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摘 要：结合国内外的研究文献和笔者的实践经验，对兰花非共生萌发技术、组织培养、细胞工程、基因工程的 

研究进展及其应用进行了评述，并分析 了兰花生物技术的应用前景。 
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Abstract：Emphasized particularly on applications of Orchids biotechniques in recent resear— 

ches and the authors"experience，advances in vitro seed germination without fungus，tissue 

culture，the engineer of somatic and gene were reviewed in this paper，and its status and 

prospects about applications in industrious were also discussed and viewed． 
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兰花约有 500多属 20 000多种，分布于世界各地。由于兰花在自然状态下繁殖困难，种子萌发率 

极低，故传统栽培靠分株繁殖，因而繁殖周期长，繁殖率低，育种进程缓慢。同时，由于长期无性繁殖，造 

成带病毒的植株日益增多，兰花的品质下降。白20世纪 60年代以来，生物技术的应用促进了兰花组织 

培养的研究，进而在兰花细胞工程、基因工程等生物技术的研究方面取得了重要进展，并在全世界范围 

内形成了高效益、大规模的兰花产业。笔者结合实践经验和国内外的有关文献，对兰花生物技术领域的 

研究及产业化前景进行评述，以期为兰花的科研及生产应用提供参考。 

1 非共生萌发技术 

目前，兰花优良品种的获得主要以有性繁殖方式获得种苗。因此，种子离体萌发技术的研究显得尤 

为重要。兰花种子体小量多，绝大多数种类的种子不具子叶和胚乳，在自然条件下，需和真菌共生才能 

萌发。在实验和生产实践中，可模仿自然和真菌共生培养。但需先分离出相应的真菌，且分离程序繁杂， 

目前已较少使用。替而代之的是非共生萌发法，或称无菌播种。随着兰花工业的发展，兰花属间和种间 

杂种大量出现，研究者们设计了上百种种子无菌萌发培养基 ，并成功地在蝴蝶兰(P̂ nZ口 彻。户s s)、文心 

兰(Oncidium)、大花蕙兰(Cymbidium)、石斛兰(Dendrobium)及中国兰中的春兰(Cymbidium goe— 

ring)、墨兰(Cymbidium sinense)等产业化中推广应用，基本形成了一套比较成熟的技术体系。该体系 

一 般包括 3个环节：(1)选择适 宜 的培养基。目前 兰花无菌萌发常用 的培养基有 KnudsonC、 

Vacin＆Went、Kyoto、Reinent＆Monr、Lindeman、Vajrab—ha、MS以及美 国 Hydroponic公司出品的 

Hyponex培养基等。据笔者在蝴蝶兰、文心兰、大花蕙兰、石斛兰及墨兰上的应用，不同培养基种类不 

足以对种子萌发产生实质性的影响，但以 Hyponex操作简单且为节俭。此外，适量的天然提取物，如在 
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培养基中添加椰子汁、番茄汁、蛋白胨、酵母提取液、水解蛋白、苹果汁、香蕉汁等可大大促进兰花种子的 

萌发。(2)种子的选取和处理。兰花种子成熟较慢。一般在受粉后几个月方能成熟。不同成熟期的种子 

在无菌培养中，发芽力不同 。某些种类的未成熟或接近成熟的种子，甚至比成熟种子更容易萌发 。 

同时，实验证实，播种前对种子进行适当的预处理可以提高种子萌发率。预处理方法可以用物理方法 

(如用超声波处理)，或用化学方法(如用不同种类及不同浓度的溶液浸泡种子等)。段金玉等对兰属 

1O种植物种子离体萌发进行研究发现，用 0．1 mol／I NaOH溶液对多花兰、朵朵香、双飞燕、豆瓣绿、寒 

兰、套叶兰等中国兰的种子浸泡 10~30 min，其萌发率可提高 1o倍以上⋯。目前看来，大部分兰花种子 

均可以通过无菌萌发的方式进行萌发，只是萌发率各有不同。气生兰及杂交后代萌发力较强，这类种子 

无菌萌发技术已基本成熟。地生兰种子的萌发率普遍较低，包括中国兰在内，仍待进一步研究。(3)接 

种及培养。将果荚采下，切去残留花瓣与萼片，用 7O 酒精擦拭外部后，浸入到加少许展着剂的0．5 

次氯酸钠溶液中消毒，而后取出用解剖刀纵切，并刮出种子，用长镊子播种。种子接种后，置于 2O～ 

25℃培养室，在 1 500 lx下，光照 12～16 h，一般 1O～14 d后种子膨大，5～6周后种子变绿，发育成原球 

茎并长出须根，2～3个月后，原球茎长出第 l片叶，9～1O个月后，球茎延长，长成具有 2～3条根和 2～ 

3片叶的试管苗时，便可移栽入花盆。 

2 组培快繁技术 

兰花的组织培养始于 2o世纪 6o年代。之后40多年来，兰花组培技术不断地发展和完善，先后大 

约有 6o余属数百种兰花可用组培方法进行繁殖，且其产业化应用的成熟度已超过了其他花卉。但受基 

因型和外植体取材部位方式的影响，诸多文献发表的组织培养方法及配方多因无法重现而被疑为不实。 

同时，受商业利益的驱动，有关企业化栽培的知识与经验，多年来亦被视为不传之秘。笔者实践发现，兰 

花的组织培养关键在于培养基的配方和操作方法。 

兰花培养基种类选择的余地较大，而在激素组合及浓度上，一般是洋兰的组织诱导、原球茎增殖及 

分化需用较高浓度细胞分裂素与低浓度生长素的配合，而中国兰芽端诱导培养中，生长素浓度一般高于 

细胞分裂素。除培养基配方的影mJ~'b，选择适宜的外植体和有效控制褐化，是兰花组培繁殖能否成功的 

两大重要因素。茎尖是最早也是最常用的用于兰花快速繁殖的外植体。目前推向产业化的大花蕙兰、 

卡特兰、石斛兰、蝴蝶兰、文心兰等首先在茎尖培养中取得成功。中国兰的茎尖培养，也先后在建兰、春 

兰、墨兰等几十个品种中获得成功1 】。除了茎尖，侧芽应用也相当广泛，尤其是带 1～2个叶原基的茎园 

锥成活率高 】。虽然顶芽和侧芽是极好的高质量外植体，但芽的来源有限。根据细胞全能性的观点，人 

们在更大范围内寻找了更多适宜的外植体，如试管苗的幼叶、根顶端分生区、花梗、子房等。这些研究工 

作的成功，减轻了对兰花母株的伤害 起到了对珍稀品种的挽救和保护作用。由于兰花组织中多酚氧化 

酶活性较强，酚类物质含量较高，褐化死亡率高。据吴汉珠等统计，国兰诱导启动后，褐化死亡几乎占 

3／4 1。因而解决褐化问题是兰花组织培养的关键。常用措施包括：(1)选择适宜的取材时间。由于兰 

花酚类物质含量与生长季节有关，在生长旺盛的季节，兰花新芽上的酚类物质含量显著提高，而在生长 

较弱的季节，酚类物质明显减少。(2)外植体预处理。徐程等认为，将取材的兰花外植体用含150 mg／I 

柠檬酸和抗坏血酸溶液处理 1 h，是较为有效的方法 一 。据笔者经验，可将所取外植体经流水冲洗后，先 

放在2～5℃的冰箱中低温处理 1 2～24 h，消毒后先接种在只含活性炭和蔗糖的培养基中培养5～7 d，取 

出外植体再接种到合适的培养基中，可有效地减轻大多数兰花组织的氧化褐变程度。(3)培养基中加入 

抗氧化剂和吸附剂。在继代培养中消除褐化，一般可加入抗氧化剂和吸附剂。如在每升培养基中分别 

添加20 硫代硫酸钠 5 ml一活性炭 2 g、维生素 C 5 mg，以及PVP(聚乙烯基吡咯烷酮)、MBP(磷酸一丁 

酯)等，均对褐化有一定的控制作用，但从效果和成本看，硫代硫酸钠更为节俭有效。(4)选择最佳培养 

条件。如培养基的离子浓度、培养的方式、培养的温度和光照条件等。 

为此，结合国内外40多年来兰花组培繁殖研究的成果，经反复筛选比较，对目前国际上最具商业价 

值的几个大属兰花组织培养配方列举如表 1。 
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注：表中基本培养孳配方和有关添加物缩写可参照文献[6]，配 及获得方法参照文献[1 21]。标 ★为经作者重试，效果相埘较好者。 
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3 细胞工程技术 

体细胞胚具有个体间遗传背景一致，结构完整。快速量多等优点，能极大地提高繁殖效率，降低成 

本，因而应成为兰花细胞工程技术中最优先研究的问题。在兰花中，通过胚胎发生，进行大量培养并再 

生植株的研究有些进展l7 。从总体上看，兰花体胚发生技术仍处于起步阶段，尤其是体细胞胚胎发生 

机制的研究还处于摸索中。对兰花体胚发生的遗传影响和激素控制，由于缺乏深入了解，还无法从根本 

上有目的、高效能地调节控制体胚发生过程。兰花原生质体培养和体细胞融合，是兰花细胞工程技术中 

大有作为的研究领域，因为通过这种技术体系，对兰花品种改良和创造远源杂种方面，都将产生不可估 

量的价值。事实上。作为单子叶植物的兰花，原生质体培养和融合与双子叶植物相比，所取得的成功非 

常有限。目前，已从卡特兰、石斛兰、大花蕙兰、蝴蝶兰等十几种兰花的根、叶、原球茎、花瓣等分离得到 

原生质体和部分融合体 l。但通过原生质体和融合体得到再生植株的成功报道很少。研究者们从酶 

解条件、融合方式和参数以及培养方式、培养基的选择等方面进行了有益的探索，这些工作必将为最终 

获得重复性良好的兰花原生质体再生体系奠定良好基础。 

4 基因工程技术 

兰花基因工程技术的研究是近年才起步的，主要是因为兰花是单子叶植物，不是农杆菌的天然寄 

主，长期被认为它对根癌农杆菌或发根农杆菌不敏感，阻碍了农杆菌在兰花上的应用。而一些直接转移 

的方法如 PEG介导和电激法成功率不高。事实上，从兰花产业的发展看，将外源基因导入兰花的应用 

要求是迫切的。目前，国际上最具商业价值的几个大属的兰花，存在着病虫害严重、栽培和养护环境苛 

刻(如三基温要求高)、成花周期长、开花控制难度大、花色花形不丰富等普遍问题。兰花产业的发展迫 

切要求采用现代生物技术手段，对品种进行遗传改良。从技术体系上看，兰花转基因技术研究和开发的 

关键条件和时机已经成熟 首先，兰花基因转化的受体系统构建技术 日益成熟。一个优良基因转化受 

体系统，要求植物材料有高效稳定的再生能力和大量稳定的外植体来源。并且对选择性抗生素和农杆菌 

侵染有一定的敏感性。从目前研究看来，这些条件基本具备。理论和实践都反复证明，体胚、原球茎、类 

原球茎都是兰花基因转化的理想受体[】 。4O多年来，由各种兰花成功诱导这些受体材料和由之实现分 

化及植株再生的技术体系逐渐成熟，高频再生性和重现性在工业化生产线中得到充分的验证，并在兰花 

工业生产中反复改进提升。需要做的仅是按照科学试验的要求和基因转化受体系统的条件，稍做完善， 

便可直接推向基因工程技术的研究和应用。其次，外源基因导入兰花的途径和方法日益拓展。最初，外 

源基因在兰花上的转化都用直接导人法。如用基因枪(Micropro]ectiles)，直接轰击体胚、原球茎或类原 

球体，先后成功地实现了GUS基因、荧光素基因、色素合成相关基因、蕙兰花叶病毒外壳蛋白基因等分 

别在万代兰、石斛兰等上的转化口 ̈]。但是基因枪法转化和再生频率相对较低ll 。近几年来，以农杆 

菌介导实现外源基因在兰花上的转化实验，取得了一系列突破和成功[】。 。随着农杆菌侵染机理的深 

入研究和揭示，农杆菌 Ti质粒必将成为兰花的一种理想转化载体，以农杆菌介导的外源基因在兰花上 

的转化必将形成新的研究热点。第三，适宜转化的目的基因日益丰富。除应用于表达载体构建的选择 

标记和报告基因外，目前已有多种目的基因转入兰花并得到高度表达的转基因植株。Yang成功地从一 

种石斛兰中分离出了色素合成相关基因，并获得高度表达[2 。目前，进行“遗传转化在热带观赏兰花育 

种上的应用研究”，通过抗寒基因的转化，以期获得抗寒性的蝴蝶兰植株；厦门北大之路生物工程有限公 

司和北京大学蛋白质与植物基因工程国家重点实验室合作，已将一种花分生组织决定基因 AP1成功转 

入文心兰、蝴蝶兰、大花蕙兰等，使花期得以调控；日本科研人员，将一种香味基因转入大花蕙兰，得到了 

花味清香的转基因植株，随着研究的深入，适宜在兰花上转化的有益基因，如已分离克隆的抗病基因、抗 

虫基因、抗寒性基因、改变花色的基因、促进开花的基因等具有较大潜在经济价值的目的基因，必将得到 

高度应用。此外，兰花基因表达调控和基因转化后的生物安全性问题等研究，也正在开展。 

5 兰花生物技术应用的现状与未来 

兰花生物技术的成功应用，不仅使繁殖速度极大地增加，也获得了新的无性繁殖途径，为解决种性 
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退化、难以繁育和新品种培育等问题提供了新的思路。国内外利用组织培养繁育成功的兰花达 60多个 

属，其中近 20个属被推向产业化。中国大陆在兰花生物技术应用研究和产业化方面，远滞后于欧洲和 

其他东南亚国家和地区。限制国产化(不包括台湾地区)兰化生物技术产业化发展的主要原因有以下几 

方面：(1)培养程序过于繁琐，成本高。科研成果不易向产业化方向发展。从发表的文献看，兰花组培通 

常需 3～4个阶段，即外植体建立阶段、增殖培养阶段、分化阶段、生根培养阶段，在这些阶段中所用培养 

基不相同，不同阶段要不同配比的生长调节剂，而且有些研究者使用的生长调节剂，处理特殊，如赤霉 

素，不能直接加热灭菌，诸如此类的原因，使研究的成果在工厂化生产中，缺乏可操作性。(2)不同属、不 

同品种所用培养基不相同，重现性、稳定性差。由于不是从生产实际出发去解决问题，导致许多成果经 

不起产业化的检验。如许多关于兰花组培方面的文献，有着各种不同的，甚至是完全相反的结论。(3) 

兰花育种研究起步晚，进展缓慢。中国的兰花种质资源很丰富，但对育种研究重视不够。如素有“兰花 

之王”之称的大花蕙兰，主要杂交亲本当中，独占春、碧玉兰、美花兰和建兰等在我国均有分布，但在选育 

出的众多优良品种中，没有中国的品种权。即使在素有“兰花王国”之称的台湾，也只有一些民间的花卉 

爱好者，在做传统的常规育种工作。刚刚开始的基因工程育种技术，也仅是尝试性的，真正到形成新的 

品种并推向市场，还有一段充满艰难曲折的道路。(4)兰花贸易市场体系没有形成。现在的兰花市场， 

依然是外来花商的市场。中国大陆在技术、品种、市场等兰花产业化的关键问题上，处处被动。 

兰花生物技术是花卉应用最成功的高新技术，具有较大的市场潜力和产业发展未来。拥有一定品 

种资源的中国，如果在兰花生物技术的纵深研究，如简化的快繁工艺流程，传统和现代相结合的生物工 

程育种方面有所改善，再配以先进适用的栽培体系和市场营销体系，必能在兰花生物技术研究领域和国 

际兰花贸易市场上后来居上。 
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