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　 　 霍山石斛 （Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｈｕｏｓｈａｎｅｎｓｅ Ｃ． Ｚ． Ｔａｎｇ ｅｔ Ｓ． Ｊ．
Ｃｈｅｎｇ）根茎具有益精强阴、生津止渴和补虚羸等功效［１］ ，被批

准实施地理标志产品保护［２］ 。 为解决霍山石斛种子在自然条

件下萌发困难和繁殖周期长等难题，已成功建立其离体快繁

体系并工厂化生产［３］ ，并对其植株营养器官的解剖结构［４］ 及

采用茎段诱导类原球茎的发育过程［５］进行了研究。 为进一步

明确霍山石斛种子萌发和幼苗生长发育的原理，作者采用植

物组织培养和石蜡切片技术，对霍山石斛种子萌发及原球茎

发育过程中细胞和组织结构的变化进行了解剖观察，以期为

霍山石斛的组培繁育机制和细胞组织学研究奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

供试霍山石斛成熟未开裂的蒴果采自安徽省霍山县太平

畈乡王家店村，经中国药科大学中药学院秦民坚教授鉴定，凭

证标本存放于中国药科大学中药学院中药资源系。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 种子萌发和取样　 将蒴果用洗衣粉水（５ ｇ 洗衣粉加

入 ３００ ｍＬ 水）浸泡 １５ ｍｉｎ，流水冲洗 ３０ ｍｉｎ；置于无菌条件

下，用体积分数 ７５％乙醇浸泡振荡 ４５ ｓ，无菌水润洗 ２ 次；再
用体积分数 ３０％ＮａＣｌＯ 溶液浸泡振荡 １５ ｍｉｎ，无菌水润洗 ５
次；吸干蒴果表面水分，横向切开，将种子接种于萌发培养基

（１ ／ ２ＭＳ，含 ０􀆰 ２ ｍｇ·Ｌ－１ ＮＡＡ、３０􀆰 ０ ｇ·Ｌ－１蔗糖和 ５􀆰 ６ ｇ·Ｌ－１

琼脂粉，ｐＨ ６􀆰 ０）；于温度（２３±２） ℃、光照时间 １１ ｈ·ｄ－１、光
照度 １ ５００ ～ ２ ０００ ｌｘ 条件下培养。 每 ５ ｄ 取样 １ 次，各取样

８～１０ 份；不同取样期种子均用 ＦＡＡ 固定，备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 原球茎发育和取样　 待种子长至 ０􀆰 ５～１􀆰 ０ ｃｍ 的原球

茎后，转入增殖壮苗培养基 （ １ ／ ２ＭＳ，含 ０􀆰 ２ ｍｇ·Ｌ－１ ＮＡＡ、
１􀆰 ０ ｍｇ·Ｌ－１６－ＢＡ、１􀆰 ０ ｇ·Ｌ－１活性炭、３０􀆰 ０ ｇ·Ｌ－１蔗糖和 ５􀆰 ６
ｇ·Ｌ－１琼脂粉，ｐＨ ６􀆰 ０）；５～ ８ 个为 １ 簇，每瓶接种 ６ ～ ８ 簇；于
温度（２３±２） ℃、光照时间 １２ ｈ·ｄ－１、光照度 ２ ０００ ～ ２ ５００ ｌｘ
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条件下培养。 分别取培养 １０、３０ 和 ４５ ｄ 以及约 ５０ ｄ 的具叶

片和不定根的幼苗，各取样 ８ ～ １０ 份；去除叶片，沿茎基部切

成 ７ ｍｍ 小段，不定根切成 ５ ｍｍ 小段，用 ＦＡＡ 固定，备用。
１􀆰 ２􀆰 ３　 制片和观察　 采用石蜡切片法［６］ 制片，纵切，每个样

本至少 ４０ 个载玻片。 采用 １Ｘ７１ 光学显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）观察，选择结构清晰、染色效果较好的视野拍照。

２　 结果和分析

２􀆰 １　 种子萌发过程中细胞和组织结构的变化

结果（图 １）显示：霍山石斛种子具种皮和种胚，无胚乳。
种皮由 １ 层透明的薄壁细胞组成，无内含物；种胚呈椭圆形，
表面为 １ 层体积小且排列紧密的细胞，内含物较多（图 １－Ａ）。
培养 ５ ｄ 后，种胚体积明显增大，内含物被消耗，细胞结构逐

渐清晰，一端突破种皮（图 １－Ｂ）；继续培养，种胚一端出现极

性，细胞增大，分裂缓慢；另一端分化出较多体积小、细胞质浓

的细胞，体现分生细胞的特点；这些细胞不断增殖分化逐渐向

外凸起，向种皮合点端靠近，并随种胚体积进一步扩大。 培养

８～１０ ｄ 后，种胚突破种皮形成原球茎（图 １－Ｃ）；种胚发育成

圆球体（即球形胚）；合点端细胞发育形成体积小、细胞质浓

的顶端分生组织细胞，而另一端细胞体积较大。 培养约 １５ ｄ
后，原球茎顶端的原分生组织进一步分化出叶原基，叶原基细

胞排列致密、细胞质浓，外层细胞小且排列规则，中间细胞体

积较大；球形胚发育形成心形胚（图 １－Ｄ）。 培养 ２０ ｄ 后，叶
原基发育为子叶，细胞不断分化，体积变大，形成幼叶；心形胚

发育形成鱼雷形胚（图１－Ｅ）。 培养 ３０ ｄ 后，叶原基基部细胞

分裂旺盛，向外继续分裂，向内分化出 １ 束明显的维管束；表
皮始终为 １ 层体积小且排列紧密、细胞核大的细胞，中间及基

Ｓｃ： 种皮 Ｓｅｅｄ ｃｏａｔ； Ａｍ： 顶端分生组织 Ａｐｉｃａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍ； Ｃｏ： 子叶 Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ； Ｖｂ： 维管束 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｂｕｎｄｌｅ； Ｌｐ： 叶原基 Ｌｅａｆ ｐｒｉｍｏｒｄｉｕｍ； Ｌ１，Ｌ２： 原
套层 Ｔｕｎｉｃａ ｌａｙｅｒ； Ｌ３： 原体层 Ｃｏｒｐｕｓ ｌａｙｅｒ； Ｖｂ－Ｒｈ： 根状茎维管束 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｂｕｎｄｌｅ ｉｎ ｒｈｉｚｏｍｅ； Ｖｂ－Ｒ： 根维管束 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｂｕｎｄｌｅ ｉｎ ｒｏｏｔ； Ａｒ： 不定根
Ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔ； Ｂｐ： 芽点 Ｂｕｄ ｐｏｉｎｔ．

Ａ－Ｆ： 分别为萌发 ０、５、１０、１５、２０ 和 ３０ ｄ 的种子纵切面 Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｅｄ ａｔ ０， ５， １０， １５， ２０， ａｎｄ ３０ ｄ ｏｆ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； Ｇ： 原球
茎顶端分生组织 Ａｐｉｃａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｏｆ ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ； Ｈ： 原套－原体结构 Ｔｕｎｉｃａ⁃ｃｏｒｐｕｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ； Ｉ： 具 ２ 枚叶的原球茎 Ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ ｗｉｔｈ ２ ｌｅａｖｅｓ； Ｊ： 具 ３～ ５
枚叶的原球茎 Ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ ｗｉｔｈ ３－５ ｌｅａｖｅｓ； Ｋ： 根状茎的多束维管束 Ｍａｎｙ ｖａｓｃｕｌａｒ ｂｕｎｄｌｅｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｍｅ； Ｌ： 根状茎和根的维管束 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｂｕｎｄｌｅｓ ｉｎ
ｒｈｉｚｏｍｅ ａｎｄ ｒｏｏｔ； Ｍ： 具不定根的植株 Ｐｌａｎｔ ｗｉｔｈ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ｒｏｏｔｓ．

图 １　 霍山石斛种子萌发及原球茎发育过程中纵切面解剖结构变化
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部的薄壁细胞体积较大；维管束周围围绕着分生组织细胞（图
１－Ｆ），使维管束不断向基部延伸，最终连接根和叶。
２􀆰 ２　 原球茎发育过程中细胞和组织结构的变化

结果（图 １）显示：霍山石斛原球茎顶端分生组织的纵剖

面（图 １－Ｇ）由外到内明显分为 ３ 层，即原套 Ｌ１ 层、原套 Ｌ２ 层

和原体 Ｌ３ 层（图 １－Ｈ）。 原套 Ｌ１ 层的细胞规则且排列紧密、
细胞体积大、细胞核大，形成表皮层；原套 Ｌ２ 层的细胞排列有

序，细胞形态与原套 Ｌ１ 层和原体 Ｌ３ 层细胞有差异，且细胞大

小介于两者之间；原体 Ｌ３ 层由数层细胞组成，细胞排列不规

则、体积小、细胞质浓、细胞核较原套 Ｌ１ 层小；整体上看，原套

Ｌ１ 层和原套 Ｌ２ 层与原体 Ｌ３ 层的细胞垂直呈环状“Ｔ”形。
随原球茎顶端分生组织细胞在各方向不断生长分裂，在

原体细胞下部形成新的叶原基；当原体 Ｌ３ 层的数层细胞体积

不断增大进入原套 Ｌ１ 层时，叶原基即分化成子叶。 继续培

养，原球茎顶端子叶继续生长分化形成幼叶，同时，顶端分生

区细胞向内分化形成维管束（图 １－Ｉ）；维管束周围包裹着排列

紧密、体积小、细胞质浓、细胞核大的分裂细胞，构成原形成

层。 在幼叶不断增大的过程中，靠近基部的细胞体积变大转

化为居间分生组织，原形成层细胞的代谢能力逐渐增大，细胞

分裂旺盛，同时不断分化形成薄壁细胞（图 １－Ｊ）；维管束细胞

分裂增多并向基部延伸，形成多束维管束，此时，由原球茎阶

段进入根状茎阶段（图 １－Ｋ）；此阶段，茎顶端分生区由体积

小、细胞核大、细胞质浓且排列紧密的基本分生组织细胞组

成，这些细胞不断分裂使根状茎伸长增粗。 将无菌苗转入增

殖壮苗培养基后，根状茎基部逐渐膨大，根状茎内维管束向基

部延伸形成根维管束；根维管束周围近基部细胞的细胞质浓、
细胞核较大、液泡缩小，逐渐分化形成根原基细胞，并随根原

基的不断分化和伸长，形成不定根（图 １－Ｌ）。 在生长过程中，
霍山石斛根状茎基部及节间不断萌发出芽点，其表皮或皮层

细胞不断分裂形成细胞质浓、分裂能力较强的侧生分生区，可
直接分化成芽或继续延伸生长成为根状茎的分支， 形成丛生

根状茎后再继续分化出芽（图 １－Ｍ）。

３　 讨　 　 论

霍山石斛种子发育成苗经过种胚、原球茎、根状茎和完整

植株 ４ 个阶段，其发育过程大致遵循兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）植物

种子发育的基本规律。 大部分兰科植物种子成熟时种胚仍处

于原胚阶段，存在分化不完全现象，在自然条件下极难萌

发［７］ 。 而霍山石斛种子在兰科植物中较为特殊，种胚具退化

子叶［７］ 、胚细胞中含有供其自身生长的营养物质，加之特殊的

种皮结构，借助组织培养技术使其易于萌发。 观察结果显示：
霍山石斛种子萌发时不形成胚根，而是种胚和种皮先吸水膨

胀，待种胚体积膨大突破种皮发育成原球茎，其远离种胚极性

的一端密生白色绒毛状假根，可吸收培养基中营养物质供原

球茎的生长发育，此萌发过程与石斛属（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ Ｓｗ．）种

类［８］和独蒜兰〔Ｐｌｅｉｏｎｅ ｂｕｌｂｏｃｏｄｉｏｉｄｅｓ （Ｆｒａｎｃｈ．） Ｒｏｌｆｅ〕 ［９］ 等相

似。 通过原球茎增殖培养可迅速获得大量生长能力较强的试

管苗，此过程也是霍山石斛离体快繁的关键。
霍山石斛组织培养形成的根状茎有别于自然条件下产生

的根状茎，自然条件下其根状茎增殖缓慢、出芽少，而组培条

件下其根状茎的节间或基部均可分化出芽或增殖形成丛生根

状茎，且分支多、增殖快。 节间处分化的芽能够迅速分化出不

定根，与母株分离后即为新植株；而丛生根状茎也可伸长生

长，通过分株繁殖新植株；营养茎端在生长过程中不断分化出

新的叶原基并发育成新叶，可以通过控制生长条件调控侧生

器官叶和芽的生长发育。 霍山石斛原球茎的这些繁殖特性均

有利于其离体快繁。
霍山石斛原球茎性状较稳定，在其发育过程中顶端分生

组织细胞的分裂方式和伸长方向各异，不同位置的细胞增殖

速率也不同，形态差异明显，通过“原套－原体学说” ［１０］ 能较合

理地解释霍山石斛原球茎顶端分生组织的形态结构变化过

程。 霍山石斛原球茎中原套部分的细胞通常不止 １ 层，可分

为原套 Ｌ１ 层和 Ｌ２ 层，但在不同生长发育时期原套 Ｌ２ 层细胞

的形态结构存在差异，故原套细胞层数及区分原体的临界点

仅通过石蜡切片很难准确界定。 此外，在霍山石斛原球茎顶

端分生区划分、细胞分裂和增殖的分子机制等方面缺乏深入

了解，有待利用多学科手段进行深入研究。
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