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春兰与大花蕙兰杂交种原球茎增殖研究

李玉萍，罗凤霞，史慧梅
（金陵科技学院园艺学院，江苏南京２１００３８）

　　摘要：以春兰“紫萼”×大花蕙兰“日本绿”杂交种子萌发所得的原球茎为材料，采用Ｎ６、ＫＣ、１／２ＭＳ等３种基本培
养基配合以６－ＢＡ、ＫＴ和ＮＡＡ的不同浓度设计正交试验，筛选杂交种原球茎增殖的适宜培养基。结果表明：基本培
养基是影响杂种后代原球茎增殖的首要因素，Ｎ６增殖效果最好；３种外源激素对原球茎的增殖率影响都极显著，影响
由大到小顺序为ＮＡＡ＞ＫＴ＞６－ＢＡ，ＮＡＡ与６－ＢＡ浓度为１∶５或１∶１５的比例，对原球茎增殖效果最好；春兰“紫
萼”×大花蕙兰“日本绿”杂交种原球茎增殖最适宜培养基为Ｎ６＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１ｍｇ／ＬＫＴ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ或
Ｎ６＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１ｍｇ／ＬＫＴ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｕｏｆｘ＠ｊｉｔ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　杂交育种是兰花育种最重要的方法，利用该方法已培育
出１０万多个洋兰新品种［１］。春兰（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍｇｏｅｒｉｎｇｉｉ）为兰
属多年生常绿地生草本，花单生，少数２朵，花葶直立，花小，
直径４～５ｃｍ，花为浅黄绿色、绿白色、黄白色，香浓。春兰高
雅幽香，具有很高的观赏价值，在我国栽培已有２０００多年。
大花蕙兰（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍｈｙｂｒｉｄｉｕｍ）是以兰属中的一些附生性较
强的大花种为亲本获得的人工杂交种，是对兰属中通过人工

杂交培育出的色泽艳丽、花朵硕大的品种的一个统称［２］。全

世界兰属植物近７０种，中国约４９种，目前用来作杂交亲本的
原生种有近 ２０种，主要是大花的附生类以及少量的地生

类［３］。兰属植物的果实为蒴果，其形状、大小常因亲本或原

生种不同而有较大的差异。但其种子均十分细小，种子内的

胚通常发育不完全，且几乎无胚乳，在自然条件下很难萌发，

现代育种多采用离体胚培养［４－７］。大量扩繁的有利阶段是原

球茎的增殖期，本试验采用多因素正交试验，从基本培养基以

及外源激素种类及其浓度探讨了春兰与大花蕙兰杂种原球茎

增殖的培养基，旨在为春兰与芳香型大花蕙兰杂交育种提供

基础。

１　材料与方法

以春兰“紫萼”×大花蕙兰“日本绿”杂交种子萌发所得
的直径在０．２～０．３ｃｍ生长旺盛的原球茎（ｐｒｏｔｏｃｏｒｍｌｉｋｅ－
ｂｏｄｙ，简称 ＰＬＢ）为外植体进行增殖培养，对基本培养基、
ＮＡＡ、６－ＢＡ和ＫＴ进行４因素３水平的Ｌ９（３

４）正交试验，各

因素水平见表１。每处理接种３０个原球茎，重复３次。
通过极差分析法找到较好的增殖培养基，在此基础上调

整培养基再次进行Ｌ９（３
３）正交试验，６０ｄ后再次统计增殖情

况，并用ＳＰＳＳ统计软件进行方差分析，以邓肯氏（Ｄｕｎｃａｎ’ｓ）
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新复极差法测验差异显著性，以得到更适宜原球茎增殖的培

养基配方。
表１　原球茎增殖因素和水平

水平 基本培养基
ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

１ １／２ＭＳ ０ ０．５ ０
２ Ｎ６ ０．１ １．０ ０．０５
３ ＫＣ ０．５ １．５ ０．１０

　　注：以上培养基加入蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂８ｇ／Ｌ，调节 ｐＨ值５．６，
１２１℃高温灭菌１５ｍｉｎ。培养环境为温度（２５±２）℃，光照１２ｈ／ｄ，
光强２０００ｌｘ。接种６０ｄ后统计原球茎增殖情况，增殖系数＝增殖后
的原球茎数／接种原球茎数。

２　结果与分析

２．１　Ｌ９（３
４）正交试验增殖结果分析

在培养过程中，原球茎随着自身的不断增殖而逐渐形成

簇生型原球茎团（图 １），统计原球茎接种６０ｄ后的增殖情
况，结果见表２。

　　由表２可知，Ｂ４培养基的增殖系数最高，为６．５６，明显高
于其他处理，其次是Ｂ１，增殖系数为４．８４，Ｂ５培养基和Ｂ６培
养基的增殖系数基本一致，差异不明显，而 Ｂ７培养基的增殖
系数最小，仅为３．２０。极差分析结果表明，基本培养基对原
球茎增殖影响最大，其次是 ＮＡＡ、ＫＴ，影响最小的因子是
６－ＢＡ。３种基本培养基中，Ｎ６的增殖效果最佳，其次是
１／２ＭＳ。极差分析结果表明，４个因子最佳组合为Ｎ６＋０ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１０ｍｇ／ＬＫＴ，此组合即为Ｂ４培养
基。试验结果与极差分析都表明，原球茎增殖效果最优的培

养基为Ｎ６＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１０ｍｇ／ＬＫＴ。
２．２　Ｌ９（３

３）正交试验增殖结果分析

在Ｂ４培养基基础上，对其进行优化，进一步研究各激素

表２　杂种原球茎增殖统计

处理
基本

培养基

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

接种数

（个）

增殖数

（个）

增殖

系数

Ｂ１ １／２ＭＳ ０ ０．５ ０ ９０ ４３６ ４．８４
Ｂ２ １／２ＭＳ ０．１ １．０ ０．０５ ９０ ３２８ ３．６４
Ｂ３ １／２ＭＳ ０．５ １．５ ０．１０ ９０ ３６７ ４．０８
Ｂ４ Ｎ６ ０ １．０ ０．１０ ９０ ５９０ ６．５６
Ｂ５ Ｎ６ ０．１ １．５ ０ ９０ ３８９ ４．３２
Ｂ６ Ｎ６ ０．５ ０．５ ０．０５ ９０ ３７８ ４．２０
Ｂ７ ＫＣ ０ １．５ ０．０５ ９０ ２８８ ３．２０
Ｂ８ ＫＣ ０．１ ０．５ ０．１０ ９０ ２９５ ３．２８
Ｂ９ ＫＣ ０．５ １．０ ０ ９０ ３４２ ３．８０
ｋ１ ４．１８ ４．８７ ４．１０ ４．３２
ｋ２ ５．０２ ３．７５ ４．６７ ３．６８
ｋ３ ３．４３ ４．０３ ３．８７ ４．６４
Ｒ １．５９ １．１２ ０．８０ ０．９６

水平对原球茎增殖的影响。以 Ｎ６为基本培养基，对 ＮＡＡ、
６－ＢＡ、ＫＴ进行３因素３水平正交试验，每处理接种３０个原
球茎，重复３次，６０ｄ后增殖情况统计见表３。用 ＳＰＳＳ软件
对增殖数据进行方差分析，结果见表４。对３因素进行多重
比较，结果见表５。

表３　杂种原球茎Ｌ９（３３）正交试验增殖统计

处理
Ａ：ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

增殖系数

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
Ｂ１０ ０ ０．５ ０ ６．３２ ７．４４ ５．２３
Ｂ１１ ０ １ ０．１ ５．８４ ５．４３ ６．２２
Ｂ１２ ０ １．５ ０．２ ５．０３ ５．２７ ４．９
Ｂ１３ ０．１ ０．５ ０．２ ８．６２ ９．１１ ８．２７
Ｂ１４ ０．１ １ ０ ７．１７ ７．６７ ６．６７
Ｂ１５ ０．１ １．５ ０．１ ９．２３ ７．３２ １１．１１
Ｂ１６ ０．２ ０．５ ０．１ ８．３９ ７．４４ ９．３３
Ｂ１７ ０．２ １ ０．２ ５．５６ ６．５０ ４．４４
Ｂ１８ ０．２ １．５ ０ ６．７２ ６．２２ ７．２２

　　注：Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ指试验的３次重复。

表４　原球茎增殖的方差分析

源 Ⅲ型平方和 ｄｆ 均方 Ｆ值 Ｐ值
校正模型 ５２．４３４ ６ ８．７３９ １１．２２９ ０．０００
截距 １３１８．３８４ １１３１８．３８４ １６９３．９６２ ０．０００
Ａ：ＮＡＡ ３０．８４５ ２ １５．４２３ １９．８１６ ０．０００
Ｂ：６－ＢＡ １１．９２６ ２ ５．９６３ ７．６６２ ０．００３
Ｃ：ＫＴ ９．６６３ ２ ４．８３１ ６．２０８ ０．００８
误差 １５．５６６ ２０ ０．７７８
总计 １３８６．３８４ ２７
校正的总计 ６８．０００ ２６

表５　单个因素对原球茎增殖系数的多重比较

Ａ：ＮＡＡ Ｂ：６－ＢＡ Ｃ：ＫＴ
水平 增殖系数均值 水平 增殖系数均值 水平 增殖系数均值

１ ５．７４Ｂｃ ２ ６．１７Ｂｂ ３ ６．８７Ｂｂ
３ ６．８７Ｂｂ ３ ７．００ＡＢａｂ １ ７．０１ＡＢｂ
２ ８．３５Ａａ １ ７．８０Ａａ ２ ７．０７Ａａ

　　对正交试验９个处理进行多重比较，其差异显著性水平
与增殖系数指标的比较见图２。由图２可知，原球茎增殖系
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数最高的培养基是 Ｂ１５，达到了 ９．２２，增殖系数最低的为
Ｂ１２，仅为 ５．０７。Ｂ１３、Ｂ１４、Ｂ１５与 Ｂ１０、Ｂ１１、Ｂ１２差异极显
著，表明培养基内添加适量的ＮＡＡ可促进杂交种原球茎的增
殖。Ｂ１６与Ｂ１７、Ｂ１８差异极显著，表明在 ＮＡＡ浓度相同时，
添加一定量的６－ＢＡ和ＫＴ可提高原球茎的增殖系数。

　　由表４可知，ＮＡＡ、６－ＢＡ、ＫＴ的 Ｐ值均小于０．０１，表明
三者对原球茎增殖的影响差异都达到极显著水平。由表５可
知，Ａ因素在０．０１水平上 Ａ２与 Ａ１、Ａ３之间差异极显著，且
Ａ２平均值最高，说明ＮＡＡ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ时杂交兰原球茎
增殖效果最好。Ｂ因素在０．０１水平上 Ｂ１与 Ｂ２间差异极显
著，与Ｂ３之间差异不显著，以均值来看，Ｂ１和 Ｂ３较接近，且
均高于 Ｂ２，说明 ６－ＢＡ浓度可选择 ０．５ｍｇ／Ｌ，也可选择
１．５ｍｇ／Ｌ。Ｃ因素在０．０１水平上Ｃ２与Ｃ３间差异极显著，在
０．０５水平上Ｃ２与Ｃ１差异显著，根据均值分析，Ｃ２最高，表明
ＫＴ浓度为０．１ｍｇ／Ｌ时原球茎增殖效果最佳。由上述分析可
知，春兰“紫萼”×大花蕙兰“日本绿”杂种原球茎增殖培养基
最佳组合为 Ｎ６＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＫＴ或 Ｎ６＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＫＴ，其中后者与Ｂ１５培养基相符。

３　结论与讨论

兰花大量扩繁的有利阶段是原球茎的增殖期，此时期是

提高繁殖系数的核心［８］。基本培养基、植物激素的种类与浓

度等都对原球茎的增殖有着至关重要的影响。本试验结果表

明，基本培养基是影响春兰“紫萼”×大花蕙兰“日本绿”杂种
后代原球茎增殖的首要因素，这与鲁迪研究春剑与大花蕙兰

杂交原球茎增殖培养所得试验结果一致［９］。陈小强等认为

１／２ＭＳ培养基有利于大花蕙兰原球茎的增殖［１０］。本试验发

现，原球茎在Ｎ６、１／２ＭＳ、ＫＣ等３种培养基上培养，Ｎ６的增殖
系数最高，这与陈小强等的研究结果［１０－１１］有所不同。这可能

是因为Ｎ６培养基与１／２ＭＳ、ＫＣ培养基所含的无机盐成分与
离子浓度不同。Ｎ６培养基是１９７４年朱至清等为水稻等禾谷
类作物的花药培养而设计的，其特点是离子浓度较低，ＫＮＯ３、
（ＮＨ４）２ＳＯ４含量高，不含钼，目前在兰花类组培中也得到了
广泛应用。１／２ＭＳ培养基虽是将 ＭＳ培养基大量元素减半，
但其离子总量仍相对较高，不利于原球茎的增长。同时 ＫＣ
培养基与１／２ＭＳ、Ｎ６培养基相比，可能是因其 Ｃａ２＋浓度较
高，抑制了原球茎的增长。

在组织研究中，细胞分裂素类物质主要作用是促进细胞

分裂和器官分化等，而生长素类物质主要是配合一定比例的

细胞分裂素诱导不定芽的形成。因此大多研究者认为原球茎

增殖阶段可以适当提高６－ＢＡ浓度并降低ＮＡＡ的浓度。梁
一池等认为ＫＴ和ＮＡＡ２种外源激素配合使用可以对内源激
素产生影响，有利于细胞分裂［１２］。杨玉珍等研究也发现，相

同浓度的ＮＡＡ配合下，大花蕙兰对 ＫＴ的敏感程度高于对
６－ＢＡ的敏感程度，低浓度的 ＫＴ可明显促进原球茎的增
殖［１３］。本研究中，ＮＡＡ、ＫＴ、６－ＢＡ等３种外源激素对原球茎
的增殖率影响都极显著，影响顺序为 ＮＡＡ＞ＫＴ＞６－ＢＡ，这
与前人研究较一致。陈丽等在对墨兰的研究中发现

０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ即１∶２的配比，有利于墨
兰根状茎的增殖［１１］，本研究发现 ０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５或
１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，即１∶５或１∶１５的比例，对原球茎增殖效
果最好。这可能是因为不同兰花种类原球茎生长机理有所差

异，或者是因为培养基中添加了较低浓度的 ＫＴ，其具体原因
有待进一步研究。

同时本研究仍存在一些不足，本研究所用材料来源于春

兰“紫萼”×大花蕙兰“日本绿”杂交种胚无菌播种萌发形成
的原球茎，此类原球茎是否与组培中由茎尖、腋芽等诱导出的

原球茎有所不同，仍有待以后进一步探究。因此，本研究结果

仅适用于春兰与大花蕙兰的有性繁殖，在育种实践中具有重

要的意义。此外由于材料有限，本研究只对春兰与大花蕙兰

１个杂交组合所得原球茎的增殖做了研究，所得原球茎增殖
培养基是否适应于其他组合，还有待进一步确定，但仍可为春

兰与大花蕙兰杂种原球茎生长与发育提供一定参考。
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