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摘　要：以秋石斛‘三亚阳光’幼芽茎尖诱导形成的原球茎为增殖培养材料，采用液体培养方式及正交设计法研究

基本培养基、噻重氮苯基脲（ＴＤＺ）、椰汁和白糖４种因素对秋石斛原球茎增殖的影响，以期筛选出各因子的最佳水

平，建立秋石斛‘三亚阳光’原球茎液体增殖培养技术。结果表明：各试验因素对秋石斛原球茎增殖影响的主次关

系为基本培养基＞ＴＤＺ＞白糖＞椰汁；筛选出秋石斛ＰＬＢ适宜增殖培养基配方为改良 ＨＭ２＋ＴＤＺ０．５ｍｇ·Ｌ
－１

＋ＮＡＡ０．１ｍｇ·Ｌ
－１＋椰子汁２０．０ｍＬ·Ｌ－１＋白糖３０．０ｇ·Ｌ

－１，增殖培养３５ｄ平均增殖系数达６．６５。
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　　秋石斛犇犲狀犱狉狅犫犻狌犿ｓｐｐ．为兰科石斛属常绿类

石斛，又称蝴蝶石斛、杜兰、石斛、石兰等。多是

以原 产 于 新 几 内 亚 的 热 带 原 生 种 蝴 蝶 石 解

犇犲狀犱狉狅犫犻狌犿Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ为亲本育成的杂交品种。

秋石斛是近几年在中国插花市场上流行的花卉，种

类繁多，花形花姿优美，色彩艳丽，花期长，具有

较高的观赏价值，在国内切花和盆花的市场需求量

逐年增加。

近年我国大陆引进了不少秋石斛兰品种，但是

种苗生产主要靠分株繁殖，繁殖速度慢，难以满足

生产需求。利用植物组织培养技术可以解决秋石斛

兰种苗快速繁殖的问题，目前国内对秋石斛兰组织

培养的技术报道仅见少量报道［１－４］，且多集中采用

固体增殖培养方式进行扩繁，未见其原球茎液体培

养相关研究报道。与固体培养相比，液体培养有其

自身的优点：培养材料能充分、均匀吸收培养基的各
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种营养；培养材料产生的褐化物能及时扩散至培养

基中，避免固体培养基中局部高浓度的褐化，这更有

利于提高原球茎增殖培养效率与原球茎质量。本研

究以秋石斛‘三亚阳光’原球茎为材料，采用正交试

验设计与液体培养方式，探讨原球茎增殖优化条件，

旨在探索原球茎途径组培快繁技术，为秋石斛种苗

繁育及遗传转化等相关研究提供技术基础。

１　材料与方法

１１　试验材料

以秋石斛优良品种 ‘三亚阳光’（犇犲狀犱狉狅犫犻狌犿

ｓｐｐ．‘ＳａｎｙａＳｕｎｎｙ’）幼芽茎尖诱导形成的原球茎

（ｐｒｏｔｏｃｏｒｍｌｉｋｅｂｏｄｙ，ＰＬＢ）作为培养材料。试

验在福建省特色花卉工程技术研究中心花卉育种实

验室进行。

１２　试验方法

１２１　接种方法及称重　选取生长较为一致的

ＰＬＢ团块分割成直径为３～５ｍｍ大小的切块，每

瓶接入ＰＬＢ２５～３０块，在接种前称得培养容器和

培养液的总重量，接种后再称得培养容器、培养基

及接入ＰＬＢ的总重量，二者相减可得出接种ＰＬＢ

的重量，即为增殖前的鲜重。

１２２　试验因素设定　采用４因素３水平Ｌ９（３
４）

正交设计，选择基本培养基、噻重氮苯基脲（ＴＤＺ）、

椰汁、白糖为试验因素，代号分别为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ，

各设置３个水平，详见表１。各处理培养基均附加

ＮＡＡ０．１ｍｇ·Ｌ
－１、活性炭０．５ｇ·Ｌ

－１，ｐＨ 值

５．４～５．６。每处理接种３瓶，每瓶接入ＰＬＢ重量

２．０～３．０ｇ，３次重复，共９个处理。

表１　Ｌ９（３４）因素及水平

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犱犲狊犻犵狀犔９（３
４）犳犪犮狋狅狉狊犪狀犱犾犲狏犲犾狊

处理编号
基本

培养基

ＴＤＺ／

（ｍｇ·Ｌ－１）

椰汁／

（ｍＬ·Ｌ－１）

白糖／

（ｇ·Ｌ－１）

１ 花宝１号 ０．１ ２０．０ １０．０

２ 改良 ＨＭ１ ０．５ ５０．０ ２０．０

３ 改良 ＨＭ２ １．０ ８０．０ ３０．０

注：花宝１号用量３．０ｇ·Ｌ－１。

改良ＨＭ１基本培养基的组分为：ＫＮＯ３１９００

ｍｇ·Ｌ
－１、ＮＨ４ＮＯ３１７５０ｍｇ·Ｌ

－１、ＫＨ２ＰＯ４２５０

ｍｇ·Ｌ
－１、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ５００ｍｇ·Ｌ

－１、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ

４４０ｍｇ·Ｌ
－１、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ１６．９ ｍｇ·Ｌ

－１、

ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ８．６ｍｇ·Ｌ
－１、Ｈ３ＢＯ３６．２ｍｇ·Ｌ

－１、

ＫＩ０．８３ｍｇ·Ｌ
－１、Ｎａ２ＭｏＯ２·２Ｈ２Ｏ０．２５ｍｇ·Ｌ

－１、

ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．０２５ｍｇ·Ｌ
－１、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ

０．０２５ｍｇ·Ｌ
－１、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２７．８ｍｇ·Ｌ

－１、

Ｎａ２·ＥＤＴＡ３７．３ｍｇ·Ｌ
－１、盐酸硫胺素１０．０

ｍｇ·Ｌ
－１、烟酸３．０ｍｇ·Ｌ

－１、盐酸吡哆醇１．０

ｍｇ·Ｌ
－１、甘氨酸２．０ｍｇ·Ｌ

－１、肌醇１００ｍｇ·Ｌ
－１。

改良 ＨＭ２基本培养基的组分为：花宝１号

１５０００ｍｇ·Ｌ
－１、ＫＮＯ３９５０ｍｇ·Ｌ

－１、ＮＨ４ＮＯ３

８７５ｍｇ·Ｌ
－１、ＫＨ２ＰＯ４１２５ｍｇ·Ｌ

－１、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

２５０ ｍｇ·Ｌ
－１、ＣａＣｌ２ ·２Ｈ２Ｏ ４４０ ｍｇ·Ｌ

－１、

ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ１６．９ｍｇ·Ｌ
－１、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ８．６

ｍｇ·Ｌ
－１、Ｈ３ＢＯ３６．２ｍｇ·Ｌ

－１、ＫＩ０．８３ｍｇ·Ｌ
－１、

Ｎａ２ＭｏＯ２·２Ｈ２Ｏ０．２５ ｍｇ·Ｌ
－１、ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ

０．０２５ｍｇ·Ｌ
－１、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０．０２５ｍｇ·Ｌ

－１、

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２７．８ｍｇ·Ｌ
－１、Ｎａ２·ＥＤＴＡ３７．３

ｍｇ·Ｌ
－１、盐酸硫胺素１５．０ｍｇ·Ｌ

－１、烟酸５．０

ｍｇ·Ｌ
－１、盐酸吡哆醇１．０ｍｇ·Ｌ

－１、甘氨酸２．０

ｍｇ·Ｌ
－１、肌醇１５０ｍｇ·Ｌ

－１。

１２３　培养方式与培养条件　以三角瓶为培养容

器，以摇床振荡方式进行培养，摇床转速１００

ｒ· ｍｉｎ－１，培养温度２５℃，光强为８００～１０００

ｌｘ，光照时间为１２ｈ·ｄ－１。见图１。

图１　秋石斛原球茎液体培养

犉犻犵．１　犔犻狇狌犻犱犮狌犾狋狌狉犲犳狅狉犇犲狀犱狉狅犫犻狌犿狊狆狆．犘犔犅

１２４　观测指标与数据分析　每隔７ｄ对ＰＬＢ生

长情况进行观察，包括ＰＬＢ的颗粒大小、颜色等，

增殖培养３５ｄ时，进行ＰＬＢ称重，即得出增殖后

ＰＬＢ鲜重。ＰＬＢ增殖系数＝（增殖后鲜重－增殖前

鲜重）／增殖前鲜重。数据统计采用正交设计助手

Ｖ３软件进行分析
［５］。

２　结果与分析

２１　Ｌ９ （３
４）因素对原球茎增殖的影响

秋石斛ＰＬＢ接种７ｄ时，切口部位开始膨大，

１４ｄ时不同处理组陆续增殖。增殖培养３５ｄ时统

计ＰＬＢ增殖系数，试验统计分析结果见表２、３，９个

处理秋石斛ＰＬＢ增殖生长情况见图２所示。表２
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结果表明，从Ｋ值大小可以看出，在秋石斛ＰＬＢ

增殖过程中，以改良 ＨＭ２为基本培养基较好，

ＴＤＺ为０．５ｍｇ·Ｌ
－１，椰子汁为２０．０ｍＬ·Ｌ－１，

白糖为３０．０ｇ·Ｌ
－１；从极差犚值大小可以看出，

不同因素对原球茎增殖影响的主次关系为Ａ＞Ｂ＞

Ｄ＞Ｃ，这说明对秋石斛原球茎增殖起主要作用的

是基本培养基，其次是 ＴＤＺ、白糖，椰汁对增殖

的影响较小。秋石斛原球茎增殖最佳处理组合是

Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３，即改良 ＨＭ２＋ＴＤＺ０．５ｍｇ·Ｌ
－１＋

ＮＡＡ０．１ｍｇ·Ｌ
－１＋椰子汁２０．０ｍＬ·Ｌ－１＋白糖

３０．０ｇ·Ｌ
－１，液体培养３５ｄ，平均增殖系数达

６．６５，且原球茎生长均匀、饱满 （图２Ｈ）。

表２　ＰＬＢ液体增殖培养Ｌ９（３４）正交试验设计与极差分析

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犱犲狊犻犵狀犔犔９（３
４）犪狀犱狋犺犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

狉犲狊狌犾狋

处 理
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

ＰＬＢ平均

增殖系数

１ 花宝１号 ０．１ ２０ １０ ３．７７

２ 花宝１号 ０．５ ５０ ２０ ４．９８

３ 花宝１号 １．０ ８０ ３０ ４．４６

４ 改良 ＨＭ１ ０．１ ５０ ３０ ５．２３

５ 改良 ＨＭ１ ０．５ ８０ １０ ５．８５

６ 改良 ＨＭ１ １．０ ２０ ２０ ５．３４

７ 改良 ＨＭ２ ０．１ ８０ ２０ ５．３８

８ 改良 ＨＭ２ ０．５ ２０ ３０ ６．６５

９ 改良 ＨＭ２ １．０ ５０ １０ ５．４３

犽１ ４．４０３ ４．７９３ ５．２５３ ５．０１７

犽２ ５．４７３ ５．８２７ ５．２１３ ５．２３３

犽３ ５．８２０ ５．０７７ ５．２３０ ５．４４７

极差犚 １．４１７ １．０３４ ０．０４０ ０．４３０

主次顺序 Ａ＞Ｂ＞Ｄ＞Ｃ

优水平 Ａ３ Ｂ２ Ｃ１ Ｄ３

优组合 Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３

注：表中因素 Ａ为基本培养基；Ｂ为ＴＤＺ／ （ｍｇ·Ｌ－１）；Ｃ为椰

汁／ （ｍＬ·Ｌ－１）；Ｄ为白糖／ （ｇ·Ｌ－１）。

表３　原球茎增殖系数方差分析结果

犜犪犫犾犲３　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狏犪狉犻犪狀犮犲犻狀狆狉狅狆犪犵犪狋犻狅狀狉犪狋犲

因素 犛犛 犱犳 犉 犉０．０５ 显著性 犉０．０１ 显著性

基本培养基 ３．２７２ ２ １６３６．０００ １９．０００  ９９．０００ 

ＴＤＺ １．７１１ ２ ８５５．５００ １９．０００  ９９．０００ 

椰汁 ０．００２ ２ １．０００ １９．０００ ９９．０００

白糖 ０．２７７ ２ １３８．５００ １９．０００  ９９．０００ 

误差 ０．００ ２

从表３可知，基本培养基、ＴＤＺ和白糖这３

图２　９处理对秋石斛ＰＬＢ增殖的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狅犳９狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊狅犳犇犲狀犱狉狅犫犻狌犿狊狆狆．犘犔犅

狆狉狅狆犪犵犪狋犻狅狀

种因素均显著影响文心兰原球茎增殖系数，但其影

响程度的大小有较大差异，表现为基本培养基＞

ＴＤＺ＞白糖，椰汁因素无显著影响，与极差分析结

果一致。

２２　原球茎分化

将液体增殖培养后的原球茎接种至分化培养基

上进行分化培养，均能正常分化成苗，优选配方增

殖出的原球茎，芽分化量大，每克原球茎可平均分

化出１４５个芽。其中分化、生根培养基配方均选用

“用于秋石斛兰快速繁殖的培养基组” （专利受理

号：２０１７１０２８２２７０．Ｘ）专利中的培养基组分。

３　讨论与结论

原球茎 （ｐｒｏｔｏｃｏｒｍｌｉｋｅｂｏｄｙ，ＰＬＢ）的形成

是兰花离体培养过程中特有的发育现象，通过

ＰＬＢ的增殖可以在短时间内实现兰花试管苗的大

量繁殖，也是各种兰花开展工厂化种苗生产的关键

环节。同其他兰花一样，影响秋石斛ＰＬＢ诱导与

增殖的因素有很多，但培养基类型、植物生长调节

剂的种类和质量浓度、有机添加物及培养方式等是

最关键的几个因素。

本试验利用正交试验设计方法，以达到有效减

少试验次数，简化实验方法的目的，主要选择基本

培养基、ＴＤＺ、椰汁和白糖为关键试验因素，探索

了秋石斛‘三亚阳光’ＰＬＢ液体增殖培养技术。试
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验结果表明对秋石斛ＰＬＢ增殖起主要作用的是基

本培养基，其次是ＴＤＺ、白糖，椰汁对增殖的影响较

小。秋石斛 ＰＬＢ增殖适宜的液体培养基为改良

ＨＭ２＋ＴＤＺ０．５ｍｇ·Ｌ
－１＋ＮＡＡ０．１ｍｇ·Ｌ

－１＋

椰子汁２０．０ｍＬ·Ｌ－１＋白糖３０．０ｇ·Ｌ
－１，培养

３５ｄ平均增殖系数达６．６５，且ＰＬＢ生长均匀、饱

满，为种苗繁育及遗传转化等提供了技术保障。

据文献报道，秋石斛组织培养主要以固体培养

方式为主［１－４］，其组培过程中仍然存在原球茎生长

不均衡、增殖与分化并存生长等问题，这可能与他

们所用培养基的成分包括基本培养基、植物生长调

节剂等因素有关。在其他兰花如文心兰组培中，何

松林等［６］比较了固体培养和液体培养２种培养方式

对文心兰ＰＬＢ增殖影响时发现，液体振荡及回旋

培养较固体培养方式好，固体培养方式进行ＰＬＢ

增殖过程中幼苗形成率高，认为液体培养更适合文

心兰ＰＬＢ培养。崔广荣等
［７－８］也认为在文心兰

ＰＬＢ液体增殖培养较好。固体培养的最大优点是

操作简单，但缺点是外植体只有底部表面接触培养

基吸收养分，而上部较难充分吸收养分，影响生长

速度［９］。而液体培养可以克服这些缺点。因此，液

体培养ＰＬＢ在兰花组培快繁中具有一定优势，培

养基配方的合理选择是ＰＬＢ液体增殖培养的关键，

关于影响秋石斛ＰＬＢ增殖除了本试验中考虑的因

素，其他培养因素有待进一步研究探讨。
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