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影响文心兰叶片体胚诱导的条件研究
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摘要： 以文心兰 Oncidium flexuosum 无菌苗叶片为外植体， 1/2 MS （Murashige and Skoog）为基本培养基， 对不同叶位、
叶片大小（叶龄）、 不同植物生长调节物质处理诱导体胚的效果进行了研究。 结果表明： ①幼苗的叶尖、 叶基部切口、
叶面切口、 叶面和叶缘均能诱导出体胚， 绝大部分体胚能形成二次体胚并能分化成多个类原球茎（PLBs）。 ②诱导体胚
的最佳外植体材料是取自带根幼苗 15 mm 长叶片。 ③诱导体胚的适宜培养基组成如下： 1/2 MS 培养基 （其中微量元素

和有机添加物为全量， 铁盐减半）， 磷酸二氢钠 170.00 mg·L－1， 谷胺酰胺 1 000.00 mg·L－1， 蛋白胨 1 000.00 mg·L－1， 噻

苯隆（TDZ）0.50 mg·L－1， 聚乙烯聚吡咯烷酮（PVPP）250.00 mg·L－1， 蔗糖 20 000.00 mg·L－1， 固化剂（gelrite） 2 800.00 mg·
L－1， pH 5.2。 叶片体胚诱导率为 90.00%以上， 叶片基部切口和中切口体胚诱导率分别达 74.56%和 66.91%。 图 4参17
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Somatic embryogenesis induced from leaf explants of Oncidium
flexuosum ‘Million Dollar’
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Abstract： Young leaves of Oncidium flexuosum ‘Million Dollar’ were used as explants and cultured in a 1/
2 Murashige and Skoog（MS） basic medium with three plant growth regulators for somatic embryogenesis in-
duction. A 60 d in vitro culture in darkness of direct somatic embryogenesis for different leaf positions，
seedling characteristics， and leaf size （leaf age） was studied along with the influence of different combina-
tions and concentrations of thidiazuron （TDZ）， 6-benzyladenine （6-BA）， and kinetin （KT） on direct so-
matic embryogenesis. Results after 60 d showed that leaf tips， adaxial sides， margins， cut ends， and cut
central parts formed many somatic embryos and repetitive somatic embryos. From these somatic embryos， a
number of protocorm-like-bodies eventually formed. The best leaf explant for somatic embryogenesis induc-
tion was a 15 mm leaf from seeding with roots. The best embryogenic responses were with 1/2 strength
macro-and micro-elements of MS supplemented with 100.00 mg·L-1 myo-inositol， 0.50 mg·L-1 niacin， 0.50
mg·L-1 pyridoxine HCl， 0.10 mg·L-1 thiamine HCl， 2.00 mg·L-1 glycine， 170.00 mg·L-1 NaH2PO4， 13.90
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mg·L -1 FeSO4·7H2O， 1 000.00 mg·L -1 peptone， 0.50 mg·L -1 TDZ， 250.00 mg·L -1 polyvinyl-
polypyrrolidone （PVPP）， 20 000.00 mg·L -1 sucrose， and 2 800.0 mg·L -1 GelriteTM at a pH of 5.2.
Additionally， 90% of the leaf explants induced somatic embryos， and 74.6% of the cut ends of leaves as
well as 66.9% of the cut central parts of leaf explants induced somatic embryos. ［Ch， 4 fig. 17 ref.］
Key words： botany； Oncidium flexuosum； leaf； somatic embryogenesis

文心兰 Oncidium flexuosum， 又名舞女兰、 瘤瓣兰， 为兰科 Orchidaceae瘤瓣兰属 Oncidium 植物，
原产美国、 墨西哥、 圭亚那和秘鲁。 文心兰具圆锥花序， 花黄色， 花茎轻盈下垂， 花朵奇异可爱， 形
似飞翔的金蝶， 极富动感， 是世界重要的盆花和切花种类之一 ［1－2］。 文心兰的组织培养技术已比较成
熟。 通过外植体诱导类原球茎（protocorm-like bodies， PLBs）及丛生芽并快速增殖可获得大量幼苗 ［3］。
文心兰无菌苗的根尖、 叶表面、 叶切口和茎的切口在离体培养时会生成透明状的组织块， 然后长成黄
白色的的愈合组织， 或直接长出愈合组织， 愈合组织发育成体胚， 再形成圆球状的类原球茎， 通过控
制培养条件， 在文心兰外植体伤口上可不经愈合组织而直接形成体胚 ［4－6］。 文心兰 ‘南茜’ Oncidium
flexuosum ‘Gower Ramsey’ 离体叶片在添加噻苯隆（thidiazuron ， TDZ）的改良 1/2 MS（Murashige and
Skoog）培养基上可诱导出直接体胚， 这些体胚能形成类原球茎， 进而发育成正常的植株［4，7］。 培养基的
成分和植物生长调节剂以及品种差异对文心兰离体叶片诱导体胚有很大影响 ［8－9］， 离体叶片的叶尖、
叶面、 叶背、 叶缘和叶切口均能形成体胚， 最易形成体胚的部位是叶尖［7］， 叶尖和叶切口的体胚诱导
率分别达到 57.5%和 30.0%［10］。 文心兰无论属内杂交还是属间杂交， 其亲和力都较差、 授粉结实机率
低， 通过杂交培育新品种难度大、 周期长［11］。 日渐成熟的转基因技术为兰花育种开辟了新途径。 使用
根癌农杆菌 Agrobacterium tumetaciens 介导的转化方法可将 DOHI与 DOMADSI的反义基因转入到兰花
中［12］， Liau等［13］尝试了以文心兰原球茎为受体利用根癌农杆菌介导转基因， 但迄今未见通过转基因获
得兰花新品种的成功报道。 对根癌农杆菌介导转化成功的事例的统计结果表明， 以叶片位外植体进行
转化的成功率远高于其他外植体类型， 同时体胚转基因成功的例子也日益增多［14-15］。 文心兰离体叶片
的切口能形成体胚并容易获得再生植株， 可以作为根癌农杆菌转化的受体材料， 因此， 建立高效稳定
的叶片体胚再生体系是兰花转基因育种的重要环节。 本文报告了文心兰 ‘百万金币 ’ Oncidium
flexuosum ‘Million Dollar’ 离体叶片叶位、 叶片大小 （叶龄）、 不同植物生长调节物质组合处理对叶
片切口体胚诱导的影响。

1 材料与方法
1.1 供试材料
文心兰 ‘百万金币’ 类原球茎（无菌组培材料）转入培养基［MS基本培养基添加磷酸二氢钠170.00

mg·L－1， 吲哚丁酸 （IBA）1.00 mg·L－1， 谷胺酰胺 500.00 mg·L－1， 活性碳 1 000.00 mg·L－1， 蔗糖 30 000.00
mg·L－1， 琼脂 7 000.00 mg·L－1］， pH 5.5， 培养温度为 24 ～ 26 ℃， 光照时间 16 h·d－1， 光照强度
为 1 200 ~ 1 600 lx。 60 d换 1次培养基， 选取不同大小的幼苗叶片供实验用。
1.2 培养基与培养条件
体胚诱导培养的基本培养基为 1/2 MS培养基［14］（其中微量元素和有机添加物为全量， 铁盐减半），

其他添加物为磷酸二氢钠 170.00 mg·L－1， 谷胺酰胺 1 000.00 mg·L－1， 蛋白胨 1 000.00 mg·L－1， 噻苯隆
（TDZ） 0.50 mg·L－1， 聚乙烯聚吡咯烷酮（PVPP）250.00 mg·L－1， 蔗糖 20 000.00 mg·L－1， 固化剂（gelrite）
2 800.00 mg·L－1， pH 5.2， 121 ℃灭菌 15 min。 培养容器为直径 90 mm 培养皿， 培养温度 24 ~ 26 ℃，
暗培养。
1.3 方法
1.3.1 叶片处理 根据实验要求选取幼苗， 将叶片从基部剪下， 再在叶片中间剪一长度约为 2/3 叶宽
的口子， 近轴面朝上置于培养基上， 放入叶片 8 片·皿－1， 暗培养 60 d 后统计长出体胚的叶片数和体
胚发生部位。 10个（10皿）重复·处理－1。
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1.3.2 幼苗带根对体胚诱导的影响 分别选取 15 ~ 35 mm长带根和无根幼苗， 剪取 10 ~ 30 mm 长的
叶片进行体胚诱导培养。
1.3.3 叶位对体胚诱导的影响 选取叶片长度为 15 ~ 30 mm的带根幼苗， 以近茎顶端的叶为第 1 叶，
分别剪取第 1叶和第 2叶进行体胚诱导培养。
1.3.4 叶片长度对体胚诱导的影响 分别选取 5 ~ 10， 10 ~ 30， 15 ~ 25， 30 ~ 50， 50 ~ 70 mm 长的
叶片分组进行体胚诱导培养。
1.3.5 植物生长调节剂对体胚诱导的影响 共设以下 9 个处理： 噻苯隆（TDZ）（0.10， 0.25， 0.50， 1.00，
2.00 mg·L－1）， 6-苄氨基腺嘌呤（6-BA）（1.00， 3.00 mg·L－1）， 细胞激动素（KT）（1.00， 3.00 mg·L－1）， 选取 10
~ 30 mm长的叶片进行体胚诱导培养。
1.3.6 数据处理 叶片体胚总诱导率=形成体胚（任何位置）的叶片数/接种叶片总数； 叶片部位（叶基
部切口、 叶中切口、 叶尖、 叶面和叶缘）体胚诱导率=部位形成体胚的叶片数/接种叶片总数。 数据结
果统计分析采用 SAS 9.13。

2 结果与分析
2.1 幼苗带根对诱导体胚的影响
从图 1 中数据可看出， 无根苗的体胚总诱

导率仅为 25.36%， 而有根苗则高达 90.27%以
上， 无根苗叶尖、 叶面、 叶缘、 叶基部切口、
叶 中 切 口 的 体 胚 诱 导 率 分 别 为 20.48% ，
0， 0， 4.71%和 0.64%， 带根健壮苗的相对应部
位体胚诱导率分别为 71.62%， 36.82%， 48.60%，
74.56%和 66.91%， 2 种类型的叶片体胚总诱导
率在差异 3.5 倍以上（图 1）， 可见， 完整的健壮
的带根幼苗是诱导体胚的适宜材料。 带根幼苗
叶基部切口和中切口体胚诱导率远高于无根幼

苗叶片， 这一点对于建立离体叶片体胚再生体
系具有重要价值。
2.2 叶位对体胚诱导的影响
本实验所选用的幼苗大多具 2 ~ 4片叶， 由

于第 3 叶第 4 叶片偏小， 不适宜本实验， 所以
仅选用第 1 叶第 2 叶。 图 2 中的数据表明第 1
叶和第 2 叶体胚总诱导率基本接近 ， 分别为
64.24%和 68.19%， 叶片各部位产生的体胚比率
差异也不大， 叶尖、 叶面、 叶缘、 叶基部切口、
叶中口第 1 叶第 2 叶分别为 41.83%， 16.90%，
16.90%， 33.65%， 32.41%和 43.04%， 15.33%，
12.87%， 8.86%， 36.07%， 叶基部切口和叶中
切口体胚诱导率也保持在较高水平（图 2）， 其
原因可能是在试管培养条件下， 文心兰原球茎
分化形成芽时， 第 1 叶和第 2 叶形成的时间很
接近， 叶基的位置也相近， 叶片大小相差不多，
其生理特性也比较接近。
2.3 叶片长度（叶龄）对体胚诱导的影响
文心兰试管苗中的幼叶处于最初的生长阶段， 其叶片的长短， 与生长时间呈正相关， 可以认为，

图 1 不同植株类型叶片对文心兰体胚诱导的影响
Figure 1 Effects of leaf of free-rooted breeding and breeding

with root on somatic embryogenesis from Oncidium
flexuosum ‘Million Dollar’

图 2 不同叶片位置对文心兰体胚诱导的影响
Figure 2 Effects of leaf position on somatic embryogenesis from

Oncidium flexuosum ‘Million Dollar’
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叶片的长短代表了叶龄。 实验表明叶片长度对体胚诱导率有显著影响（图 3）， 小于 1 cm 长的叶片体
胚诱导率较低， 其总诱导率仅为 19.42%， 体胚发生位置主要在叶尖和叶基切口， 叶中切口、 叶面和
叶缘很少有体胚发生（低于 1%）。 随着叶片长度（叶龄）的逐渐增加， 无论是叶尖、 叶面和叶缘部位，
还是切口部位体胚诱导率迅速增加。 叶片长度 10 ~ 30 mm 时， 体胚总诱导率迅速增加至 61.00%， 叶
基切口、 叶中切口、 叶尖的体胚诱导率分别增加为 33.29%， 23.07%和 44.83%。 当叶片长度为 15 ~
25 mm 时， 呈现体胚诱导率的高峰， 体胚总诱导率达 84.20%， 叶基切口体胚总诱导率达 41.99%， 叶
中切口体胚诱导率达 25.36%， 叶尖体胚诱导率达 60.51%。 当叶片长度超过 30 mm 时， 体胚诱导率迅
速下降， 叶片为 30 ~ 50 mm 时的体胚总诱导率仅为 8.28%； 而当叶片长度为 50 ~ 70 mm 时， 叶片体
胚诱导率仅为 1.72%。 实验结果表明， 选择适宜的叶片长度（叶龄）， 对于维持较高的体胚诱导率至关
重要， 如果要从叶基部切口和叶中切口获得较多有效体胚， 从 20 ~ 25 mm 长的带根幼苗剪取 15 ~ 20
mm长的叶片是最适外植体。

2.4 植物生长调节物质对体胚诱导的影响
细胞激动素（KT）是影响文心兰叶片体胚诱导的关键因素 ［8，16］， 噻苯隆、 6-BA 和KT 均具有强烈促

进细胞分裂的作用， 对文心兰幼叶体胚诱导具有强烈的促进效果（图 4）。 噻苯隆质量浓度为 0.25 mg·
L-1和 0.50 mg·L-1， 时， 叶片的总诱导率分别为 66.90%和 65.96%， 随着噻苯隆的质量浓度增加至 1.00
mg·L-1或 2.00 mg·L-1， 体胚总诱导率开始下降， 分别为 58.09%和 39.69%。 6-BA质量浓度为 1.00 mg·
L-1和 3.00 mg·L-1 时， 文心兰叶片总诱导率均在 40.00%以上， 比添加噻苯隆的诱导效果要差。 KT 质
量浓度为 1.00 mg·L-1和 3.00 mg·L-1时， 文心兰叶片体胚总诱导率分别为 34.72%和 25.40%， 约为添

图 3 不同叶片长度对文心兰体胚诱导的影响
Figure 3 Effects of leaf length on somatic embryogenesis from Oncidium flexuosum ‘Million Dollar’

图 4 不同激素组合对文心兰叶片体胚诱导的影响
Figure 4 Effects of plant growth regulators on somatic embryogenesis from Oncidium flexuosum ‘Million Dollar’
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加噻苯隆处理的一半， 比添加 6-BA 的效果要差。 在大多数激素处理条件下， 叶尖体胚发生的频率明
显高于其他部位。 噻苯隆质量浓度在 0.25 ~ 1.00 mg·L-1范围时， 叶尖体胚的诱导率达 40.00%以上，
叶基切口体胚诱导率为 30.00% ~ 45.00%， 叶中切口体胚诱导率为 13.00% ~ 23.00%， 叶片切口总诱
导率超过了叶尖体胚诱导率。 实验发现当噻苯隆质量浓度为 0.50 mg·L-1时， 叶片切口的总诱导率达
68.75%， 远超过叶尖体胚诱导率 43.61%。 而本实验的目标是尽可能多地从叶片基部切口和叶中切口
诱导形成体胚， 因此在培养基中添加 0.50 mg·L-1噻苯隆是比较合适的选择。

3 讨论
Chen等［5，6，9－10］和 Su等［8］的报道和本研究的大量实验都表明， 采用目前的培养体系， 文心兰叶片的

叶尖、 叶面、 叶缘、 叶中切口和叶基部切口均能形成体胚， 这些体胚能迅速增殖并形成原球茎， 与其
他外植体获得的原球茎没有差异， 最终能成为正常植株。 植物生长调节物质对于文心兰离体叶片体胚
诱导起着重要作用。 Chen等［16］使用生长素类（2， 4-D， 吲哚乙酸 IAA， 吲哚丁酸 IBA， 萘乙酸NAA）和
细胞激动素类（异戊烯基腺嘌呤 2iP， 6-苄氨基腺嘌呤 6- BA， 细胞激动素 KT， 噻苯隆 TDZ， 玉米素
ZT）诱导文心兰离体叶片形成体胚， 发现生长素类不能诱导体胚发生， 而细胞激动素类均能诱导体胚
发生， 其中噻苯隆和 KT的质量浓度为 3.00 mg·L-1时效果较好。 在本实验中， 噻苯隆诱导体胚的效果
好于 6-BA和 KT， 且最适质量浓度也较低， 可能是由于供试文心兰品种的不同及对叶片长度（叶龄）限
定的原因。 离体叶片体胚发生率最高的部位是叶尖［7］， 这可能与叶尖细胞的生理特性有关。 由于提高
叶片切口有效体胚的诱导率对根癌农杆菌介导转基因具有重要意义， 通过选择适宜的外植体材料、 培
养基配方、 植物生长调节物质组合和质量浓度以及合适的培养条件， 能较大幅度提高文心兰叶片切口
体胚的诱导率， 同时适度增加伤口的面积也是增加切口体胚诱导率的一个途径。 本实验尝试在文心兰
叶片上增加一个中切口， 取得了较好的效果， 中切口体胚诱导率可达 20.00%以上， 近次于叶尖和叶
基部切口。 但增加切口加重叶片的受伤程度， 要控制在一定程度， 否则反而会降低体胚诱导率。 本实
验所采用的叶片材料均来自文心兰类原球茎发育、 芽分化、 生长而形成的幼苗， 供试幼苗带 2 ~ 4 片
叶， 第 1叶和第 2叶的叶柄位置紧靠着， 叶芽的萌发时间相近， 叶片尺寸差异不大， 性状相似， 诱导
体胚的效果也非常接近。 Chen 等 ［4］在 1/2 MS 培养基中添加噻苯隆 1.00 mg·L-1和 3.00 mg·L-1， 文心
兰南茜叶片长度为 50 ~ 70 mm 时， 其体胚诱导率分别为 10.00% ~ 35.00%， 而同样条件下 20 ~ 40
mm长叶片体胚诱导率为分别为 15.00% ~ 25.00%， 20 ~ 70 mm范围内叶片体胚诱导率变化不大。 在相
似的条件下， 文心兰 ‘百万金币’ 叶片长度对体胚诱导率的影响非常大， 15 ~ 25 mm 长叶片体胚诱
导率达 80.00%， 大于 30 mm长的叶片体胚诱导率迅速下降至 10.00%以下。 除了培养基和培养条件等
影响因素外， 文心兰不同栽培品种和不同类型的生物学特性差异可能也是不同长度叶片（不同年龄）体胚诱
导率较大差异的主要原因。 就一般规律而言， 文心兰离体叶片的特性和状态对体胚诱导率的影响是比
较大的［8］。 针对不同品种的文心兰， 需要通过具体实验比较才能获得较高的体胚诱导率。
此外， 文心兰叶片的褐化尤其是从叶片的切口处出现的褐化是严重影响体胚诱导率的关键因素之

一。 褐化通常是在叶片离体培养 10 d 左右在基部切口和叶片中切口边缘出现， 颜色由淡褐色逐渐加
深至深褐色或黑色， 叶片一旦出现褐化， 基本上无法诱导形成体胚。 文心兰离体叶片培养过程中出现
的褐化与文心兰组织培养中出现的褐化现象相类似 ［8］， 是由植物细胞中酚类化合物被氧化产生褐色的
酚醌类化合物。 本实验在培养基中添加 250.00 mg·L-1 PVPP， 降低培养基中铁离子的浓度， 对减少文
心兰离体叶片的褐化率和减轻褐化程度有较好效果。
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