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摘要: 罗氏蝴蝶兰(Phalaenopsis lobbii)是珍稀濒危植物, 被列为国家极小种群野生植物。组培快繁技术是保护

植物的有效方法。本文以授粉后发育成熟的罗氏蝴蝶兰种子为材料进行无菌播种研究, 探究罗氏蝴蝶兰快繁

体系的最适条件。实验结果表明 :  罗氏蝴蝶兰种子萌发不需要黑暗处理 ,  最适合种子萌发的培养基为

1/4MS+0.1%活性炭+70 g·L-1
香蕉汁, 种子萌发率为77.20%; 低浓度6-BA和较高浓度NAA对丛生芽诱导有利, 最

适诱导培养基为1/3MS+0.5 mg·L-1 6-BA+2.0 mg·L-1 NAA+0.1%活性炭+70 g·L-1
香蕉汁; 适合生根壮苗的培养基

为1/3MS+70 g·L-1
香蕉汁或1/3MS+70 g·L-1

马铃薯汁。通过无菌播种研究, 成功获得了一批罗氏蝴蝶兰幼苗。
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罗氏蝴蝶兰(Phalaenopsis lobbii)为兰科(Or-
chidaceae)蝴蝶兰属植物。气生根长而扁平, 附生

于海拔150~900 m疏林中的树干或树枝上。茎短, 
叶片1~5片, 总状花序, 萼片和花瓣乳白色, 合蕊柱

白色, 唇瓣黄色, 3裂, 极具欣赏价值, 也是蝴蝶兰杂

交育种的良好亲本。罗氏蝴蝶兰国内分布于广

西、云南, 国外分布于印度、不丹、缅甸、越南

(Chen和Wood 2009), 数量十分稀少, 自然条件下结

实率低, 野外条件自然更新困难, 随时濒临灭绝。

物种的灭绝会造成不可估量的损失, 为全球最严

重的生态问题之一, 威胁人类社会的可持续发展

(Pimm等2014)。罗氏蝴蝶兰被列入世界自然保护

联盟(International Union for Conservation of Nature 
and Natural Resources, IUCN)红色名录中, 同时被

列为国家优先开展拯救保护的极小种群野生植

物。据国家林业局颁布的《全国极小种群野生植

物拯救保护实施方案(2010~2015)》报道该物种野

生居群数量不足50株,《广西极小种群野生植物拯

救保护项目实施方案(2012)》中则记载其植株数

量不足10株。开展罗氏蝴蝶兰的抢救保护研究刻

不容缓。

蝴蝶兰属植物为单茎附生兰, 自然条件下难以

分株繁殖, 且种子不具胚乳极难萌发(Park等2002), 
组织培养是目前生产中广泛应用的繁殖方式。有

关杂交蝴蝶兰的快速繁殖有较多的报道, 主要通

过无菌播种(陈春满等2018; 李淑英等2015)、原球

茎途径(朱娇等2017; 黄歆怡等2018)和丛生芽途径

(黄丹等2017; 王丽娜等2018)等获得大量的组培苗, 

实现蝴蝶兰工厂化生产; 对原生蝴蝶兰的繁殖研

究较少, 报道的主要有海南蝴蝶兰(P. hainanensis) 
(潘学峰和黄凤娇1997; 欧阳英和刘燕2019)和版纳

蝴蝶兰(P. mannii) (方中明等2008)的快速繁殖研

究, 均是通过无菌播种途径来实现的快速繁殖。

目前对罗氏蝴蝶兰仅限于地理分布的研究

(叶晓霞等2010; 覃海宁和刘演2010), 其快繁技术

尚无报道。兰科植物可以采用无菌播种和组织培

养的方式来扩大种群数量。由于罗氏蝴蝶兰种群

数量稀少, 利用茎尖、叶片、花梗等外植体诱导培

养会对植株产生伤害, 故进行人工无菌播种繁殖是

保护资源的一个有效途径, 对野生资源的保护和

开发有着重要意义。本研究以罗氏蝴蝶兰种子作

为外植体进行无菌播种, 比较不同培养条件下的

萌发率、植物生长调节剂对诱导丛生芽的影响、有

机添加物对生根壮苗的影响等, 探讨组培快繁技

术, 为建立罗氏蝴蝶兰保育研究提供技术支持。

1  材料与方法

1.1  实验材料

供试材料为云南省林业和草原科学院兰科植物

种质资源圃内引种驯化的罗氏蝴蝶兰[Phalaenopsis 
lobbii (H. G. Reichenbach) H. R. Sweet]果实。罗氏
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蝴蝶兰植株营养生长和生殖生长情况良好, 人工

授粉后生长良好, 产生可育种子。

1.2  实验方法

1.2.1  果荚采集

对开花时间在7~10 d的罗氏蝴蝶兰进行人工

授粉, 在果荚趋于成熟未开裂期间, 采集果龄为295 
d (时间从授粉日期开始计算)的果荚(图1-A)。
1.2.2  播种方法与培养条件

果荚用自来水冲洗, 经过中性洗涤剂洗涤后, 
无菌水再冲洗3~4次, 备用。

在超净工作台上, 先用75%酒精溶液浸泡果

荚30 s, 再用0.1%升汞处理10~12 min, 无菌水冲洗

8~10次, 取出蒴果, 置于托盘中。用解剖刀纵切(图
1-B), 采用撒播法, 用镊子夹起果实, 撒播于培养基

上, 盖好瓶盖。每个处理培养基接种3瓶, 重复5次, 
共计15瓶。 

培养室温度为(25±2)°C, 光照12 h/黑暗12 h, 
光照强度30~40 μmol·m-2·s-1, 根据实验需要, 部分

实验设计为全黑暗处理。

1.2.3  培养基对罗氏蝴蝶兰种子萌发的影响 
将种子分别接种于改良的1/2MS、1/3MS、

1/4MS和MS基本培养基中, 并分别添加0.1%活性

炭和70 g·L-1香蕉汁。每个处理配方接种3瓶, 重复

5次。观察并统计种子萌发数目和原球茎生长情

况, 筛选出适宜罗氏蝴蝶兰种子萌发的培养基。

判断种子的萌发依据为胚突破种皮发育成为绿色

原球茎(Zeng等2012; 付传明等2018)。
1.2.4  光照对罗氏蝴蝶兰种子萌发的影响

以1/4MS为基本培养基, 添加70 g·L-1的香蕉

汁和0.1%活性炭, 研究光照对罗氏蝴蝶兰种子萌发

的影响。分别置于正常光周期条件(光照12 h/黑暗

12 h)下和黑暗条件下培养, 暗处理30 d后再转入正

常光周期条件下培养。每个处理接种5瓶, 重复5
次。定期观察、统计罗氏蝴蝶兰种子的萌发情况。

1.2.5  丛生芽的诱导

以1/3MS基本培养基作为丛生芽的诱导培养基, 
探究不同浓度的植物生长调节剂[6-芐氨基嘌呤(6-
BA)和萘乙酸(NAA)]对罗氏蝴蝶兰原球茎诱导丛

生芽的影响。设计不同实验配比的6-BA浓度

(0.5、1.0和2.0 mg·L-1)以及NAA浓度(0.2、0.5、

1.0和2.0 mg·L-1), 各个处理配方接种罗氏蝴蝶兰原

球茎30个, 重复5次, 分别对各处理组诱导出的芽

苗数进行统计。

1.2.6  生根壮苗

以1/3MS基本培养基作为生根壮苗的培养基, 
将分化出1~2片小叶的小苗转接于生根壮苗培养

基继续培养。比较添加不同有机物马铃薯汁(35和
70 g·L-1)和香蕉汁(35和70 g·L-1)对罗氏蝴蝶兰生根

壮苗的影响。设计空白对照, 每个处理组各接种

小苗10株, 重复5次。观察并统计生根壮苗阶段罗

氏蝴蝶兰小苗的叶片数量与长度及根数与根长。

1.2.7  瓶苗移栽

将长出2~4片小叶、3~6条根, 根长在2~5 cm
的瓶苗进行炼苗移栽。在自然光照下放置3~5 d, 
后松口瓶口1 d , 开瓶盖1 d, 然后移栽至水苔的培

养基质中, 观察小苗移栽后的适应状况。

1.2.8  数据处理分析 
采用Excel 2007对记录的实验数据进行整理, 

SPSS 21.0进行方差分析。

2  实验结果

2.1  不同培养基对罗氏蝴蝶兰种子萌发的影响 
用镊子将罗氏蝴蝶兰种子均匀撒播在配制好

的MS、1/2MS、1/3MS和1/4MS培养基中, 每5 d进
行一次观察, 记录培养瓶中种子的萌发情况。60 d
后在显微镜下取不同的视野, 统计100粒种子的萌

发数目, 观察原球茎生长情况。结果见表1, 各培

养基中罗氏蝴蝶兰的种子萌发率不同, 差异较为

显著。其中MS培养基中种子萌发率最低, 原球茎

较小, 颜色为淡黄色; 1/2MS与1/3MS培养基中萌发

率差异不明显, 原球茎较MS培养基中的大, 颜色为

黄绿色; 1/4MS培养基中的种子萌发率最高, 原球

茎较大, 颜色为绿色(图1-C)。因此, 最适合罗氏蝴

蝶兰种子萌发的培养基是1/4MS+0.1%活性炭+70 
g·L-1香蕉汁。

2.2  光照对罗氏蝴蝶兰种子萌发的影响

对比正常光周期条件(对照)与暗处理条件对罗

氏蝴蝶兰种子萌发时间和萌发率的影响, 正常光

周期条件下25 d培养瓶中种子微泛黄色, 60 d后萌

发率为77.20%。暗处理条件下29 d培养瓶中种子
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图1  罗氏蝴蝶兰的无菌播种与快速繁殖

Fig.1  Aseptic seeding and rapid propagation of P. lobbii
A: 295 d的果荚; B: 果荚解剖图; C: 放大40倍的60 d的原球体; D: 原球茎; E: 丛生芽; F: 叶片的生长及根的分化; G: 壮苗与生根; H: 可

以出瓶的小苗。

微泛黄色, 60 d后萌发率为65.40%; 即播种后暗处

理30 d与正常光周期培养条件下种子的萌发时间

差异不大, 而萌发率在正常光周期下稍高。实验结

果说明罗氏蝴蝶兰种子萌发不需要进行暗处理。 
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表1  不同培养基对罗氏蝴蝶兰种子萌发和原球茎生长的影响

Table 1  Effect of different media on seed germination and  
protocorm formation of P. lobbii 

培养基                      种子萌发率/%	 原球茎生长情况 

MS	 47.60±0.03c	 较小, 淡黄色

1/2MS	 68.00±0.02b	 中等, 黄绿色

1/3MS	 67.20±0.02b	 中等, 黄绿色

1/4MS	 77.20±0.02a	 较大, 绿色

　　表中数据为平均值±标准差; 同列中不同小写字母表示差异显

著(P<0.05)。下同。

2.3  不同浓度的植物生长调节剂对诱导罗氏蝴蝶

兰丛生芽的影响 
原球茎(图1-D)经过丛生芽诱导培养基的培养

后, 诱导分化出丛生芽(图1-E)。60 d后对分化出的

丛生芽数目进行统计(表2)可知, 罗氏蝴蝶兰丛生

芽的诱导受不同浓度比例的植物生长调节剂的影

响, 数量差异显著。6-BA浓度一定时, 诱导的丛生

芽数量随着NAA浓度升高而增多; NAA浓度一定

表3 不同有机添加物对罗氏蝴蝶兰生根壮苗的影响

Table 3 Effect of different organic supplements on seedling growth of P. lobbii

　       处理	   叶数 	  叶长/cm	   根数	  根长/cm

空白对照	 2.5±0.2a	 0.57±0.04b	 3.4±0.3b	 1.05±0.08c

35 g·L-1马铃薯汁	 2.5±0.2a	 0.60±0.03b	 3.5±0.2b	 1.38±0.09b

35 g·L-1香蕉汁	 2.6±0.2a	 0.63±0.04b	 4.0±0.3ab	 1.51±0.06b

70 g·L-1马铃薯汁	 2.6±0.2a	 0.66±0.04ab	 4.3±0.3a	 1.59±0.11ab

70 g·L-1香蕉汁	 2.9±0.2a	 0.75±0.05a	 4.6±0.2a	 1.74±0.05a

表2  不同植物生长调节剂组合对罗氏蝴蝶兰丛生芽诱导的影响

Table 2  Effect of different plant growth regulator combinations on induction of multiple shoots of P. lobbii

培养基编号
	    植物生长调节剂浓度/mg·L-1                                 

     接种原球茎数	        分化的芽数 
                                                          6-BA                                          NAA		

  1	 0.5	 0.2	 30	 53.8±2.4efg

  2	 1.0	 0.2	 30	 51.8±1.5fg

  3	 2.0	 0.2	 30	 48.6±2.0g

  4	 0.5	 0.5	 30	 64.0±1.6cd

  5	 1.0	 0.5	 30	 59.4±2.2de

  6	 2.0	 0.5	 30	 56.8±1.7ef

  7	 0.5	 1.0	 30	 69.4±2.0bc

  8	 1.0	 1.0	 30	 67.0±2.0bc

  9	 2.0	 1.0	 30	 64.8±3.0cd

10	 0.5	 2.0	 30	 77.4±2.7a

11	 1.0	 2.0	 30	 73.4±1.4ab

12	 2.0	 2.0	 30	 70.2±1.8bc

时, 低浓度的6-BA诱导的丛生芽数量较多。实验

结果表明, 低浓度6-BA和较高浓度NAA的浓度配

比对罗氏蝴蝶兰丛生芽的诱导较为有利。比较

10、11与12号培养基诱导的丛生芽数量, 差异不显

著, 而10号培养基中诱导的丛生芽数量平均值稍

高, 成本相对略低, 优于11、12号培养基。故诱导

罗氏蝴蝶兰丛生芽的最适培养基为10号培养基, 
即1/3MS+0.5 mg·L-1 6-BA+2.0 mg·L-1 NAA+0.1%
活性炭+70 g·L-1香蕉汁。

2.4  不同添加物对罗氏蝴蝶兰生根壮苗的影响

诱导出的芽经过生根壮苗培养基后, 成长为

小苗并分化出根(图1-F)。30 d后统计小苗的叶片

数量与长度、生根数量与根长(图1-G和H), 结果见

表3。分析表中数据可知, 在不同组分培养基中, 
罗氏蝴蝶兰小苗的叶片数量差异不显著, 而在叶

长、根数和根长上差异显著。与空白对照的培养

基比较, 分别添加35 g·L-1马铃薯汁和香蕉汁的培

养基中, 叶长、根数差异不显著, 而根长差异显著; 
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分别添加70 g·L-1马铃薯汁和香蕉汁的培养基, 叶
片长度、根的数量及根的长度差异显著。实验结

果表明罗氏蝴蝶兰在添加了马铃薯汁和香蕉汁的

培养基中生长较好, 且随着添加物浓度的增大, 长
势越旺。因此, 在罗氏蝴蝶兰的生根壮苗阶段添

加马铃薯汁或者香蕉汁有利于小苗的生长。

2.5  罗氏蝴蝶兰移栽后的表现

水苔疏松透气, 有一定的保水能力, 是蝴蝶兰

商业生产中移栽常用的培养基质。罗氏蝴蝶兰组

培苗经过生根壮苗培养, 炼苗驯化后移栽至疏松

的水苔基质中, 移栽1个月后, 植株健壮, 叶片呈现

深绿色, 成活率达98%。

3  讨论

3.1  基本培养基

蝴蝶兰组织培养以MS基本培养基最为常用, 
其中的盐成分与浓度对种子萌发和发育生长起重

要作用, 全量MS培养基盐浓度高, 对蝴蝶兰种子

发芽有抑制作用(余慧琳等2009), 适当减少大量元

素和部分微量元素有利于原球茎的增殖(王海娟

2011)。本次种子萌发实验使用较低盐浓度的培养

基, 即1/4MS+0.1%活性炭+70 g·L-1香蕉汁较适合

罗氏蝴蝶兰种子的萌发, 种子萌发率达77.20%。

不同种类的蝴蝶兰最适宜的培养基类型不同, 田
甜(2015)研究表明1/2MS培养基利于蝴蝶兰种子的

萌发; 陈春满等(2018)以1/3MS培养基作为基本培

养基时种子的萌发率高于以1/2MS和1/4MS为基

本培养基时的萌发率; 欧阳英和刘燕(2019)也发

现最适合海南蝴蝶兰种子萌发的培养基为1/4MS
培养基。本实验与欧阳英和刘燕(2019)的研究结

论相一致, 可能是因为原生蝴蝶兰在野外适应了

较为艰苦的自然环境, 种子发芽能适应的浓度范

围较小。

3.2  光照条件

一些兰科植物在进行无菌播种实验时进行黑

暗处理能够加速萌发, 如春兰的种子在黑暗条件

下培养5个月可以大量萌发(董芳2008)。不同兰科

植物所需要的萌发条件不同, 本次实验播种后暗

处理与正常光周期培养条件下种子的萌发时间差

异不明显, 萌发时不需要黑暗处理。在对同色兜

兰的种子萌发实验中, 也得到了相似的结论(李秀

玲等2016)。
3.3  植物生长调节剂

植物生长调节剂常被用于兰科植物生长发育

的各阶段, 不同植物或同一植物的不同发育阶段

对其种类和浓度的需求不同(Roy等2011)。此次诱

导丛生芽的实验中, 以1/3MS作为基本培养基, 最
有利于诱导丛生芽的植物生长调节剂浓度组合为

低浓度的6-BA (0.5 mg·L-1)与高浓度的NAA (2.0 
mg·L-1)。本次实验结果与方中明等(2008)的研究

结论相似, 即低浓度6-BA和高浓度NAA的实验组

合利于原球茎的分化。而曾宋君等(2000)在对蝴

蝶兰的快繁研究中发现添加低浓度的6-BA时原球

茎繁殖速度较快, NAA的作用不明显; 余慧琳等

(2009)则认为6-BA与NAA的浓度差加大更有利于

蝴蝶兰原球茎的增殖。虽然都为蝴蝶兰属植物, 
但可能各个物种的内源激素不同, 对植物生长调

节剂需求不一样。

3.4  有机添加物

生根壮苗是蝴蝶兰的组织培养中关键时期之

一, 马铃薯、香蕉等有机添加物能促进细胞的增

殖和生长, 利于蝴蝶兰的生根及壮苗(郝永丽等

2017; 杜云安2014; 丘亮伟等2009; 王冬云等2007)。
本次实验结果与前人的研究结论相似, 添加了有

机物后植株的根茎叶生长更好, 且随浓度的增大, 
植株更为健壮。
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Aseptic seeding and rapid propagation of Phalaenopsis lobbii
HUANG Xinyi1, XIE Zhenxing1, LU Zuzheng1, YU Yanping1, LUO Qing1, MAO Liyan1,  
JIANG Hong2,*

1Guangxi Subtropical Crops Research Institute, Nanning 530001, China
2Yunnan Academy of Forestry and Grassland / Yunnan Laboratory for Conservation of Rare, Endangered & Endemic 
Forest Plants, National Forestry and Grassland Administration, Kunming 650204, China

Abstract: Phalaenopsis lobbii is a rare and endangered plant, which is included in the wild plant species with 
extremely small populations in China. Tissue culture and rapid propagation is an effective method to protect the 
plant. In this study, we used the mature seeds of P. lobbii after pollination as materials to explore the optimal 
condition of the aseptic seeding. The results showed that the seed germination didn’t need dark treatment. The 
most suitable medium for the seed germination was 1/4MS + 0.1% activated carbon + 70 g·L-1 banana juice, 
and the seed germination rate was 77.20%. Low concentration of 6-BA and high concentration of NAA were 
beneficial to the induction of multiple shoot, and the optimal medium was 1/3MS + 0.5 mg·L-1 6-BA + 2.0 
mg·L-1 NAA + 0.1% activated carbon + 70 g·L-1 banana juice. Added juices of potato or banana in the medium 
was helpful to the plant growth, and the suitable medium was 1/3MS + 70 g·L-1 potato juice or 1/3MS + 70 g·L-1 

banana juice. Through the aseptic seeding research, we successfully obtained a batch of tissue culture seedlings 
of P. lobbii.
Key words: Phalaenopsis lobbii; seed; aseptic seeding; rapid propagation; extremely small populations
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