菌有利于提高铁皮石斛种子的萌发和后续生长以及其药用价值,应加以充分的研究和应用。

本研究采用燕麦培养基作为共生基质,成分简单,改进了以往拌无菌树叶播种的方法,既简便,又大大地

提高了萌发率。 相对非共生而言,共生的培养基比较简单,因为它们只需要为真菌提供营养,而非共生的培养

基,必须为种子萌发和幼苗的生长提供所有的有机物和矿物质需要。
在本研究中,铁皮石斛的种子与 4 株共生真菌培养 18 周后,种子萌发率得到了提高,但是只有与 C20 和

L12 菌株共生萌发的少量种子能生长到原球茎和幼苗,这可能与培养时间,真菌的种类及其营养供应持续有

关。 然而,萌发的幼苗能否移栽或继续成活,能否进行重引,铁皮石斛种子与真菌相互作用的机理,这些都是

将来需要继续深入研究的问题。 倘若能将原地和异地两种共生萌发技术一起应用于铁皮石斛的研究和生产

上,这不仅可以进一步了解铁皮石斛种子和真菌的互作关系,快速筛选出促进萌发的有效真菌,而且还有利于

铁皮石斛野外种群的建立和恢复。
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