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洋兰组培快繁褐变抑制因子探讨 

姚 丽 娟，徐 晓薇，林 绍 生，陈 中林，陈 义 增 
(浙江省亚热带作物研究所，温州景山 325005) 

摘要：兰科植物在组培快繁时。存在着易褐变死亡的问题。在培养基中添加 1~2g／L活性碳。适时切 

除培养物的褐化部分及时更换新鲜培养基 ，能有效地抑削褐变死亡的发生。培养基 中加入 10 椰子水， 

采用适宜的培养温度，能促进原球茎的生长，减少原球茎增殖过程 中的褐变。采用大花蕙兰幼嫩花梗做外 

植体，在诱导培养基 中添加 NAA，有利于防止外植体褐化，降低外植体的褐变率。 
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洋兰是兰科植物中重要的盆花和切花种质。其花朵硕 

大，花型奇异多姿，花期特长，观赏价值和经济价值俱佳 ，在 

世界花卉生产中占据了独特的地位。自1960年 Morel利用 

兰属茎尖去病毒和大量繁殖的方法成功后，兰花的组培快繁 

在一些国家和地区发展成了一种新兴产业。以大花蕙兰、蝴 

蝶兰为代表的洋兰近几年在我国也是倍受青睐，发展迅速。 

但兰科植物在组培快繁生产中存在着易褐化死亡的问题：初 

代培养时外植体从启动到形成原球茎 的时间较长，生长缓 

慢，极易褐变天折；继代增殖过程中原球茎也易发生褐变死 

亡 ，因此如何克服褐变成了组培快繁生产成功与否的关键。 

从 1999年起进行蝴蝶兰、大花蕙兰等洋兰的组培快繁技术 

研究，就如何解决褐化问题进行了探讨。 

1 外植体褐变抑制因子的探讨 

1．1 外植体褐变情况 

洋兰(大花蕙兰、蝴蝶兰、文心兰)茎尖、腋芽(花梗腋 

芽)、幼嫩花梗 、茎段、叶片、根尖在初代培养时均会发生褐变 

现象。在 MS、1／2MS或 Kc培养基上，一般接种一至二周 

左右，外植体插入位置的培养基变褐变黑(大花蕙兰接种 3 
～ 4d后便开始分泌一种红色的多酚氧化物，渐渐地整个培 

养基变红，培养物的切口处因而变为褐色)，叶片在叶缘部位 

渗出褐化物，并逐渐扩散 ，严重的导致整个外植体变黑死亡 。 

1．z 外植体褐变抑制的对策 

1．z．1 在培养基 中添加活性碳 在培养基中加入 0．5～ 

2g／l活性碳，能有效地降低外植体的褐化率(见表 1)。由表 

可知，加入活性碳后 ，能推迟培养物始现渗出物的时间，培养 

基变色部分的直径也变小，最终降低了外植体的褐化率。 

裹 1 活性碳对洋兰外植体褐化的影响 

牲·∞试括为■■兰花夏■牟·t奉|l鼻 为Ms．加^请性^用量为 2I，L1 0．ImiNA--十花夏 

■车。|l井 15d矗计变色●分直径大小． 

1．2．2 适时切除培养物的褐化部分 ，及时更换新鲜培养基 

洋兰外植体褐化死亡，是由于刀片伤害切口处细胞，受伤 

细胞分泌多酚氧化酶氧化酚类物质成醌，扩散到培养基 中， 

抑制其他酶活性，毒害整个外植体的缘故。为了避免褐变物 

质积累在培养基中，适时切除培养物的褐化部分，接种后 10 
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～ 15d转一次新培养基 ，结果褐化率明显降低(见表 2)。 

裹 z 及时更换新鲜培养基对洋兰外植体褐化率的影响 

注。试材 为螬熏兰花梗 芽 ． 

1．2．3 NAA对大花蕙兰幼嫩花梗诱导褐变率的影响 大 

花蕙兰幼嫩花梗在 MS、1／2MS、花宝基本培养基上诱导。 

结果表明：在基本培养基中添加 NAA，有利于防止外植体褐 

化，降低外植体的褐变率(见表 3)。 

裹 3 NAA对外植体褐变率的影响 

备注 一接种后一十 月观察筑计 ，6--BA浓度为 O．2～O．5皿g，L。NAA壤j芰为 0 2～i m 乙 

。√ 表示。舔加 ，。× 表示 未舔加 ． 

2 原球茎褐变抑制技术 

z．1 添加椰子水对原球茎褐化率的影响 

椰子水是一种天然复合有机物，含有丰富的氨基酸、矿 

物质、维生素和碳水化合物，这些物质具有促进培养物的生 

长等作用。本试验用添加 lO％椰子水与不加椰子水对照进 

行比较，结果见表 4。 

表 4 添加椰子水对原球茎褐化率的影响 

注t基本培养基为 1／2MS·培养3od调查褐变致． 

试验表明：添加 1O 椰子水可提高原球茎的存活率，减 

少褐化死亡现象。原球茎在含有椰子水的培养基上生长健 

壮，增殖迅速。 

原球茎增殖在培养基中添加活性碳同样有利于减少褐 

化死亡现象。增殖期活性碳用量 ，一般采用 0．5~lg／L。 

z．z 培养温度对原球茎褐化率的影响 

洋兰培养过程中温度应该比较恒定。温度过低，形成原 
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百合(“lium tenuifolium Fish)是百合科 (Liliaceae)百 

合属(Lilium)植物的统称 ，百合是世界著名的观赏花卉。西 

伯利亚(Siberia)属于东方百合 杂种 系(The 0riental Hy- 

brids)，为百合 中的名贵品种群，由于其花色纯白、花形奇特、 

芳香宜人而深受人们的喜爱，成为近年国内外市场热销的花 

卉种类之一，东方百合是通过杂交育种选育出来的，种子高 

度败育，常采用传统的鳞茎球繁殖方法，繁殖速度缓慢，在短 

期内难以满足市场需求，目前国内主要通过进口种球进行生 

产，为了降低生产成本，实现种球的 自主繁育，进行组织培养 

与快速繁殖已十分必要 ，并且在百合的优 良品种快速繁殖、 

脱毒复壮、新品种培育以及应用生物技术进行分子育种 中， 

组织培养都是比较适合的方法，百合许多器官和组织都可进 

行组织培养诱导成苗，如花丝、花托、子房等花器官进行 离体 

培养，但花器官作外植体取材易受开花期的限制，不能常年 

进行组培生产 ，而鳞茎球却不受此制约，可连年取材进行组 

培生产。而这种西伯利亚百合是 东方百合 中热销的品种，具 

有良好的观赏和经济价值，因此其快繁方法有重要意义。 

1 百合鳞茎球外植体的灭菌 
将白色西伯利亚百合鳞 茎球，先经 自来水流水 冲洗 

40rain后，用毛刷刷去泥土冲洗干净，把鳞茎球中的鳞片叶 

剥下后，别出病残者，挑选靠近鳞茎盘基部的幼嫩鳞片叶，用 

刀修整，别除茵斑及瑕眦，放入培养皿 中待用。在超净工作 

台上，用 75 酒精漫泡 30 s，用无茵水潺洗后再放入 0．1 

Agcl2中漫泡 8～10rain，用无茵水瀑洗 5次后，放入无茵的 

培养皿 中用灭茵的滤纸吸干水分，切成 4 mInX 4衄 的小 

块作外植 体备 用 。 

2 百合组培的培养基和培养条件 
包括基本培养基附加不同激素组合，具体各阶段培养基 

如下：基本培养基：选用 MS培养基或 1／2MS培养基，以上 

培养基均加入 0．55 琼脂，3 蔗糖，pH5．8，培养温度 25～ 

28℃，光照度 2 200~2 500 Lx，光照1O h／d；①诱导培养基： 

MS+2，4一D1．5+BA0．2 I② 增殖培养基 ：MS+ BA0．5+ 

NAA0．2；③生根培养基：1／2MS+NAA0．2mg／L。 

3 百合鳞片愈伤的诱导、继代增殖及生根 

在超净工作台上，将消毒处理的外植体小决背面朝下放 

在诱导培养基①中，在组织培养室中暗培养一周后进行光照 

培养，2O d左右时鳞片表面及切 口处出现浅绿 色突起，1个 

半月后在突起中诱导出芽丛，同时基部淡黄绿 色愈伤组织长 

大。培养至 2个半月愈伤组织中一部分发出芽丛，还有一部 

分继续增殖长大，培养至3个半月时将高度生长至 4～5 cm 

以上并生出鳞茎球的小苗移互生根培养基 中生根，其它在诱 

导培养基中的愈伤组织部分可经切割后移至增殖培养基 中 

继续诱导，继代产生大量的愈伤和芽丛。继代培养每隔一个 

半月进行一次，每次继代芽的增殖达到 了约 3倍，愈伤的增 

殖迭到了约4倍，增殖循环不斯进行下去就达到 B扩繁 的 

目的。在组织培养室培养期问注意观察，随时别除污染的材 

料 ，以免 交又感染 。 

4 炼苗及移栽 

移入生根培养基中的苗经一个半月生长出大量根系，并 

且苗基部的鳞茎球发育至直径迭2～3 rnrll，就可敞开瓶口在 

培养室中炼苗。一周后，用流动水清洗干净根系上的培养 

基，移入事先喷洒过 0．2 百茵清的基质(沙 。花肥 ；椰糠 

为 2 z 1 z 1)中，放入培养箱中培养，温度为 25℃，平均光照 

强度 2 500 Lx，每 日光照12h。每隔 2d浇水，培养 15d后再 

移入花盆或大田中生长。 

该项研究可达到接种无菌率 72 ，存活率 63％ 以上。 

建立了百合组培苗的快速繁殖途径。百合经诱导培养后生 

出无茵的小苗，而每个新生的无茵小苗在生长过程中，很快 

生长出新的小鳞茎片，这种无茵的小鳞茎片可继续进行以上 

的增殖培养。技术简单，操作方便，而且所用的试刑均为常 

规化工产品，成本低康，有利于大规模的工厂化生产。每隔 

1个半月继代 1次的频率，1个普通大小的鳞茎球在一年 时 

间内，可繁殖 出百合组培大苗 1．5万～2万株，第二年可达 

到约 50万株。组培快繁方法繁殖百合具有繁殖速度快，占 

地面积小，新出苗整齐且无茵的特点。 

球茎球状体所需时间较长。生长很缓慢；温度过高，又容易造 

成污染并且易褐变。通过研究认为采用适宜的培养温度可 

以降低褐变程度(见表 5)。 

表 5 不同培养温度对洋兰原球茎褐变的影响 

茳 z试材为大 花曩兰． 

3 结语 

兰科植物在外植体诱导和原球茎分化培养时，都存在褐 

变死亡的问题。因而减轻或控制褐变发生是兰科植物组织 

培养研究的重要内容 。褐变的主要机理是组织细胞受到伤 

害后，使得其还原性物质被空气中的氧气氯化为醌类物质， 

后者具有细胞毒性。本试验表明，在培养基中添加活性碳， 

对于发生褐变的材料适时切除褐变部位并及时更换新鲜培 

养基，使用添加椰子水的培养基促进生长，采用适宜的培养 

温度，均能较好的防止褐变死亡的发生。在实际操作中还采 

取了其他一些措施，如外植体采集后用流水 冲洗 30rain以 

上 ，在接种前先将外植体在无菌水中浸泡处理、控制光温条 

件、避免过高温度等，对降低褐化死亡率均有一定的作用。 

采用大花慧兰幼嫩花梗做外植体，在诱导培养基中添加 

NAA，有利于防止外植体褐化，降低外植体 的褐变率。关于 

这点先未见报导将进一步探讨。 
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