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兰属植物珍珠矮试管开花技术研究

付双彬, 杨燕萍, 应 震, 高绪勇, 周 庄

(浙江省农业科学院/浙江省亚热带作物研究所, 浙江 温州325005)

摘 要:为了保护和开发利用兰花新种珍珠矮,加快育种进程,本研究通过根状茎直接和再生植株间接的方式来诱导试

管开花。结果表明,在含有1mg/L6-BA,30g/L蔗糖以及2g/L蛋白胨的调整 MS培养基(165mg/LNH4NO3、380
mg/LKNO3 和850mg/LKH2PO4)上直接诱导根状茎获得的正常试管花数量最高,平均为2.6个。含有3mg/L6-BA、

1mg/LNAA和100mL/L椰汁的 MS或1/2MS培养基最适宜珍珠矮根状茎再生;在含有3mg/L6-BA和20g/L蔗糖

的 MS培养基间接诱导再生植株获得试管花数量最高,平均为0.8个。
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StudyoninVitroFloweringTechnologyofCymbidium
PlantCymbidiumnanulum

FUShuangbin,YANGYanping,YINGZhen,GAOXuyong,ZHOUZhuang
(ZhejiangAcademyofAgriculturalSciences,ZhejiangInstituteofSubtropical

Crops,WenzhouZhejiang325005,China)

Abstract:Inordertoprotect,developandutilizethenewCymbidiumplantCymbidiumnanulumand
acceleratethebreedingprocess,thisstudyinducedinvitrofloweringbydirectrhizomesandindirect
regeneratedplants.Theresultsshowedthatthehighestnumberofnormalflowerswereobtainedby
directinductionontheadjustedMSmediumcontaining1mg/L6-BA,30g/Lsucroseand2g/Lpep-
tone(165mg/LNH4NO3,380mg/LKNO3and850mg/LKH2PO4),withanaverageof2.6.MSor
1/2MSmediumcontaining3mg/L6-BA,1mg/LNAAand100mL/Lcoconutwaterwasthemost
suitablemediumforregenerationofCymbidiumnanulumrhizomes.InMSmediumcontaining3mg/

L6-BAand20g/Lsucrose,thenumberofflowersobtainedbyindirectinductionwasthehighest,

withanaverageof0.8.
Keywords: orchid;Cymbidiumnanulum;rhizomes;regeneratedseedings;invitroflowering

  兰花是最大的开花植物之一,以其独特的花形和

迷人的色彩而闻名[1]。作为兰属植物中的一个新

种[2],珍珠矮(Cymbidiumnanulum Y.S.WuetS.C.
Chen)花色多变,香气纯正,具有很高的观赏价值。然

而,由于其体型矮小、分布区域受限、野生资源有限等

原因[3],与同属的其他种相比,一直未被重视。

作为开花植物,花是其价值的关键组成部分,但兰

花幼苗期长、开花前生长期长,一定程度上阻碍了兰花

花器官相关的研究及其价值的挖掘。而基于组织培养

的试管开花技术,可在6个月内获得开花植株,缩短了

时间、降低了成本,同时也优化了兰花育种所需的空

间,这对于兰花育种有很大的帮助[4]。目前建兰与寒
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兰杂 交 种[5]、五 唇 兰 和 蝴 蝶 兰 杂 交 种 ×Doriella
Tiny[6]、Cymbidiumensifoliumvar.misericors[7]和石

斛[8-10]等都获得了试管花,方法包括调整培养基、植物

生长调节剂(Plantgrowthregulators,PGRs)、光周

期、温度和其他条件等[4]。然而,在上述研究中,所选

材料多为试管苗,这对以根状茎为繁殖体,并长期处于

此状态[11]的兰属植物而言,效率并不高。因此,选用

根状茎作为材料,直接诱导试管开花来提高效率是有

重要意义的。
本研究以根状茎和根状茎产生的再生植株为材

料,通过调节 MS培养基中氮(NH4NO3、KNO3)、磷
含量(KH2PO4),添加不同浓度的6-BA、TDZ添加物

以及调整蔗糖浓度来诱导产生试管花,以期建立珍珠

矮的试管开花体系,为兰属植物的保护和开发利用提

供新的方法。

1 材料与方法

1.1 材 料

外植体选用种子无菌播种产生的根状茎,已增殖

继代5年。

1.2 方 法

1.2.1 根状茎直接诱导试管开花

以正常含量的 MS(NH4NO31650mg/L、KNO3
1900mg/L和 KH2PO4170mg/L)[12],添加20g/L
的蔗糖和7g/L的琼脂作为基础(对照)培养基,在此

基础上依次调整培养基内植物生长调节剂种类和浓度

(表1)、培养基内 NH4NO3、KNO3 和 KH2PO4 的含

量(表2)以及蔗糖含量、添加物种类(表3)。先前的

最优值应用到下一步中,即逐步找到每个最优参数。
每个组培瓶内接种5个根状茎,3瓶作为1个重复,重
复5次。各试验在2个月后统计芽数量,8个月后统

计正常花数。
表1 植物生长调节剂试验设计

Table1 Plantgrowthregulatortestarrangement

编号 6-BA/
(mg/L)

TDZ/
(mg/L)

NAA/
(mg/L)

P1

P2 1 0.1

P3 1

P4 3

P5 5

P6 10

P7 0.1

P8 0.5

P9 1.0

P10 0.1 0.1

表2 营养试验设计

Table2 Nutritiontestarrangement

编号 NH4NO3/
(mg/L)

KNO3/
(mg/L)

KH2PO4/
(mg/L)

N1 1650 1900 170

N2 330 380 850

N3 330 380 1700

N4 165 380 850

N5 165 190 850

N6 0 190 850

表3 蔗糖和添加物试验设计

Table3 Sucroseandadditivestestarrangement

编号 蔗糖/(g/L) 椰汁/(mL/L) 蛋白胨/(g/L)

S1 50

S2 40

S3 30

S4 30 100

S5 30 2

S6 20

1.2.2 再生植株诱导试管花

植株再生:将根状茎切成约1cm的小段,接种在

不同的培养基上培养(表4)。各培养基均添加了20
g/L的蔗糖和7g/L的琼脂。每个组培瓶内接种6个

根状茎,3瓶作为1个重复,并重复5次。各试验在2
个月后统计芽数量,6个月后统计再生植株数。

表4 珍珠矮根状茎再生培养基

Table4 Cymbidiumnanulumrhizomeregenerationmedia

编号 培养基 TDZ/
(mg/L)

6-BA/
(mg/L)

NAA/
(mg/L)

椰汁/
(mL/L)

蛋白胨/
(g/L)

R1 MS 3 1.0

R2 MS 3 1.0 2

R3 MS 3 1.0 100

R4 MS 2 0.1 100

R5 1/2MS 3 1.0 100

R6 1/2MS 2 0.1 100

R7 MS 0.1

R8 MS 0.1 2

R9 MS 0.1 100

R10 MS 1.0 100

R11 1/2MS 0.1 100

R12 1/2MS 1.0 100

  再生植株诱导试管花:以再生植株为材料,按照直

接诱导试管花的途径进行,每瓶内接种1株植株,重复

5次。各试验在2个月后统计芽数量,6个月后统计正

常花数。
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注:A为包含不同植物生长调节剂的培养基上诱导产生的芽数量和正常花数量,标签为最大值;

B为P2培养基上诱导产生的试管花;

C为包含不同6-BA、TDZ和不同营养的培养基上诱导产生的芽数量和正常花数量;

D为N4培养基上诱导产生的畸形试管花;

E为包含不同蔗糖和添加物的培养基上诱导产生的芽数量和正常花数量;

F为正常的试管花;

相同字母表示差异不显著,不同字母表示差异显著。下同。

图1 根状茎直接诱导试管花

Fig.1 Directinductionofinvitrofloweringbyrhizomes

2 数据统计与分析

所有数据处理、分析均采用R语言进行,方差分

析应用OnewayANOVA(参数)和Kruskal-Wallis检

验(非参数),多重比较采用LSD法(参数)和Nemenyi
检验(非参数)。绘图采用 OriginPro2023bLearning
edition(Originlab,USA)软件。

3 结 果

3.1 直接途径

3.1.1不同类型植物生长调节剂和含量对试管开花的

影响

  除对照外(P1),当培养基中只添加6-BA或TDZ,
或同时添加0.1mg/LNAA时,同增殖培养基相似,
根状茎先分化成叶芽,而后分化再生成植株,不同处理

间的芽的诱导数量差异不显著(图1A)。不更换培养基

继续培养,8个月后可以观察到少部分植株有花产生,

但几乎所有的花都是不正常的(图1B),只有在P2(含有

1mg/L6-BA)培养基上观察到有正常的花产生。

3.1.2 不同营养对试管开花的影响

与对照培养基(N1)相比,通过减少氮的含量和增

加磷的含量,芽数量有显著的增加,并且此时诱导的芽

几乎都为花芽,正常开花数也有较大提高(图1C)。而

去除氨态氮(NH4NO3),花芽数和正常花的数量都会

减少。与6-BA相比,虽然含有TDZ的培养基上诱导

产生的花芽数量更多,但在所有含有TDZ的培养基上

培养的根状茎均未有正常花的出现(图1D)。因此,在
随后的试验中不再添加TDZ。依据正常花产生数量

的结果显示,在添加有1mg/L6-BA的培养基上培养

根 状 茎 时,NH4NO3165mg/L、KNO3380mg/L、

KH2PO4850mg/L,诱导正常花数量最多,平均为2.2
个,与N2、N4、N5培养基差异不显著。
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注:A为诱导产生的芽;B为在不同培养基上诱导产生的芽数量和再生植株数量;C为在R5培养基上诱导产生的再生植株;

D为在R10培养基上诱导产生的再生植株;E为移栽在水苔中的再生植株。

图2 诱导珍珠矮根状茎再生

Fig.2 InductionofCymbidiumnanulumrhizomeregeneration

3.1.3 不同含量蔗糖和添加物对试管开花的影响

相较于对照培养基(S6),蔗糖含量的增加、额外

添加蛋白胨有利于诱导芽数量的增加,但所有试验差

异不显著。依据正常花的数量,S5培养基(蔗糖30g/

L,并添加2g/L的蛋白胨)上诱导产生的正常花数量

最多,平均为2.6个,但同样,所有试验差异不显著。
而额外添加椰汁不利于花芽诱导的影响,并且所有诱

导芽均为叶芽,也未有正常花产生(图1E)。
从试验结果看,通过根状茎直接诱导试管开花,每

瓶内正常花只能产生1个(图1F)。

3.2 间接途径

3.2.1 植物再生

经过约30d的培养,所有培养基上的根状茎都出

现了芽(图2A),但数量和再生时间不同。在添加蛋白

胨的培养基中,根状茎的芽数量最少(图2B),质量最低

(主要指芽和植株的大小)。相较于蛋白胨,添加椰汁则

有利于芽的产生。在所有培养基中,根状茎在含有TDZ
的培养基上培养,早期出芽较多,但再生植株的数量和

质量均低于含有6-BA的相同培养基(图2C、D)。依据

再生植株的数量,以R3和R5,即在MS或1/2MS培养

基上添加3mg/L6-BA、1mg/LNAA以及100mL/L
椰汁获得的再生植株最多(两者差异不显著,与其他培

养基差异显著)。培养6个月后,这些再生植株经炼苗、
移栽,几乎所有的植株都能成活(图2E)。

3.2.2 再生植株诱导试管花

根据上述间接诱导试管花的流程,通过再生植株

间接诱导试管开花。如图3A所示,花芽数随着6-BA
含量的增加而增加,但达到5mg/L时,数量开始下

降。正常花的数量也呈同样的趋势,但同间接诱导相

同,1瓶内只有1朵正常花产生(图3B~E),其中,1、3
mg/L的6-BA 是最佳选 择,花 朵 正 常 开 放。添 加

TDZ的培养基上则没有芽和正常花产生。随后,继续

调整营养成分、蔗糖和添加物的含量,但正常花的数量

并没有增加。

4 讨 论

4.1 植物生长调节剂

作为 试 管 花 诱 导 试 验 中 常 用 的 细 胞 分 裂 素

(6-BA),一 些 兰 花 包 括 报 春 石 斛[13]、×Doriella
Tiny[6]、Cymbidium niveo-marginatum Mak[14] 和

Cymbidiumensifoliumvar.misericors[7]等,单独使用
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     注:A为在不同培养基上诱导产生的芽数量和正常花数量;B为诱导产生的花芽;C、D、E为在不同培养基上诱导产生的正常花。

图3 再生植株间接方式诱导试管开花

Fig.3 Indirectinductionofinvitrofloweringbyregeneratedseedlings

6-BA或与其他植物生长调节剂和养分结合使用,成功

地诱导出了试管花。在其他物种如荞麦[15]和豌豆[16]

中,也有关于6-BA对试管开花有效的报道。6-BA在

珍珠矮试管花诱导的直接和间接过程中都十分重要,
只有在添加了6-BA的培养基上才能获得正常花。此

外,在研究中,6-BA的浓度会显著影响正常花的数量

而不是花芽的数量,只添加1mg/L的6-BA即可诱导

正常花,而无需进一步调整培养基。本研究中,适当浓

度的TDZ在诱导花芽方面优于6-BA,研究结果显示,
低浓度(0.1~0.5mg/L)的TDZ与调整后的培养基结

合,花芽和花的诱导率可达到80%以上;类似的结果

也 出 现 在 Cymbidium niveo-marginatum Mak[14]、

Cymbidiumensifoliumvar.misericors[7]和石斛‘第二

爱’[17]的花芽诱导中。然而这些诱导的花都是不正常

的,只有在添加了6-BA的培养基上才能获得正常的

花。同样,Zeng等[18]在杂交红色微型玫瑰(Hybrid
redminiaturerose)试管花诱导研究中,观察到添加

TDZ的 MS培养基与其他培养基相比,在试管花中出

现了许多异常现象。
在NAA 的使用上,许 多 研 究 主 要 将 NAA 与

6-BA结合使用来诱导试管开花,但NAA的含量不能

超过6-BA,这与珍珠矮根状茎再生的模式相同。事实

上,在许多植物诱导试管花的过程中,添加NAA并不

是必需的,添加甚至会抑制花的形成[4]。在本研究中,

添加0.1mg/LNAA对芽的形成没有显著影响,但添

加0.1mg/LNAA对正常花的形成有负面影响。

4.2 无机盐含量

养分(无机盐)的含量和比例对试管开花有重要影

响[19-20]。许多研究认为,植物的营养状况会极大地影

响主要开花机制的调控[14,21-22]。在许多植物试管开花

的研究中,低氮是积极的,且往往与高浓度磷相结合。
如在 调 整 为 低 氮 和 高 磷 的 培 养 基 上,Cymbidium
niveo-marginatum Mak[14]、索尼娅石斛17[20]和杂交

红色微型玫瑰[18]等成功诱导出试管花。珍珠矮在高

磷低氮含量的培养基上培养的根状茎表现出花芽数量

的爆炸性增长;且在降低氮和提高磷的各试验培养基

上,也出现了正常的花,虽然数量仍然较少(1瓶内只

有1株正常的花)。后续要提高效率,可能还要在植物

生长调节剂和营养两方面作进一步调整。
此外,MS培 养 基 内 铵 态 氮(NH4+)和 硝 态 氮

(NO3–)之间的比例(NH4+/NO3–)也是植物试管开

花的重要因素之一[23]。在许多兰花试管花诱导过程

中,当NH4+/NO3– 比值增加时,试管开花会受到抑

制,而当 NH4+ 浓度降低时,试管开花又会得到促

进[15,24]。本研究中,尝试不添加 NH4+,但结果是负

面的,与最佳培养基相比,花芽数量和正常花数都有显

著下降,可见NH4+ 的存在在珍珠矮试管花的诱导过

程中发挥重要作用。同样,NH4+ 的存在对植物的生
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长发育至关重要[4]。

4.3 蔗糖和添加物

影响试管开花的另一个重要因素是糖[19],其重要

性体现在两个方面。首先,糖是植物的碳源和能量来

源,也是一种信号分子,可调节编码酶、转运体和储存

蛋白的基因表达[25]。其次,糖是诱导某些植物试管开

花的决定因素,由细胞分裂素和矿物质组成的其他因

子需要与蔗糖共同作用,才能启动顶端分生组织从无

性状态向生殖状态的转变[26-27]。在分析蔗糖对试管开

花的影响时,研究使用了2%~5%的蔗糖浓度(表3),
提高蔗糖浓度的确会提高花芽和正常花的数量,但本

研究中,不同处理间差异不显著。

Sim等[8]报道了椰汁对于 Dendrobium Madame
Thong-In原球茎顶芽分生组织的营养生长向生殖生

长过渡的必要性,随着椰汁浓度(50~150mL/L)的增

加,原球茎中带有花序梗的百分比也逐步增加。杂交

兰花×DoriellaTiny中也取得了类似的结果,但单独

添加椰汁并不能直接诱导产生花芽[6]。本研究中,添
加椰汁和蛋白胨,但在添加椰汁的培养基上产生的芽

均为叶芽,也就未有正常花产生。这与珍珠矮诱导再

生的试验一致,这表明椰汁对于珍珠矮根状茎的影响

主要在于促进其向叶芽分化和植株再生。蛋白胨也是

兰花组培中常用的添加物,其作用在于提供有机氮[1],
而植物组织对于培养基的反应取决于硝态氮和铵的比

例[28]。本研究中,添加蛋白胨能一定程度上增加正常

花的数量,但与其他未添加蛋白胨的培养基差异不显

著。对于蛋白胨在兰科植物试管开花中的作用,还未

有研究报道,其作用还需进一步研究。

4.4 植物再生

在大多数兰属植物的组织培养过程中,接种的外

植体会逐渐分化成根状茎,并将长时间 处 于 此 状

态[11]。因此,如何提高根状茎的分化率,使其分化成

芽,培育出高质量的试管苗,是兰属植物组织培养再生

过程中的关键步骤[29]。许多研究认为,细胞分裂素在

根状茎分化为芽的过程中起着关键作用。通常情况下

在培养基中添加相对较高浓度的细胞分裂素,如6-BA
或TDZ,并辅以相对较低浓度的生长素,如2,4-D和

NAA等,能促进根状茎分化为芽。在纹瓣兰[30]、蕙
兰[31]和寒兰[32]的组培过程中,使用6-BA可促进根状

茎外植体不定芽的形成。与6-BA相比,TDZ更利于

兰科 植 物 的 组 培 分 化,如 在 春 兰[29]、洛 式 双 叶 兰

(Dimorphorchislowii)[33]、叉唇角盘兰[Herminium
lanceum (Thunb.exSw.)Vuijk][34]的诱导分化过程

中,添加少量的TDZ诱导形成了大量的芽。同样,在

本研究中,相较于6-BA,TDZ增加了诱导芽的数量,
并且芽出现的时间也提前了。然而,这些优势并没有

持续,6个月后,在含有6-BA的培养基中长出的植株

更大更高,数量也更多。
椰汁是兰花组培中最常用的添加物之一,其富含

植物激素、氨基酸、酶、维生素等。研究表明,椰汁的作

用方式正是由于细胞分裂素的存在,而细胞分裂素的

作用正是用于诱导组织分化再生[28]。在许多研究中,
添加椰汁能促进根状茎分化,如在墨兰‘吴字翠’×墨

兰‘红花’杂交根状茎芽分化过程中,添加100mL/L
的椰汁和7g/L蛋白胨的培养基最适宜叶芽分化[35];
寒兰根状茎在添加10%椰汁的培养基上,芽分化率高

达98.2%[36]。本研究中,单独添加蛋白胨,诱导芽数

量和再生植株数均不如添加椰汁的培养基(差异显

著),这可能单独使用蛋白胨对诱导根状茎起不到促进

作用,而不同添加物组合使用可能会起到好的效果,如
墨兰‘吴字翠’×墨兰‘红花’杂交根状茎分化过程中椰

汁和蛋白胨的组合使用;彩云兜兰(Paphiopedilum
wardiiSumerh)芽分化的过程,1g/L蛋白胨+10%
椰汁有利于其分化[37];以及在春兰与大花蕙兰杂交后

代根状茎分化过程中椰汁和香蕉的组合使用等[38]。

4.5 畸形花

虽然本研究中再生植株试管正常开花率较高,但
与根状茎直接诱导相比所需时间长(接近1年),空间

和成本也有一定增加。根状茎直接诱导开花,成本、时
间等都有节约,但同样存在问题,即会产生较多(高)的
畸形花(率),如不能正常开放、过早的凋亡等等。在许

多兰科植物试管花诱导过程中,都遇到过出现畸形花

的问题,如在建兰小桃红与寒兰的杂交后代试管苗、
根状茎、根状茎薄层的试管花诱导率分别为80%、61.
67%和16.67%,正常开花率分别为26.67%、12.50%
和1.67%[5];在铁皮石斛中,同时添加腐胺和精胺,许
多花表现出花瓣和唇瓣的畸形[39];在×DoriellaTi-
ny[6]和玫瑰[18]中也有观察到类似的异常现象。这些

试管花形成的异常现象表明,花的发育可能需要不同

的条件[11]。畸形花的出现以及较高的畸形率是本技

术应用的主要阻碍,还需要进一步的研究。
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