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利用简易生物反应器大量生产玉花兰根状茎及绿芽 

金 花 朴炫春 孙 丹 修景润 廉美兰 
(延边大学，龙井，133400) 

摘 要 以玉花兰的根状茎为外植体比较了在固态培养基培养、液态培养基振荡培养和生物反应器培养条件 

下根状茎增殖和绿芽分化情况。结果表明：在生物反应器中根状茎和绿芽分化效果最佳，固态培养次之，液态震荡 

培养不利于根状茎的增殖和绿芽的分化。通过调查生物反应器中接种密度、空气注入量的影响，发现 3 L柱型气 
升式生物反应器内根状茎增殖和绿芽分化的最适接种量为200个外植体，培养8周后每个反应器可获得 1 120．0 

个和 1 779．8个健壮的根状茎和绿芽；反应器中通气量为0．1 L／(L·min)时促进根状茎和绿芽分化。 

关键词 玉花兰(Cymbidum niveo—maginatum)；组织培养；根状茎；绿芽；生物反应器 
分 类号 s682．31：Q943．1 

Mass Production of Rhizome and Shoot in Cymbidum niveo-maginatum using Simple Bioreactor／Jin Hua，Piao Xu— 

anchun，Sun Dan，Xiu Jingrun，Lian Meilan(Department of Horticulture，Agricultural Cortege of Yanbian University， 

Longjing 1 33400，P．R．China)／／Journal of Northeast Forestry University．一2007，35(7)．一44—45，48 
Riftzome multiplication and shoot differentiation were studied under different culture conditions using the rhizomes of Cym- 

6 矗舰 niveo ma#ruaum as exD】ants．Result showsthatthe effectof rhizomemulfiphcation and shoot differentiationfor bioreactor 

culture are betterthanthat on solid—agarⅡledi啪 ．andliquid shake cultureis unsuitablefor rhizomemulti plication and shoot dif- 

ferentiation．，Ihe optimum inoculation densitv in a 3一L column type aJ rhft bioreactor is 200 explants in terms of the effects of in- 

oculation demity and air injection quanfity．and 1 120．0 rhizomes and 1 779．8 shoots in a bioreactor were obtained after 8 weeks 

of culture．In addition．0．1 L／(L·min) r volume in a bioreactor is opt／real for ln~~s propagation of G n／veo-mag／naum． 
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玉花兰(Cymbidum niveo—maginatum)是东洋兰属的一个 

种，原产于我国福建省 ，是细叶惠兰的代表品种 ，玉花兰花形 

奇特，姿态优美，素雅芳香，是深受人们喜爱的高档室内盆栽 

花卉。兰科植物一般以分株繁殖为主，但繁殖系数低 。同 

时由于长期无性分株繁殖，带病毒植株逐年增多，导致品种退 

化，影响兰花的观赏价值和经济价值 J。利用植物组织培养 

技术可有效的克服病毒积累，大大提高繁殖 ，近年来植物组培 

技术己成为兰花生产的主要技术手段” 。但常规组培方法 

进行大规模生产植物组培苗时，还存在效率较低、成本高等问 

题。因此．．需要一种用简单的生产设备和技术就能大规模繁 

殖生产植物组培苗的新工艺，从而降低劳动强度和成本。生 

物反应器是常被用来实现一组生物反应的容器，具有工作体 

积大、生产能力高 、物理化学条件控制方便等优点 。本研 

究利用一种简易生物反应器培养玉花兰的根状茎和绿芽，旨 

在探明提高繁殖系数，降低生产成本的一种新方法。 

1 材料与方法 

1．1 供试材料 

取玉花兰即将开裂的朔果在75％的酒精中浸泡 1 min，再 

用0．1％的HgC12溶液消毒 15min后，用无菌水冲洗5～6次， 

在超净工作台上剖开朔果，均匀播于 1／2MS固态培养基中， 

90 d后形成原球茎，将形成的原球茎接种于 MS+NAA0．5 

mg／L的固态培养基中，在温度(25±2)oC，相对湿度 70％，光 

1)国家 自然科学基金项 目(30560094)；国家教育部重点项 目 

(205035)。 
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照强度 1 600 lx，每天光照16 h条件下培养，进一步诱导根状 

茎，待根状茎长至3～4 cm时，将其切成 1 cm大小，做为本试 

验的材料。 

1．2 试验方法 

1．2．1 在固态和液态培养基中玉花兰根状茎增殖与绿芽分化 

固态培养基培养：将6个根状茎外植体分别接人装有50 

mL根状茎增殖培养基和绿芽分化培养基的200 mL柱状瓶中 

进行培养，根状茎增殖培养基为 Hyponex一2+NAA0．5mg／L+ 

BA 0．5 mg／L+蔗糖30 L+琼脂 7．0 g／L+活性炭1．0 g／L 

(pH 5．0)；绿芽分化培养基为Hyponex一2+BA 4 mg／L+蔗 

糖 30 L+琼脂 7．0 g／L(pH 5．0)。 

液态培养基振荡培养：使用 200 mL柱状瓶(培养基50 

mL)，接人6个根状茎外植体，所用根状茎增殖培养基和绿芽 

分化培养基同 ，但不加琼脂，在转速为100 r／min，振幅2．5 cm 

的摇床上培养。 

液态培养基生物反应器培养 ：将 120个根状茎接人 3 L 

柱型气升式生物反应器中(图1)，所用根状茎增殖培养基和 

绿芽分化培养基同 ，注入量为 1 L，采用完全浸没培养法，空 

气注入量为 0．1 L／(L·min)。试验设置 3次重复，在温度 

(25±2)℃，光强400lx，每天光照 16 h条件下培养，8周后进 

行调查。 

1．2．2 生物反应器培养 

接种密度对根状茎增殖和绿芽分化的影响：将 100、200、 

300个外植体接人3 L反应器中，分别进行根状茎增殖和绿芽 

分化培养，培养基及培养条件同1．2．1，培养 8周后对根状茎 

增殖和绿芽分化情况进行调查。 

反应器内空气注入量对根状茎增殖和绿芽分化的影响： 

在3 L反应器中接人 200个根状茎外植体后，将反应器的空 

气注入量调节为 0、0．05、0．10和0．20 L／(L·min)，根状茎增 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第7期 金 花等：利用简易生物反应器大量生产玉花兰根状茎及绿芽 45 

殖和绿芽分化培养基及培养方法及培养条件同上。 

图 1 生物反应器模型 

a．空气进口；b．空气流量计 ；c．薄膜滤器 ；d．喷头；e．培养基； 支持物 

(网)；g．培养物|h．空气出口 

数据分析：数据分析利用 SAS(Statistical Analysis System， 

Cary，Nc，USA)程序，采用邓肯氏新复极差法进行 比较，显著 

水平为 P<0．05。 

2 结果与分析 

2．1 在固态和液态培养基中玉花兰根状茎增殖与绿芽分化 

根状茎增殖：将玉花兰根状茎分别进行固态培养基培养 、 

液态培养基振荡培养和生物反应器培养，培养 4周和8周后 

进行根状茎增殖和绿芽分化情况的调查。结果发现，在生物 

反应器中可诱导出大量的侧生根状茎，而且诱导速度较快，生 

长良好。从：表1可知3种培养方式中生物反应器分化的根状 

茎数显著多于振荡和固态培养；各处理在培养 4周时已基本 

完成根状茎的分化，与 8周相比根状茎分化数无明显增加；根 

状茎的长度在培养 4周时振荡和反应器培养(液态培养方 

式)优于固态培养，而两者问却无显著差异，但 8周时反应器 

中根状茎伸长效果明显 ，超过振荡培养。根状茎鲜质量在培 

养4周和8周时，反应器和振荡培养问元显著性差异，而两者 

均明显好于固态培养；干质量在振荡培养中好于反应器和固 

态培养 ，但根状茎发肿发白，不适合作培养材料。 

表 1 不同培养方式对根状茎增殖的影响 

注：同列中不同字母代表差异显著，P<0．05。 

绿芽分化：在固态培养基、液态振荡和生物反应器 中绿芽 

的诱导情况不同。培养 4周时，绿芽分化数在反应器中最多。 

随着培养时期的延长，固态培养基中的根状茎迅速地分化出 

绿芽，当培养时期达8周时与反应器中诱导的绿芽数没有显 

著性的差异．明显好于振荡培养。生物反应器中诱导的绿芽 

生长良好，既鲜绿又饱满。培养 4周和8周绿芽直径和鲜质 

量均显著高于固态培养基和液态振荡培养，而绿芽干质量在 

培养4周时各个处理问无显著性差异。培养8周时反应器培 

养优于固态培养和液态振荡培养(表2)。 

2．2 生物反应器培养 

2．2．1 接种密度对根状茎增殖和绿芽分化的影响 

根状茎增殖：将 100、200、300个 1 cm大小 的外植体分别 

接人生物反应器 中进行根状茎增殖与绿芽分化培养，8周后 

调查根状茎的增殖与绿芽分化情况。表 3为根状茎的增殖培 

养结果，每个根状茎外植体所诱导出的根状茎数在接种量处 

理问没有显著性的差异，但反应器 内总根状茎数显著优于其 

它两个处理；根状茎鲜质量和干质量随接种密度的增加呈减 

少的趋势。 

表2 不同培养方式对绿芽分化的影响 

注：同列中不同字母代表差异显著，P<0．05。 

表3 外植体接种量对玉花兰根状茎增殖的影响 

接种量 根状茎数／个 生物反应器中根状茎数／个 鲜质量／mg干质量／mg 

注：同列中不同字母代表差异显著，P<O．O5。 

绿芽分化：从表4可知，每个根状茎外植体诱导的绿芽数 

在接种密度 200时显著多于接种密度 100和 300处理，而反 

应器内总绿芽数在200和 300处理间为 1 779．8个和 1 619．8 

个，两者问无明显差异优于 100处理；绿芽直径、鲜质量和干 

质量在接种量 100处理显著好于200和 300处理。 

表 4 外植体接种量对玉花兰绿芽分化的影响 

注：同列中不同字母代表差异显著，P<O．05。 

2．2．2 反应器内空气通气量对根状茎增殖和绿芽分化的影响 

根状茎增殖：在完全浸没式生物反应器中，植物体的生长 

除了受外植体接种量的影响外 ，还受到所注入的空气量的影 

响。本试验利用气量器调节通气量为0．05、0．10、0．20 L／(L 
· Illin)，培养 8周后进行凋查，在没有注入空气的情况下(0 

L／(L·min))，根状茎不增殖，而且随着培养时间的延长，根 

状茎逐渐变褐死亡；在注入0．1 L／(L-min)空气时诱导的根 

状茎数显著多于 0．05 I1(L·min)处理 ，但与 0．2 L／(L· 

min)处理无显著性的差异。根状茎长在 0．10 L／(L·min)处 

理最长 ，培养 8周后由于0 L／(L·min)处理中根状茎处于死 

亡状态 ，故无法测量其生理指标 ，根状茎鲜质量与干质量以处 

理 0．10、0．20和 0．05 L／(L·min)顺序呈显著递减的趋势 

(表5)。本试验结果，通气量0．10L／(L·min)处理所分化出 

的根状茎修长、健壮，适合作大量扩繁的材料。 

表 5 反应器内通气量对玉花兰根状茎增殖的影响 

通气量／L·L · n 根状茎数／个 根状茎~．／mm 鲜质量／mg干质量／mg 

注：同列中不同字母代表差异显著，P<O．05。 

绿芽分化：通气量对绿芽分化的影响列于表 6。在通气 

量为 0．10 L／(L·min)的处理 中，每个根状茎外植体可分化 

出8．2个绿芽，是0．05 L／(L·min)处理的的 1．7(下转48页) 
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中ZR继续上升，此时组培苗叶子生长较快 ，光合作用增强， 

为ZR合成提供大量原料 ，使得内源 ZR质量分数增加 ，同时 

芽和愈伤组织旺盛生长也是导致 ZR质量分数增加的原因。 

ABA在植物生长发育过程中起抑制生长并促进休眠与 

衰老的作用，ABA是 CTK的拮抗物，它的消长过程与外源 6一 

BA质量浓度完成相反 。通过试验可以看出：在培养5～15 

d时，ABA的质量分数明显下降，尤其是处理3其下降幅度最 

大；培养 15～20 d时，处理1 ABA的质量分数小幅度下降，处 

理2和处理 3则略有升高。芽的生长速度与 ABA质量分数 

呈负相关，ABA质量分数越低芽的生长越快。有关内源 ABA 

在组织培养中作用的研究报道很少，随着培养时间延长，内源 

ABA呈下降趋势，外源6一BA会加快这一进程。 

高质量浓度6一BA会诱导组培苗玻璃化已达成共识，通 

过试验可以看出：处理 1组培苗玻璃化率为0，而处理3高达 

95％。通过处理 1和处理3的各内源激素比较来看，在培养 

初期正常苗(处理1)与玻璃化苗(处理3)各内源激素质量分 

数之比IAA为1：1．42，GA3为1．33：1，ZR为 1：1．49，ABA为 

1．27：1；到培养 20 d时，各激素质量分数比IAA为 1：2．05， 

GA3为1：1．43，ZR为1：1．69，ABA为1．13：1。从培养5 d时 

开始，正常苗内源 IAA和 ZR质量分数低于玻璃化苗 IAA和 

ZR质量分数；20 d时，二者差距进一步加大，IAA从 1：1．42 

增加至 1：2．05，ZR从 1：1．49增加至 1：1．69。而正常苗内源 

GA3和ABA质量分数在培养5 d时均高于玻璃化苗，到培养20 d 

时GA1质量分数比发生巨大变化，从 1．33：1降低至1：1．43，ABA 

从 1．27：1降低为1．13：1。总体来看，高质量浓度6一BA导 

致组培苗内源IAA、GA，和ZR质量分数的上升和内源 ABA 

质量分数的下降。植物体内IAA、GA，和ZR具有促进植物细 

胞生长 、分裂和分化等生理作用，而 ABA具有抑制生长作用。 

通过正常苗和玻璃化苗内源激素质量分数的比较可以看出， 

上述内源激素比例会造成酸樱桃组培苗的快速生长，笔者认 

为酸樱桃组培苗芽和愈伤组织的徒长是产生玻璃化现象的一 

个重要原因。 
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(上接45页)倍，0．20 IJ(L·min)处理的1．3倍，其差异非常 

明显；绿芽直径、鲜质量和干质量也在 0．10 L／(L·rain)处理 

显著优于0．05和0．20 L／(L·min)处理 ，而 0．05和0．20 L／ 

(L·min)处理元差异。故通气量0．10 L／(L·min)适合绿芽 

分化和生长。 

表6 反应器内通气量对玉花兰绿芽分化的影响 

通气 L·L～· nI1绿芽分化数／个绿芽直 rflm鲜质量／mg干质量／rag 

注：同列中不同字母代表差异显著，P<0．05。 

3 结语 

近年来百合 J、人参 J、马铃薯 等在生物反应器培 

养中已获得成功，然而由于植物器官培养的复杂性，阻碍着植 

物器官培养生物反应器的发展进程。故利用多种植物 ，通过 

调节反应器的理化因素使反应器内环境达到最佳，同时开发 

植物器官培养专用生物反应器显得非常重要。从本试验结果 

可知，利用生物反应器进行玉花兰根状茎和绿芽的诱导效果 

显著好于传统组织培养方式，3 L柱型气升式生物反应器内接 

入200个根状茎外植体，注入空气0．O1 L／(L·mln)时有利于 

根状茎的增殖和绿芽的分化。生物反应器培养是一种比较好 

的培养方式，它不但可以提高玉花兰根状茎增殖速度，在短期 

内获得大量的外植体，而且也可培养出健康的幼苗。因此，生 

物反应器培养可为商业化生产提供一种新的途径。目前，虽 

然能应用生物反应器阶段性的完成每个生长过程，但关于从 

根状茎的增殖到幼苗的生长阶段 的一体化，还需要更进一步 

的研究。 
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