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共生真菌对兰科植物种间杂交后代种子萌发的效应 
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摘  要  石斛属(Dendrobium)植物在种子共生萌发过程中与真菌有着较为专一的共生关系, 为探讨这种共生关系在种间杂交

后代上的进化和适应 , 深入理解兰科植物和真菌共生关系的形成机制 , 该研究利用能有效促进铁皮石斛(Dendrobium 
officinale)和齿瓣石斛(D. devonianum)种子萌发形成幼苗, 并具有较强专一性的胶膜菌属(Tulasnella)真菌SSCDO-5和瘤菌根

菌属(Epulorhiza)真菌FDd1, 开展真菌对铁皮石斛和D. tortile种间杂交种子萌发效应的研究。结果表明, 在真菌与种子共生培

养68天时, SSCDO-5菌株和FDd1菌株都能有效地促进杂交种子形成原球茎和幼苗, 两个接菌处理之间无显著差异, 来源于铁

皮石斛的SSCDO-5菌株不但没有表现出优势, 反而在杂交石斛幼苗形成率上低于来源于齿瓣石斛的FDd1菌株(SSCDO-5: 
(22.13 ± 6.62)%; FDd1: (29.53 ± 5.51)%); SSCDO-5菌株和铁皮石斛在幼苗形成和发育阶段的共生专一性并没有在杂交后代上

得到遗传或表现, 或者说是杂交打破了这种专一性的共生关系, 使得杂交后代能够和不同的真菌建立新的共生关系。该结果

不支持关于共生真菌专一性是石斛属植物杂交后代形成的重要限制因素的假设, 推测石斛属植物在幼苗分化和发育阶段与

真菌这种专一性的共生关系是在适应特定生态环境的过程中形成和建立的。 
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Effects of symbiotic fungi on seed germination of interspecific hybrid progenies in Orchidaceae 
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Abstract 
Aims  Previous studies have shown that Dendrobium plants form a specific symbiotic relationship with fungi at 
differentiation stages during natural seed germination. In order to explore the evolution and adaptation of this 
symbiotic relationship in interspecific hybrid progenies, this study was to understand whether the strong specific-
ity with symbiotic fungi during seedling formation and differentiation was also an important factor limiting the 
formation of hybrid progenies in Dendrobium, and the relationship between hybrid progenies of orchids and sym-
biotic fungi during seed germination stage. 
Methods  The effects of fungi on germination of interspecific hybrid seeds of D. officinale and D. tortile were 
studied using the highly specific fungi strains Tulasnella SSCDO-5 and Epulorhiza FDd1, which can effectively 
promote seed germination and seedling formation in D. officinale and D. devonianum, respectively. 
Important findings  The results showed that both SSCDO-5 and FDd1 strains could effectively promote the 
protocorm and seedling formation of hybrid seeds after 68 days incubation with no significant difference. The 
SSCDO-5 strain from D. officinale did not show any advantages, and the seedling formation rate of hybrid was 
lower than that of FDd1 strain from D. devonianum. The seedling formation rate incubation with SSCDO-5 strain 
was (22.13 ± 6.62)% while with FDd1 strain was (29.53 ± 5.51)%. The specificity of SSCDO-5 strain with D. 
officinale at seedling formation and development stage was not inherited or expressed in hybrid progenies, indi-
cating that hybridization broke the symbiotic relationship of this specificity, which enabled hybrid progenies to 
establish new symbiotic relationship with different fungi. Our results do not support the hypothesis that the speci-
ficity of symbiotic fungi is an important limiting factor for the formation of hybrid progenies in Dendrobium. We 
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speculate that the symbiotic relationship between Dendrobium plants and fungi during seedling differentiation and 
development is formed and established in the process of adapting to specific ecological environment. 
Key words  symbiosis specificity; mycorrhizal fungi; Orchidaceae; Dendrobium; hybrid speciation; symbiotic 
seed germination 

Fan ZT, Wu YL, Wang XJ, Li TQ, Gao JY (2019). Effects of symbiotic fungi on seed germination of interspecific hybrid progenies in 
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兰科植物有25 000多种, 约占有花植物种类的

8%, 广泛分布于除冰川和沙漠的各种陆地生态系

统中, 以热带和亚热带种类最为丰富, 2/3 (69%)的
种类为附生植物(Swarts & Dixon 2009; Zotz, 2013; 
Chase et al., 2015)。兰科植物高度的物种多样性被

认为是和其各自特定传粉者相适应进化的结果

(Roberts, 2003), 而兰科植物在整个生活史的不同

阶段都和真菌有着复杂的共生关系, 共生真菌在兰

科植物完成整个生活史中起着关键的作用(Dearna-
ley et al., 2012; McCormick & Jacquemyn, 2014)。这

种共生关系在兰科植物的种子萌发和幼苗形成阶段

尤其重要, 兰科植物的种子非常细小, 没有胚乳, 
自然条件下完全依赖特定的共生真菌提供营养来促

进其萌发和后续的幼苗形成(Arditti & Ghani, 2000; 
Bidartondo & Read, 2008; Dearnaley et al., 2016)。 

自然条件下, 不同兰科植物同域分布现象十分

普遍, 一般认为其主要是依靠传粉者的特化而避免

种间花粉传递, 从而避免了种间杂交和生殖干扰, 
而兰科植物合子后的生殖隔离很弱(Coyne & Orr, 
2004; Whitehead & Peakall, 2014), 这也是为什么通

过人工种间(同属甚至同族)杂交很容易产生后代, 
从而培育出几万种杂交兰花。在产业上, 杂交兰花

都是通过种子的无菌萌发(非共生萌发)或组织培养

进行种苗的繁殖和生产, 相关技术已经很成熟并得

到了广泛应用(Kauth et al., 2008), 而真菌对杂交种

子萌发的影响却并不清楚。然而, 杂交是有花植物

进化的重要机制和物种形成的重要途径(Hegarty & 
Hiscock, 2005; Mallet, 2005), 兰科植物也不例外, 
不同类群的兰科植物自然杂交现象也不断被发现

(Dafni & Ivri, 1979; Aceto et al., 1999; Cozzolino & 
Widmer, 2005; Schatz, 2006)。这就带来一个十分有

趣的问题, 杂交后代和真菌的共生关系是如何进化

和相适应的？特别是在专一性很强的种子萌发阶

段。这方面的研究非常缺乏。Hollick等(2005)以澳

大利亚Caladenia属的5个自然杂交种及其亲本种为

研究材料, 分别从5个杂交种和各自亲本植株根里

分离共生真菌, 检验所得到的真菌对5个杂交种和

各自亲本种子萌发的影响, 发现杂交种能够利用亲

本的真菌, 同时能和完全不同的真菌建立共生关

系。以红门兰属(Orchis)植物O. simia和O. anthro-
pophora及其自然杂交后代为材料, 通过对比杂种

后代和父母本在叶片生长、种子活力、花气味散发、

菌根真菌种类及侵染速率等方面的差异, 研究了杂

交对传粉者和菌根真菌的影响, 发现杂种后代和父

母本有着相似的菌根真菌组成, 但菌根真菌对杂交

后代的侵染率更高, 从而提高了营养生长和增强了

花气味的产生(Schatz et al., 2010)。 
石斛属(Dendrobium)为兰科的大属, 全世界有

1 500–1 600种, 都为附生植物, 主要分布于热带东

南亚及大洋洲地区, 具有很高的观赏价值, 是兰科

重要的观赏类群, 我国有石斛属植物80余种, 很多

种类都是传统的中药材和保健品。我们近期对一些

附生兰科植物, 包括不同种类的石斛属植物的研究

发现, 从自然形成的原球茎发育后期或幼苗分化初

期分离得到的真菌, 在幼苗形成阶段有着很强的专

一性, 实验证明种子萌发初期和真菌并没有专一性, 
但在原球茎发育为幼苗时, 共生真菌却表现出了极

强的专一性(盛春玲等, 2012; Zi et al., 2014; Zhou & 
Gao, 2016; Huang et al., 2018; Meng et al., 2019), 也
就是说在幼苗分化和发育阶段需要依赖专一的共生

真菌提供营养, 这一结论也得到了其他研究者的认

同(Rasmussen et al., 2015)。不同石斛属植物同域分

布现象也十分普遍, 例如, 在西双版纳地区, 同一

生境下可以发现有不同种类的石斛属植物, 甚至同

一株大树树干上都有不同种类的石斛属植物生长, 
在西双版纳分布的48种石斛属植物中, 52.1%的种

类(25种)集中在3–5月的干热季开花, 37.5%的种类

(18种)在5–10月的雨季开花(高江云等, 2014), 不同

种类同域分布且花期重叠的现象很常见。然而, 并
没有石斛属植物自然杂交种的发现和报道, 除了传

粉者导致的合子前的生殖隔离, 共生真菌在幼苗形

成和分化阶段这种很强的专一性是否也是限制石斛
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属植物杂交后代形成的重要因素？兰科植物杂交后

代在种子萌发阶段和共生真菌有着怎样的进化关系

和适应性？ 
本文基于前期研究工作的基础, 利用已获得的

不同石斛属植物种子萌发的有效共生真菌, 通过人

工授粉获得杂交种子, 开展不同真菌对杂交后代种

子萌发的研究, 以期为理解兰科植物和真菌的共生

关系提供新的视野, 其研究结果也为利用种子共生

萌发开展观赏或药用杂交石斛的种苗生产提供理论

依据。 

1  材料和方法 

1.1  研究材料 
本研究开展不同真菌对兰科植物种间杂交后代

种子的萌发效应研究, 杂交种子来源于铁皮石斛

(Dendrobium officinale)和Dendrobium tortile的种间

人工授粉所结的果实, 于2017年9月偶然从兰花栽

培者手中所得到, 不能确定具体的父母本。用于实

验对照的2种石斛属植物为铁皮石斛和齿瓣石斛(D. 
devonianum), 铁皮石斛果实为2018年1月25日采集

于贵州省兴义市一个人工仿生态铁皮石斛栽培基地, 
为组培苗移栽到林下岩石上生长2年的植株自然授

粉所结的果实; 齿瓣石斛果实为2016年4月采集于

云南省西双版纳州基诺乡古茶园, 自然生长于古茶

树上的植株自然授粉所结的果实。果实采收后按兰

科植物种子长期保存的标准(高江云等, 2014), 经过

适当干燥后, 保存于云南大学生态学与进化生物学

实验室兰科植物种子库。实验前对每一批种子都采

用TTC (2,3,5-氯化三苯基四氮唑)染色法进行活力

检测(Vujanovic et al., 2000), 确保用于实验的种子

活力为90%以上。 
供试的2种真菌为编号SSCDO-5和FDd1的菌株, 

菌株SSCDO-5为从铁皮石斛种子迁地共生萌发获

得的原球茎中分离、纯化得到的菌株, ITS序列鉴定

为胶膜菌属(Tulasnella)真菌, 经种子回接实验表明

能有效促进铁皮石斛种子萌发形成幼苗(未发表数

据)。菌株FDd1为从齿瓣石斛自然形成的原球茎中

分离和纯化得到的菌株, 为瘤菌根菌属(Epulorhiza)
真菌, 能有效促进齿瓣石斛种子萌发和幼苗形成

(Huang et al., 2018), 2种真菌都采用PDA试管斜面

法保存于4 ℃冰箱。本研究于2018年6–10月在云南

大学生态学与进化生物学实验室进行。 

1.2  研究方法 
1.2.1  种子共生萌发处理 

以上3种石斛的种子分别在燕麦琼脂培养基

(OMA; 4 g·L–1燕麦 + 8 g·L–1的琼脂, pH值5.8)上接

种SSCDO-5和FDd1菌株进行共生培养, 同时分别

设置不接菌的MS和OMA培养基作为营养丰富培养

基和营养缺乏培养基进行对照处理(Zhou & Gao, 
2016)。将保存的铁皮石斛、齿瓣石斛和杂交石斛种

子分别进行解冻和灭菌处理 (McKendrick et al., 
2000), 制成无菌种子悬浮液, 用移液枪吸取0.5 mL
种子悬浮液, 均匀播撒至培养皿内培养基表面, 以
上3种石斛每个培养皿平均种子数分别为85、30和36
粒(n = 4)。 

菌株SSCDO-5和FDd1在PDA培养基上分别进

行活化培养约2周, 待菌丝长满培养皿, 用灭菌的

1 mL枪头将长有菌丝的PDA培养基切成直径为

8 mm的圆块, 作为接菌材料, 每个培养皿在培养基

中间接种一个菌块, 用封口膜将培养皿密封好。不

接菌的MS和OMA培养基也接入同样大小的空白

PDA培养基琼脂块作为对照。按不同石斛种子分为3
组实验, 每组4个处理, 每个处理重复30个培养皿, 
总共360个培养皿, 在恒温培养箱内((25 ± 2) ℃)进
行光照(12/12 h, 光照/黑暗)培养。 
1.2.2  种子萌发情况观察和数据统计分析 

参照Arditti (1967)和其他相关研究对兰科植物

种子萌发阶段的分级标准, 本研究将种子萌发简化

为4个阶段: 种子未萌发、种子萌发(种胚膨大并产

生根状物)、原球茎形成和发育(种胚膨大突破种皮

至出现原生分生组织)、幼苗分化和发育阶段(长出

第一片叶片及后续生长)。需要说明的是, 这一分级

标准是为了研究方便而人为划分的阶段(盛春玲等, 
2012)。 

不同石斛种子的3组实验同时于2018年6月13日
开始, 之后每周监测各组不同处理的种子萌发情况, 
记录种子萌发、原球茎形成和幼苗分化的时间和情

况, 当一组实验中有培养皿产生大量幼苗, 同时3个
以上培养皿中的幼苗观察到有根分化时, 视为该组

实验结束, 将全部培养皿取出, 去除被杂菌污染的

培养皿, 按以上分级标准统计每组实验不同处理的

种子萌发数量(g), 原球茎数量(p)和幼苗的数量(s), 
并根据播种的种子总数(t), 计算种子萌发率(G = 
(g + p + s)/t), 原球茎形成率(P = (p + s)/t)和幼苗形
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成率(S = s/t)。 
对3种石斛在不同培养基及不同接菌处理下的

种子萌发率、原球茎形成率和幼苗形成率进行显著

性差异分析。用Non-parametric Test中的One-Sample 
K-S检验各组数据是否服从正态分布, 对于服从正

态分布的数据用单因素方差分析和最小显著差数

(LSD)法进行分析; 不满足正态分布的数据采用广

义线性模型(GLM)分析。所得结果均用平均值±标准

误差(mean ± SE)表示。所有数据的统计分析及作图

均利用SPSS 25.0和SigmaPlot 12.5两个软件完成。 

2  结果 

2.1  不同实验组种子萌发情况 
在3组实验中, 从种子萌发、原球茎形成和幼苗

发育的速度来看, 齿瓣石斛组最快, 杂交石斛组次

之, 铁皮石斛组最慢。齿瓣石斛组播种7天时观察到

有种子开始萌发, 14天时有原球茎形成, 28天时开始

形成幼苗, 58天时观察到有3个以上培养皿中的幼苗

长出了根, 实验结束时统计不同处理每个培养皿中

的种子萌发数、原球茎数和幼苗数。杂交石斛组播

种10天时观察到有种子开始萌发, 22天时有原球茎

形成, 31天时开始形成幼苗, 68天时观察到有3个以

上培养皿中的幼苗长出了根, 实验结束并统计数

据。铁皮石斛组播种16天时观察到有种子开始萌发, 
29天时有原球茎形成, 40天时开始形成幼苗, 79天时

观察到有3个以上培养皿中的幼苗长出了根, 实验

结束并统计数据。不同处理3种石斛在不同时期种子

萌发及原球茎和幼苗形成情况见图1。 
2.2  不同接菌处理对种子萌发率、原球茎形成率和

幼苗形成率的影响 
2.2.1  铁皮石斛组 

共生培养79天时, 铁皮石斛种子萌发率各处理

间具有显著差异(F = 7.620, p < 0.001; 图2A), 其中, 
FDd1接菌处理(89.58 ± 4.83)% (n = 29)、SSCDO-5
接菌处理(88.88 ± 3.73)% (n = 29)和不接菌MS处理

(79.29 ± 4.46)% (n = 28)显著高于不接菌OMA处理

(65.35 ± 3.36)% (n = 29; p < 0.001), 但三者间没有

显著性差异(p > 0.05; 表1)。 
不同处理间原球茎形成率具有显著差异(Waldχ2 

= 629.565, df = 3, p < 0.001; 图2B), SSCDO-5接菌

处理(88.88 ± 3.73)%显著高于FDd1接菌处理(6.55 ± 
4.78)% (p < 0.001), 而不接菌MS和OMA处理没有

原球茎形成(图2B)。不同处理中, 仅SSCDO-5接菌

处理形成了幼苗(69.66 ± 5.80)%, 而其他3个处理 
 

 
 

图1  三种石斛在不同处理、不同时期种子萌发及原球茎和幼苗形成情况。A, 铁皮石斛种子和SSCDO-5菌株共生培养30天时

萌发的种子和形成的原球茎。B, 齿瓣石斛种子和FDd1菌株共生培养58天时形成的幼苗。C, 杂交石斛种子和FDd1菌株共生

培养68天时的幼苗情况。D, 杂交石斛种子和SSCDO-5菌株共生培养68天时的幼苗情况。 
Fig. 1  Seed germination, protocorm and seedling formation of three Dendrobium species under different treatments at different 
stages. A, Germinating seed and formed protocorm of D. officinale after 30 days incubation with SSCDO-5 strain. B, A seeding of D. 
devonianum after 58 days incubation with FDd1 strain. C, Seedings of hybrid after 68 days incubation with FDd1 strain. D, Seedings 
of hybrid after 68 days incubation with SSCDO-5 strain. 
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图2  三种石斛不同处理下种子萌发率(A、D、G)、原球茎形成率(B、E、H)和幼苗形成率(C、F、I)(平均值±标准误差)。柱

子上方不同小写字母表示同一阶段不同处理之间差异显著(α = 0.05)。OMA, 不接菌的燕麦琼脂培养基作为营养缺乏对照处理; 
MS, 不接菌的MS培养基作为营养丰富对照处理; SSCDO-5, 燕麦培养基上接种SSCDO-5菌株处理; FDd1, 燕麦培养基上接种

FDd1菌株处理菌的处理。 
Fig. 2  Percentage of seed germination (A, D, G), protocorm (B, E, H) and seedling (C, F, I) formation of different treatments in three 
Dendrobium species (mean ± SE). Different lowercase letters above the bars represent significant differences between different treat-
ments at the same stage (α = 0.05). OMA, oatmeal agar medium without fungal inoculation was used as nutrient-poor control treat-
ment; MS, MS medium without fungal inoculation was used as nutrient-rich control treatment; SSCDO-5, treatment of fungal inocu-
lation with SSCDO-5 strain on OMA medium; FDd1, treatment of fungal inoculation with FDd1 strain on OMA medium.  

 
在实验期间均未观察到有幼苗形成(图2C)。 
2.2.2  齿瓣石斛组 

共生培养58天时, 各处理间齿瓣石斛种子萌发

率具有显著差异(F = 14.912, p < 0.001; 图2D)。其中, 
不接菌OMA处理(69.49 ± 4.72)% (n = 26)、不接菌

MS处理(73.93 ± 4.40)% (n = 28)和FDd1接菌处理

(78.97 ± 5.76)% (n = 30)显著高于SSCDO-5接菌处

理(38.28 ± 4.53)% (n = 30; p < 0.001), 但三者间没

有显著性差异(p > 0.05; 表1)。 
不同处理间原球茎形成率具有显著差异

(Waldχ2 = 136.544, df = 3, p < 0.001; 图2E), 其中, 
FDd1接菌处理的原球茎形成率(65.17 ± 6.42)%显著

高于SSCDO-5接菌处理(35.48 ± 4.42)%和不接菌

MS处理(6.55 ± 3.41)% (p < 0.001), 而不接菌OMA
处理没有原球茎形成。 

四种处理中, 不接菌OMA处理没有幼苗形成, 
FDd1接菌处理的幼苗形成率为(43.68 ± 6.38)%, 显
著高于SSCDO-5接菌处理的(9.68 ± 2.42)%和不接

菌MS处理的(2.14 ± 1.12)% (p < 0.001; 图2F); 而后

两个处理间无显著性差异(p = 0.127; 表1)。 
2.2.3  杂交石斛组 

共生培养68天时, 各处理间杂交石斛种子萌发

率无显著差异(F = 0.569, p = 0.636; 表1)。不接菌

OMA处理、不接菌MS处理、SSCDO-5接菌处理和

FDd1接菌处理的种子萌发率分别为(73.03 ± 3.38)% 
(n = 24)、(74.23 ± 3.92)% (n = 29)、(76.72 ± 4.57)% 
(n = 28)和(80.04 ± 3.93)% (n = 27), 不同处理两两比

较没有显著差异(p > 0.05; 图2G)。 
不同处理间原球茎形成率具有显著差异(Waldχ2 

= 396.690, df = 3, p < 0.01; 图2H)。其中, 不接菌 
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表1  不同处理三种石斛种子萌发率、原球茎形成率和幼苗形成率的多重比较(均值差±标准误差) 
Table 1  Multiple comparisons on seed germination rate, protocorms formation rate and seedlings formation rate of different treatments for three Dendrobium 
species (mean ± SE) 
多重比较 
Multiple  
comparisons 

铁皮石斛  
D. officinale 

齿瓣石斛  
D. devonianum 

杂交种  
Hybrid 

  
种子萌发率 

Seed germina-
tion rate 

原球茎形成率 
Protocorms 

formation rate 

幼苗率 
Seedlings 

formation rate

种子萌发率
Seed germina-

tion rate 

原球茎形成率
Protocorms 

formation rate

幼苗率 
Seedlings 

formation rate

种子萌发率 
Seed germina-

tion rate 

原球茎形成率 
Protocorms 

formation rate 

幼苗率 
Seedlings 

formation rate

OMA-MS –0.139 3 ± 
0.058 2* 

0.000 0 ± 
0.042 7 

0.000 0 ± 
0.053 4 

–0.044 4 ± 
0.071 1 

–0.065 5 ± 
0.063 9 

–0.021 4 ± 
0.051 6 

–0.012 0 ± 
0.058 1 

–0.039 3 ± 
0.053 0 

–0.017 2 ± 
0.064 4 

OMA-SSCDO-5 –0.235 3 ± 
0.057 7*** 

–0.888 8 ± 
0.042 3*** 

–0.696 6 ± 
0.052 9*** 

0.312 1 ± 
0.069 5***

–0.354 8 ± 
0.062 4*** 

–0.096 8 ± 
0.050 4 

–0.036 9 ± 
0.058 1 

–0.704 0 ± 
0.053 0*** 

–0.221 3 ± 
0.064 4** 

OMA-FDd1 –0.242 3 ± 
0.058 2*** 

–0.065 5 ± 
0.042 7 

0.065 5 ± 
0.053 4 

–0.094 8 ± 
0.070 5 

–0.651 7 ± 
0.063 3*** 

–0.436 8 ± 
0.051 2*** 

–0.070 1 ± 
0.059 1 

–0.800 4 ± 
0.053 9*** 

–0.295 3 ± 
0.065 5*** 

MS-SSCDO-5 –0.096 0 ± 
0.058 2 

–0.888 8 ± 
0.042 7*** 

–0.696 6 ± 
0.053 4*** 

0.356 5 ± 
0.068 1***

–0.289 4 ± 
0.061 1*** 

–0.075 3 ± 
0.049 4 

–0.024 9 ± 
0.055 3 

–0.664 8 ± 
0.050 4*** 

–0.204 0 ± 
0.061 3** 

MS- FDd1 –0.102 9 ± 
0.058 7 

–0.006 6 ± 
0.043 1 

0.065 5 ± 
0.053 8 

–0.050 4 ± 
0.069 2 

–0.586 2 ± 
0.062 1*** 

–0.415 4 ± 
0.050 2*** 

–0.058 1 ± 
0.056 3 

–0.761 1 ± 
0.0513 4*** 

–0.278 0 ± 
0.062 4*** 

SSCDO-5- FDd1 –0.007 0 ± 
0.058 2 

0.823 3 ± 
0.042 7*** 

0.631 0 ± 
0.053 4*** 

–0.406 9 ± 
0.067 5*** 

–0.296 9 ± 
0.060 6*** 

–0.340 0 ± 
0.049 0*** 

–0.033 2 ± 
0.056 3 

–0.096 4 ± 
0.051 3 

–0.074 0 ± 
0.062 4 

OMA, 不接菌的燕麦琼脂培养基作为营养缺乏对照处理; MS, 不接菌的MS培养基作为营养丰富对照处理; SSCDO-5, 燕麦培养基上接种SSCDO-5菌
株处理; FDd1, 燕麦培养基上接种FDd1菌株处理菌的处理。 
OMA, oatmeal agar medium without fungal inoculation was used as nutrient-poor control treatment; MS, MS medium without fungal inoculation was used as 
nutrient-rich control treatment; SSCDO-5, treatment of fungal inoculation with SSCDO-5 strain on OMA medium; FDd1, treatment of fungal inoculation with 
FDd1 strain on OMA medium. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. 

 
OMA处理没有原球茎形成, FDd1接菌处理(80.04 ± 
3.93)%和SSCDO-5接菌处理(70.40 ± 5.18)%之间并

没有显著性差异(p = 0.06), 但均显著高于不接菌

MS处理(3.93 ± 2.73)% (p < 0.001; 表1)。 
不同处理间杂交石斛的幼苗形成率具有显著差

异(Waldχ2 = 32.085, df = 3, p < 0.001; 图2I)。FDd1
接菌处理 (29.53 ± 5.51)%和SSCDO-5接菌处理

(22.13 ± 6.62)%的幼苗形成率没有显著差异(p = 
0.236), 但均显著高于不接菌MS处理(1.72 ± 0.67)% 
(p < 0.001; 表1), 而不接菌OMA处理没有幼苗形成

(图2I)。 

3  讨论 

长期以来, 用于兰科植物种子共生萌发相关研

究的真菌多是从野生成年植株的根中分离和筛选获

得(Masuhara & Katsuya, 1994; Zelmer et al., 1996; 
Brundrett et al., 2003; Stewart & Kane, 2007; Non-
tachaiyapoom et al., 2010), 由于野生植株根中可能

存在作用未知的不同内生真菌, 得到的菌株往往是

随机的, 更为重要的是, 成年植株根中的真菌对种

子萌发是否有效并不确定(Zettler et al., 2005), 然而, 
很多研究结果都表明所获得的真菌能有效促进种子

萌发 , 这样的结果在很大程度上是由于采用了

Arditti (1967)的种子萌发标准, 即把种胚膨大并产

生根状物即视为种子萌发, 并没有关注真菌对后续

幼苗形成和发育的影响。而兰科植物在种子萌发后

都要经历或短或长的非光合作用阶段, 完全依靠真

菌提供有机碳(Rasmussen et al., 2015), 非亲和的真

菌或许能刺激种子萌发, 但并不能支持后续的幼苗

发育(Bidartondo & Read, 2008; Rasmussen et al., 
2015)。 

在我们对不同石斛属植物的研究中, 也得到了

相同的结果, 利用种子诱导技术从自然形成的原球

茎或幼苗分化初期分离得到的真菌, 在幼苗形成阶

段有着很强的专一性, 实验证明不同来源的真菌都

能促进种子萌发和原球茎形成, 但却不能有效促进

幼苗的形成和发育(Zi et al., 2014; Huang et al., 2018; 
Meng et al., 2019)。例如, 本研究所用的FDd1的菌株, 
在和齿瓣石斛种子共生培养50天时, 幼苗形成率为

(72.36 ± 11.7)%, 很多幼苗已经有根的发育, 但作

为对照处理的2种真菌, FDaI7和FCb4菌株, 分别为

硬叶兰(Cymbidium mannii)和兜唇石斛(D. aphyllum)
种子萌发的有效共生真菌(盛春玲等, 2012; Zi et al., 
2014), 虽然都能有效促进齿瓣石斛种子萌发和原

球茎的形成, 但FDaI7接菌处理的幼苗形成率仅为

(0.74 ± 1.7)%, 而FCb4接菌处理没有观察到幼苗; 
到了共生培养90天时, FDaI7接菌处理的幼苗形成

率为(23.59 ± 24.52)%, FCb4接菌处理的幼苗形成率
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为(9.08 ± 12.51)%, 而FDd1接菌处理的幼苗形成率

在共生培养50天时就已趋于饱和, FDd1真菌能快速

促进齿瓣石斛种子萌发并有效形成幼苗, 对于附生

兰科植物在自然条件下种群幼苗的成功建立至关重

要(Huang et al., 2018)。 
胶膜菌科真菌是兰科植物最主要的一种菌根真

菌类群, 也是很多石斛属植物种子萌发的有效共生

真菌(Liu et al., 2010; Dearnaley et al., 2012; Zi et al., 
2014; Huang et al., 2018), 瘤菌根菌属(Epulorhiza)
被 认 为 是 胶 膜 菌 属 (Tulasnella) 的 无 性 态 属

(anamorph/teleomorph pair; Dearnaley et al., 2012)。
本研究中, SSCDO-5菌株为胶膜菌属真菌, FDd1菌
株为瘤菌根菌属真菌, 能分别有效地促进铁皮石斛

和齿瓣石斛原球茎和幼苗形成, 在幼苗形成和发育

阶段表现出了很强的专一性(图2), 这和我们先前的

研究结果一致(Huang et al., 2018; Shao et al., unpub-
lished data), 而这种专一性的共生关系是如何形成

和维系的, 兰科植物种子和对应真菌是如何相互选

择和识别的, 其机制并不清楚。在对不同类群兰科

植物种子的非共生萌发研究中都发现, 未成熟的种

子比成熟的种子更容易萌发, 因为成熟种子的种皮

会导致种子透水性降低(Ramsay & Stewart, 1998; 
Yamazaki & Miyoshi, 2006; Lee, 2007; Kauth et al., 
2008; Long et al., 2010), 而在本研究和我们先前的

研究中都发现, 与作为对照的营养丰富培养基处理

相比较, 在亲和真菌的接菌处理中, 幼苗形成所需

要的时间显著较短, 同时具有显著高的幼苗形成率

(Zhou & Gao, 2016), 这是否也暗示种子的种皮结构

和真菌建立了特定的信号传导和识别机制, 一方面

使得亲和的真菌能快速侵染种子, 促进种子萌发和

幼苗形成, 另一方面可以防止不亲和真菌的侵染? 
本研究中, 杂交种子的父母本之一为铁皮石斛, 

SSCDO-5菌株和FDd1菌株都能有效地促进杂交石

斛原球茎和幼苗的形成, 虽然两者之间无显著差异

(图2), 但来源于铁皮石斛的SSCDO-5菌株不但没有

表现出优势, 反而在杂交石斛幼苗形成率上低于来

源于齿瓣石斛的FDd1菌株 (SSCDO-5: (22.13 ± 
6.62)%; FDd1: (29.53 ± 5.51)%)。对本研究而言, 
SSCDO-5菌株和铁皮石斛在幼苗形成和发育阶段

的专一性并没有在杂交后代上得到遗传或表现, 或
者说是杂交打破了这种专一性的共生关系, 使得杂

交后代能够和不同的真菌建立新的共生关系。这一

结果不支持我们关于共生真菌专一性是石斛属植物

杂交后代形成的重要限制因素的假设, 但也可以推

测兰科植物和真菌的共生关系是在适应特定生态环

境的过程中形成和建立的。Stimart和Ascher (1981)
在兜兰属(Paphiopedilum)植物种子的非共生萌发研

究中发现, 杂交后代种子普遍比原生种种子更容易

萌发, 说明杂交改变了种子的种皮结构, 如果真菌

和种子的专一性共生关系建立在特定的种皮结构上, 
那么能很好地解释本研究的结果, 即杂交后代的种

子能和更广泛的真菌建立共生关系。Hollick等(2005)
的研究结果表明, Caladenia属的5个自然杂交种能

够利用亲本的真菌, 同时能和完全不同的真菌建立

共生关系, 他们认为兰科植物和真菌共生的关系是

生态和潜在的专一性，本研究结果与之相似。Schatz
等(2010)在对红门兰属植物的研究中发现, 杂交后

代和父母本有着相似的菌根真菌组成, 但菌根真菌

对杂交后代的侵染率更高, 从而提高了营养生长和

增强了花气味的产生, 说明杂交后代更容易和真菌

建立共生关系。对热带附生兰菌根真菌网络结构的

研究也表明, 菌根真菌的组成和兰科植物的系统发

育关系没有显著相关性, 主要受附生性的影响, 也
就是生态因素决定了菌根真菌的群落组成(Martos 
et al., 2012)。 

在兰科植物种子萌发阶段和真菌共生关系的研

究上, 目前仍然还处于真菌对种子萌发效应的表象

观察, 本研究也不例外, 所得到的结果是否具有普

遍性还不清楚, 需要开展更多的案例研究, 同时, 
从分子和生理上对这种共生关系的形成、进化、生

态适应及生理机制等方面开展深入研究, 相信能给

我们带来新的认识。 
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