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兜兰无菌播种和组织培养研究进展 

曾宋君，陈之林，吴坤林，段 俊 

(中国科学院华南植物园，广州 510650) 

摘 要：兜兰是兰科植物中无菌播种和组织培养最困难的种类之一 ，商业上还没有无性克隆进行种苗 

大规模生产的报道。综述了兜兰的无菌播种和组织培养的研究进展，展望了其应用前景。 
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A Resume of Germination and M ericlone of PaphiopedUum 
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(South China Botanical Garden，￡k Chinese Academy ofSciences，Guangzhou 510650，China) 

Abstract：The aseptic germination of seeds and mericlone of Paphiopedilum orchid are difficult and there 

is no report of its commercial propagation by mericlone．The research progress and prospect of germ ination and 

mericlone of Paphiopedilum orchid are briefly summarized in this paper． 
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兜兰 (Paphiopedilum)同大多数兰花一样，种子没有胚乳 ，在自然环境中需与真菌共生才能萌 

发，且萌发率极低。兰花的传统繁殖方式为分株繁殖，繁殖系数低、速度慢，难以满足保护和开发的 

要求。兰花的组织培养始于20世纪 60年代，Morel(1960)采用大花蕙兰的茎尖为外植体，诱导形 

成类原球茎并分化植株 ，为实现兰花的工厂化生产奠定了基础。之后组培在其它许多兰花上获得了成 

功 (Arditti&Ernst，1993；范成明 等，2003)。但兜兰人工授粉结实率低 ，其无菌播种和组织培养难 

度大，是兰科植物中种子试管培养最困难的属之一。本文综述了兜兰的无菌播种和组织培养的研究进 

展，并展望了其应用前景，以期对兜兰属植物的资源保护和商业应用提供参考。 

1 无菌播种 

兜兰的无菌播种一般不需添加植物生长调节剂，萌发的原球茎能发育成小苗，在添加合适浓度的 

植物生长调节剂时能进行原球茎的增殖，然后再分化成苗。兜兰果荚的消毒通常用 自来水洗净，70％ 

酒精表面消毒 30 S，再以0．1％的升汞溶液消毒 15 min，最后用无菌水冲洗 5次，用无菌滤纸吸干水 

分，用解剖刀切开果荚，将种子散落到培养基中培养 (曾宋君 等，2006)。 

1．1 兜兰不同品种种子萌发率的差异 

不同兜兰品种的结实率和萌发率不同，总的说来，杂交种的萌发比原生种容易。杏黄兜兰 

(Paphiopedilum armzniacum)授粉后 120 d的种子在各供试培养基上较硬叶兜兰 (P．micranthum)的 

萌发率低 (陈之林 等，2004)。带叶兜兰 (P．hirsutissimums)授粉后 150 d左右的种子萌发率可达 

50％ (曾宋君 等，2006)。P．delenatii的萌发率可达68％，P．bellatulum可达69．7％；而菲律宾兜兰 
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(P．philippinense)的萌发率仅为 32．8％ (Li&Li，1999)。 

1．2 果荚成熟度对种子萌发的影响 

不同栽培条件下果荚的成熟时间可能有一定的差异。果荚采收的时间对种子萌发有重要的影响。 

通过对杏黄兜兰和硬叶兜兰的播种试验发现授粉后 120 d的种子可萌发，而 180 d时果荚已近开裂， 

种子为黑色，在试验中没有萌发，这可能与完全成熟的种子进入休眠期或产生某些抑制物质有关 

(陈之林 等，2004)。有些成熟的种子在休眠时要培养数年才能萌发。有些兜兰种子在果荚还是青色 

时就有可能进入了休眠。P．primulimum在授粉后 1 10 d，P．delenatii在 150 d，菲律宾兜兰和 P．bel- 

latulum在 130 d时萌发率最高 (Li&Li，1999)。 

1．3 光照对种子萌发的影响 

不同的兜兰品种对光照的要求不一样，有些兜兰种子必须先经历暗培养才能萌发，有些兜兰种子 

不需要暗培养就能萌发。Stimart和 Ascher(1981)报道暗培养有利于兜兰种子的萌发以及幼苗早期 

的生长。杏黄兜兰和硬叶兜兰经历3周的暗培养有利于提高萌发率 (陈之林 等，2004)。 

1．4 培养基种类对种子萌发的影响 

兜兰种子萌发使用的基本培养基有 RE (Arditti，1982)，MS(Murashige&Skoog，1962)，1／2 

MS，1／4MS，KC (Knudson，1946)，VW (Vacin&Went，1949)，Thomale GD和花宝 (Hyponex)1 

号3 g·L (Li& Li，1999)等。硬叶兜兰和杏黄兜兰在 RE培养基上萌发率分别为 32．4％和 

25．2％，带叶兜兰可达 50％；在 MS培养基上，硬叶兜兰仅有极少种子萌发，而杏黄兜兰没有萌发， 

采用 1／4MS培养基它们的萌发率分别为 11．O％和8．1％ (陈之林 等，2004；曾宋君 等，2006)。在 

Thomale GD培养基上，P．delenatii和 P．primulimum的萌发率均 比在其它培养基上高 (Li& Li， 

1999)。可见培养基的盐分组成和浓度是影响种子萌发的重要因素。液体培养对兜兰P．bellatulum， 

P．delenatii，P．prlmulimum的种子萌发均表现出一定的促进作用 (Li&Li，1999)。 

1．5 有机添加物和活性炭对种子萌发的影响 ． 
一 般认为，在植物胚培养中加入适量的椰乳对种子的萌发有利，在杏黄兜兰和硬叶兜兰的无菌播 

种中，椰乳对种子的萌发有较好的促进作用，试验用的椰乳最适浓度为200 mL·L一，但在后期成苗 

时会产生一胚多苗现象，部分苗生长不正常，这可能与椰乳中富含玉米素 (Zeatin)等植物生长调节 

剂有关。胰蛋白胨和酵母提取物对杏黄兜兰和硬叶兜兰种子的萌发没有显著的影响，但有利于苗的生 

长 (陈之林 等，2004)。培养基中加入活性炭一般会抑制兜兰种子的萌发。带叶兜兰的组织培养中， 

在RE培养基中加入活性炭，萌发率由50％降为45％，但种子出芽后生长较快 (曾宋君 等，2006)。 

而P．bellatulum无菌播种时附加活性炭则可提高其萌发率 (Li&Li，1999)。 

1．6 原球茎的诱导增殖和生根壮苗培养 

由种子而来的原球茎在 RE培养基或花宝 1号 1．5 g·L +花宝2号 1．5 g·L 培养基中附加椰 

乳 200 mL·L一、6-BA 2．0 mg·L一、NAA 0．2 mg·L 和活性炭 2 g·L 时，增殖和分化成苗效果 

均较好，没加入活性炭，形成的芽有部分会玻璃化 (曾宋君 等，2006)。 

将原球茎分化而来的小苗分成单株后转移到生根壮苗培养基 RE上，生根率均可达95％以上。添 

加香蕉汁时，植株生长较快，根系较好；采用花宝 1号 1 g·L +花宝2号 1 g·L +蛋白胨 2 g· 

L +NAA 1．0 mg·L +活性炭 2 g·L +10％香蕉汁，效果好且成本较低，可以在生产中使用 

(陈之林 等，2004；曾宋君 等，2006)。 

2 组织培养 

2．1 外植体的选择 

兜兰组织培养过程中，外植体的灭菌难度大。采用茎尖作外植体时，即使通过常规消毒仍大量地 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


3期 曾宋君等：兜兰无菌播种和组织培养研究进展 795 

被细菌、真菌、病毒和其它病原菌感染 (Stewart&Button，1975；Huang，1988)，采用 2～3 mm的 

茎尖生长点为外植体，能有效提高消毒的成功率，但由于外植体过小，外植体的启动生长速度慢 

(Stewart&Butt0n，1975)。Huang(1988)利用 P．philippinense×P．Susan Booth等杂种兜兰种子无 

菌播种所获无菌苗的茎尖为外植体诱导出了丛生芽并能直接成苗。 

Chen等 (2004)利用菲律宾兜兰 (P．philippinense)的杂交种 PH59、PH60的叶片为外植体诱 

导出了不定芽和带根的小植株。采用未切割的 1．5 cm完整叶和0．5 cm的叶片切块为外植体时，其不 

定芽诱导率和出芽个数与外植体形式、培养方式、植物生长调节剂浓度及兜兰品种有关。叶片未切割 

时，在 1／2MS培养基上 PH59、PH60均有 25％的外植体分化出芽，添加植物生长调节剂时，1．0 

mg·L～2，4一D +1．0 mg·L TDZ能促进 PH59不定芽的形成，1．0 mg·L～2，4一D，5．0 mg·L 

TDZ，1．0 mg·L～2，4一D+1．0 mg·L TDZ能促进 PH60不定芽的生成。而叶片切割时，PH60只在 

1／2MS+1．0 mg·L～2，4一D+0．1 mg·L TDZ诱导出了丛生芽，其它所有植物生长调节剂及其组合 

均表现出一定的抑制作用；而 PH59在TDZ 1．0 mg·L 时尽管出芽的叶片数减少，但每个叶片的平 

均出芽数增多，可达 7．0个，对照为5．6个。 

2．2 愈伤组织的诱导、增殖和再生 

兜兰杂种 P．callosum ‘Oakhi’ ×P．1awrenceanum ‘Tradition’由种子萌发而来的原球茎在1／2 

MS+1．0～10 mg·L～2，4一D +0．1～1．0 mg·L TDZ培养基上能形成愈伤组织，单独使用 TDZ未 

能诱导出愈伤组织，单独使用2，4-D时诱导率低。愈伤组织在 1／2MS+5 mg·L～2，4一D +1 mg· 

L—TDZ培养基上能增殖，增长倍率可达2．24。愈伤组织在 1／2MS+0．1 mg·L NAA +0．5 mg·L 

TDZ上能形成类原球茎分化出再生芽形成完整株 (Lin et a1．，2000)。 

2．3 不定芽的增殖和直接成苗 

目前兜兰不定芽诱导常使用的植物生长调节剂主要是生长素类 (如2，4-D和 NAA)和细胞分裂 

素类 (如 BA、ZT和 KT)。兜兰杂交种茎节培养时，在无植物生长调节剂的 1／2MS培养基上，PH59 

有 33．3％形成了芽，而 PH60无不定芽生成 (Chen et a1．，2002)。兜兰杂交种茎节在初代培养时， 

BA对不定芽的诱导和生根的影响不大，在继代增殖中，3、9、27、100 mg·L 的 BA对芽的增殖表 

现出抑制作用，对根的诱导除低浓度的 BA (3 mg·L )在第2代时表现出促进作用外，其余浓度 

和代数中均表现出抑制作用 (Huang et a1．，2001)。 

TDZ(0．003、0．03、0．3 mg·L )在初代培养时对不定芽的增殖和生根没有明显影响，但继代 

培养时则对不定芽诱导表现出抑制作用，浓度越高，抑制作用越强；除在第 3代时低浓度的 TDZ 

(0．003 mg·L )可明显促进生根外，TDZ多表现为抑制生根，浓度越高，抑制作用越强 (Huang et 

a1．，2001)。杂种 PH60在 TDZ 0．1 mg·L 时能获得较高的不定芽诱导率 (Chen et a1．，2002)。 

NAA对不定芽的生长影响不大，但较高浓度 (>1．0 mg·L )对不定芽的生成有轻微抑制作用； 

对根的诱导，较高浓度0．3和1．0 mg·L 比较低浓度0．03 mg·L 效果好 (Huang et a1．，2001)。 

2，4-D对兜兰茎节不定芽的诱导有一定的促进作用，其浓度以 1．0 mg·L 时效果较好；PH59 

在 1／2MS培养基上附加 1．0 mg·L～2，4-D和0．1 mg·L NAA组合时效果比单独使用 1．0 mg·L 

2，4-D或 0．1 mg·L NAA好 (Chen et a1．，2002)。 

另外，在培养基中加人一定浓度的硫酸腺嘌呤和磷酸二氢钠对不定芽的诱导和不定根的生成有一 

定的促进作用 (Huang et a1．，2001)。糖类物质作为培养基的能源物质和渗透调节剂，对原球茎的生 

长影响较大。在兜兰的组织培养中，蔗糖的效果比麦芽糖好，浓度以30 g·L 的效果最好 (Huang 

et a1．，2001)。在有机添加物中，150 mL·L 的椰乳能较好地促进不定芽的诱导和不定根的形成。1 

g L 的水解酪蛋白具有相同的效果。10 g·L 的土豆汁能促进不定芽的生长，但对不定根的诱导 

影响不大，香蕉粉能促进不定芽的形成，20 g·L 的效果最好，但对生根起抑制作用，特别是在高 
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浓度4O和60 g·L 时非常明显 (Huang et a1．，2001)。 

3 试管苗的移栽 

兜兰在出瓶前一般要在栽培温室中炼苗2周，然后栽培在碎砖块和火山石混合基质或树皮和火山 

石的混合基质中，保持较高的空气湿度，硬叶兜兰和杏黄兜兰成活率可达 70％ 以上 (陈之林 等， 

2004)。带叶兜兰可达75％以上 (曾宋君 等，2006)。而 Chen等 (2002，2004)利用泥炭藓做基质， 

试管苗的成活率高，最高时可达 100％。 

4 展望 

兜兰由于具有极高的观赏价值和较高的经济价值，在欧美广受人们欢迎，其商业生产目前多采用 

无菌播种，仅少量无性克隆的研究报道，还没有无性克隆规模化生产的报道。在无菌播种时，由于结 

实率和种子萌发率较低，成苗差，品种间差异大等原因，有待进一步研究，以提高种子萌发的成功 

率。同时由于无菌播种生产的后代不一致，稳定性较差，因此利用组织培养无性克隆兜兰种苗，特别 

是无性克隆一些已选育出来的优良株系，是今后兜兰种苗生产的研究重点，也是兜兰产业化的发展方 

向。通过无菌播种和组织培养生产出大量观赏价值高的兜兰原种满足市场需求，有利于降低兜兰原生 

种的商品价格，从而加强对兜兰原生种的保护和可持续利用。 
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