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　　摘要：黑喉石斛在自然条件下从播种到开花需要３年左右的时间。为了研究黑喉石斛的开花过程，缩短开花年
限，采用组织培养方法研究不同因素对黑喉石斛试管内花芽诱导的影响。结果表明，（１）植株的成熟度与花芽诱导率
相关性明显；（２）植物生长调节剂ＴＤＺ＋ＰＰ３３３组合可诱导黑喉石斛花芽形成，以０．２ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．３ｍｇ／ＬＰＰ３３３组合

诱导９０ｄ苗龄的黑喉石斛幼苗试管开花率最高，为４０．００％；（３）ＴＤＺ＋ＰＰ３３３＋ＮＡＡ组合有利于丛生芽的增殖和试管

内壮苗培养，以比例１∶５∶２和１∶８∶４的处理效果最佳。由此推测黑喉石斛试管内开花不仅跟植物生长调节剂的
种类和浓度有关，还与植株的生理状态相关。
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　　黑喉石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｃｈｒｅａｔｕｍ）是兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）
石斛属多年生附生草本植物，也是珍贵的药用石斛［１］。花期

４～５月，花大且颜色艳丽，具有良好的观赏价值。石斛幼年
期较长，从营养生长到开花需要３年，受基因型及生长环境条
件影响而有所差异。黑喉石斛的开花特性有别于其他同属石

斛，在成熟植株当年新生长出来的嫩茎上就能开花，无需等到

第２年再开花，是研究石斛提早开花机制的理想材料。成花
诱导是高等植物开花的基础，决定着植物的开花时间。通过

组织培养的方法可以实现植物在试管内完成成花诱导、花发

育过程。该方法重复性强且不受季节和地域的限制，为研究

植物开花的生理及分子生物学机制提供了一个理想的试验系

统。兰花试管开花诱导条件具有很强的品种差异性［２］。植

物开花是多种因素综合作用的结果，众多研究表明，植物生长

调节剂［３－４］、氮磷镁离子浓度和培养温度［５］、植物材料成熟程

度［６］等是影响石斛试管内开花的主要因素。植物材料成熟

程度和植物激素对植物试管开花起着重要作用［６－７］。刘义存

等研究指出，不同浓度的生长调节剂组合对试管中花芽形成

的诱导效果有明显的差别，其中细胞分裂素的作用最突出，而

生长素次之［８］。目前利用组织培养技术已成功获得了霍山

石斛［９］、春石斛［１０］、铁皮石斛［１１］试管开花苗。

通过组织培养的方式获得黑喉石斛的试管开花材料是研

究其开花生理及分子机制的有效方法，本试验以单叶幼苗期

（ＨＨ１）、原球茎晚期（ＨＨ２）、原球茎早期（ＨＨ３）黑喉石斛为
研究材料，研究植物成熟度及植物生长调节剂［噻苯隆

（ｔｈｉｄｉａｚｕｒｏｎ，简称 ＴＤＺ）、多效唑（ｐａｃｌｏｂｕｔｒａｅｏｌ，简称 ＰＰ３３３）］
对其试管内花芽诱导的影响，以期探索出适宜的诱导时期和

诱导培养基，为进一步建立试管苗诱导开花体系，研究其开花

机制提供一定的基础。

１　材料与方法

１．１　不同成熟度无菌材料的培养
试验时间为２０１６年５月，试验在贵州省园艺研究所兰花

组培室进行。试验材料采自于贵州省园艺研究所兰花种质资

源温室，将采回的 １个成熟未开裂的黑喉石斛蒴果用蘸有
７５％乙醇的棉球擦拭表面，再用 ０．１％氯化汞溶液浸泡
３０ｍｉｎ，最后用无菌水浸泡冲洗５次，将蒴果表面的氯化汞溶
液清洗干净。之后在无菌器皿中将果荚从中间切开，将果荚

内的种子播种于添加茶乙酸（ＮＡＡ）的１／２ＭＳ（不含琼脂和蔗
糖）培养基中，果荚内剩余的种子放入无菌ｅｐｐｅｎｄｒｏｆｆ管中保
存备用，每间隔１０ｄ播种１次，共播种３次。分别经过５０、
４０、３０ｄ培养，获得３种成熟度的材料，分别为单叶幼苗期材
料ＨＨ１、原球茎晚期材料ＨＨ２、原球茎早期材料ＨＨ３。
１．２　黑喉石斛试管内花芽诱导

以ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３黑喉石斛为试验材料，采用不同浓度
的ＴＤＺ＋ＰＰ３３３组合进行黑喉石斛花芽诱导处理（表１），培养
６０ｄ后转入 １／２ＭＳ培养基中。所有培养基中附加香蕉
１００ｇ／Ｌ、苹果５０ｇ／Ｌ、胡萝卜５０ｇ／Ｌ，将ｐＨ值调至５．４，培养
条件：温度为（２３±２）℃，光照度为１０００～１５００ｌｘ，光照时间
为 １１ｈ／ｄ，且以不添加植物生长调节剂为对照（ＣＫ）培养基，
培养９０ｄ后观察并统计试管内花芽数量及组培苗的生长情
况，计算花芽诱导率，花芽诱导率 ＝分化花芽的植株数／所有
植株 数×１００％。
１．３　黑喉石斛继代培养１次后进行花芽诱导
　　将ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３的无菌苗转入１／２ＭＳ继代培养基中，
培养６０ｄ后再转入Ｂ１～Ｂ１０及无激素的对照（ＣＫ）培养基中
（表２）。所有培养基中附加香蕉１００ｇ／Ｌ、苹果５０ｇ／Ｌ、胡萝
卜５０ｇ／Ｌ以及活性炭，将ｐＨ值调至５．４。培养条件：温度为
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表１　黑喉石斛花芽诱导培养基

试验号
调节剂浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＴＤＺ ＰＰ３３３
Ａ１ ０．０５ ０．５
Ａ２ ０．１０ ０．５
Ａ３ ０．２０ ０．５
Ａ４ ０．０５ １．０
Ａ５ ０．１０ １．０
Ａ６ ０．２０ １．０
ＣＫ ０ ０

　　注：试验重复３次，每组合接种５瓶，每瓶５株。表２同。

表２　黑喉石斛继代培养后花芽诱导培养基

试验号
调节剂浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＴＤＺ ＰＰ３３３ ＮＡＡ
Ｂ１ ０．１ ０．３ ０
Ｂ２ ０．１ ０．５ ０．２
Ｂ３ ０．１ ０．８ ０．４
Ｂ４ ０．２ ０．８ ０．２
Ｂ５ ０．２ ０．５ ０．４
Ｂ６ ０．２ ０．３ ０
Ｂ７ ０．５ ０．３ ０．４
Ｂ８ ０．５ ０．５ ０
Ｂ９ ０．５ ０．８ ０．２
Ｂ１０ ０．２ ０ ０
ＣＫ ０ ０ ０

（２３±２）℃，光照度为 １０００～１５００ｌｘ，光照时间为１１ｈ／ｄ。

培养９０ｄ后统计试管内花芽数量及组培苗的生长情况，计算
花芽诱导率。

２　结果与分析

２．１　黑喉石斛的无菌播种
为获得不同生长时期的黑喉石斛无菌材料，本试验分３

个阶段将黑喉石斛种子播种于１／２ＭＳ＋ＮＡＡ萌发培养基上。
通过观察发现，经过３０ｄ左右的培养，种子可萌发形成原球
茎，萌发率超过 ９９％；经过 ５０ｄ的培养，可分化生长出茎
和叶。

２．２　黑喉石斛试管内花芽诱导及生长情况
从表３可以看出，ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３黑喉石斛经过６种组

合的ＴＤＺ＋ＰＰ３３３诱导处理６０ｄ后，处于单叶幼苗期的材料及
经过 Ａ１（ＴＤＺ０．０５ｍｇ／Ｌ＋ＰＰ３３３０．５ｍｇ／Ｌ）、Ａ２（ＴＤＺ
０．１ｍｇ／Ｌ＋ＰＰ３３３０．５ｍｇ／Ｌ）处理后转入１／２ＭＳ培养基生长
９０ｄ后出现花芽，花芽诱导率分别为５％、７％，其他处理及对
照培养基中均未发现花芽。ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３经过处理后茎和
叶营养器官的生长受到不同程度的抑制作用，表现为植株矮

小，叶片小且数量少，茎长度缩短，生长迟缓。随着 ＴＤＺ与
ＰＰ３３３浓度的不断升高，对植株的营养生长抑制作用增强。当
ＴＤＺ浓度达到０．２ｍｇ／Ｌ时，叶片的分化受抑制，植株无法正
常生长。ＰＰ３３３使 ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３茎长度缩短，植株矮小。
Ａ１～Ａ６处理均在不同程度上影响黑喉石斛根、茎、叶的生
长。无激素处理的对照植株相对于激素处理的植株生长速度

更快，植株健壮。

表３　黑喉石斛组培苗试管内的生长情况

试验号
调节剂浓度（ｍｇ／Ｌ）
ＴＤＺ ＰＰ３３３

试管苗生长情况

Ａ１ ０．０５ ０．５ ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３茎长度≤２．５ｃｍ，叶片数≤３张；仅ＨＨ１有花芽；３种材料均生长迟缓
Ａ２ ０．１０ ０．５ ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３茎长度≤２．５ｃｍ，叶片数≤３张；仅ＨＨ１有花芽；３种材料均生长迟缓
Ａ３ ０．２０ ０．５ ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３茎长度≤２．５ｃｍ，叶片数≤２张；均无花芽且生长迟缓
Ａ４ ０．０５ １．０ ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３茎长度≤２．０ｃｍ，叶片数≤２张；均无花芽且生长较迟缓
Ａ５ ０．１０ １．０ ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３茎长度≤２．０ｃｍ，叶片数≤２张；均无花芽且生长较迟缓
Ａ６ ０．２０ １．０ ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３茎长度≤１．５ｃｍ，叶片数≤１张；均无花芽且生长严重迟缓
ＣＫ ０ ０ ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３茎长度≈３．５ｃｍ，粗壮，叶片数≈４张；均无花芽；生长健壮

２．３　继代培养对黑喉石斛花芽诱导的影响
从表４可以看出，在 Ｂ１～Ｂ１０及对照培养基中，ＨＨ１、

ＨＨ２、ＨＨ３的继代苗在试管内生长情况不尽相同。低浓度的
ＴＤＺ（０．１ｍｇ／Ｌ）与 ＰＰ３３３（０．３ｍｇ／Ｌ）组合 Ｂ１不仅无法诱导
ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３的继代苗花芽形成，而且丛生芽少，植株生长
缓慢。Ｂ６（ＴＤＺ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＰＰ３３３ ０．３ｍｇ／Ｌ）、Ｂ８（ＴＤＺ
０．５ｍｇ／Ｌ＋ＰＰ３３３０．５ｍｇ／Ｌ）、Ｂ１０（ＴＤＺ０．２ｍｇ／Ｌ）３种处理均
能诱导ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３的继代苗形成花芽。Ｂ６处理ＨＨ１继
代苗的花芽诱导率最高为４０％，而 Ｂ８、Ｂ１０处理的花芽诱导
率均低于１０％（表５），且 Ｂ８处理下容易出现畸形植株。其
他的诱导培养基均无法诱导花芽生成，但对试管内壮苗、丛生

芽增殖有一定的促进作用。Ｂ２、Ｂ３处理植株的丛生芽增殖率
较高，可达到３～５倍；植株茎干增粗，叶片变宽，根部变粗且
有根毛，生长健壮；适合３～４个月苗龄的黑喉石斛丛生芽诱
导及壮苗培养。而 Ｂ７、Ｂ８、Ｂ９处理中虽然也有丛生芽的增

殖，但畸形苗较多，且部分叶片黄化，茎干基部出现不同程度

的褐化。对照培养基中无花芽出现。

３　结论与讨论

试管内的石斛苗要完成营养生长向生殖生长的转变，除

了要有适宜的培养基及培养条件之外，营养物质的有效积累

也是决定其花芽分化是否成功的关键因素之一［１２］。本试验

中３种成熟度黑喉石斛材料，单叶幼苗期材料 ＨＨ１，经过 Ａ１
（ＴＤＺ０．０５ｍｇ／Ｌ＋ＰＰ３３３０．５ｍｇ／Ｌ）、Ａ２（ＴＤＺ０．１ｍｇ／Ｌ＋
ＰＰ３３３０．５ｍｇ／Ｌ）处理后转入１／２ＭＳ培养基生长９０ｄ后出现
花芽，花芽诱导率分别为５％、７％，后期植株茎伸长及叶片生
长受到明显抑制，可能是由于石斛材料成熟度较低的原因。

原球茎材料ＨＨ２、ＨＨ３未诱导出花芽。经过６０ｄ继代培养的
ＨＨ１、ＨＨ２、ＨＨ３材料均被 Ｂ６处理诱导出花芽，诱导率分别
为４０．００％、２１．３２％、１３．３２％。Ｂ８、Ｂ１０培养基诱导花芽率
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表４　黑喉石斛组培苗试管内的生长情况

试验号
调节剂浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＴＤＺ ＰＰ３３３ ＮＡＡ
试管苗生长情况

Ｂ１ ０．１ ０．３ ０ 苗弱，丛生芽少，生根慢

Ｂ２ ０．１ ０．５ ０．２ 苗茎秆粗壮，丛生芽多，生长良好

Ｂ３ ０．１ ０．８ ０．４ 苗茎秆粗壮，丛生芽多，生长良好

Ｂ４ ０．２ ０．８ ０．２ 苗茎秆粗壮，丛生芽多，但部分植株畸形

Ｂ５ ０．２ ０．５ ０．４ 丛生芽多，但部分叶片黄化，植株畸形

Ｂ６ ０．２ ０．３ ０ 苗细小，生长慢，有丛生芽，花芽

Ｂ７ ０．５ ０．３ ０．４ 丛生芽多，但部分叶片黄化，植株畸形

Ｂ８ ０．５ ０．５ ０ 苗细小，有丛生芽，少量花芽，植株畸形

Ｂ９ ０．５ ０．８ ０．２ 苗大，有丛生芽，叶片畸形

Ｂ１０ ０．２ ０ ０ 苗小，有丛生芽，少量花芽，无畸形苗

ＣＫ ０ ０ ０ 苗大小适中，无畸形，无花芽、丛生芽

表５　黑喉石斛继代培养后的试管花芽诱导率

试验材料
试管苗

（株）

花芽数量（个） 花芽诱导率（％）
Ｂ６ Ｂ８ Ｂ１０ Ｂ６ Ｂ８ Ｂ１０

ＨＨ１继代苗 ２５ １０．００ ２．３３ ２．３３ ４０．００ ９．３２ ９．３２
ＨＨ２继代苗 ２５ ５．３３ ２．００ ２．００ ２１．３２ ８．００ ８．００
ＨＨ３继代苗 ２５ ３．３３ １．７０ １．７０ １３．３２ ６．８０ ６．８０

均低于１０％。由继代培养前后的黑喉石斛试管内花芽诱导
率可知，黑喉石斛无菌苗的成熟度与花芽诱导率相关性明显，

３～４个月苗龄的黑喉石斛无菌苗更容易被诱导出花芽且植
株营养生长正常。

植物生长调节剂的种类及浓度也是成功诱导石斛试管内

开花的重要因素之一，尤其细胞分裂素的种类对于石斛花芽

分化的作用极为显著［１３］。６－苄氨基嘌呤（６－ＢＡ）、２，４－二
氯苯氧基乙酸（２，４－Ｄ）、噻苯隆（ＴＤＺ）、脱落酸（ＡＢＡ）、赤霉
素（ＧＡ）等生长调节剂被研究者们广泛应用于兰花试管开花
研究中，但不同兰花适宜的生长调节剂种类跟用量存在较大

差异。陈肖英发现，培养基中单独添加低浓度的 ＴＤＺ能成功
诱导出霍山石斛花芽［１４］。本试验中单独添加低浓度的 ＴＤＺ
（０．２ｍｇ／Ｌ）可诱导３～４个月苗龄的黑喉石斛苗试管开花，
但诱导率较低，试管内仅见少量花芽。ＴＤＺ与ＰＰ３３３能够影响
石斛的形态建成，促进其试管苗从营养生长阶段转变为生殖

生长，在诱导兰花植物春石斛、铁皮石斛以及细茎石斛试管开

花的研究中被证实有着重要作用［１２，１５－１６］。李杰等发现，ＴＤＺ
和ＰＰ３３３组合能诱导霍山石斛开花

［９］。本试验中低比例的

ＴＤＺ和ＰＰ３３３组合Ａ１（１∶１０）、Ａ２（１∶５）可诱导处理处于单叶
幼苗期黑喉石斛试管开花。Ｂ６（ＴＤＺ∶ＰＰ３３３ ＝２∶３）、Ｂ８
（ＴＤＺ∶ＰＰ３３３＝１∶１）培养基成功诱导３～４个月苗龄的黑喉
石斛试管苗开花。随着植株成熟度的增加，开花率逐渐增加，

表现为ＨＨ１继代苗（４０．００％）＞ＨＨ２继代苗（２１．３２％）＞
ＨＨ３继代苗（１３．３２％）。未添加植物生长调节剂的对照均不
能诱导黑喉石斛形成花芽。ＴＤＺ＋ＰＰ３３３＋ＮＡＡ组合虽未能诱
导花芽出现，但对３～４个月苗龄的黑喉石斛试管苗丛生芽的
增殖及壮苗培养有积极的促进作用，其中以比例１∶５∶２和
１∶８∶４的处理效果最佳。
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