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多花兰种子无菌萌发及离体快繁研究

唐凤鸾1，江海涛2，赵志国1，付传明1，石云平1，黄宁珍1。
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摘要：以多花兰种子为材料，研究了无机盐浓度、植物生长调节剂和光照条件对多花兰种子非共生萌发的

影响，在此基础上，通过研究原球茎增殖和分化、芽苗壮苗和生根的培养基配方及培养条件，建立多花兰组培

快繁技术体系。结果表明：多花兰种子萌发培养基为1／6 MS十NAA o．5 mg·L一1+6一BA 2．o mg·L。1+马

铃薯泥50 g·L一1+Ac 1．o g·L～，光照度为1．25肛m01·m。2·s～，萌发率63．6％；原球茎增殖继代培养基为

1／4 MS+6一BA2．O mg·L—l+NAA o．5 mg·L 1+AC 1 g·L一1+PE 200 g·L～，繁殖倍数6．5倍／60 d，芽分

化率60。2％；再生芽分化培养基为1／4 Ms十6一BA 2．o mg·L一1+NAA O．2 mg·L_1+AC 1 g·L。1+PE 200

g·L～，繁殖倍数4．o倍／60 d，芽分化率85．o％；芽苗壮苗和生根培养基为1／6 Ms+6一BA 3．o mg·L。1+

NAA 1．o mg·L一1+AC l g·L 1+蔗糖20 g·L一1+PE 200 g·L 1和1／4 MS+6一BA 2．o mg·L一1+NAA

1．2 mg·L一1+AC 1 g·L。1十蔗糖20 g·L一1+PE 200 g·L～，生根率达100％，生根苗移栽成活率90％。此

技术可用于多花兰种苗繁育和种质资源保护。
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light—intenSity of culture was 1．25“mo卜m一2·s_1；the seed germination rate was 63．6％．The optimal medium for sub—

culture for protocorm multiplication was 1／4 MS+6一BA2．O mg·L-1+NAA O．5 mg·L_1+AC 1．O g·L-1+PE 200 g

·L_1；the pmliferation coefficient was 6．5／60 d；the bud redifferentiation rate was 60．2％．The optirnal medium for bud

redifferentiation was 1／4 MS+6一BA2．O r119·L-1+NAA O．2 mg·L_1+AC 1．O g·L_1+PE 200 g·L^1；the pmlifera一
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tion∞efficiem was 4．o／60 d；the bud redifferemiation rate、Ⅳas 85．o％．The optimal medium for strong seedlings and

r∞ting、Ⅳere l／6 MS+6一BA 3．O mg·L_1+NAA 1．O mg·L_1+AC 1．0 g·L1十cane sugar 20 g·L1+PE 200 g‘

L-1 and 1／4 MS十6一BA 2．O mg·L_1+NAA 1．2 mg·L-1+AC 1．O g·L-1+cane sugar 20 g·L-1+PE 200 g·L_1，re—

spectively．The rOoting percentage was 100％，and transplantsur啊val rate reached 90％．This techn0109y could be used

to seedling bree血培and geHm plasm protection of C．∥o“玩蒯乱m．

Key words：C∥ori锄蒯“m；pmtocom；proliferation and differentiation；salt concentration；plant gm、】lrth regulator

多花兰(Cym6idi“m．∥ori6M咒d“m)为兰科兰属

附生类植物，属《濒危野生动植物种国际贸易公约》

附录Ⅱ物种，为我国二级保护植物。多花兰主要分

布于云南、广西、广东、福建等我国长江以南各省；生

于海拔100～3 300 m的林中、林缘树上，或沿溪谷

岩壁上。其叶带型革质、具有光泽，抗旱防寒力强；

花带香气，花期较长，花色繁丽多姿，具有较高的观

赏价值，是较理想的盆栽花卉之一(中国科学院中国

植物志编辑委员会，2006)。

多花兰在株型、花朵数以及花色等方面均有丰

富的变异，适应性广，在新品种培育中具有重要应用

价值(卢思聪等，2005)。据国际兰花新品种登录机

构“RHS Orchid Register”的资料显示，以多花兰作

为亲本的第1代杂交组合已达249个。一些热销大

花蕙兰品种是由多花兰与其它品种经过不断地杂交

培育而成(Li等，2007)。目前，国内对多花兰种子

非共生萌发和组培快繁技术研究不多(丁长春等，

2011；吴梅，2006)。为此，本文通过对非共生萌发培

养基中的无机盐含量、植物生长调节剂及光照等培养

条件的研究，探讨影响多花兰种子非共生萌发的因

素，建立多花兰种子非共生萌发技术体系；并在此基

础上，通过研究筛选原球茎增殖和分化、芽苗壮苗和

生根培养基配方及培养条件，建立多花兰组培快繁

技术体系。研究结果为多花兰种质资源保护和种苗

繁育提供技术支撑。

1 材料与方法

1．1材料

多花兰(Cym6idi“m厂zo“6“咒d“m)种子，采自

广西植物研究所兰科植物种质园。

1．2方法

1．2．1外植体消毒及接种将采集的蒴果用自来水

冲洗干净，于无菌操作台上先用75％的酒精浸泡2

min，后用o．1％HgCl：液消毒15 min，无菌水冲洗

3次，滤干果皮表面水份，划破果皮将种子均匀撒在

培养基上。

1．2．2多花兰种子非共生萌发 (1)培养基：以MS、

1／2MS、1／4MS、1／6MS为基本培养基，添加不同浓

度的植物生长调节剂NAA(0．1、o．5、1．o)mg·

L、6一BA(0．5、1．o、2．o)mg·L，附加20 g·L-1的

蔗糖、5．5 g·L。1的琼脂、50 g·L。马铃薯泥，pH值

为5．4。(2)培养条件：播种后在温度(26±2)℃、光

照时间12 h·d。日光灯下培养，光照强度分别为25

umol·m一2·s～、12．5肚m01·m 2·s～、6．25肛mol·

m一2·s、1．25“mol·m。2·s、0肚mol·m一2·s。

(3)种子萌发统计：播种120 d后，每处理随机抽取3

瓶，统计种子萌发数量并计算萌发率。由于多花兰

种子非常小，为了准确计数，先向培养瓶内加50 mL

水稀释成悬浮液，混合均匀后吸取1～5 mL，铺在白

布和黑布上进行计数。

1．2．3多花兰原球茎增殖、分化、壮苗和生根培养

(1)培养基：以MS、1／2MS、1／4MS、1／6MS为基本

培养基。(2)根据实验目的添加不同种类和浓度的

植物生长调节剂为NAA 0．2、o．5、o．8、1．o、1．2、

1．6 mg·L～；6一BA 1．0、2．0、3．0、4．O、8．0 mg·

L_1；IBA O．5 mg·L～；IAA O．5 mg·L～；KT 1．0

mg·L～；TDZ 0．2 mg·L～；T—ZT 0．05 mg·L；

附加AC 1 g·L，蔗糖20 g·L～，琼脂5．5 g·L，

及200 g·L。的PE(马铃薯水煮液)、椰汁、香蕉或

2．0 g·L。1的ACH(酸水解酪蛋白)、PT(蛋白胨)；

pH5．4(表3～5)。(3)培养条件：接种后在温度(28

±2)℃、光照时间12 h·d～、光照强度25肛m01．

m1·s。1的培养室中培养。(4)结果观测和统计：培

养50～60 d后，每处理随机抽取3瓶，观测增殖系

数、芽分化率、根分化率、苗高、苗形态等参数。综合

各项参数，筛选适合多花兰原球茎增殖、芽分化、芽

苗壮苗及生根的培养基配方。

1．2．4多花兰试管苗移栽将长好根的试管苗炼苗

2～3 d，洗净根际培养基，用500倍甲基托布津溶液

浸沾1～2 min，晾干后移栽至由碎火砖块和腐质土

按1：1混拌制成的移栽基质上，在75％荫蔽度的

大棚中培养，40～50 d统计成活率。
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发所需时间较长，从播种到胚开始转绿需要90 d。

2 结果与分析 种子在培养基上先膨大形成无色透明的圆球形，然

后发育成白色胚，在12．5且m01．m-2·s’1光照的刺

2．1多花兰种子非共生萌发条件研究 激下，胚颜色逐渐加深，呈淡黄绿色，后继续生长膨

2．1．1多花兰种子萌发及生长特性 多花兰种子萌 大，形成绿色的原球茎，培养120 d时在部份原球茎

图1 多花兰种子的萌发过程 A．白色的球形胚；B．淡黄绿色的原球茎；c．绿色的原球茎。

Fig．1 Germinated process of C．∥ori6“，2d仪m seeds A．white and round

embryos；B．pistachio protocorms；C．green protocorms．

基部可观察到纤细白色绒毛。

2．1．2不同盐浓度对多花兰种子无菌萌发的影响

在含盐量不同的培养基中添加0．1 mg·L_1 NAA、

0．5 mg·L_1 BA，研究无机盐浓度对多花兰种子无

菌萌子的影响(表1)。表1结果表明不同无机盐浓

度对多花兰种子萌发影响较大，萌发率差异显著(P

<o．05)，在一定范围内种子萌发率随盐浓度的降低

而升高，其中1／6MS培养基上种子的萌发率达

(46．30±9．28)％，较1／2Ms培养基提高2倍，且原

球茎生长快质量好；而MS与1／2MS培养基上种子

的萌发效果相当，萌发率均较低，这说明高盐浓度的

培养基不利于多花兰种子的萌发。

表l不同盐浓度对种子萌发的影响

Table 1 Effects of different salt concentrations

on seed germination of C．，ZDri6“挖dM研

盐浓度SaIt concentration 萌发率Germination rate(％)

MS

1／2MS

1／4MS

1／6MS

22．17土1．620

18．90±3．040

35．78士4．53b

46．30土9．288

2．1．3 NAA、6一BA对多花兰种子无菌萌发的影响

在1／6MS中添加不同浓度的NAA、6一BA，研究植

物生长调节剂对多花兰种子萌发的影响(表2)。表

2结果表明NAA、BA的使用浓度对多花兰种子萌

发影响也较大，其中低浓度的NAA不利于种子萌

发，当浓度达到o．5 mg·L1时，能显著提高萌发

率；此外多花兰种子萌发率随6一BA浓度的升高而

增加，当浓度为2．O mg·L。1时萌发率可达(63．56

±5．98)％，但与1．o mg·L_1 6一BA浓度处理的差异

不显著，为了减少高浓度植物生长调节剂导致植物

材料产生变异，可适当选用较低浓度。

表2 不同浓度NAA和6-BA对多花兰种子萌发的影响

Table 2 Effects of different concentrations of NAA

and 6一BA on seed germination of C．厂￡ori6“行d乱打z

生长调节剂种类 生长调节剂用量 萌发率(％)
Growth Dosage of growth Germination

regulator regulator(mg·L一1) rate

2．1．4不同光照强度对多花兰种子萌发的影响 灭

菌后的多花兰种子接种于1／6MS+o．5 mg·L1

NAA+2．o mg·L‘1 6一BA培养基上，在不同的光照

强度下培养。结果表明：光照强度对多花兰种子的

萌发率有显著影响(F一2．781，P<0．05)，在25

“m01．m‘2·s‘1光强下培养的种子不发芽；当光强

为12．5灶m01．m-2·s。1时部分种子能萌发，但萌发

速度慢且萌发率低，仅为(16．75±2．47)％；当光强
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为6．25“m01·m七·s。1时，萌发率迅速上升到

(33．91±6．28)％，增加约1倍；1．25“m01·m‘2·

s。1光强最有利于多花兰种子萌发，发芽率高达

(55．60±9．20)％，且萌发速度快(图2)。

2．2多花兰原球茎继代增殖和分化培养条件研究

2．2．1无机盐浓度对多花兰原球茎增殖和分化的影

响 表3结果表明在MS、1／2MS、1／4MS、1／6MS

四种不同盐浓度的培养基中，以1／4MS对多花兰原

球茎的繁殖和芽分化最好，而且芽苗的长势好，粗壮

整齐。说明低盐浓度有利于多花兰原球茎的增殖、

分化和生长。

2．2．2细胞分裂素对多花兰原球茎增殖和分化的影

响 表3结果显示，在A(A1～A4)、B(B1～B4)、

0 1．25 6．25 1 2．5 25

光照强度Light intensity(umoI．m-2·s1)

图2光照强度对种子萌发的影响

Fig．2 Effects of light intensity on seed

germination of C．／?ori6“行d“m

表3 无机盐、6一BA和NAA浓度对多花兰原球茎增殖和分化的影响
nble 3 Effects of concentrations of salt，NAA and 6一BA on protocorm pr01iferation and differentiation of C．∥o以施行d“m

恭恐}。m≯A-㈨g耸。，P鬟誊n纂熬：篡徽警’墨黧P嚣。
1．5 g

2．O f

2．O f

2．0 f

2．O f

2．5 e

4．0 o

3．5 cd

5．O i 3．o 2．5 黄、中 差

5．O i 3．2 1．O 绿、中 差

15．O h 8．o 2．o 绿、中 中上

15．O h 7．o 2．O 绿、中 中上

71．6 b 29．8 2．o 黄、细 差

72．o b 30．O 1．8 黄、细 差

85．O a 80．o 2．5 绿、齐 优 芽分化

64．O c 24．O 1．5 绿、齐 中上

43．2 e 18．2 o．8 黄、中 差

50．o d 18．o 1．8 绿、中 中

60．2 c 26．o 1．9 绿、壮 优 球茎增殖

53．5 d 63．5 1．8 绿、壮 中上

29．6 g 8．5 o．9 绿、中 中

67．5 bc 60．3 1．5 绿、壮 优 球茎增殖

62．7 c 33．9 1．8 绿、中 中

70．2 b 68．4 2．5 绿、壮、齐 优 壮苗培养

38．9 f 29．5 1．5 绿、壮、齐 优 壮苗培养

43．8 e 43．8 2．o 绿、壮、齐中上

C(C1～C4)三组不同培养基中，从原球茎的繁殖倍

数、芽和根的分化率、芽苗的高度和长势上看，6一BA

2．o mg·L。1显著优于6一BA 1．o mg·L。1培养基表

明，在一定范围内较高的6一BA水平(2．o mg·L-1)

更利于多花兰原球茎的增殖、分化和生长。D组

(D1～D3)和E组(E1～E3)，在6一BA浓度为2．o～

4．o mg·L。1时，多花兰原球茎繁殖倍数相对较高，

由原球茎分化成的芽苗粗壮、整齐，长势也相对较

好。以细胞分裂素KT、TDZ、T—ZT代替C3号培养

基中的6一BA进行实验，结果发现对多花兰原球茎

的繁殖、分化和生长，KT稍好于6一BA，6一BA则明

显好于TDZ和T—ZT。综合增殖倍数、芽的分化率、

芽苗生长情况及药品成本等因素，这说明多花兰原

球茎增殖和分化培养基中的细胞分裂素以6一BA为

好，使用浓度2．o～4．o mg·L～。

2．2．3生长素对多花兰原球茎增殖和分化的影响

A、B、C三组实验结果(表3)表明，NAA对多花兰

原球茎增殖和分化的影响方式与6一BA有所不同。

低浓度的NAA(o．2 mg·L。)利于多花兰原球茎分

化成苗，在NAA浓度较低(o．2 mg·L。1)的B组实

验中，原球茎分化芽的效率普遍较高，为64．o～

85．o％；NAA浓度提高至o．5 mg·L。1(C组)，原球
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茎分化芽的效率降低，繁殖倍数则提高，最高达6．5

倍／60 d。D组和E组试验也证明了这一结果。而

以同样浓度的IAA或IBA代替C3号培养基中的

NAA，多花兰原球茎的繁殖系数和芽分化率显著降

低，苗的长势也明显变差。因此利于多花兰原球茎

增殖和分化的生长素种类为NAA，使用浓度o．2～

表4有机添加物对多花兰原球茎增殖和分化的影响

Table 4 Effects of organic additives on protocorm proliferation and differentiation of C．／Zori6“咒d“研

嫱县 有机添加物 繁殖倍数 芽分化率(％) 根分化率(％) 苗高度 苗形态 评价

夏五 organic additiVes Proliferation Rate 0f bud Rate ofroot seedling height shape of i：=P
(g·L，1) muItlple dlf±erentlatlOn dltterentlatlOn (cmJ seedIlng

F1

F2

F3

F4

椰汁200

香蕉200

ACH 2

PT 2

2．O c

2．O c

O d

O d

58．9a

42．9c

O d

O d

细、弱

细、弱

死亡

死亡

差

差

极差

极差

C3 PE 200 6．5 b 60．2a 26．o 1．9 绿、壮 优

注：各培养基的基础配方为1／4MS+6一BA 2．0 mg·L一1+NAA o．5 mg·L一1+AC 1 g·L_1+蔗糖20 g·L_1，培养天数60 d。

Note：Media components in the table are 1／4MS+6一BA 2．O mg·L一1+NAA O．5 mg·L|1+AC 1 g·L。1+sucrose 20 g·L_1，and incubation

time was 60 d．

表5不同培养基对多花兰壮苗及生根的影响

Table 5 Effects of different media on seedlings growing and rooting of C．／lori6“以d“m

D1 1／4 MS 2．O 1．O 1．O d 3．5 100 绿、中 中

D2 l／4 MS 4．O 1．o 1．2 c 3．O 100 绿、壮、齐 优

D3 1／4 MS 8．O 1．O 1．4 b 2．7 100 绿、壮 中上

E1 1／4 MS 2．O O．8 1．2 c 3．O 100 绿、壮、齐 优

E2 1／4 MS 2．O 1．2 1．4 b 3．O 100 绿、壮、齐 优 壮苗及生根

E3 1／4 MS 2．o 1．6 1．2 c 3．o 100 绿、壮 中上

G1 1／6 MS 1．o 1．o 1．o d 3．O 100 绿、壮 中上

G2 1／6 MS 2．o 1．o 1．2 c 3．O 100 绿、壮 中上

G3 1／6 MS 3．o ‘1．o 1．7 a 3．o 100 绿、壮、齐 优 壮苗及生根

注：培养基中的其它添加物为Ac 1 g·L、蔗糖20 g·L～、PE 200 g·L，培养50 d。

Note：0ther additive media of components in the table are AC 1 g·L 、sucrose 20 g·L_1、PE 200 g·L～，and incubation time is 50 d．

0．5 mg·L～。

2．2．4有机添加物对多花兰原球茎增殖和分化的影

响 1／4MS+6一BA2．O mg·L‘1+NAA O．5 mg·

L。1+AC 1．0 g·L1为基础培养基，研究不同有机添

加物对多花兰原球茎增殖和分化的影响(表4)。表

4结果表明，对多花兰原球茎增殖、分化和生长最好

的有机添加物为PE，原球茎增殖率和芽分化率均较

高，分化形成的芽苗较壮；椰汁和香蕉为其次，增殖

率和分化率中等，分化形成的芽苗高但细弱；最差的

为ACH和PT，培养过程中原球茎大半死亡。因此

利于多花兰原球茎增殖、分化和生长的有机添加物

为PE，使用浓度200 g·L～。

综合表3和表4的结果，多花兰原球茎的增殖

培养基为1／4 MS+6一BA2．o mg·L1+NAA O．5

mg·L_1+AC 1．o g·L1+PE 200 g·L～，繁殖倍

数6．5倍／60 d，芽的分化率60．2％；原球茎分化成

芽的培养基为1／4 MS+6一BA2．o mg·L。1+NAA

O．2 mg·L。1+AC 1．O g·L-1+PE 200 g·L，繁

殖倍数4．o倍／60 d，芽分化率85．o％。

2．3多花兰壮苗和生根培养研究

以多花兰小芽苗为材料，进行壮苗和生根培养，

50 d后的结果见表5。从苗的长势、整体形态及繁

殖倍数看，G3和E2培养基整体表现较好。因此培

养基(1／6MS+6一BA 3．0 mg·L1+NAA 1．O mg·

L。1+AC 1．0 g·L1+PE 200 g·L‘1和1／4MS+6一

BA 2．O mg·L。1+NAA 1．2 mg·L·+AC 1．O g·

L。1+PE 200 g·L1)可用于多花兰芽苗的壮苗和生

根培养。

2．4多花兰组培苗的移栽

当生根苗长至3～5 cm、叶片3～4片时，打开
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培养瓶盖，在室内通风处练苗2～3 d；后将生根苗取

出洗净培养基，用500倍甲基托布津溶液浸沾根部

并晾干，再移栽到碎火砖块：腐质土1：1的基质

上，在75％荫蔽度的大棚中培养，50 d后统计，成活

率达90％。多花兰原球茎增殖、分化、壮苗、生根及

移栽结果见图3。

图3 多花兰离体快繁过程 A．原球茎增殖与分化；B，c．原球茎分化成芽；D．壮苗生根；E．生根苗；F．移栽苗。

Fig．3 Process of in vitro culture and rapid propagation of C．∥ori6“咒d“m A．cuIture for proliferation and differentiation of

protocorm；B，C．Buds differentiation from protocorm；D．Culture for strong and rooting seedlings；E．Rooting seedlings；F．P1antlets trans—

planted．

3 结论与讨论

兰科植物种子萌发对光照具有特殊要求，且具

有种的特异性(Rasmussen，1995)。有些兰花种子

的萌发受光抑制(Stewart&Kane，2006)，有些则

被光促进(Whitlow，1996)，还有一些不受光影响

(Takahashi等，2000)。本研究结果表明，强光抑制

多花兰种子萌发，弱光则提高其萌发率并缩短萌发

时间。这与文慧婷等(2008)对香草兰、姚丽娟等

(2004)对蝴蝶兰的研究结果相似。此外还发现，多

花兰萌发后增加光照强度，可促进类原球茎向原球

茎转化。

无机盐浓度对兰科植物种子萌发影响较大。本

研究结果显示，低无机盐浓度更利于多花兰种子萌

发，如在MS培养基中萌发率仅(22．17±1．62)％，

而1／6MS培养基为(46．30±9．28)％，且萌发所需

时间短，原球茎的质量好。这与丁长春等(2011)对

多花兰和孙崇波等(2008)对蕙兰(C．．心6P一)等研究

结果相似。通过研究我们还发现，低无机盐浓度同

样利于多花兰原球茎增殖、分化、壮苗及生根等整个

离体培养过程。但也有相反的实验结果，如余慧琳

等(2009)研究发现，MS和1／2MS比1／4Ms更利

于蝴蝶兰种子的萌发。因此无机盐浓度对兰科植物

种子萌发和离体快繁的影响，要根据具体的物种区

别对待。

植物生长调节剂可以代替植物激素，通过成分

和浓度的变化，调控植物细胞分裂、分化和脱分化、

种子萌发、器官发生和形成等一系列生长发育过程。

本研究发现，在培养基中添加合适浓度的6一BA(2．O

mg·L‘1)和NAA(o．5 mg·L-1)可有效提高多花兰

种子的萌发率。在多花兰原球茎增殖和分化阶段，

相对较高的6一BA浓度(2．o～4．o mg·L．1)更利于

原球茎的增殖、分化和生长；而NAA的作用则不
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同，低浓度(o．2 mg·L。1)利于原球茎分化成苗；中

等浓度(o．5 mg·L。1)利于提高繁殖倍数；高浓度

(1．o～1．2 mg·L。1)则利于壮苗和生根。在其它兰

科植物的同类研究中，Shiau等(2005)发现，NAA

能促进血叶兰(H口P优nri口discozor ui乜)原球茎的诱

导，并有益于幼苗生长；余迪求等(1996)发现，高浓

度的NAA(2．o mg·L‘1)可使建兰种子萌发率高达

92．30％。但也有相反的观点和实验结果，如Van

waes(1984)认为，生长素对陆生兰种子萌发的作用

不大。这些结果显示，植物生长调节剂对兰花种子

萌发和生长发育的生理作用具有种的特异性(Ar—

ditti&Ernst，1984)；其作用效果还因发育阶段不

同而不同，如6一BA能促进沼兰种子萌发，但抑制原

球茎的形成(Miyoshi&Mii，1995)。这可能与不同

的兰科植物种子，其内源激素种类和含量存在差异

有关。
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