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　　摘要：以野生虾脊兰（Ｃａｌａｎｔｈｅｄｉｓｃｏｌｏｒ）未成熟蒴果为材料，ＭＳ为基本培养基，探讨不同光照度、热激和不同培养基
配方对虾脊兰种子萌发、原球茎发生及植株再生的影响。结果表明，未完全成熟的种子在１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋２０ｇ／Ｌ马铃薯＋１．０ｇ／Ｌ活性炭培养基中萌芽率最佳；在１５００ｌｘ光照度
条件下培养时种子萌发速率较快。通过黑暗条件下３５℃热激５ｄ有利于已萌动种子脱分化形成原球茎。使用ＭＳ＋
３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖培养基诱导原球茎形成胚性愈伤组织效果最好。ＭＳ＋
０５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂 ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋２０ｇ／Ｌ马铃薯培养基分化形成植株分化率最高，
１／２ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．１ｇ／Ｌ活性炭培养基则为最佳生根培养基，生根率１００％，植株
根系发达，长势健壮。该研究建立了虾脊兰无菌快繁体系，为保护野生虾脊兰资源和种苗人工繁育提供了有效技术途

径，也为其遗传转化研究奠定基础。
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　　虾脊兰［１］（ＣａｌａｎｔｈｅｄｉｓｃｏｌｏｒＬ．）为兰科虾脊兰属多年生
草本植物，全属约１５０种，我国有５１种，大部分为地生种，少
数为附生种植物，其中包括２１个特有种，在《中国极濒危植
物名录》中已全部被列为濒危或已濒临灭绝等级。野生虾脊

兰主要分布在长江以南流域，生于山坡林下［２－３］，是一种价值

极高的观花观叶植物，也可作为良好的盆栽、地被材料［４］。

同时，野生虾脊兰也具有一定的药用价值，现有研究发

现［５－６］，虾脊兰提取物中含有二氢菲、吲哚苷以及一些具有生

理活性的生物碱，使得其在传统中药中具有抗菌、消炎和抗毒

素等功效。李丹平等经调查发现，虾脊兰的假茎、假鳞茎及根

茎具有活血消结、解毒消肿、止痛等作用［７］。目前，对该物种

的报道多限于一些基本生物学特征［８－９］、果实发育［１０］、胚珠

发育及种子形成［１１］、遗传多样性［１２～１４］和天然产物开发［１５－１６］

等方面，徐刚等通过显微镜测定虾脊兰属９种类型的种子发
现，其授粉后１个月形成种胚，５个月后种子才能完全成熟，
且与其他难于无菌播种发芽的兰科植物如扇脉杓兰

（Ｃｙｐｒｉｐｅｄｉｕｍｊａｐｏｎｉｃｕｍ）、大花杓兰（Ｃ．ｍａｃｒａｎｔｈｕｍ）的种子
一样，胚占种子比例非常小，种胚可见胚皮［１７］。为保护这种

花药两用的珍稀植物，人工繁育研究工作已迫在眉睫。虾脊

兰种子极小且发育不完全，在自然条件下萌发率极低，通常难

以存活［１８－１９］，而它的园艺观赏性和药用价值巨大，多年来一

直遭到人们过度采挖，导致野生虾脊兰资源逐年减少，甚至多
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个野生资源分布区已经难觅踪迹。现在虾脊兰属全属均被列

为濒危或已濒临灭绝等级植物，为保护和开发虾脊兰的种质

资源并进行合理的运用，如何快速繁育出大量幼苗成为人们

必须思考的问题。笔者所在的课题组于２０１５年１０月在湘西
壶瓶山区（１１０°１５′Ｅ、３０°０２′Ｎ）进行湖南省作物资源普查时偶
然发现１株带有１颗蒴果的野生虾脊兰，为了保护野生资源，
笔者所在的调查小组决定留下植株只取下未完全成熟的青色

蒴果带回实验室。

本研究以野生虾脊兰未完全成熟蒴果为材料，探讨不同

培养基组分及环境条件刺激对虾脊兰原球茎形成的影响，并

通过不同培养方式可使原球茎脱分化成为胚性愈伤组织或再

分化形成再生植株，随后诱导生根成苗。本试验旨在研究促

使虾脊兰种子形成原球茎的发生条件及培养基配方，探索一

种适合未完全成熟虾脊兰种子进行组培快繁的技术体系，通

过该方案可快速大量生产虾脊兰幼苗。既为兰科植物原球茎

发生条件探索和胚性愈伤组织诱导提供技术参考，也对该物

种野生资源保护和扩繁提供技术支撑与借鉴。

１　材料与方法

１．１　材料
　　本研究以野生虾脊兰２０周龄的未成熟蒴果为材料。
１．２　培养基成分与培养条件
１．２．１　材料处理　取虾脊兰蒴果经自来水冲洗３０ｍｉｎ；再用
７５％ Ｃ２Ｈ５ＯＨ＋０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０消毒 ９０ｓ；然后在 ０．１％
ＨｇＣｌ２＋０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０溶液中浸泡８～１０ｍｉｎ，并轻轻振荡；
无菌水冲洗４～６次后在超净工作台上将种荚外表面水分风
干，切开种荚，将种子均匀洒在萌发不同配方培养基上。

１．２．２　培养条件　培养室温度控制为（２２±２）℃，弱光照度
为１５００ｌｘ，强光照度为４５００ｌｘ，光照培养时长为１２ｈ／ｄ。
１．２．３　种子萌发　种子萌发１号培养基为１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂 ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋２０ｇ／Ｌ
马铃薯 ＋１．０ｇ／Ｌ活性炭；种子萌发 ２号培养基为 ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋
２０ｇ／Ｌ马铃薯＋１．０ｇ／Ｌ活性炭。种子接入培养基后先放入
暗室培养 １周待其适应培养基环境，再分别给予 １５００、
４５００ｌｘ２种不同光照度进行培养，观察不同光照度条件对种
子萌发的影响。

１．２．４　原球茎发生　种子撒入培养基后开始进入吸胀吸水
阶段，慢慢在培养基养分和植物激素作用下有活力的种子进

入缓慢吸水阶段，酶促反应与呼吸作用增强，贮藏物质开始分

解，胚细胞的吸水力提高，打破种皮束缚，种子由淡黄色渐渐

转色成黄绿色并伴随着体积膨大。此时即可说明其已经开始

萌芽，将已萌动的种子转入黑暗条件下３５℃热激培养５ｄ，方
法参照文献［２０］，而后继续放入１５００ｌｘ弱光下常温培养，观

察种子发芽效率和原球茎发生情况。

１．２．５　原球茎脱分化　将虾脊兰原球茎转接至３号培养基
（ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ
蔗糖）、４号培养基（ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
７ｇ／Ｌ琼脂 ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖）、５号培养基（ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖）中，观察
不同６－ＢＡ浓度对原球茎诱导形成愈伤组织的效果和不定
芽发生情况。

１．２．６　胚性愈伤组织与原球茎分化出芽　将带有不定芽的
愈伤组织和原球茎分别转接至 ６号固体培养基（ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼 脂＋３０ｇ／Ｌ蔗
糖＋２０ｇ／Ｌ马铃薯）、７号固体培养基（ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋７ｇ／Ｌ琼脂 ＋３０ｇ／Ｌ蔗 糖＋２０ｇ／Ｌ椰子
汁）、８号固体培养基（ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋５ｇ／Ｌ琼脂 ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋２０ｇ／Ｌ香蕉）上进行分化
培养，观察不同添加物对愈伤组织和原球茎分化形成再生苗

及其生长发育的影响。

１．２．７　生根培养　将无根的再生植株转接至不同浓度 ＮＡＡ
和ＩＢＡ的生根培养基进行生根培养，观察不同激素浓度对再
生植株生根的影响。

２　结果与分析

２．１　不同培养基和光照度对种子萌发的影响
虾脊兰种子的萌发通常需要较长时间，不同培养基组分

对种子萌发效率影响很大。从表１可见，低浓度盐分培养基
和较弱光照条件下培养时最适合虾脊兰种子萌发，即使用１
号培养基和１５００ｌｘ光照度培养条件下种子的萌发效果较
好。在培养１２０ｄ后该培养条件下的种子慢慢膨大，并渐渐
露出黄绿色嫩芽，萌发率在４０％以上。而高浓度盐分和强光
照度培养条件都不利于虾脊兰种子快速和高效率萌芽，种子

萌发率会显著降低，且萌发时间被延长。将已萌动种子放入

３５℃黑暗条件下热激培养５ｄ后转入常规培养条件，随后种
子逐渐膨大发育成圆润饱满的黄绿色小球———原球茎（如图

１－Ａ）。种子萌动后再经过热激处理均能诱导出原球茎，但
不同培养基配方和光照培养条件对种子萌动效率和原球茎诱

导品质影响较大，若原球茎诱导质量不高，在后期进行再分化

出芽培养时，其容易出现生长缓慢甚至褐化死亡的现象。

２．２　不同培养基对原球茎脱分化和增殖的影响
将长势良好的原球茎转接至含有不同浓度６－ＢＡ的培

养基中培养４５ｄ后发现，当６－ＢＡ浓度为３．０ｍｇ／Ｌ时，愈伤
组织诱导效果最好（图１－Ｂ），愈伤组织结构紧密，生长速度
较快，且分布多个不定芽，这有利于后期快速分化出芽，大量

培育组培幼苗。当 ６－ＢＡ浓度为 ２．０ｍｇ／Ｌ时，少量原球
茎会出现增殖现象，由１颗原球茎分化增殖形成原球茎团

表１　不同培养条件对原球茎诱导的影响

培养基
光照度

（ｌｘ）
萌发时间

（ｄ）
萌发率

（％） 生长势

１号培养基 １５００ １２０～１５０ ＞４０ 原球茎大而饱满，呈黄绿色，生长旺盛，组织蓬松，芽萌发多

１号培养基 ３５００ １６０～１８０ １０～２０ 原球茎略小，呈绿色，组织紧密，分化较慢，出芽少

２号培养基 １５００ ２００～２４０ ＜１０ 种子萌发缓慢，萌发率低，原球茎生长缓慢，并逐渐褐化死亡

２号培养基 ３５００ ＞２５０ ＜５ 萌发时间长，萌发率极低，萌发后很快褐化死亡
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（图１－Ｃ），同时产生大量次生代谢物使培养基褐化。
２．３　不同培养基对愈伤组织和原球茎分化出芽的影响

将愈伤组织和原球茎分别转接至含有不同天然成分的培

养基中培养６０ｄ后发现，几种不同培养基配方都能促使愈伤
组织和原球茎分化出芽并形成再生植株（图１－Ｄ），但分化
率和幼芽长势有一定的差异。其中，原球茎含有马铃薯和香

蕉成分的培养基分化率均较高，且芽苗健壮，含椰子汁的培养

基也有较高分化率，但幼苗生长较为缓慢且植株长势相对细

弱。带有不定芽的愈伤组织在３种培养基中均能分化形成再
生植株，且生长速率差别不大，平均株高低于２ｃｍ，较原球茎
诱导的再生植株更为缓慢（表２）。
２．４　生根培养

将分化出幼芽的虾脊兰植株转接至以１／２ＭＳ＋７ｇ／Ｌ琼
脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．１ｇ／Ｌ活性炭为基本成分，同时添加不
同浓度ＮＡＡ和ＩＢＡ的培养基中进行４５ｄ生根培养。表３显
示，ＮＡＡ和ＩＢＡ２种激素都能促使虾脊兰愈伤组织根分化，

表２　不同培养基对原球茎分化出芽的影响

培养基
分化率

（％）
平均株高

（ｃｍ） 生长势

６号培养基 １００ ５．８ 幼苗健壮，叶３～４张
７号培养基 ７２ ２．５ 幼苗较弱，叶２～３张
８号培养基 ９５ ４．０ 幼苗健壮，叶２～３张

但根分化效率有较大差异。使用 ＮＡＡ生根培养基容易产生
气生根，在ＮＡＡ浓度为０．５ｍｇ／Ｌ时，植株生长旺盛且根系发
达，具有较好的生根效果；当使用浓度达到１ｍｇ／Ｌ时，会诱导
根系畸形发育，形成圆球状根，不利于养分吸收，从而导致植

株生长缓慢。使用 ＩＢＡ生根效果更为理想，根系发达且白
嫩、健壮，幼苗新叶数量更多，当 ＩＢＡ浓度为０．２ｍｇ／Ｌ时，生
根效果最佳。生根培养质量直接影响后期炼苗移栽成活率，

较发达健壮的根系有利于移栽后植株快速生出新根汲取水

分，减少组培瓶苗移栽后的脱水死亡率。

表３　不同浓度ＮＡＡ和ＩＢＡ培养基对虾脊兰生根的影响

激素
激素浓度

（ｍｇ／Ｌ）
生根率

（％）
根长

（ｃｍ） 生根长势

ＮＡＡ ０．２５ １００ １．４ 生根２～３条，根系较细，且根系和植株生长缓慢
０．５０ １００ ２．１ 生根３～５条，根周围有少量棕色次生代谢物，根系粗壮发达，植株健壮
１．００ ４０ ０．５ 生根２～３条，根系发育呈球形，植株长势较弱，新叶生长缓慢

ＩＢＡ ０．１０ １００ ２．３ 生根３～５条，根系较细，植株生长良好
０．２０ １００ ３．６ 生根４～６条，根系粗壮且周围无次生代谢物，植株生长旺盛
０．３０ １００ ３．１ 生根３～５条，根系周围少量次生代谢物，植株生长良好．

３　讨论与结论

曾有学者发现，使用超声波处理成熟的虾脊兰种子后，可

大大提高其萌发率［２１］。闵子扬等通过热激培养南瓜未授粉

子房可促使其出胚，并得到再生单倍体植株［２０］。有研究发

现，在蝴蝶兰叶片外植体培养初期进行热激处理可诱导抗氧

化酶活性显著提高，从而减轻培养过程中蝴蝶兰褐变的发

生［２２］。而王怀宇早在研究中指出，兰科植物因种类不同而萌

发率差异巨大，还存在未成熟种子萌发率反而更高的现

象［２３］。故不能简单认为，种子的成熟度与其萌发率呈正相关

性，当种子成熟到一定程度后，不会再随着成熟度增加而提高

萌发率，甚至有可能会降低萌发率或延长萌发时间［２４－２５］。可

见，通过不同物理刺激未成熟种子可能会改变其发育、分化过

程，本研究受客观条件限制所取材料为未成熟蒴果，而此情况

在珍贵野生资源调查和保护工作中时常遇见，只能使用未完

全成熟的种子进行播种并诱导萌发，通过环境刺激诱导萌动
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种子分化形成原球茎。研究发现，使用低浓度盐分的培养基

和较弱光照培养有利于虾脊兰种子萌发，当光照加强时，种子

萌发率大大降低，甚至不萌发，可见是强光照不利于解除种子

休眠。在乳白色种子解除休眠渐渐变绿后采用一定外界环境

刺激，有利于促进不成熟种子继续分化发育，膨大形成胚性组

织。若无热激刺激，而继续暗光培养时间过长易引起种子褐

化死亡。光照程度对虾脊兰的分化、发育过程有明显影响，当

萌芽和需要进行脱分化使之成为胚性组织时需要弱光甚至黑

暗处理，弱光下有利于分化出蓬松的淡黄色愈伤组织，而当须

要再分化出芽和植株生长时使用较强光照更加合适，强光照

有利于诱导出更多丛生芽，植株长势也更加粗壮，根系发达。

种子萌动过程中会出现部分褐化死亡的现象，可能是培养基

和培养条件不适合虾脊兰萌发，亦或是种子成熟度不够造成

萌动后的种子停止了进一步发育。虾脊兰种子萌动后肉眼可

见其呈淡黄绿色，热激５ｄ后萌芽种子可发育成原球茎而不
继续发生胚芽、胚轴和胚根。待原球茎长至肉眼清晰可辨约

１ｍｍ大小之后转入含有不同浓度６－ＢＡ的培养基中分化培
养，在高浓度６－ＢＡ且暗室培养条件下原球茎会不断膨大形
成淡黄色的瘤状胚性愈伤组织，这些愈伤组织膨大后进入强

光培养可以分化出大量不定芽，将这些不定芽分割开来并进

行分化培养，可形成大量幼苗，比直接通过原球茎分化出苗的

增殖效率更高，可做到真正意义上的通过组织培养进行无限

制培育组培幼苗。但当６－ＢＡ使用浓度较低时，原球茎不会
被诱导形成愈伤组织而是直接发育形成单棵无根植株。

兰科植物在我国药用植物资源中占有重要地位，种类繁

多且资源丰富［２６－２７］，但近年来的环境破坏和无节制私挖乱采

已造成多数药用兰科植物频临灭绝，由于野生资源逐渐枯竭，

人们开始研究如何人工栽培和繁育。本研究为未成熟虾脊兰

种子组培快繁和兰科植物原球茎诱导发生条件进行了一系列

探索，为虾脊兰属植物保护工作提供借鉴和理论支持，也为日

后虾脊兰种苗繁育工作排除技术障碍。
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