
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ａｐｒ. ２０１９ꎬ ３９(４): ４８２－４８９ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１８０５０３６
引文格式: 袁芳ꎬ 宋凯杰ꎬ 蔡熙彤ꎬ 等. 西藏虎头兰高效植株再生体系的研究 [Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０１９ꎬ ３９(４): ４８２－４８９.
ＹＵＡＮ Ｆꎬ ＳＯＮＧ ＫＪꎬ ＣＡＩ ＸＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ [ Ｊ] . Ｇｕｉｈａｉａꎬ
２０１９ꎬ ３９(４): ４８２－４８９.

西藏虎头兰高效植株再生体系的研究
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摘　 要: 为建立西藏虎头兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ)的高效快速繁殖体系ꎬ该研究以野生西藏虎头兰种子为

外植体ꎬ通过分析不同基本培养基和植物激素配比对原球茎诱导、增殖和分化的影响ꎬ以及光照时间和培养

温度对试管苗生长的影响ꎬ筛选出适宜西藏虎头兰植株高效再生的条件ꎮ 结果表明:适宜西藏虎头兰生长

的基本培养基为 １ / ２ ＭＳꎻ种子萌发和原球茎诱导的最适培养基为 １ / ２ ＭＳ＋１.０ ｍｇＬ￣１６￣ＢＡ＋０.５ ｍｇＬ￣１

ＮＡＡꎬ培养 ５０ ｄ 后ꎬ有９５.００％的种子发育成原球茎ꎻ原球茎增殖的最适培养基为 １ / ２ ＭＳ＋２.０ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡꎬ
培养 ３０ ｄꎬ增殖倍数为 ４.２５ꎻ原球茎的最适分化培养基为 １ / ２ ＭＳ＋２.０ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ＋６０ ｇＬ￣１土豆泥＋０.５
ｇＬ￣１活性炭ꎬ培养 １０ ｄꎬ不定芽发生率为 ９８.３３％ꎬ培养 ４０ ｄꎬ幼苗生根率为 ９４.６７％ꎻ试管苗在温度 ２０ ℃、光
照时间 １２ ｈｄ￣１、光照强度 ２ ０００ ｌｘ 的条件下培养ꎬ苗长势好ꎬ叶片生理性焦尖发生率仅为 ３.３３％ꎻ以腐殖土

作为栽培基质ꎬ试管苗的移栽成活率为 ９７.７８％ꎮ 该研究结果为保护西藏虎头兰野生资源和工厂化育苗提

供了科学依据和技术支持ꎮ
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　 　 西藏虎头兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ)是兰科兰

属附生型多年生草本植物ꎬ在中国主要分布于贵州

西南部、云南西南部至东南部和西藏东南部(中国

植物志编委会ꎬ１９９９)ꎮ 西藏虎头兰的叶长碧绿ꎬ花
姿粗旷ꎬ豪放壮丽ꎬ花香清淑ꎬ又名沉香虎头兰ꎬ适
宜做盆栽或切花ꎬ具有很高的观赏价值和经济价值

(李慧敏ꎬ２０１４ꎻ李枝林等ꎬ２００５ꎻ王莲辉等ꎬ２００９ꎻ蓝
玉甜等ꎬ２０１０ꎻ陈和明等ꎬ２０１５)ꎮ 野生西藏虎头兰

的种子在自然条件下极难萌发ꎬ主要靠分株繁殖ꎬ
资源再生缓慢ꎬ受到濒危野生动植物国际贸易公约

(ＣＩＴＥＳ)的保护ꎬ被«中国物种红色名录» (植物部

分)和«国家重点保护野生植物名录» (第二批讨论

稿)列为Ⅰ级保护植物(中国科学院植物研究所ꎬ
２０１３ꎻ刘思思等ꎬ２０１５ꎻ王喜龙ꎬ２０１８)ꎮ

国内外以西藏虎头兰为研究材料的报道甚少ꎬ现
有的研究主要集中在对环境胁迫的响应机制(匡美龄

和张石宝ꎬ２０１５ꎻＬｉ ＆ Ｚｈａｎｇꎬ２０１６ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)和
组织培养研究(李枝林等ꎬ２００５ꎻ王莲辉等ꎬ２００９ꎻ蓝玉

甜等ꎬ２０１０ꎻ陈和明等ꎬ２０１５)方面ꎮ 虽然国内学者以

西藏虎头兰的种子为外植体开展了一些组培快繁研

究ꎬ但仍然存在原球茎诱导和增殖分化率不高、幼苗

弱、组培周期不稳定等现象ꎮ 因此ꎬ本研究利用种子

诱导产生原球茎ꎬ通过对原球茎增殖以及再生条件的

研究ꎬ旨在建立西藏虎头兰高效快速繁殖体系ꎬ为保

护其野生资源及种苗生产奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

材料为野生西藏虎头兰未开裂的成熟蒴果

(图 １:ＡꎬＢ)ꎬ采自西藏自治区林芝市墨脱县ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 种子消毒与接种 　 用洗洁精清洗蒴果表面ꎬ
用解剖刀轻轻刮去表面脏物ꎬ自来水冲洗 １ ｈꎮ 在

超净工作台上将蒴果用 ７５％乙醇消毒 ５ ｍｉｎꎬ无菌

水冲洗 ３ 次ꎬ再放入 ０.１％的 ＨｇＣｌ２溶液中消毒 １５
ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 ３ 次ꎬ并用无菌水浸泡蒴果 ３０
ｍｉｎꎻ消毒过程中不断轻轻摇动烧杯以便消毒剂和

蒴果充分接触ꎮ 将消毒完毕的蒴果置于无菌滤纸

上吸干表面的水分ꎬ用解剖刀将蒴果纵向劈开ꎬ使
种子可以倒出ꎬ用镊子夹住蒴果ꎬ将种子轻轻抖落

在原球茎诱导培养基上ꎮ
１.２.２ 原球茎的诱导　 分别以 １ / ２ ＭＳ 和 ＭＳ 为基本

培养基ꎬ添加不同配比的 ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡꎬ配制成 １４
种不同的原球茎诱导培养基(表 １)ꎮ 每种培养基接

种 ６ 瓶种子ꎬ每两周向组培瓶中注入相同配方的液

体培养基 ３ ｍＬꎬ用以保持瓶内的水分和养分ꎮ 观察

和记录种子萌发、原球茎诱导和生长情况ꎬ筛选出

最适合的基本培养基和原球茎诱导培养基ꎮ
１.２.３ 原球茎的增殖培养　 在 １.２.２ 筛选出的最适

基本培养基的基础上ꎬ以 １ / ２ ＭＳ 为基本培养基ꎬ
添加不同质量浓度的 ＮＡＡ 配制成原球茎增殖培

养基ꎬ并以最佳原球茎诱导培养基为对照(表 ２)ꎮ
选取生长良好的原球茎ꎬ接种于试验培养基中ꎬ每
个处理接种 ６ 瓶ꎬ每瓶接种 ５０ 个原球茎ꎮ ３０ ｄ 后

观察和记录原球茎的增殖效果ꎬ统计原球茎增殖

倍数ꎮ 原球茎增殖倍数(倍)＝ (增殖后原球茎数－
接种原球茎数) /接种原球茎数(邱玥等ꎬ２０１０ꎻ姚
绍嫦等ꎬ２０１２)ꎮ
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１.２.４ 原球茎的分化培养 　 在最佳原球茎增殖培

养基中单独或一起添加 ６０ ｇＬ￣１土豆泥和 ０.５ ｇ
Ｌ￣１活性炭ꎬ配制成不同的原球茎分化培养基ꎬ并以

最佳原球茎增殖培养基为对照(表 ３)ꎮ 以原球茎

增殖培养基中培养 ３０ ｄ 后、生长良好的原球茎为

材料ꎬ接种于试验培养基中ꎬ每个处理接种 ６ 瓶ꎬ
每瓶接种 ５０ 个原球茎ꎮ 分化培养第 １０ 天统计原

球茎不定芽发生率ꎬ第 ４０ 天统计生根率ꎬ并观察

记录幼苗的生长状态ꎮ
不定芽发生率 ＝产生不定芽原球茎数(芽高≥

０.５ ｃｍ) /接种原球茎数×１００％ꎻ
生根率 ＝生根幼苗数(苗高、根长≥２ ｃｍ) /接

种原球茎数×１００％ꎮ
以上培养基均添加 ６.５ ｇＬ￣１琼脂、２５ ｇＬ￣１

蔗糖ꎬｐＨ ５.８ꎮ 培养条件:温度(２５ ± ２)℃、光照时

间 １６ ｈｄ￣１、光照强度 ２ ０００ ｌｘꎮ
１.２.５ 试管苗生长发育环境因子的筛选 　 选取长

势较好、苗高 １ ｃｍ 左右、无生理性焦尖的带根试管

苗ꎬ接种在最佳原球茎分化培养基中ꎬ置于温度

(２５ ± ２)℃ꎬ光照强度 ２ ０００ ｌｘꎬ光照时间分别为

８、１２、１６ 和 ２０ ｈｄ￣１的条件下ꎬ培养 ３０ ｄ 后观察

和记录试管苗的生长情况(表 ４)ꎮ 在最适光照时

间筛选的基础上ꎬ将试管苗分别置于温度为 １５、
２０、２５ 和 ３０ ℃的条件下ꎬ培养 ３０ ｄ 后观察和记录

试管苗的生长情况(表 ５)ꎮ 每个光照时间和温度

处理接种试管苗 ２０ 株(１ 瓶ꎬ每瓶含 ５０ ｍＬ 培养

基)ꎬ重复 ３ 次ꎮ 生理性焦尖率 ＝生理性焦尖苗数 /
接种苗数×１００％ꎮ
１.２.６ 炼苗移栽 　 选取根系发达、苗高约为 １０ ｃｍ
的壮苗ꎬ开盖并置于自然光下炼苗 ３ ｄꎬ之后取出

幼苗ꎬ小心洗净残余培养基后进行移栽ꎮ 栽培基

质共设置 ５ 个处理ꎬ分别为(Ⅰ)农田土、(Ⅱ)腐殖

土、(Ⅲ)农田土 ∶ 腐殖土 ＝ １ ∶ １(混合土)、(Ⅳ)
腐殖土 ∶ 蛭石 ∶ 珍珠岩 ＝ ８ ∶ １ ∶ １ 和(Ⅴ) 混合

土 ∶ 蛭石 ∶ 珍珠岩 ＝ ８ ∶ １ ∶ １ꎮ 移栽前将不同栽培

基质浇透水ꎬ移栽后再一次浇透水ꎬ每个处理 ３０
株苗ꎬ重复 ３ 次ꎮ 在温室中保温保湿 [温度为

(２０ ± ２)℃ꎬ湿度为 ７０％ ~ ８０％]培养 ２０ ｄ 后ꎬ观
察移栽苗的生长情况及移栽成活率(图 ２)ꎮ 移栽

成活率 ＝萎蔫死亡苗数 /总苗数×１００％ꎮ
１.２.７ 统计分析 　 所得的数据采用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ
１９.０ 软件进行处理分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 种子诱导产生原球茎

在以 １ / ２ ＭＳ 和 ＭＳ 为基本培养基、添加不同

配比的 ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 所配制成的 １４ 种不同的原球

茎诱导培养基中(表 １)ꎬ不同配方对西藏虎头兰

种子原球茎的诱导效果明显不同ꎮ 以 １ / ２ ＭＳ 为

基本培养基中的原球茎诱导和生长速度较快ꎬ其
中又以 Ａ５ 培养基的诱导效果最佳ꎬ种子经过

(３６.８３±０.９０) ｄ 培养ꎬ大部分种子开始膨大ꎬ呈浅

黄色ꎬ继续培养 １４ ｄ 左右ꎬ有 ９５.００％的种子发育

成原球茎ꎬ原球茎呈黄绿色或深绿色ꎬ颗粒状膨

大ꎬ生长快(图 １:Ｃ)ꎮ 以 ＭＳ 为基本培养基ꎬ种子

萌发较慢ꎬ原球茎诱导率较低ꎮ ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 对西

藏虎头兰种子萌发和原球茎诱导均有一定的效

果ꎮ ０.５ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ 可以促进种子萌发ꎬ缩短萌

发时间ꎮ １.０ ｍｇＬ￣１６￣ＢＡ 促进原球茎的形成和生

长ꎬ但是当 ６￣ＢＡ 的质量浓度达到 ２.０ ｍｇＬ￣１时ꎬ
则会抑制原球茎的生长ꎬ使大部分原球茎褐化死

亡ꎮ 将 １.０ ｍｇＬ￣１ ６￣ＢＡ 和 ０.５ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ 配合

使用ꎬ可显著缩短种子萌发时间和提高原球茎的

诱导率ꎬ且原球茎长势旺盛ꎮ 不添加 ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ
的 １ / ２ ＭＳ 和 ＭＳ 培养基ꎬ种子萌发时间分别为

(６６.１７±０.５５)ｄ 和(８６.１７±０.６９) ｄꎬ继续培养 ３ ~ ４
个月后ꎬ原球茎变为黄绿色或深绿色ꎬ诱导率仅为

１０.００％ꎬ生长缓慢ꎮ 因此ꎬ诱导西藏虎头兰种子萌

发并形成原球茎的适合培养基应为 Ａ５(１ / ２ ＭＳ＋
６￣ＢＡ １.０ ｍｇＬ￣１＋ＮＡＡ ０.５ ｍｇＬ￣１)ꎮ
２.２ 原球茎的增殖培养

将 Ａ５ 培养基中生长良好的绿色原球茎ꎬ接种

到以 １ / ２ ＭＳ 为基本培养基、添加不同质量浓度

ＮＡＡ 的原球茎增殖培养基中ꎬ并以最佳原球茎诱

导培养基 Ａ５ 为对照(表 ２)ꎮ 观测发现ꎬ当 ＮＡＡ
的质量浓度在 ０.５ ~ ２.０ ｍｇＬ￣１时ꎬ随着 ＮＡＡ 质量

浓度的提高ꎬ原球茎增殖的越多ꎬ长势越好ꎮ 当 ＮＡＡ
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表 １　 不同培养基配方对西藏虎头兰原球茎诱导的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒｍｕｌａｓ ｏｎ ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ

培养基
编号

Ｍｅｄｉｕｍ
ｎｕｍｂｅｒ

基本
培养基
Ｂａｓｉｃ

ｍｅｄｉｕｍ

激素浓度
Ｈｏｒｍｏｎｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(ｍｇＬ￣１)

６￣ＢＡ ＮＡＡ

萌发时间
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
(ｄ)

原球茎生长状态
Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ

萌发率
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

颜色
Ｃｏｌｏｕｒ

长势
Ｇｒｏｗｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

褐化
Ｂｒｏｗｎｉｎｇ

Ａ１ １ / ２ ＭＳ ０.０ ０.０ ６６.１７±０.５５ｄ １０.００ 浅黄
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ

弱
Ｗｅａｋ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ２ １ / ２ ＭＳ １.０ ０.０ ５２.０８±１.９７ｆ ４０.００ 浅黄、黄绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ

一般
Ｇｅｎｅｒａｌ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ３ １ / ２ＭＳ ０.０ ０.５ ４６.００±０.８７ｇ １０.００ 浅黄、黄绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ

一般
Ｇｅｎｅｒａｌ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ４ １ / ２ ＭＳ １.０ ０.１ ４４.００±０.５８ｇ ６０.００ 浅黄、黄绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ

一般
Ｇｅｎｅｒａｌ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ５ １ / ２ ＭＳ １.０ ０.５ ３６.８３±０.９０ｈ ９５.００ 浅黄、黄绿、深绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎꎬ ｄａｒｋ ｇｒｅｅｎ

旺盛
Ｅｘｕｂｅｒａｎｔ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ６ １ / ２ ＭＳ ２.０ ０.１ ４１.１７±０.９０ｇ ９５.００ 浅黄、黄绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ

一般
Ｇｅｎｅｒａｌ

轻微
Ｓｌｉｇｈｔ

Ａ７ １ / ２ ＭＳ ２.０ ０.５ ５１.００±１.１５ｆ ２５.００ 浅黄、黄绿、深绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎꎬ ｄａｒｋ ｇｒｅｅｎ

弱
Ｗｅａｋ

严重
Ｓｅｒｉｏｕｓ

Ａ８ ＭＳ ０.０ ０.０ ８６.１７±０.６９ａ １０.００ 浅黄
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗ

弱
Ｗｅａｋ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ９ ＭＳ １.０ ０.０ ７１.５０±０.５８ｃ ２５.００ 浅黄、黄绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ

一般
Ｇｅｎｅｒａｌ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ１０ ＭＳ ０.０ ０.５ ６０.０８±０.７９ｅ ２０.００ 浅黄、黄绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ

一般
Ｇｅｎｅｒａｌ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ１１ ＭＳ １.０ ０.１ ６２.００±０.７６ｅ ３５.００ 浅黄、黄绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ

一般
Ｇｅｎｅｒａｌ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ１２ ＭＳ １.０ ０.５ ５９.０８±０.６１ｅ ３５.００ 浅黄、黄绿、深绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎꎬ ｄａｒｋ ｇｒｅｅｎ

一般
Ｇｅｎｅｒａｌ

无
Ｎｏｎｅ

Ａ１３ ＭＳ ２.０ ０.１ ５２.９２±０.４５ｆ ３５.００ 浅黄、黄绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ

一般
Ｇｅｎｅｒａｌ

轻微
Ｓｌｉｇｈｔ

Ａ１４ ＭＳ ２.０ ０.５ ８２.１７±１.２１ｂ １０.００ 浅黄、黄绿、深绿
Ｌｉｇｈｔ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎꎬ ｄａｒｋ ｇｒｅｅｎ

弱
Ｗｅａｋ

严重
Ｓｅｒｉｏｕｓ

　 注: 不同小写字母表示处理间在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

为 ２.０ ｍｇＬ￣１时ꎬ原球茎的增殖倍数最高ꎬ达到

(４.２５±０.０５)倍ꎬ原球茎呈黄绿色或深绿色ꎬ大部

分呈球形和圆锥形ꎬ少部分呈梭形ꎬ圆锥形的原球

茎为一端有突起ꎬ梭形的原球茎为两端有突起ꎬ大
多数的原球茎多个聚生在一起ꎬ呈桑椹状(图 １:
Ｄ)ꎮ 当 ＮＡＡ 的质量浓度大于 ２.０ ｍｇＬ￣１时ꎬ对原

球茎的增殖有抑制作用ꎮ 原球茎在作为对照的 Ａ５
培养基上的增殖倍数为(２.０３±０.１０)倍ꎬ原球茎形

成的突起较少ꎮ 因此ꎬ西藏虎头兰最佳的原球茎

增殖培养基应为 Ｂ４(１ / ２ ＭＳ＋ＮＡＡ ２.０ ｍｇＬ￣１)ꎮ

２.３ 原球茎的分化培养

原球茎增殖培养 ３０ ｄ 后ꎬ选取有突起的黄绿

色和深绿色原球茎ꎬ接种到添加了土豆泥和活性

碳的原球茎最适增殖培养基 １ / ２ ＭＳ ＋ＮＡＡ ２. ０
ｍｇＬ￣１上进行分化培养 (表 ３)ꎮ 接种时ꎬ 对聚生

在一起的原球茎只记录个数ꎬ不进行切割ꎮ 培养

结果发现ꎬ添加 ６０.０ ｇＬ￣１土豆泥ꎬ可显著提高原

球茎不定芽的诱导率和生根率ꎬ且幼苗长势旺盛ꎻ
同时添加 ０.５ ｇＬ￣１的活性炭ꎬ即可显著降低幼苗

基部的褐化程度ꎬ 又在不定芽诱导和根系生长方面
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表 ２　 不同质量浓度的 ＮＡＡ 对西藏

虎头兰原球茎增殖的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＡＡ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｎ ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ

培养基编号
Ｍｅｄｉｕｍ
ｎｕｍｂｅｒ

激素浓度
Ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｇＬ￣１)

ＮＡＡ ６￣ＢＡ

增殖倍数
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ

Ａ５ ０.５ １.０ ２.０３±０.１０ｃ

Ｂ１ ０.５ ０.０ １.０１±０.０４ｄｅ

Ｂ２ １.０ ０.０ １.２５±０.１０ｄ

Ｂ３ １.５ ０.０ ３.０３±０.０４ｂ

Ｂ４ ２.０ ０.０ ４.２５±０.０５ａ

Ｂ５ ２.５ ０.０ ０.７９±０.０４ｅ

Ｂ６ ３.０ ０.０ ０.３３±０.０６ｆ

有明显促进作用ꎮ 原球茎在 Ｃ２ 培养基中培养 １０
ｄ 左右ꎬ就能分化出芽和根ꎬ长势整齐ꎬ不定芽发生

率达到(９８.３３±１.３７)％ꎬ同时又有新的原球茎产

生ꎬ均呈深绿色ꎬ原球茎紧密的聚生在一起ꎬ有白

色绒毛状假根产生(图 １:Ｅ)ꎻ培养至 ４０ ｄꎬ幼苗的

生根率达到(９４.６７±２.２１)％ꎬ根系发达ꎬ大部分苗

高超过 ２ ｃｍ(图 １:Ｆ)ꎮ 因此ꎬ西藏虎头兰原球茎

适合的分化培养基为 Ｃ２(１ / ２ ＭＳ＋ＮＡＡ ２.０ ｍｇ
Ｌ￣１＋土豆泥 ６０ ｇＬ￣１＋活性碳 ０.５ ｇＬ￣１)ꎮ
２.４ 不同光照时间和温度对试管苗生长的影响

原球茎分化成苗后ꎬ在继代培养过程中西藏

虎头兰出现叶片生理性焦尖ꎮ 将长势良好的幼苗

接种在原球茎分化培养基 １ / ２ ＭＳ＋ＮＡＡ ２.０ ｍｇ
Ｌ￣１＋土豆泥 ６０ ｇＬ￣１＋活性碳 ０.５ ｇＬ￣１上ꎬ置于不

同光照时间和培养温度下培养(表 ４ꎬ表 ５)ꎮ 结果

发现ꎬ不同光照时间对西藏虎头兰幼苗长势和生

理性焦尖发生率有显著影响ꎮ 光照时间越长ꎬ幼
苗焦尖越严重ꎬ光照时间短ꎬ幼苗生长缓慢、细弱ꎮ
当光照时间为 １２ ｈｄ￣１时ꎬ虽然焦尖率为(２８.３３±
２.３６)％ꎬ但是幼苗粗壮ꎬ生长速度快ꎮ 因此ꎬ１２
ｈｄ￣１为西藏虎头兰试管苗培养的最佳光照时间ꎮ
当光照时间固定为 １２ ｈｄ￣１ꎬ设定不同的培养温

度对西藏虎头兰分化苗进行培养(表 ５)ꎬ结果发

现ꎬ不同的培养温度对幼苗长势和生理性焦尖发

生率有显著影响ꎮ 培养温度为 １５ ℃时ꎬ幼苗没有

出现焦尖ꎬ但是长势弱ꎻ为 ２０ ℃时ꎬ幼苗长势非常

旺盛ꎬ只有极少数的叶片出现焦尖(图 １:Ｇ)ꎻ２５ ~
３０ ℃时ꎬ随着温度的逐渐升高ꎬ幼苗焦尖越严重ꎮ
因此ꎬ２０ ℃为西藏虎头兰试管苗培养的最佳温度ꎮ

综上分析ꎬ西藏虎头兰试管苗继代分化培养

过程中ꎬ最适光照时间为 １２ ｈｄ￣１ꎬ最适培养温度

为 ２０ ℃ꎮ
２.５ 试管苗的移栽

当西藏虎头兰带根试管苗的株高约 １０ ｃｍ 时

(图 １:Ｈ)ꎬ可进行炼苗移栽ꎮ 观测发现ꎬ不同栽培

基质对西藏虎头兰幼苗的移栽成活率有一定影响

(图 ２)ꎻ含有腐殖土的栽培基质比农田土更有利

于西藏虎头兰幼苗的生长ꎻ以腐殖土作为栽培基

质的移栽成活率最高ꎬ达到(９７.７８±１.５７)％ꎬ且植

株健壮ꎬ长势良好(图 １:Ｉ)ꎮ 因此ꎬ西藏虎头兰试

管生根苗的最佳移栽基质为腐殖土(Ⅱ)ꎮ

３　 讨论与结论

西藏虎头兰是一种具有很高观赏价值和经济

价值的兰科兰属植物ꎮ 目前ꎬ关于西藏虎头兰组

织培养的研究较少ꎮ 李枝林等(２００５)在 １ / ２ ＭＳ
培养基中添加 ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 促进西藏虎头兰种子

萌发ꎬＫＴ 和 ＮＡＡ 诱导形成原球茎ꎬ再利用 ６￣ＢＡ
和 ＮＡＡ 促进原球茎分化ꎮ 王莲辉等(２００９)认为

西藏虎头兰种子在 １ / ２ ＭＳ＋ １００ ｍＬＬ￣１ 土豆和

ＭＳ＋１００ ｍＬＬ￣１土豆的培养基上ꎬ种子萌发率均

达到 ９０％以上ꎬ且 ＭＳ 基本培养基比 １ / ２ ＭＳ 基本

培养基更有利于种子萌发及原球茎的增殖分化ꎻ
６￣ＢＡ和 ＮＡＡ 可促进原球茎增殖分化ꎬ但是随着

６￣ＢＡ浓度的增加ꎬ植株有弱化的趋势ꎻ无根苗在

１ / ２ ＭＳ＋０.２ ｍｇＬ￣１ ＩＢＡ 培养基上的生根率在 ９５％
以上ꎮ 蓝玉甜等(２０１０)将西藏虎头兰种子接种在

１.０ ｇＬ￣１花宝 １ 号＋１.０ ｇＬ￣１花宝 ２ 号＋１.０ ｍｇ
Ｌ￣１ ６￣ＢＡ＋１０％香蕉汁＋２％苹果汁＋２０ ｇＬ￣１蔗糖＋
６.０ ｇＬ￣１琼脂＋１.０ ｇＬ￣１活性炭的培养基上ꎬ种子

萌发率为 ９０％ ~ ９８％ꎻ原球茎分化最佳培养基为

ＭＳ＋１.０ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ＋５％香蕉汁＋２％苹果汁ꎬ芽分
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表 ３　 不同培养基配方对西藏虎头兰原球茎不定芽诱导和生根的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒｍｕｌａｓ ｏｎ ｉｎｄｅｆｉｎｉｔｅ ｂｕｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｏｏｔｉｎｇ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ ｐｒｏｔｏｃｏｒｍｓ

培养基编号
Ｍｅｄｉｕｍ
ｎｕｍｂｅｒ

ＮＡＡ
(ｍｇＬ￣１)

土豆泥
Ｍａｓｈｅｄ
ｐｏｔａｔｏ

(ｇＬ￣１)

活性炭
Ａｃｔｉｃａｒｂｏｎ
(ｇＬ￣１)

不定芽发生率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｉｎｄｅｆｉｎｉｔｅ

ｂｕｄ
(％)

生根率
Ｒｏｏｔｉｎｇ
ｒａｔｅ
(％)

幼苗生长状态
Ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔ

Ｂ４ ２.０ ０.０ ０.０ ７０.６７±２.２１ｃ ７２.００±２.５８ｃ 幼苗细弱ꎬ根系较短ꎬ生长缓慢ꎬ幼苗基部轻微褐化
Ｐｌａｎｔｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｗｅａｋ ｗｉｔｈ ｓｈｏｒｔ ａｎｄ ｌｅｓｓ ｒｏｏｔꎬ ｓｌｏｗ ｇｒｏｗｔｈꎬ
ａｎｄ ｉｔｓ ｂａｓｅ ｗａｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｂｒｏｗｎｉｎｇ

Ｃ１ ２.０ ６０.０ ０.０ ８９.００±１.９１ｂ ７９.３３±３.７７ｂ 幼苗较壮ꎬ根系较多ꎬ生长较快ꎬ幼苗基部轻微褐化
Ｐｌａｎｔｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｗｉｔｈ ｍａｎｙ ｒｏｏｔꎬ ｆａｓｔｅｒ ｇｒｏｗｉｎｇꎬ ａｎｄ
ｉｔｓ ｂａｓｅ ｗａｓ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｂｒｏｗｎｉｎｇ

Ｃ２ ２.０ ６０.０ ０.５ ９８.３３±１.３７ａ ９４.６７±２.２１ａ 幼苗粗壮ꎬ根系发达ꎬ生长快ꎬ幼苗基部无褐化
Ｐｌａｎｔｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ｗｉｔｈ ｆｌｏｕｒｉｓｈｉｎｇ ｒｏｏｔ ｓｙｓｔｅｍꎬ ｔｈｅ
ｆａｓｔｅｓｔ ｇｒｏｗｔｈꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｂａｓｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｂｒｏｗｎｉｎｇ

表 ４　 不同光照时间对西藏虎头兰试管苗生长的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ

ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

光照时间
Ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｈｄ ￣１)

生理性焦尖发生率
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｃｈ

ｒａｔｅ ｏｆ ｌｅａｆ ｔｉｐ
(％)

幼苗长势
Ｇｒｏｗｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔ

８ １８.３３±２.３６ｄ ＋＋

１２ ２８.３３±２.３６ｃ ＋＋＋

１６ ６０.００±４.０８ｂ ＋＋

２０ ９３.３３±４.７１ａ ＋

　 注: ＋表示长势差ꎻ ＋＋表示长势一般ꎻ ＋＋＋表示长势良好ꎻ ＋
＋＋＋表示长势最好ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｇｒｏｗｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔ. ＋ ｍｅａｎｓ ｐｏｏｒꎻ ＋＋ ｍｅａｎｓ ｇｅｎ￣
ｅｒａｌꎻ ＋＋＋ ｍｅａｎｓ ｇｏｏｄꎻ ＋＋＋＋ ｍｅａｎｓ ｂｅｓｔ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ５　 不同温度对西藏虎头兰试管苗生长的影响
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ

ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

温度
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

生理性焦尖率
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｃｈ

ｒａｔｅ ｏｆ ｌｅａｆ ｔｉｐ
(％)

幼苗长势
Ｇｒｏｗｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔ

１５ ０.００ｄ ＋

２０ ３.３３±２.３６ｃ ＋＋＋＋

２５ ４６.６７±２.３６ｂ ＋＋

３０ ９５.００±４.０８ａ ＋

化率为 ８９％ꎻ１ / ２ ＭＳ＋１.０ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ＋５％香蕉

汁适合壮苗生根ꎮ 陈和明等(２０１５)发现ꎬＭＳ 基本

培养基中添加 ０.５ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ、１００ ｇＬ￣１土豆

和 １.０ ｇＬ￣１活性炭适宜西藏虎头兰种子萌发和小

苗增殖ꎬ添加 １.０ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ、１００ ｇＬ￣１香蕉和

１.０ ｇＬ￣１活性炭适宜小苗壮苗生根ꎮ 上述这些研

究以西藏虎头兰种子为外植体ꎬ诱导种子萌发和

原球茎的增殖分化ꎬ所提供的数据和结果不尽相

同ꎬ未能对西藏虎头兰组培快繁过程提供比较系

统、详细及完整的技术资料ꎮ
本研究从种子萌发、原球茎的诱导、增殖分

化、试管苗生长发育环境因子的筛选及移栽等方

面对西藏虎头兰进行了较为系统和全面的组培快

繁研究ꎬ建立了西藏虎头兰高效植株再生体系ꎮ
本研究结果表明ꎬ１ / ２ ＭＳ 基本培养基较 ＭＳ 基本

培养基更适合西藏虎头兰种子原球茎的诱导、增
殖及分化ꎮ 添加 １. ０ ｍｇＬ￣１ ６￣ＢＡ＋０. ５ ｍｇＬ￣１

ＮＡＡꎬ比不添加任何激素配比或单独使用 ６￣ＢＡ 或

ＮＡＡ 的原球茎诱导效果好ꎬ种子萌发所需时间较

短ꎬ原球茎诱导及生长情况好ꎮ 原球茎在 １ / ２ ＭＳ＋
２.０ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ 的培养基上培养 ３０ ｄ 就可实现

４.２５ 倍的增殖ꎬ再添加 ６０ ｇＬ￣１土豆泥＋０.５ ｇ
Ｌ￣１活性炭可以有效促进增殖后的原球茎分化出不

定芽和根ꎮ 从种子萌发产生原球茎到获得苗高约

２ ｃｍ 的带根试管苗只需 ４ ~ ５ 个月ꎬ原球茎诱导率

和分化率均在 ９５％以上ꎻ试管苗在温度 ２０ ℃、光
照时间 １２ ｈｄ￣１、光照强度 ２ ０００ ｌｘ 的条件下继代
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注: Ａ. 野生西藏虎头兰开花植株ꎻ Ｂ. 野生西藏虎头兰的蒴果ꎻ Ｃ. 种子诱导产生原球茎ꎻ Ｄ. 原球茎增殖ꎻ Ｅ. 原球茎分化出
不定芽和根ꎻ Ｆ. 原球茎分化培养 ４０ ｄ 后形成的试管苗ꎻ Ｇ. 箭头指向为试管苗叶片生理性焦尖ꎻ

Ｈ. 继代培养 ４０ ｄ 后株高约 １０ ｃｍ 的试管苗ꎻ Ｉ. 试管苗的移栽ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｃ. ｔｒａｃｙａｎｕｍꎻ Ｂ. Ｃａｐｓｕｌｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ Ｃ. ｔｒａｃｙａｎｕｍꎻ Ｃ. Ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｓｅｅｄｓꎻ Ｄ. Ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ
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图 １　 西藏虎头兰原球茎诱导形成再生植株的过程
Ｆｉｇ. １　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｆｏｒｍａｎｔｉｏｎ ｂｙ ｐｒｏｔｏｃｏｒｍ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ

图 ２　 不同栽培基质对西藏虎头兰
试管苗移栽成活率的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
ｏｎ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｉｎｇ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ
Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｔｒａｃｙａｎｕｍ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

培养约 ２ 个月ꎬ苗高在 １０ ｃｍ 左右ꎬ植株粗壮ꎬ长势

旺盛ꎮ 本研究与前人的研究结果 (李枝林等ꎬ
２００５ꎻ王莲辉等ꎬ２００９ꎻ蓝玉甜等ꎬ２０１０ꎻ陈和明等ꎬ
２０１５)相比较ꎬ简化了西藏虎头兰组培快繁过程中

的培养基配方和程序ꎬ获得了较高的原球茎诱导

率和分化率ꎬ缩短了组培周期ꎬ节约了组培成本ꎮ
在西藏虎头兰试管苗继代培养过程中遇到生

理性焦尖现象ꎬ有时整瓶试管苗有一半以上的叶

片呈黑色焦尖ꎬ严重影响了植株的正常生长和观

赏价值ꎮ 湿度太低 /高、光照太强和高温等因素会

引起叶片生理性焦尖 (王志红ꎬ ２００３ꎻ吴亚光ꎬ
２００３)ꎮ 组织培养室空间和组培瓶内环境相对密

闭ꎬ通常使用的温度(２５ ± ２)℃、光照时间 １６ ｈ

８８４ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



ｄ￣１、光照强度 ２ ０００ ｌｘ 的培养条件不适合西藏虎头

兰试管苗的继代培养ꎮ 兰属植物大多数种类生长

在适度荫蔽的环境中ꎬ但附生型的西藏虎头兰能

在短时间阳光直射的环境下良好生长(匡美龄和

张石宝ꎬ２０１５)ꎮ 因此ꎬ本研究对适合试管苗继代

生长的光照时间和培养温度进行了筛选ꎬ在光照

时间 １２ ｈｄ￣１、温度 ２０ ℃ 的条件下ꎬ只有极少数

的叶片出现焦尖ꎬ焦尖发生率为 ３.３３％ꎮ
本研究建立的西藏虎头兰植株高效再生体

系ꎬ为西藏虎头兰的繁殖培育工作奠定了良好基

础ꎬ在野生资源保护与合理开发利用方面具有一

定的参考价值ꎮ
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