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摘要 : 采用墨兰的茎尖和芽为外植体 ,研究墨兰的组织培养要点。通过对墨兰组织培养中外植体的

选择、芽的诱导、继代增殖、壮苗培养、生根诱导和移植进行研究 ,运用正交试验筛选出芽快速生芽的

最佳培养基为 :MS + 62BA 4. 0 mg·L - 1 + NAA 1. 0 mg·L - 1 + 琼脂 8 g·L - 1 + 蔗糖 30 g·L - 1 ,生根的最佳

培养基为 :1/ 2MS + NAA 3. 0 mg·L - 1。分析比较出芽长为 1. 0 cm ,叶长为 1. 5 cm ,叶数为 2～3 条的兰

花苗有利于生根。
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中国兰花 ,通常是指兰属 ( Cymbidium) 植物中一部分地生种。中国兰以香气馥郁 ,色彩淡

雅 ,花姿优美 ,叶态飘逸见长 ,是庞大兰科家族中独特且稀少的种属。中国兰沿用传统的分株

繁殖法 ,繁殖系数极低 ,常规情况下种子不完全 ,极难萌发 ,因此世界上多采用组织培养来繁殖

种苗[1 ] 。我国台湾省和东南亚一些国家利用组织培养对蝴蝶兰 ( Phalaenopsis spp . )进行了工厂

化生产 ,获得了较大的经济效益[2 ] 。近年来笔者从国内引进墨兰 ( Cymbidium sinense (Andr. )

Willd. )优良品种 ,利用茎尖和腋芽为外植体开展墨兰组织培养[3 ] ,较系统地研究了墨兰的组

织培养和试管苗生产技术 ,为墨兰遗传资源的保存和开发利用及其工厂化生产提供参考。

1 　试验材料与方法

1. 1 　试验材料

以墨兰的茎尖和腋芽为外植体[4 ] 。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　材料的表面灭菌　取 6～13 cm 的新芽 ,从植株茎部切离 ,用利刀除去根、脏物和外包

叶 2～3 片 ,充分洗净后将材料再切取 2～3 cm ,在 10 %次氯酸钠药液中消毒 10 min ,灭菌后用

无菌水冲洗数次 ,再放到灭菌滤纸上吸干水份 ,然后在解剖镜下无菌操作剥取茎尖和腋芽 ,一

般茎尖大于 2 mm ,带 2 个原叶基 ,接种到培养基中。

1. 2. 2 　类原球茎的诱导与增殖 　外殖体接种后放置在 23～25 ℃的黑暗条件下 ,培养 1～2

个 月后可分化出1至数个乳白色的类原球茎 ,类原球茎的增殖应在转绿前 ,将其切割成小块 ,



或给予针刺等损伤 ,转入类原球茎增殖培养基上以繁殖更多的类原球茎 ;或放在液体培养基

中 ,在旋转培养床上进行旋转培养 ,在其小块组织稍为长大后 ,转接到分化培养基上 ,分化芽

和根。

1. 2. 3 　芽的诱导与增殖　将开始萌发的类原球茎置于MS + 62BA 3 mg·L - 1 + NAA 1 mg·L - 1培

养基中 ,诱导芽的发生 ,将诱导出的芽接种在附加生长素和分裂素的不同浓度配比的培养基

上 ,62BA 的浓度分别为 2. 0、3. 0、4. 0 mg·L - 1 ,NAA 浓度分别为 0. 1、0. 5、1. 0 mg·L - 1 ,进行双因

素正交试验 ,观察芽的分化状况 ,筛选最佳培养基。

1. 2. 4 　根的诱导　采用 4 种不同的生根培养基 ,分别是 : (1) 1/ 2MS + NAA 3. 0 mg·L - 1 + KT 0.

5 mg·L - 1 ; (2) 1/ 2MS + NAA 3. 0 mg·L - 1 ; (3) 1/ 2MS + IBA 2. 0 mg·L - 1 ; (4) 1/ 2MS + IBA 4. 0 mg·

L - 1。从中筛选诱发根生长的最佳培养基配方 ,同时观察多大的芽适宜诱导根的生长。

1. 2. 5 　移植　炼苗 3～4 d ,取出苗后洗净粘在根上的培养基 ,晾干后 ,栽植在通气、透水、保湿

的介质中。先在高湿、弱光条件下缓苗 6～10 d ,以后放在 15～25 ℃、空气相对湿度 80 %左右

的条件下养护 ,定期补施营养液。

2 　结果与分析
2. 1 　类原球茎的诱导与增殖

将外殖体培养在 MS 培养基上 ,经 2 个月后外植体发生了类原球茎 ,呈丛生状 ,在 NAA 作

用下 ,脱分化为愈伤组织 ,有黄色也有绿色。从生长状况来看 ,通常是绿色转为黄色 ,也有少数

由黄色转为绿色 ,在转移中发现绿色的类原球茎组织较松脆、密集 ,能分化不定芽 ,而呈黄色的

愈伤组织则松软 ,含水量丰富 ,潮湿。将诱导形成的类原球茎切下 ,移入新配制的成份相同的

培养基 ,这种培养基配方中 ,生长素比例较大 ,激动素比例较小 ,易于类原球茎增殖 ,但不易分

化。在显微镜下 ,可见类原球茎顶端呈卵状突起 ,或尖端锐利 ,深绿色 ,幼嫩 ,含水丰富 ,外表光

滑 ,有颜色稍浅的 ,表面有不规则凸凹 ,生长旺盛。

2. 2 　芽的诱导与增殖

待类原球茎增殖到一定数量 ,将一部分类原球茎培养在分化培养基上 ,适当增加激动素的

比例 ,减少生长素的比例 ,配方为 MS + 62BA 3 mg·L - 1 + NAA 1 mg·L - 1 ,约经 30 d ,即可看见丛

生状的绿色类原球茎顶端冒出一个个尖细的小芽 ,在培养基中的类原球茎 ,存在着不同的发育

状态 :有的已分化为细细的小芽 ;有的才开始形成芽的雏形 ,即绿色类原球茎上才出现凸出的

小芽点 ;有的则仍呈绿色类原球茎状 ;而有的已转为黄色、褐色 ,并发现玻璃化芽 ,多呈丛生状。

当类原球茎发育成丛生状不定芽时 ,大多不能正常发育成茎 ,由类原球茎萌发的独立的芽能继

续发育 ,最终成为带叶的茎。

为提高芽的增殖系数 ,采用双因素正交试验 ,配制 9 种不同浓度比例的培养基 ,接种后的

材料置于温室中培养 ,培养温度为 25 ℃±1 ℃,连续光照 8～10 h。18 d 后统计结果并进行直

观分析 (表 1) 。

从表 1 可见 :组合 6 号最优 ,即 62BA 为 4. 0 mg·L - 1 ,NAA 为 0. 5 mg·L - 1 ,但从实际结果来

看 ,组合 9 号最好 ,即 62BA 为 4. 0 mg·L - 1 ,NAA 为 1. 0 mg·L - 1。从极差看 ,其值越大 ,表示该因

素越重要。因此 ,从本次试验结果表明 ,在这两种激素中重要的因素是 62BA。通过观察 ,配方

2中诱导产生的芽数最少 ,长势也最弱 ,新芽发黄 ,基部很少有新球茎形成 ;配方9中 ,新增芽
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长势强劲 ,基部有相当数量的新球茎形成 ,配

方 9 中的 NAA 浓度较高 ,高浓度 NAA 对墨兰

芽的增殖和生长有一定的抑制作用 ,但是只要

62BA 和 NAA 浓度配比恰当 ,则会更好地诱导

墨兰的增殖 ;配方 5 中芽的诱导情况较为特

别 ,在长芽的同时 ,也有根发生的情况 ,但芽长

势一般。因此芽增殖的最佳培养基组合是配

方 9 ,即 62BA 为 4. 0 mg·L - 1 ,NAA 为 1. 0 mg·

L - 1。

2. 3 　生根的诱导

2. 3. 1 　4 种培养基对兰花组培苗生根的影响

　采用的兰花组培苗的规格为 :平均有叶 3

片 ,芽长 2 cm ,叶长 1. 6 cm ,叶宽 5 mm ,每种培

养基接种 20 个芽。

表 1 　正交设计试验安排与结果

组合号
62BA/

(mg·L - 1)

NAA/

(mg·L - 1)
平均

增殖倍数
平均芽
长/ cm

1 2. 0 0. 1 2. 0 3. 6

2 3. 0 0. 1 0. 8 1. 0

3 4. 0 0. 1 1. 6 3. 7

4 2. 0 0. 5 1. 5 3. 4

5 3. 0 0. 5 2. 1 3. 9

6 4. 0 0. 5 2. 0 4. 5

7 2. 0 1. 0 1. 6 3. 2

8 3. 0 1. 0 0. 9 3. 3

9 4. 0 1. 0 2. 9 12. 2

K1 5. 1 4. 4

K2 3. 8 5. 6

K3 6. 5 5. 4

极差 2. 7 1. 2

　　3 基本培养基为 MS + 30 g·L - 1蔗糖 + 8 g·L - 1琼脂

　　从表 2 可以看出 ,第 1 种培养基的诱发根

的生长效果比较差 ,第 2 种培养基的生根效果

最好 ,因为在这种培养基上生长的兰花芽的根

数最多 ,有根芽所占的比例也最大 ,6 月 4 日

观察根条数为18条 ,有根芽所占的比例达

表 2 　不同培养基对兰花组培苗生根的影响

观测日期(月2日)

培养基种类

06204

1 2 3 4

06211

1 2 3 4

根数 3 18 8 13 8 25 13 16

有根芽比例/ % 10 60 25 45 25 80 40 55

60 % ,到 6 月 11 日 ,根条数就增加到 25 条 ,有根芽所占的比例已达到 80 %。从第 3 和第 4 种

培养基中 ,可以看出高浓度的 IBA 刺激根生长的效果比较明显。不同成分的培养基诱发兰花

组培苗根的发生效果不同 ,寻找一种最适宜的生根培养基 ,对缩短出苗时间和提高兰花苗的移

栽成活率 ,具有十分重要的意义。

2. 3. 2 　不同规格兰花组培苗的生根状况比较　从表 3 可以看出 :芽越长 ,根条数越多 ;芽越

小 ,芽的生长越明显 ,而根的生长情况就越差。例如 , Ⅰ种规格兰花 ,两个星期只长出 5 条根 ,

有根的兰花芽仅占 20 % ,芽的长度超过 1 倍 ,其它方面也有较大的增长。Ⅱ、Ⅲ两种规格的兰

花 ,芽的生长情况相差不大 ,长根的情况也很相近 , Ⅱ规格兰花 ,两周后长根 13 条 ,有根芽比例

为 45 % ; Ⅲ规格兰花 ,长根 16 条 ,有根芽比例为 55 %。从经济角度来考虑 ,应该选用 Ⅱ规格的

兰花芽生根 ,缩短出苗所需的时间 ,提高经济效益。

表 3 　不同规格兰花组培苗的根发生状况

观测日期 (月2日)

兰花规格

05229

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

06204

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

06211

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均芽长/ cm 0. 6 1. 6 2. 8 1. 0 1. 8 2. 9 1. 5 2. 1 3. 2

平均叶长/ cm 0. 5 1. 4 2. 0 0. 6 1. 5 2. 2 1. 3 1. 8 2. 1

平均叶宽/ mm 2. 4 3. 1 5. 2 2. 7 3. 7 5. 5 3. 1 4. 8 5. 9

叶片数 1～2 2～3 3～4 2 2～3 4 2～3 3 4～5

根数 0 0 0 3 7 9 5 13 16

有根芽比例/ % 0 0 0 10 28 33 20 45 55
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2. 4 　移植

兰花试管苗“自立”能力较差 ,移栽养护难度较大 ,如果不能克服这些问题 ,移栽中将会使

组培苗损失严重 ,成苗率较低。因此 ,应尽量协调移栽过程中温度、光照、湿度、营养、移栽介质

等因素与组培苗的关系 ,使兰花苗逐渐从异养向自养过渡。具体做法是 :待组培苗长到 10～

12 cm 高时 ,打开培养瓶盖 ,炼苗 3～4 d ,然后将苗从瓶中取出 ,洗净粘在根上的培养基 (注意尽

量不要伤根) ,晾干后栽植在通气、透水、保湿的栽培介质中 ,先在高湿弱光条件下缓苗 6～10

d ,以后放在 15～25 ℃、空气相对湿度为 80 %左右的条件下养护 ,定期补施营养液并喷多菌灵

防止杂菌感染。

3 　结论与讨论

(1) 类原球茎诱导与增殖试验表明 :组织松脆、密集的绿色类原球茎能分化为不定芽 ,而

组织松软、含水丰富、潮湿的黄色类原球茎则不能[5 ] 。同时 ,墨兰在生长素比例较大、激动素比

例较小的培养基中 ,易于增殖类原球茎 ,而不易于分化。实际上 ,在组织培养中 ,分化培养基的

生长激素和剂量 ,能否分化根和芽 ,完全取决于激素种类和剂量[6 ] 。每种兰花都不完全一样 ,

要经过试验摸索才能掌握 ,可以设计几种配方 ,进行对比实验来确定。

(2) 正交试验筛选的芽增殖最佳培养基为 :MS + 62BA 4. 0 mg·L - 1 + NAA 1. 0 mg·L - 1 + 琼

脂 8 g·L - 1 + 蔗糖 30 g·L - 1。筛选出的最佳生根培养基为 :1/ 2MS + NAA 3. 0 mg·L - 1。但从多

年对中国兰的组织培养研究中发现 ,兰属不同种的最佳培养基各不相同 ,但也有共同点 ,具体

表现为 :继代增殖和壮苗生根所用的激素浓度和组合大致相同 ,都可持续使用同一种培养基完

成继代增殖和壮苗生根 (这也可以作为衡量培养基是否理想的重要标准) [7 ] 。作者认为可以在

接入类原球茎后 ,在相同培养时间内 ,以芽/ 类原球茎 (体积比)的比值作为调配培养基的指标。

增殖初期为了快速增殖 ,可调大比值 (6～8) ,增殖基数满足后 ,比值一般维持在 1～1/ 3 ,应将

类原球茎的增殖量控制为零或低水平作为生根培养基的标准。另外 ,继代增殖转接时只接芽 ,

不接类原球茎也可避免其累积。培养基的调配可通过改变激素和无机盐的浓度实现。本试验

采用固态培养基 ,尽管所需的时间较长 ,分化的整齐度也不一致 ,但在大规模生产时是一种切

实可行的办法。首先 ,采用固态培养可一次向瓶内注入较多的培养基 ,足以维持根状茎分化过

程中一个半月的营养需求 ,从根状茎诱导出完整植株的全过程中间只须转接 1 次 ,而液态培养

15 d 就要转接 1 次 ,完成这一过程需要转接 3 次。其次 ,固态培养不需要摇床等特殊设备 ,投

资较少 ,占用实验室的空间也较少 ,所以固态培养诱导分化是一种节省劳力和设备投资的

方法。

(3) 中国兰要想走向世界 ,走向普及 ,特别是占领城市阳台 ,必须立足育种。中国兰多为

二倍体 ,多倍体的潜力尚待发掘利用 ,因此 ,以组培为主要手段 ,开展中国兰的多途径综合育

种 ,尤其是开展种属间杂交 ,结合染色体加倍而形成的异源四倍体 ,应用前景广阔。
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Tissue Culture of Cymbidium sinensis

XIANG Yan1 , YU Feng2an1 , PENG Zhen2hua2

(1. Anhui Agricultural University , Hefei 　230036 ,Anhui ,China ;

(2. Chinese Academy of Forestry , Beijing 　100091 ,China )

Abstract : The explants of Cymbidium sinensis stems and spores were used to study Cymbidium sinensis tissue

culture essentials. It dealed with the selection of explant , induction of proliferation , subculture , rooting and

outplanting of Cymbidium sinensis . The results showed that the best medium to induce proliferation was MS + 62
BA 4. 0 mg·L - 1 + NAA 1. 0 mg·L - 1 + agar 8 g·L - 1 + sugar 30 g·L - 1 , by wielding orthogonal test . While

rooting medium was half MS and 3. 0 mg·L - 1 of NAA. At the same time ,we obtained by analyzing and contrast2
ing the standard spore to bring about rooting , which offered basis of Cymbidium sinensis ,such as enlarging pro2
duce , increasing living rate and improving economy benefits correspondingly.

Key words : Cymbidium sinensis ; spore induction ; proliferation ; rooting ; outplanting
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