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根生成，在不添加任何激素的ＭＳ培养基中能较好生根；直接
用花泥进行瓶外生根，生根率达到９０％以上。生产上，可以
采用此法，降低生产成本，缩短育苗时间。
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带叶兜兰种子无菌萌发及试管成苗技术研究
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　　摘要：为初步建立带叶兜兰组织培养快速繁殖体系，对带叶兜兰（Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍｈｉｒｓｕｔｉｓｓｉｍｕｍ）成熟种子进行无菌
萌发、原球茎分化及根诱导研究。结果表明：有机添加物香蕉对原球茎的诱导与分化有较好的促进作用；培养基配比

为：１／２ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋２．０％葡萄糖 ＋０．５％琼脂 ＋０．０５％活性炭，对原球茎的诱导和增殖
有明显的促进作用；不同浓度配比的６－ＢＡ和 ＮＡＡ对芽增殖影响不明显，但低浓度的 ＮＡＡ对芽的分化影响显著；
１／２ＭＳ＋ＩＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ对带叶兜兰的根诱导效果最为理想；碎树皮为栽培基质的移栽成活率达９６％。
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　　兜兰属（Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ）隶属于兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）植物，
主要分布于我国贵州、广西和云南［１］。兜兰具有很高的观赏

价值，十分珍贵，野生资源遭到过度采掘，已经到了濒临灭绝

的边缘，被列入《野生动植物濒危物种国际贸易公约》的保护

对象［２］。兜兰种子没有胚乳，在自然环境中须与真菌共生才

能萌发，且萌发率极低［３］。而兜兰的克隆增殖是世界性难

题，即使能诱导出愈伤组织或幼芽，增殖率仍很低［４］。目前，

利用种子非共生无菌萌发成苗是兜兰植物规模化快繁的唯一

途径，是解决其保育问题的重要手段。

带叶兜兰（Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍｈｉｒｓｕｔｉｓｓｉｍｕｍ）是兜兰属地生或
半附生草本植物，是兰科中最原始的类群之一，株形娟秀，花

朵造型独特，花期持久，被誉为兜兰中的“美娇娘”［５］。目前，

关于兜兰属其他植物的种质保护与无菌苗快繁技术已有很多

报道［６－１０］，但与带叶兜兰相关的研究鲜有报道［１１－１２］。研究

了带叶兜兰种子无菌播种与试管快速成苗体系，探讨带叶兜

兰组培快繁技术，以期为带叶兜兰人工快繁的规模化和产业

化提供科学依据和技术支持，为最终实现带叶兜兰种质资源

的保育及可持续开发利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
带叶兜兰（Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍｈｉｒｓｕｔｉｓｓｉｍｕｍ）植株为贵州省林

业科学研究院种质资源。５月盛花期进行人工同种异株授粉
（图１）；当年９月左右，种子干燥接近成熟，从授粉到蒴果成
熟开裂需要１２０ｄ左右（图２）。
１．２　试验方法
１．２．１　种子预处理　先将带叶兜兰种子荚流水冲洗５ｈ后
移入超净工作台，用７５％乙醇浸泡１０ｍｉｎ，０．１％次氯酸钠浸
泡１５ｍｉｎ，后用无菌水冲洗３～５次。用无菌滤纸吸干多余水
分，切开种皮，将种子撒落在所配制的各种固体琼脂培养

基上。

１．２．２　培养基　以１／２ＭＳ为基本培养基。培养基中加葡萄
糖３０ｇ／Ｌ（生根为２０ｇ／Ｌ）和琼脂６ｇ／Ｌ作为固定剂，加热完
全融化后调至ｐＨ值５．２～５．４，分别装４０ｍＬ到培养瓶中，用
瓶盖封口，每一个处理接种 １５～２０瓶，放在蒸汽高压锅
（１２０℃，２０ｍｉｎ）内灭菌，室温冷却后待用。
１．２．２．１　不同有机添加物对原球茎诱导与分化的影响　将
种子分别接种到 ５种培养基：（Ｍ１）１／２ＭＳ＋１０％马铃薯 ＋
２０％葡萄糖 ＋０．４％琼脂 ＋０．１％活性炭；（Ｍ２）１／２ＭＳ＋
１０％椰乳＋２．０％葡萄糖＋０．４％琼脂＋０．０５％活性炭；（Ｍ３）
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１／２ＭＳ＋１０％香蕉＋２．０％葡萄糖 ＋０．５％琼脂 ＋０．０５％活性
炭；（Ｍ４）１／２ＭＳ＋１０％苹果汁＋２．０％葡萄糖 ＋０．５％琼脂 ＋
０．０５％活性炭；（Ｍ５）１／２ＭＳ＋１５％椰乳 ＋２．０％葡萄糖 ＋
０４％琼脂。
１．２．２．２　不同浓度６－苄氨基嘌呤（６－ｂｅｎｚｙｌａｍｉｎｏｐｕｒｉｎｅ，
简称６－ＢＡ）和萘乙酸（１－ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，简称ＮＡＡ）
对芽增殖分化的影响　前期试验分别对６－ＢＡ、ＮＡＡ进行激
素组合及配比试验，筛选增殖分化有效培养基配方：（Ｎ１）
１／２ＭＳ＋６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋２．０％葡萄糖＋
０．５％ 琼脂 ＋０．０５％ 活性炭；（Ｎ２）１／２ＭＳ＋６－ＢＡ
０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋２．０％葡萄糖 ＋０．５％琼脂 ＋
００５％活性炭；（Ｎ３）１／２ＭＳ＋６－ＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．１ｍｇ／Ｌ＋２．０％葡萄糖＋０．５％琼脂＋０．０５％活性炭；（Ｎ４）
１／２ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２．０％葡萄糖 ＋
０．５％琼脂 ＋０．０５％活性炭；（Ｎ５）１／２ＭＳ＋６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋２０％葡萄糖＋０．５％琼脂＋０．０５％活性炭。
１．２．２．３　不同浓度６－ＢＡ、ＮＡＡ及有机添加物对芽增殖分
化的影响 　 （Ｌ１）１／２ＭＳ＋６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋３．０％葡萄糖＋０．５％琼脂＋０．０５％活性炭 ＋１０％
马铃薯；（Ｌ２）１／２ＭＳ＋６－ＢＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋
３０％葡萄糖 ＋０．５％琼脂 ＋０．０５％活性炭 ＋１０％马铃薯；
（Ｌ３）１／２ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋３．０％葡萄
糖 ＋０．５％琼脂 ＋０．０５％活性炭 ＋１０％马铃薯；（Ｌ４）
１／２ＭＳ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋３．０％葡萄糖＋０．５％琼脂＋０．０５％
活性炭；（Ｌ５）１／２ＭＳ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋３．０％葡萄糖＋０．５％
琼脂 ＋０．０５％活性炭＋１０％马铃薯；（Ｌ６）１／２ＭＳ＋ＮＡＡ
００１ｍｇ／Ｌ＋３．０％葡萄糖＋０．５％琼脂＋０．０５％活性炭＋５％
椰乳。

１．２．２．４　生根培养基　设置３种不同激素的生根培养基：
（Ｂ１）１／２ＭＳ＋吲哚丁酸（ｉｎｄｏｌｅ－３－ｂｕｔｙｔｒｉｃａｃｉｄ，简称 ＩＢＡ）
０．２ｍｇ／Ｌ；（Ｂ２）１／２ＭＳ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ；（Ｂ３）１／２ＭＳ＋ＩＡＡ

０．４ｍｇ／Ｌ。将分化出具有２～３张叶、高１．５ｃｍ左右的小苗
从培养瓶中取出转入生根壮苗培养基Ｂ１～Ｂ３上。
１．２．３　培养条件
１．２．３．１　种子萌发、原球茎诱导及增殖评价方法　培养室温
度维持在２３～２５℃之间。接种后先暗培养３周，观察种子吸
胀膨大，有白色原球体长出，每个处理随机调查５０粒种子。
萌发后置于光照强度１５００～２０００ｌｘ，１２ｈ／ｄ。待种子萌发
后，观察原球茎转绿，有叶原基出现，以白色的原球茎膨大到

转绿色小芽的多少统计萌发率（图３、图４）。种子在培养基
上培养３个月后，调查萌发数（由于种子极其细小且数量很
大，很难记数，因播种方法一致，每瓶播种的种子数量可视为

一致，所以本研究只统计每瓶萌发的种子数量）。根状茎切

段在增殖培养基中培养６０ｄ后调查增殖情况。每种处理调
查５０个外植体，对调查结果进行差异显著性分析。

１．２．４　炼苗与移栽　将瓶苗从培养室（恒温室）移至与外界
相通的室内放置１ｄ后，去瓶盖炼苗３～７ｄ（培养基有轻微污
染）后，洗净瓶苗根部的培养基，用稀释１０００倍的甲基硫菌
灵或多菌灵浸泡组培苗根部，放置于通风阴凉处晾干水分至

根系发白变软，即可用于移栽。选择碎树皮、泥炭土、田园土

３种基质为瓶苗栽培基质。

２　结果与分析

２．１　有机添加物对带叶兜兰原球茎诱导与分化的影响
在兰科植物的无菌播种过程中，添加适量的不同有机添

加物，通常会促进植物的生长与发育。试验选用马铃薯、椰

乳、香蕉、苹果汁对带叶兜兰原球茎进行对比试验。由图５可
知，在培养基中添加香蕉对带叶兜兰的种子萌发均具有显著

的促进作用，种子萌发率达９５％，且均变绿；由图６可知，添
加马铃薯和香蕉的培养基中，原球茎的褐化率都较低，彼此间

没有显著差别；由图７可知，在添加了香蕉的培养基中，兜兰
原球茎分化率略大于其他３种添加物。可见，香蕉对带叶兜
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兰原球茎诱导与分化具有促进作用，生长状况最好。

２．２　植物生长调节剂对芽增殖分化的作用
由图８可知，不同浓度配比的６－ＢＡ和 ＮＡＡ对带叶兜

兰芽的增殖率影响差异不显著，增殖率均在４０％ ～４８％；但
是，不同浓度培养基对芽分化率的影响差异显著。由图９可
知，Ｎ４培养基在５个培养基激素配比对比组中，具有显著促
进分化作用。结果表明，５个不同浓度配比的培养基均具有
增殖作用，但是增殖效果不明显，不具有差异性，但是以

６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ和ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ为浓度的培养基（Ｎ４）对
分化具有明显促进作用，分化率达４８％，而Ｎ２培养基的芽分
化率只有５％，说明高浓度的６－ＢＡ和低浓度的ＮＡＡ利于其
分化。为了更好地促进芽的增殖与分化，本试验设计了不同

有机添加物和６－ＢＡ及ＮＡＡ浓度对芽褐化与分化的影响的
处理（图１０、图１１）。由图１０可知，Ｎ５和Ｎ６培养基的褐化率
最低，只有２７％，处理中ＮＡＡ浓度分别为０．１、０．０１ｍｇ／Ｌ，都
是低浓度，说明低浓度的ＮＡＡ利于芽的分化。

２．３　植物生长调节物质对壮苗生根培养的影响
本试验将分化出具有３～４张叶、高２ｃｍ左右的小苗从

培养瓶中取出，分别转入不同激素及浓度配比的培养基上进

行生根诱导。结果表明，诱导生根率达８９％及其以上，但生
根数量、生长长度及长势之间有一定的差异。从表１可知，培
养基Ｂ２的生根率最高，达到９５％，但植株根系长势弱，部分
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叶片偏黄；培养基Ｂ３中根系较细；培养基Ｂ１植株生长健壮，
根系健壮，１２周后长成３～４条肉质根。所以，ＩＢＡ所用浓度
为０．２ｍｇ／Ｌ作为生根诱导壮苗培养基最好。

表１　不同激素对诱导生根的影响

序号
基本

培养基

不同激素浓

度（ｍｇ／Ｌ）
接种数

（株）

生根数

（株）

生根率

（％）

Ｂ１ １／２ＭＳ ＩＢＡ０．２ ２００ １８６ ９３
Ｂ２ １／２ＭＳ ＮＡＡ０．２ ２００ １９０ ９５
Ｂ３ １／２ＭＳ ＩＡＡ０．４ ２００ １７８ ８９

２．４　不同栽培基质对带叶兜兰成活率的影响
栽培时先将栽培基质和腐殖土混合放入栽培容器内，深

度达容器的１／３高，将长出４～５张叶片、根长２ｃｍ以上并具
有３～４条根的兜兰幼苗放入栽培容器内，用碎树皮及苔藓将
苗的根颈部以下填实，让容器和栽培基质紧密接触。带叶兜

兰根系最忌通气不良和积水，盆栽和苗床上种植时，床下部须

垫一层颗粒状的小石块，以利排水。每２～３周追施１次液体
肥料，秋末气温降低后停止施肥。从表２可知，植株在田园土
的适应过程较慢，碎树皮栽培基质的移栽成活率最高，达

９７％，最适合带叶兜兰试管苗的生长（图４）。
表２　不同栽培基质对带叶兜兰幼苗成活率的影响

序号 栽培基质
栽植数

（株）

成活数

（株）

成活率

（％）

１ 碎树皮 ２００ １９４ ９７
２ 泥炭土 ２００ １３８ ６９
３ 田园土 ２００ １２４ ６２

３　结论与讨论

兜兰是兰科植物中极具开发价值的重点保护种群之

一［１３］，以往的研究表明，带叶兜兰是萌发较为困难的种类之

一，通过综合各试验阶段，快速获得大量带叶兜兰无菌试管

苗，初步建立一套完整的带叶兜兰组织培养快速繁殖体系，为

进一步开发利用带叶兜兰奠定基础。

培养基的盐分组成和浓度是影响兜兰种子萌发的重要因

素［１４］，已报道的大部分兜兰种类在高盐浓度 ＭＳ培养基上萌
发均受到抑制，而在１／２、１／４的 ＭＳ培养基上较为适宜。由
于兜兰种类的不同最终选用的培养基类型也就不同，本试验

中带叶兜兰在１／２ＭＳ培养基中萌发最佳，此结果和其他兜兰
属植物相吻合。但在播种过程中，要注意种子的成熟度、无菌

播种等因素，以免造成种子发芽率低。培养基中添加适当的

有机物椰乳、香蕉、马铃薯和活性炭等均有利于兰科植物种子

的萌发和生长。一般认为，在培养基中加入适量的椰乳对种

子萌发有促进作用［１５］，添加马铃薯对兜兰种子萌发也有较明

显的促进作用，且原球茎的颜色呈浓绿色，而香蕉泥对兜兰种

子的萌发反而有抑制作用［１６］。

本试验以成熟种子为外植体，研究以１／２ＭＳ为基本培养
基，添加不同激素配比和有机物对带叶兜兰的种子萌发、原球

茎及芽增殖、分化和生根诱导的影响，从中筛选出适合各个培

养阶段的培养基配方。结果表明：添加有机物香蕉的培养基

对种子萌发有显著促进作用；在原球茎继代增殖阶段，ＮＡＡ

和 ６－ＢＡ组合对原球茎继代增殖的作用显著，通过 ＮＡＡ及
６－ＢＡ浓度配比试验，以６－ＢＡ与ＮＡＡ浓度比为１０∶１时效
果最佳，即原球茎继代增殖培养基为：１／２ＭＳ＋６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋２．０％葡萄糖 ＋０．５％琼脂 ＋
００５％活性炭；在芽增殖及分化阶段，不同浓度配比的６－ＢＡ
和ＮＡＡ对芽增殖影响不明显，但低浓度的 ＮＡＡ对芽的分化
影响显著；在生根诱导培养基阶段，以１／２ＭＳ为主的基本培
养基，ＩＢＡ浓度为０．２ｍｇ／Ｌ时生根效果最好，植株生长健壮，
说明低浓度的 ＩＢＡ有利于根的生长。这与前期试验中白花
兜兰种子无菌萌发及试管成苗研究中的生根诱导试验结果一

致［１７］。在不同栽培基质对带叶兜兰移栽成活率的影响试验

中，碎树皮的移栽成活率达９７％，生根整齐，长势良好。
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