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生物技术在药用石斛研究中的应用
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摘　要: 石斛具有极大的药用价值 ,在临床上及中药复方中被广泛应用。 但是石斛药源一直处于紧张状态 ,是亟待

解决的问题。 综述了组织培养、遗传转化、菌根技术等生物技术在药用石斛研究中的应用 ,指出了存在的主要问题

及今后的研究前景。
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　　石斛是常用名贵中药材 ,为兰科 ( Or chidaceae )石斛属

(Dendrobium Sw. )多种植物的新鲜或干燥茎的统称。 我国

76种石斛属植物中有 30多种作药用 [1] ,著名的有金钗石斛

D. nobile Lindl.、铁皮石斛 D . off icinale Kimura et Migo、霍

山石斛 D . huoshanense C. Z. Tang et S. J. Cheng等。在《神

农本草经》中 ,石斛被列为上品 ,具有滋阴清热、生津益胃、润

肺止咳、明目强身等功效。现代药理研究表明 ,石斛还具有抗

肿瘤、抗衰老、增强机体免疫力、扩张血管及抗血小板凝集等

作用 [2] ,因此石斛在临床上及中药复方中被广泛应用。 但石

斛属植物自然繁殖力极低 ,生长缓慢 ,加之人们掠夺性采挖 ,

致使野生资源已经严重枯竭。石斛的栽培也一直存在着存活

率低 ,产量低 ,进入盛产期年限长的问题 ,因此 ,石斛药源一

直处于紧张状态 ,亟待解决。 应用生物工程技术和现代农业

技术来解决才是长远之计。 本文就石斛的组织培养、遗传转

化、菌根技术、人工种子等技术的研究作一综述。

1　组织培养

由于石斛自然繁殖力极低 ,用组织培养方法快速大量繁

殖试管苗 ,是解决种苗的有效途径。 张明等 [3 ]综述过石斛的

组织培养研究 ,其中以种子进行组培的研究较多。

1. 1　原球茎 ( pro to corm)的增殖与分化: 原球茎的增殖分化

是石斛试管苗繁殖的关键 ,因此研究原球茎增殖分化的适宜

培养条件非常重要。 曾宋君等 [4 ]研究表明 ,石斛原球茎的增

殖与种子种龄有关 ,种龄在 45 d以下 ,萌发率极低 ,萌发时

间长 ,随着种龄增长 ,其胚细胞愈多 ,萌发率越高。 原球茎增

殖分化的最适培养基为改良 N6+ 0. 2 mg /L NAA+ 2%蔗

糖。种子萌发成苗后需及时将小苗转移到合适的培养基中进

行生根 ,壮苗培养。 刘骅等 [5]报道铁皮石斛试管苗壮苗阶段

的适宜培养基为: B5 (或 1 /2MS )+ 10%香蕉水提物 +

2 mg / L N AA+ 2%蔗糖。 曾宋君等 [4]报道的生根壮苗培养

基为改良 N6+ 10%香蕉汁+ 2%蔗糖 ,苗长得更粗壮。

1. 2　其他外植体的离体培养: 石斛组培除用种子外 ,也可用

根、茎、节、叶等外植体进行。 周月坤等 [6 ]在 M S+ 0. 5 mg /L

6-BA+ ( 0. 5～ 2. 0) mg /L 2, 4-D培养基上 ,由叶基部诱导产

生愈伤组织 ,进而分化出拟原球茎 ( pro toco rm like bodies,

PLBs)获得完整植株 ,并指出 2, 4-D对诱导愈伤组织形成和

分化有重要作用 , N AA的加入对分化 PLBs有一定的促进

作用。Mujib等 [7]报道 D . `madame pompadour’的茎尖接于

附加 0. 2 mg / L 2, 4-D和 0. 2 mg /L BAP培养基上可诱导出

愈伤组织。 而添加 NAA和 BAP则易产生 PLBs,在添加了

10%椰汁和活性炭的无激素 VW培养基上可使 PLBs快速

增殖 , GA-3对 PLBs的增殖有一定影响。生根培养基以添加

1 mg /L N AA为佳。 Nayak等 [8 ]报道 D. aphy llum 和 D .

moschatum的茎段在 M S+ 6-BA(或 TDZ)上能快速增殖并

形成茎 ,将其转接到含 6-BA和 NAA的培养基上可继续生

长。 在 M S+ IBA上可诱导生根 ,外植体经驯化后最终可以

移栽到大田。 另外 , TDZ浓度超过最适浓度 ( 2. 2～ 4. 5μmol /

L )会抑制茎再生。茎段作水平放置可以获得再生植株 ,而垂

直放置的处理则无任何茎芽发生 ,这说明外植体的取向对茎

上芽的形成至关重要。 杨联河等 [9 ]报道曲茎石斛 D .

flex icaule茎段培养和苗增殖的培养基以 B5+ 0. 5 mg / L 6-
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BA+ 1 mg / L NAA+ 20 g / L蔗糖最好。 试管苗生根培养基

为: M S+ 2 mg /L 6-BA+ 0. 2 mg /L N AA+ 0. 1 mg /L IBA

+ 30 mg / L蔗糖。 Yasugi等 [10 ]将石斛的假鳞茎分为上部 (含

第 2个节 )和下部 (含第 4个节 ) ,在 M S+ 3%葡萄糖 +

0. 1 mg /L N AA+ 0. 1 mg /L 6-BA培养基上 , p H 5. 8, 23

℃ ,日光灯照射的条件下 ,上部和下部假鳞茎段都能产生大

量丛生苗。单个假鳞茎段在含有 1 mg / L NAA和 1 mg /L 6-

BA的培养基上获得再生植株的最大数量为 37. 3,表明假鳞

茎段培养是获得多丛苗和再生植株的有效途径。

1. 3　离体开花:铁皮石斛在栽培条件下 ,由种子萌发到开花

通常需 3～ 4年。 王光远等 [11, 12]以铁皮石斛种子诱导形成的

愈伤组织 ,在光照下置于 M S+ 0. 3 mg / L NAA培养基上繁

殖 ,可形成原球茎。 将原球茎转入 M S+ 2 mg /L 6-BA+ 0. 5

mg / L N AA培养基中 , 3～ 6个月开花。 花芽形成频率为

31. 6% ～ 45. 8%。如果原球茎先在 0. 5 mg /L ABA培养基上

预培养 15 d,再转入含 2 mg / L 6-BA的 M S培养基培养 ,花

芽形成频率明显提高 ,可达 84. 4% ,而且每株植株花的数目

增加。 但是 ,在仅有 ABA的 MS培养基上培养的原球茎 ,其

再生的植株未见花芽形成。该研究极大地缩短了石斛开花所

需时间 ,在育种上有着重要的生物学意义。

2　遗传转化

Kuehnle等 [13]用带有植物表现的 Nos-NPTⅡ基因和番

木瓜病毒 ( PRV )膜蛋白 ( CP )基因的质粒 pGA482GG /

cpPRV4包被的微粒轰击石斛原球茎进行基因转移实验。通

过 4次杂交得到的近 280个原球茎被粒子轰击 ,转化与否表

现在组织是否变绿。 培养基为 1 /2 MS+ 2%蔗糖+ ( 50～

100) mg / L硫酸卡那霉素。 PCR分析表明 ,由 2次杂交得到

了 13株具有卡那霉素耐受性植株带有 Nos-NPTⅡ基因 ,而

只有 1株带有 PRV CP基因。这些结论表明用粒子轰击的方

法可以实现单子叶植物石斛的转基因。

Chia等 [14]用带有 35S-luc嵌合基因质粒包被的钨颗粒

( 1. 3 μm )轰击石斛 PLBs, 3周后向转化组织中加入 1

mmo l /L荧光素 ,转化细胞可通过低光视频显微镜及其辅助

图像处理设备检测生物性发光来辨别。检测出的转化组织允

许其繁殖 ,然后进行第 2轮筛选。经过 3轮生长和筛选后 ,表

达荧光素酶的转化组织用来产生石斛再生植株。

此外 ,还可利用根癌农杆菌 Agrobacterium tumef aciens

介导法获得转基因植物 ,其关键是毒性基因的诱导表达 ,而

在单子叶植物中常常缺少这种诱导物质。 近来 Nan等 [15]在

石斛组织培养中发现 PLBs发育早期有大量的松柏醇产生 ,

它可诱导毒性基因的表达。如果将在暗处培养的 PLBs转入

光照条件下培养 ,其含量呈 6倍增加。 PLBs松柏醇的产量是

叶的 11倍 ,这使通过农杆菌介导法获得转基因植物 ,即将克

隆的花色基因、主成分表达基因等通过农杆菌介导法转入石

斛 PLBs成为可能。

3　菌根技术

分离和筛选促进石斛生长发育的适宜菌根真菌 ,是菌根

技术应用于石斛生产的关键问题之一。 郭顺星等 [16]对野生

铁皮石斛和金钗石斛根中的菌根真菌进行了分离 ,共分得菌

根真菌 25种 ,主要属于担子菌和半知菌。生物活性测定结果

表明 ,其中 5种真菌可促进铁皮石斛种子萌发 , 7种真菌可

与铁皮石斛和金钗石斛幼苗形成共生关系 ,但仅有 3种真菌

对幼苗有促生作用。

自野生细叶石斛 D . hancockii Ro lfe和见血清 L iparis

nervosa种子萌发的原球茎中分离的微囊菌属 (Microascus )

和毛壳菌属 (Chaetomium )以及从天麻原球茎中分离的紫萁

小菇 Mycena osmundicola 对 细叶 石斛 、罗 河 石斛 D .

lohohense Tang et Wang和铁皮石斛种子的萌发有显著促进

作用。 菌丝伴播种子的方法 ,还有利于萌发形成的原球茎继

续发育。用这些真菌培养物的醇或水提取液培养细叶石斛的

种子时 ,发芽率达 40% ～ 70%。超微结构观察发现 ,真菌自石

斛种子的胚柄处侵入种胚细胞后 ,在胚细胞中稀疏分布 ,受

到侵入真菌刺激 ,胚细胞的质膜内陷 ,产生许多囊状体包围

消化入侵的菌丝 ,菌丝逐渐被分解作为种子萌发的营养物

质 [17]。 今后应加强对石斛菌根真菌的分离和筛选及其对石

斛促生机理的研究。

4　人工种子

植物人工种子作为一项新兴的生物工程技术 ,在植物培

养材料的快速繁殖、保藏、运输等方面 ,展示了广阔的应用前

景。 郭顺星等 [18 ]已成功地以原球茎为材料 , 3%海藻酸钠和

2% CaCl2为人工种皮 ,改良 1 /2 M S+ 3%蔗糖为胚乳制成铁

皮石斛人工种子 ,其存活率、发芽率高 ,发芽率可达 80%以

上 ,成苗好。但仍有许多问题需深入研究 ,直接用于栽培的人

工种子也尚无研究。

5　无土栽培

石斛组培试管苗在室内培养获得了一定成功 ,但由于入

土困难 ,仍无生产栽培的实际意义。石斛是一种附生植物 ,因

而进行无土栽培具有重要意义。 李泉森等 [19 ]发现采用冷杉

或杂木等粗糙锯末为基质适宜金钗石斛气生生长 ,施以由

N, P, K及多种微量元素组成的营养液 ,用适当浓度的激素

处理 ,保持基质湿润 ,石斛生长良好 ,产量增加 82. 1% ～

177. 8%。 在无土栽培条件下 ,水分和营养较充足 ,这时强光

照有利于石斛的生长和高产 ,这与自然条件下生长的石斛喜

半阴半阳的生态环境有所不同。

6　结语

石斛的组培工作主要集中在快速繁殖 ,扩大繁殖系数方

面 ,已能成功地培育出试管苗 ,然而对试管苗移栽方面的研

究工作做得还很少。从试管苗到大田栽培的中间环节应是目

前的主攻方向。加强石斛菌根技术的研究 ,研制菌根菌剂 ,结

合大田栽培 ,从根本上解决石斛试管苗移栽问题。 遗传转化

既可提高石斛品质 ,又可创造新品种 ,应继续加强遗传转化

方面的研究 ,其中以发根农杆菌 A . rhizogens Ri质粒介导

的石斛毛状根培养对生产次生代谢产物极为重要。

对石斛组培过程中次生代谢产物的研究也极重要 ,然而

这一研究在国内外都较少。 Nan等 [15]报道在石斛 PLBs组培

过程中产生大量的松柏醇。 黄民权等 [20]发现铁皮石斛愈伤
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组织培养物中多糖及其生物活性与原植物存在着明显相似

性。 而石斛植物中尚有多种生物碱 ,抗癌菲 ,类黄酮等物质 ,

这些物质在组培物中的情况有待深入研究 ,为通过组培来获

取这些药用成分提供依据。 石斛花药培养 ,原生质体培养等

目前国内外均尚未见报道。石斛药用成分的化学合成是目前

研究的弱点 ,应当加强对以活性成分为先导化合物的结构修

饰和改造 ,而酶学等生物技术在化学合成方面的应用将具有

良好的前景。
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黄药子的研究进展
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摘　要: 综述了有关黄药子在化学成分、药理作用、临床应用等方面的研究进展。
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　　黄药子为薯蓣科植物黄独 Dioscorea bulbif era L.的块 茎 ,又名黄药脂、黄药根、黄独、黄药等。目前临床上用于治疗
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