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摘要: 通过野外观测并记录大花无柱兰(Amitostigma pinguicula)的开花进程及花部特征, 测定花粉活力与

柱头可授性, 估算杂交指数, 初步评判大花无柱兰繁育系统类型, 并通过人工控制授粉试验进行验证, 为
大花无柱兰的杂交育种提供理论依据。结果表明: 大花无柱兰3月—4月份开花, 群体花期29 d, 单花花期

11~26 d。开花当天柱头即具有可授性, 柱头可授性持续期为15 d左右。花粉活力在花朵开放第3天时最

高(92.44%), 至花朵凋谢之前仍有活力(26.49%)。花药高于柱头且两者之间存在隔离, 杂交指数为4; 人工

去雄套袋、开花前套袋授粉结实率为0%; 人工自花授粉、异花授粉结实率为91.43%和94.29%。可以判

断大花无柱兰的繁育系统为需要传粉者传粉的自交和异交混合的繁育系统, 不存在无融合生殖现象。
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Abstract: Through field observations and recording of the flowering process and floral characteristics of 
Amitostigma pinguicula, the vitality of pollen and stigma receptivity were determined, and the hybridization 
index was estimated. Preliminary assessment of the breeding system type for A. pinguicula was carried 
out, and artificial pollination experiments were conducted for validation, providing theoretical basis for hy-
brid breeding of A. pinguicula. Results show that A. pinguicula flowers from March to April, with a flowering 
period of 29 days for the population and 11–26 days for individual flowers. The stigma is receptive on the 
day of flowering and remains receptive for about 15 days. Pollen vitality is highest on the third day of flow-
ering (92.44%) and still present before the flower withers (26.49%). Anther is higher than the stigma and 
there is a barrier between them, with a hybridization index of 4. The fruit set rate for artificial emasculation 
and bagging before flowering is 0%; fruit set rates for artificial self-pollination and cross-pollination are 

研究报告  Original Papers



植物生理学报  www.plant-physiology.com22

兰科(Orchidaceae)是单子叶植物中进化程度

最高的科之一, 也是最大和最多样化的有花植物

科之一(Zhang等2021)。除盐湖、极地和极端干旱

沙漠地区, 兰科植物广泛分布于各种陆地生态系

统(龚仁琥等2024)。全世界约有750属, 约28 000种
(Zhang等2023)。全世界所有野生兰科植物均被列

入《野生动植物濒危物种国际贸易公约》, 是植物

保护中的“旗舰”类群。无柱兰属(Amitostigma)约
30种, 分布于东亚及其周围地区。我国有22种, 以
西南山区为多; 浙江有3种。大花无柱兰(Amitostig-
ma pinguicula)为无柱兰属一年生或多年生草本植

物, 特产于除杭嘉湖地区的浙江低山丘陵山坡林

下岩石上或沟谷边阴处草丛, 具有较高的观赏和

药用价值[浙江植物志(新编)编辑委员会2021]。由

于生境破坏及人为过度采挖, 大花无柱兰野外种

群数量急速下降。

植物的繁育系统指所有影响后代遗传组成的

有性特征的总和, 主要包括花形态特征、花的开放

式样、花各部的寿命、传粉者种类和频率、自交

亲和程度和交配系统(胡佳等2024)。植物繁育系

统研究的核心是植物的交配系统(Wan等2024; 谷
海燕等2024)。植物的交配系统与其繁育器官和生

殖特性有着密不可分的关系, 自然界中的植物通

常会采用异交的繁殖方式来增加遗传多样性, 防
止发生“近交衰退”, 以增强其后代的环境适应力

(王显亚等2021)。已有的研究表明, 繁育系统作为

连接植物有性繁殖的桥梁, 不仅在决定植物遗传多

样性及遗传结构上起着重要作用(De Kort等2022), 
还对物种的表型变异和进化路线至关重要(曹孟会

等2022)。因此, 繁育系统是植物的适应性和物种

形成机制联系的纽带, 对植物的遗传多样化和育

种多样性具有重要意义(何淼等2023)。
花作为植物的繁殖器官, 其外部形态特征及

内部器官发育能影响植物的传粉方式和交配模式

(雷虓等2019)。掌握植物花的结构和繁育系统是

认识植物生活史的前提, 可以为其他的相关研究

提供基础。目前, 有关无柱兰属主要集中在遗传多

样性及其保护方面。研究表明, 大花无柱兰的遗传

多样性较为丰富, 居群间存在一定的遗传分化和

基因交流, 可采用就地保护和人工栽培等方式加

以保护(周梦莹等2019)。卵叶无柱兰(A. hemipili-
oides)居群间存在较高的遗传分化, 就地保护是最

重要的策略, 通过保护栖息地来保护菌根真菌和

传粉媒介 , 有利于野生种群数量的恢复(Yang等
2014)。有关大花无柱兰花部特征与繁育系统的研

究尚未见报道; 开展大花无柱兰的开花物候、花

部特征及繁育系统观测研究, 可为其综合利用提

供参考。

1  材料与方法

1.1  研究地概况

野外观测在浙江省大盘山国家级自然保护区

(28°57′05″~29°01′58″ N, 120°28′05″~120°33′40″ E)
内进行。该保护区地处浙江省中东部, 属典型的亚

热带季风气候区 , 年平均气温15.5°C, 最高气温

38°C, 最低气温−8°C, 无霜期约200 d; 年平均降水

量1 100 mm。观测的野生大花无柱兰[Amitostigma 
pinguicula (Rchb. f. et S. Moore) Schltr.]居群分布于

海拔684 m的沟谷盘山公路边岩壁上, 坡度约40°, 
坡向西261°。主要伴生植物有崖花海桐(Pittospo-
rum illicioides Makino)、中华绣线菊(Spiraea chin-
ensis Maxim.)、粗叶悬钩子(Rubus alceifolius Poir.)、
多花黄精(Polygonatum cyrtonema Hua)、五节芒

[Miscanthus floridulus (Labill.) Warburg ex K. Sch- 
umann]、一年蓬[Erigeron annuus (L.) Pers.]、野菊

(Chrysanthemum indicum L.)、福参(Angelica morii 
Hayata)、伏地卷柏(Selaginella nipponica Franch. & 
Sav.)、野蔷薇 (Rosa multiflora Thunb.)、乌蔹莓

[Causonis japonica (Thunb.) Raf.]等。

1.2  方法

1.2.1  开花物候观察

2024年3月22日—4月28日对大花无柱兰野生

91.43% and 94.29%, respectively. It can be concluded that A. pinguicula breeding system is a mixed mating 
system of self-pollination and cross-pollination that required pollinators to mix.
Key words: Amitostigma pinguicula; breeding system; pollen viability; floral characteristics; stigma receptivity
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居群进行花期观测, 观察记录其始花期、盛花期、

末花期、自然结果等开花结实情况。随机选取30
株大花无柱兰, 观察记录从花蕾显现至枯萎脱落

的开花进程。

1.2.2  花部形态观测

盛花期, 随机选取花朵完全开放的植株35株, 
用游标卡尺测量中萼片长/宽、侧萼片长/宽、花

瓣长/宽、唇口直径、花粉粒长、唇瓣长、花距长/宽、

花葶长、鳞茎长/宽、叶片长/宽等。

1.2.3  花粉活力与柱头可授性测定

在晴天上午采集不同开花时期的花朵, 进行

花粉活力与柱头可授性测定。取少许新鲜花粉捣

碎于1 mL离心管中, 加入适量0.5% TTC染色液染

色, 常温、黑暗处理24 h, 用吸管取少许花粉混合液

于载玻片上, 盖好盖玻片后在光学显微镜下统计花

粉生活力。每个开花时期制片3张, 每张片子随机

计数5个视野中染色率, 有活力的花粉被染成红色, 
无活力的花粉没被染色。计算花粉活力, 花粉活力

(%)=(有活力花粉数/观察到的花粉总数)×100。
采用联苯胺-过氧化氢法测定柱头可授性, 将

柱头浸入含有1%联苯胺:3%过氧化氢:水=4:11:22 
(体积比)溶液的凹面载片凹陷处, 观察柱头周围反

应液的变化情况, 以反应液呈蓝色且冒有气泡为

柱头具有可授性的判断标准, 同时根据反应的剧

烈程度来判断柱头的可授性强弱。

1.2.4  杂交指数估算

参考Dafni (1992)的标准 , 分别对花朵直径、

雌雄器官空间位置与成熟情况进行杂交指数(out-
crossingindex, OCI)估算。花朵直径(d)<1 mm记为0; 
1 mm≤d<2 mm记为1; 2 mm≤d<6 mm记为2; d≥6 
mm则记为3。花药与柱头的空间位置在同一高度

记为0, 空间分离记为1。花药开裂时间和柱头可授

粉期同步或雌蕊先熟记为0, 雄蕊先熟记为1。并以

三者的估算结果之和作为大花无柱兰OCI值。若

OCI=0, 表示闭花受精 ; OCI=1, 表示专性自交 ; 
OCI=2, 表示兼性自交; OCI=3, 表示自交亲和, 有
时需要传粉者; OCI=4, 表示以异交为主, 部分自交

亲和, 且需要传粉者。

1.2.5  访花昆虫及其行为观察

盛花期每日在8:00—18:00间连续观察, 调查

记录各种访花昆虫及其访花行为, 包括访花前行

为、访花停落方式与各种传粉昆虫访花过程中在

花朵上停留的时间、是否有带出花粉块以及携带

花粉块后有无重复访花等现象, 并进行连续拍照

和摄像。整个观察持续到花期结束。

1.2.6  人工控制授粉

盛花期选择当天开放的花朵共设置6个处理, 
每个处理为35株: (1)自然授粉; (2)人工自花授粉; 
(3)人工异株异花授粉; (4)人工去雄不套袋, 未授

粉; (5)人工去雄套袋, 未授粉; (6)人工开花前套袋, 
未授粉。在花期结束后统计授粉结实率, 结实率

(%)=(结实数/花朵总数)×100。
1.3  统计与分析

采用Excel和SPSS 22.0软件进行数据整理与

分析, Origin做图。

2  实验结果

2.1  花器官特征和开花进程

2.1.1  花器官特征

大花无柱兰茎直立, 平均株高9.19 cm。下部

具1叶, 叶下具1或2筒状鞘, 叶片膜质, 常舌状长圆

形或卵形, 先端钝或稍急尖, 最大叶长6.10 cm、宽

2.40 cm。花序直立, 纤细, 常顶生1花, 或少有2花; 
花由1枚中萼片、2枚侧萼片、2枚花瓣、1枚唇瓣、

1个花距、2个合蕊柱、2个柱头、1个子房组成; 
苞片卵状披针形; 花呈粉红色或紫红色, 侧萼片和

中萼片顶端具有紫红色横向斑点或条纹, 唇瓣表

面具紫红色不规则斑点。中萼片卵状披针形, 先端

钝, 长6.00 mm、宽4.18 mm, 侧萼片卵形, 比中萼片

稍宽, 长6.96 mm、宽4.31 mm; 花距1, 圆锥形, 长
19.46 mm; 花瓣斜卵形, 较中萼片短, 先端钝, 长4.93 
mm、宽4.14 mm; 唇瓣扇形, 长18.54 mm, 3裂, 中裂

片倒卵型, 先端微凹或全缘, 侧裂片卵状楔形, 伸
展; 唇口倒三角形, 直径2.20 mm; 雄蕊药腔2个, 呈紫

红色, 各有1枚浅绿色花粉块, 长0.96 mm, 具长柄, 长
柄底端有粘盘, 顶部具颗粒状粒粉质; 柱头2, 位于

药腔下方, 隆起, 狭长圆形, 透明胶状有粘性; 子房圆

柱形, 细长, 稍扭转, 无毛, 长15.65 mm (图1和表1)。
2.1.2  开花进程

3月中旬, 叶片开始萌动, 呈螺旋卷曲状。蕾期
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图1  大花无柱兰的花部特征

Fig. 1  The floral characteristics of A. pinguicula

A: 野生整株; B: 花朵结构, a: 左萼片, b: 右萼片, c: 中萼片, d: 左花瓣, e: 右花瓣, f: 唇瓣, g: 花距; C: 合蕊柱, h: 花粉块; 
D: 萼片及花瓣。

的大花无柱兰花苞被浅绿色的叶片所包裹, 先端

呈闭合状态, 可见花距。随着个体生长, 浅绿色花

葶伸长, 花苞先端逐渐变成粉红色, 后全为紫红色, 
呈三角球状, 合萼片、唇瓣合抱。随着花苞逐渐增

大, 唇瓣开始舒展, 支撑中萼片和侧萼片向外伸展

呈不规则球状, 中萼片和侧萼片先端出现紫红色

斑点, 花距尾端翘起、与花苞呈一定角度。随侧萼

片完全舒展, 唇瓣仍与中萼片呈合抱状; 部分花朵

唇瓣先向外展开, 侧萼片和中萼片呈合抱状。随个

体生长, 唇瓣、侧萼片、中萼片完全舒展。唇瓣展

露且表面呈现深紫色的斑点。开花约11 d后, 唇瓣

开始向内弯折并最先枯萎, 接着中萼片、侧萼片和

花距也开始枯萎。花朵的色泽逐渐变黯, 直至完全

枯萎, 从而失去吸引传粉者的能力(图2)。在大花

无柱兰的盛花期, 部分叶片和花朵有被毒蛾科Ly-
mantriidae幼虫咬食的现象。

2.2  花粉活力与柱头可授性

不同花期的大花无柱兰花粉活力具有较大差

异(图3)。开花7天前的绿色花苞期的花粉活力为

28.37%, 开花3天前的粉色花苞期的花粉活力为

41.50%, 开花1天前的花苞活力可达83.25%, 开花

当天花粉生活力高达85.37%, 第2天为85.87%, 第3
天为92.44%, 散粉4天后花粉活力有所下降, 但仍

有76.11%。此后花粉活力逐渐下降, 直至凋谢期

花粉活力最低, 大花无柱兰在整个开花时期其花

粉活力均较强。大花无柱兰花柱头从花蕾期就

具有可授性; 盛花期一直到凋谢期, 柱头均有活

力(表2)。
2.3  杂交指数估算

大花无柱兰属两性花, 花朵直径(17.61±3.04) 
mm, OCI值记为3; 开花时柱头与花药在空间位置

上是分离的, 柱头位置比花药低, OCI值记为1; 雌、

雄器官在成熟时间上是同步的, 其OCI值记为0。
所以大花无柱兰的杂交指数OCI=4。根据Dafni 
(1992)的标准, 其繁育系统以异交为主, 部分自交

亲和, 需要传粉者。

2.4  访花昆虫及其行为

本研究地区的大花无柱兰花期正值浙江的多
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表 1  大花无柱兰花部形态参数

Table 1  The flower morph parameters of A. pinguicula

    参数 平均值/mm	 标准差/mm	 最大值/mm	 最小值/mm	   方差

中萼片长 6.00	 0.62	 7.00	 5.00	 0.38
中萼片宽 4.18	 0.48	 5.00	 3.00	 0.23
左萼片长 6.96	 0.70	 8.00	 6.00	 0.49
左萼片宽 4.31	 0.49	 5.00	 3.00	 0.24
右萼片长 6.76	 0.81	 8.00	 5.00	 0.65
右萼片宽 4.15	 0.41	 5.00	 3.00	 0.17
左花瓣长 4.93	 0.56	 6.00	 4.00	 0.31
左花瓣宽 4.14	 0.49	 5.00	 3.00	 0.24
右花瓣长 4.82	 0.52	 6.00	 4.00	 0.27
右花瓣宽 3.92	 0.51	 5.00	 3.00	 0.26
唇口直径 2.20	 0.46	 3.00	 1.00	 0.21
合蕊柱长 2.53	 0.25	 2.95	 2.18	 0.06
花粉粒长 0.96	 0.17	 1.18	 0.67	 0.03
唇瓣长 18.54	 3.56	 25.00	 9.00	 12.64
花距长 19.46	 1.88	 23.00	 16.00	 3.52
花距宽 4.95	 0.75	 7.00	 4.00	 0.57
花葶长 91.92	 27.25	 155.00	 53.00	 742.75
鳞茎长 16.16	 5.66	 28.00	 7.00	 32.05
鳞茎宽 6.97	 1.40	 11.00	 4.00	 1.95
叶片长 35.53	 10.14	 61.00	 19.00	 102.91
叶片宽 14.81	 4.40	 24.00	 8.00	 19.39

图2  不同发育阶段的大花无柱兰

Fig. 2  Development stages of flower of A. pinguicula

雨季节, 持续的阴雨限制了传粉昆虫的活动, 从而

间接影响了其传粉成功。开花期间连续观察发现, 
共有5种昆虫访问过大花无柱兰, 包括食蚜蝇科

(Syrphidae), 常在晴天上午在大花无柱兰植株间活

动, 访花时先在花朵周围盘绕, 然后在唇瓣上有短

暂停留, 均未带出花粉块, 也未发现有携带花粉访

花。另有斑腿蝗科(Catantopidae)、大蚊科(Tipulidae)
和花萤科(Cantharidae)等仅在花朵外部漫爬, 停留

在叶片上或者偶尔停留在唇瓣上, 未进入花内部, 

均未进行有效传粉, 夜间也无传粉者为其传粉, 这表

明大花无柱兰在花期缺乏有效传粉者为其传粉。

2.5  人工控制授粉结实率

大花无柱兰授粉3 d后, 柱头明显变粉色且膨

大, 以环抱式包裹花粉块, 可作为完成授粉成功的

判断指标。大花无柱兰成功授粉7 d后, 唇瓣、花距, 
萼片枯萎, 子房膨大。各种人工控制授粉处理下大

花无柱兰的结实率见表3, 去雄套袋、开花前套袋

的结实率均为0, 人工自花授粉、人工异花授粉结
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表2  大花无柱兰的花粉活力及柱头可授性

Table 2  Pollen viability and stigma receptivity of  
A. pinguicula

 开花时间 花粉活力/%	 柱头可授性

开花7 d前 28.37	 +/++
开花3 d前 41.50	 ++
开花1 d前 83.25	 +++
第1天	 85.37	 +++/++
第2天	 85.87	 +++/++
第3天	 92.44	 +++
第4天	 76.11	 +++/++
第5天	 63.87	 +++/++
第6天	 56.73	 +/++
第8天	 47.40	 +/++
第10天	 43.48	 +/++
第12天	 41.39	 +/++
第15天	 26.49	 －

+: 柱头具可授性; ++/+++: 柱头具较强可授性; −: 花粉

失活或柱头不具可授性。

图3  花粉活力TTC染色和联苯胺-过氧化氢柱头可授性检测

Fig. 3  TTC staining of  pollen viability and benzidine-hydrogen peroxide  method of stigma acceptability test

A: 未被染色(无活力)花粉粒; B: 被染色(有活力)花粉粒; C: 柱头可授性弱; D: 柱头可授性强。

表3  不同授粉方式下大花无柱兰结实率

Table 3  Percentage of fertile fruit of A. pinguicula 
under different pollina treatments 

授粉方式 花朵数 结果数 结实率/%

去雄套袋 35 0 0.00
去雄不套袋 35 1 2.86
自花授粉 35 32 91.43
异株异花授粉 35 33 94.29
开花前套袋 35 0 0.00
自然结实对照 35 4 11.43

实率分别为91.43%和94.29%, 均远高于前2种处理, 
表明大花无柱兰自交亲和性很高, 繁育系统是需

要传粉者传粉、且自交和异交混合的繁育系统, 不
存在无融合生殖现象。自然条件下, 大花无柱兰的

结实率仅为11.43%。人工授粉的结实率明显高于

自然状态下的结实率, 说明大花无柱兰存在一定

的花粉限制。人工授粉克服了自然状态的影响, 是
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提高其传粉效率的有效措施。

3  讨论

通过大花无柱兰野生居群开花物候和花部形

态特征观测、花粉活力与柱头可授性检测、访花

昆虫及其行为观察、杂交指数估计及繁育系统试

验, 综合判定大花无柱兰的繁育系统为需要传粉

者传粉的自交和异交混合的繁育系统, 不存在无

融合生殖现象。

植物重要的生活史特征之一就是植物的开花

物候, 可用一系列参数来量化, 如开花数、开花振

幅、开花时间、开花持续时间、种群开花动态等(Yu
等2024)。开花物候是植物繁殖生活史上重要的性

状, 通过授粉、种子传播、种子定居和萌发等途

径影响个体繁殖成功率和适应性(Norfolk等2016; 
Rosbakh等2021)。对大花无柱兰开花物候的观察

表明, 其单花花期一般为11~26 d, 花期为3月下

旬—4月下旬。其他兰科植物中, 如白及(Bletilla 
striata; 王彩霞等2012)、喇叭唇石斛(Dendrobium 
lituiflorum; 刘江枫2021)单花寿命分别是21~24 d、
11~27 d, 属于花期中等的类型, 二者的花粉成熟快, 
在初开时活力就达到最大。而台湾独蒜兰(Pleione 
formosana; 陈进燎等2019)、大花蕙兰(Cymbidium 
hybrid; 褚怡等2013)等花期较长的种, 花粉的活力

通常在开花中期才能达到最大, 因此推测兰科植

物花粉发育规律与开花期的长短有关。

植物能否成功授粉取决于花粉活力与柱头可

授性的高低。通过TTC法检测花粉活力发现: 大花

无柱兰花粉与柱头同时成熟, 并且活力均先上升

后下降。在盛花期达到最高, 这与束花石斛(Dend-
robium chrysanthum; 杨建伟等2023)、多花指甲兰

(Aerides rosea; 郑棚汭等2024)等兰科植物相似。

大花无柱兰开花后10 d内花粉活力均保持在40%
以上, 柱头仍具较强可授性, 有利于传粉者在较长

时间内完成授粉与结实。

兰科植物雌雄蕊发育同步性影响其交配系统, 
对物种的雌雄蕊发育状况进行观测, 有利于其繁

育系统的科学判断, 对人工杂交授粉期确定也尤

为重要。本文结果显示: 大花无柱兰的繁育系统

为异交为主, 部分自交亲和, 需要传粉者。套袋结

果显示, 对大花无柱兰人工异花授粉的结实率可

达 94.29%, 人工自花授粉的结实率也可达到

91.43%。且人工去雄后套袋处理及开花前套袋处

理下大花无柱兰的结实率均为0, 即大花无柱兰既

不存在无融合生殖, 也不存在自动自花授粉。以上

试验结果表明了大花无柱兰具有高度被动自交和

异交的能力, 其繁育系统是被动自花传粉和异花

传粉的自交和异交混合交配系统, 具有多样的生

殖成功策略, 既产生一些遗传多样性的远交后代、

又产生一些不变的近交后代。有效的传粉以大量

的花粉、有效的传粉媒介和处于可授期的柱头为

前提。大花无柱兰的花粉活力和柱头可授性均不

存在问题。但是野外考察发现大花无柱兰自然结

实率很低, 且虫噬现象严重, 成果率更低。花粉成

熟时由粘性物质聚结成团无法散粉, 以及缺乏有

效的传粉媒介可能是大花无柱兰自然结实率低的

主要原因。
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