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独花兰离体再生体系的建立 
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摘要 独花兰(Changnienia amoena)被列为国家二级珍稀濒危植物, 作为兰科单种属植物, 

既是珍贵的药用植物和潜在可开发优良野生花卉资源, 也是研究兰科植物系统发育的优良

材料。但由于野生资源匮乏, 目前缺少对其再生体系的研究。该研究以独花兰假鳞茎为外植

体, 探索消毒条件、外植体切块方式、不同采集时间及植物生长调节剂浓度对外植体灭菌效

果、不定芽诱导和组培苗生根的影响, 初步建立了独花兰再生体系。结果表明, 用 75%乙醇

处理 30 秒再经过 0.1%升汞溶液消毒 12 分钟为独花兰假鳞茎的最佳消毒方法; 用不同切块

方式处理假鳞茎皆能诱导不定芽, 但完整假鳞茎的诱芽率远高于切块处理后的假鳞茎; 每

年 5 月采集假鳞茎进行不定芽诱导效果最好。独花兰假鳞茎不定芽诱导最适培养基为 1/2 

MS+1.0 mg∙L–1 6-BA+0.5 mg∙L–1 NAA, 诱导率为 75.56%; 最适生根培养基为 1/2 MS+0.4 

mg∙L–1 6-BA+1.0 mg∙L–1 NAA, 生根率可达 93.33%; 经 50 mg∙L–1 6-BA 溶液处理后将组培

苗移栽在腐殖土中覆膜炼苗, 可显著提高成活率, 成活率达 94.44%。 
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独花兰(Changnienia amoena)是兰科(Orchidaceae)独花兰属(Changnienia)多年生草

本植物, 为中国特有单种属植物, 因全株只有一花一叶而得名, 1992 年被《中国植物红皮书

——稀有濒危植物(第一册)》列为珍稀濒危种(傅立国, 1992)。独花兰外部形态特殊,色彩美

丽, 叶片呈宽卵状椭圆形至宽椭圆形, 长 6.5–11.5 cm, 宽 5.0–8.2 cm, 叶片正面呈绿色, 背

面为紫红色; 花葶顶生, 长 10.0–17.0 cm, 花呈白色或紫色, 带淡紫色或肉红色晕, 唇瓣上

有紫红色斑点, 形态美观, 是珍贵而优良的盆栽野生花卉种质资源(吴征镒, 1999)。独花兰以

假鳞茎或全草入药, 有清热、凉血、解毒等功效, 主治咳嗽、痰中带血及热疖疔疮等, 药用

价值显著(王国强, 2014)。 

独花兰主要分布在江苏、浙江、安徽、江西、湖北、湖南和四川等地, 生长于海拔 400–

1 800 m 疏林下腐殖质丰富的土壤或沿山谷荫蔽处。独花兰种子细小, 种胚发育不完全, 无

储藏萌发所需营养成分的组织, 在自然条件下不能正常萌发, 多以假鳞茎进行分株繁殖(王

年鹤和程增林, 1994)。近年来, 由于环境变化、野生资源被过度开采及自身繁殖困难等因素

限制, 独花兰野生资源不断减少(张慧等, 2022), 对其进行抢救保育迫在眉睫。此外,独花兰

具有显著的医用疗效和极大的开发利用潜力(王国强, 2014; Chen et al., 2023; Liu et al., 

2025), 用组织培养方法对独花兰进行离体再生, 探究系统高效且完整的独花兰组织培养体

系, 对于实现独花兰规模化繁殖具有重要意义, 将促进其资源的可持续开发和利用。 

有关兰科植物组织培养的报道较多, 多集中在蝴蝶兰(Phalaenopsis aphrodite) (苑朝等, 

2023; Murvanidzeet al., 2024)、文心兰(Oncidium orchid) (李雪青等, 2020; Rianawatiet al., 

2021)以及蕙兰(Cymbidium faberi) (罗富寻等, 2024; 张月盈等, 2024)等商用兰花品种上, 

而独花兰组织培养的报道较少。高丽等(2010)以独花兰假鳞茎为外植体进行培养, 探讨了其

培养条件, 但并未对其展开进一步研究, 关于诱导率和生根率尚未见报道。刘赛思等(2013)

以独花兰花梗腋芽为外植体成功诱导出不定芽。刘国顺等(2013)以 9 月中下旬假鳞茎为外植

体进行诱导培养, 探究不同浓度植物生长调节剂对不定芽诱导与生根的影响, 成功诱导出

                                                             
收稿日期: 2025-04-28; 接受日期: 2025-07-29 

基金项目: 国家自然科学基金(No.31760084)、吉首大学 2019 年引进人员科研资助经费(No.1119051)和吉

首大学 2024 年度校级研究生科研项目(No.Jdy24018) 

* 通讯作者。E-mail: dingyuanjie@jsu.edu.cn 

 

https://doi.org/10.11983/CBB20182
mailto:dingyuanjie@jsu.edu.cn


不定芽并生根, 但诱导率和生根率较低, 分别为 57.1%和 33.9%。 

与商品兰相比, 由于野生资源稀缺、生境特异性强等因素, 独花兰外植体获取困难且丛

生芽诱导与增殖难度较大, 目前对独花兰组织培养研究较少, 仅有几篇报道探讨植物生长

调节剂的使用, 有关灭菌试剂选择与时间处理、外植体预处理方式、试管苗炼苗移栽等关键

环节还有待进一步研究。目前尚未建立稳定高效的独花兰离体再生体系。 

本实验以独花兰假鳞茎为外植体, 探索不同灭菌与切块方式、植物生长调节剂组合对独

花兰不定芽诱导和组培苗生根的影响, 分析不同处理方式与基质对独花兰组培苗炼苗移栽

的影响, 以期完善独花兰离体再生体系, 并为其资源保育、种苗快速繁殖及分子育种奠定基

础。 

1  植物材料 
以 2024 年 3 月采集于湖南省八大公山自然保护区海拔 900–1300 m 的独花兰为材料, 所有

样本均经吉首大学董爱文教授鉴定并确认。将材料移栽至吉首大学张家界校区卧虎山竹林

(110°27′32″E, 29°08′18″N), 进行仿生境栽培, 生境郁闭度接近 0.65, 通过人工调控使环境

湿度维持在 65%以上。 

2  培养基成分与培养条件 
2.1 培养基成分 

以 1/2 MS (Murashige and Skoog, 1962)为基本培养基, 添加 6.5 g∙L–1琼脂和 30.0 g∙L–1蔗

糖, 其中诱导培养基中还添加 100 mL∙L–1椰乳, 调 pH 值至 5.8–6.0。121°C 灭菌 20 分钟,

晾凉备用。 

2.2 外植体处理与消毒 

取 4 月生长良好、无病虫害的独花兰假鳞茎为外植体, 去除表面残留鞘叶, 用流水冲洗 30

分钟。置于超净工作台上, 用 75%乙醇和 0.1%升汞溶液进行消毒处理, 设 9 个消毒处理组

合, 消毒后用无菌水冲洗 5 遍, 接种于 1/2 MS 基本培养基中。为了充分灭菌, 整个操作过

程中保持持续振荡。每个组合接种 5 瓶, 每瓶 1 个外植体, 实验重复 3 次。35 天后统计污

染率、死亡率和成活率。培养条件: 温度(25±2)°C, 光周期为 12 小时光照/12 小时黑暗。 

污染率=(接种外植体污染个数/接种外植体总数)×100%; 

死亡率=(接种外植体死亡个数/接种外植体总数)×100%; 

成活率=(未死亡外植体个数/接种外植体总数)×100%。 

2.3 外植体不同切块方式 

独花兰假鳞茎消毒处理后, 在超净工作台上分别进行不同程度的切块(完整、对半切块、十

字切块), 切割面朝下接种到不定芽诱导培养基中, 培养基中添加 1.0mg∙L–16-BA 和 0.5 

mg∙L–1NAA, 共 3 个组合。每个组合接种 5 瓶, 每瓶 1 个外植体, 实验重复 3 次。培养条件

同 2.2 节。35 天后统计外植体成活率和诱芽率。 

诱芽率=(成功诱导不定芽的外植体个数/接种外植体总数)×100%。 

2.4 外植体不同采集时间 

分别选取 4 月、5 月、6 月和 7 月的独花兰假鳞茎作外植体进行研究。经过消毒灭菌后, 将

其接种到诱芽培养基上。培养基中添加 1.0mg∙L–16-BA 和 0.5 mg∙L–1NAA, 共 4 个组合。每

个组合接种 5 瓶, 每瓶 1 个外植体, 实验重复 3 次。培养过程中褐化现象较为严重, 每当培

养基出现褐化时对外植体进行转瓶处理。培养条件同 2.2 节。35 天后记录污染率、成活率

和诱芽率, 观察并记录独花兰假鳞茎上不定芽萌动时间。 

2.5 不定芽诱导与培养 

取 5 月生长良好、无病虫害的假鳞茎为外植体, 消毒处理后接种到含不同浓度 6-BA 和 NAA

的 1/2 MS 培养基中。6-BA 浓度分别为 0.5、1.0、2.0 和 3.0 mg∙L–1, NAA 浓度设为 0、0.5

和 1.0 mg∙L–1, 共 12 个组合。每个组合接种 5 瓶, 每瓶 1 个外植体, 实验重复 3 次。培养条

件同 2.2 节。35 天后统计假鳞茎的诱芽率和不定芽产生数量及长势。并按照得到的最佳实

验方案对不定芽进行继代培养。 

平均出芽数(个)=诱导出的不定芽总数/成功诱导不定芽的外植体数。 

2.6 试管苗生根 

待再生苗长至 2.5–4.0 cm 时, 从芽原基底端切下, 单株接种在 1/2 MS 培养基中, 培养基中

分别添加不同浓度的 NAA (0.5、1.0 和 1.5mg∙L–1)和 6-BA (0.2、0.4 和 0.6mg∙L–1), 共 9 个



组合。每个组合接种 5 瓶, 每瓶接种 1 株, 实验重复 3 次。培养条件同 2.2 节。35 天后观察

生根情况, 对生根率、平均生根条数、植株及根系生长状况进行统计。 

生根率=(生根数/接种数)×100%; 

平均生根数(条)=总生根条数/接种外植体个数。 

2.7 炼苗与移栽 

选取株高≥3.0 cm (植株皆未展叶)、根系健壮、培养时间与状况相似的植株为炼苗材料, 将

培养瓶移至室温内炼苗 3 天。打开瓶盖洗净幼苗根部的培养基, 经不同处理后移栽至不同基

质中进行炼苗, 探究不同处理对植株移栽驯化的影响。每个处理移栽 5 株, 重复 3 次。45

天后对移栽成活率及幼苗生长状况进行统计。 

移栽成活率=(成活植株数/移栽植株数)×100%。 

2.8 数据处理与分析 

实验数据采用 Microsoft Excel 2019 软件进行统计整理。用 SPSS 26.0 软件进行差异显著

性分析。利用 Duncan 法进行多重比较。 

3  结果与讨论 
3.1 外植体不同采集时间 

不同采集时间对独花兰不定芽诱导有一定影响(表 1)。与 4 月、6 月和 7 月相比, 5 月采集的

样品褐化率、污染率、成活率变化均不显著, 但诱芽率显著高于 4 月采集的样品。而与 6 月

和 7 月相比, 4 月采集的样品褐化率、污染率、成活率均有显著变化。从 4 月到 7 月, 褐化

率呈先升高再降低趋势, 6 月和 7 月的样品均显著高于 4 月, 但与 5 月相比褐化率差异不显

著; 污染率随着时间变化逐渐升高, 而成活率则先升高后降低, 5 月采样成活率最高, 为

64.00%, 此时污染率较低, 为 44.00%。5 月和 6 月的样品诱芽率显著高于 4 月, 与 7 月相

比差异不显著, 且 5 月采样外植体诱芽率最高。综合考虑褐化率、污染率、成活率和诱芽率, 

以独花兰假鳞茎为外植体进行不定芽诱导时的最佳采集时间为 5 月。 
表 1 不同时期外植体对独花兰不定芽诱导的影响 

Table 1 Effect of collection of explants at different periods on the induction of adventitious shoots in 

Changnienia amoena 

Acquisition time Browning rate (%) Pollution rate (%) Survival rate (%) Germination rate (%) 

April 48.00±17.89b 24.00±16.73b 36.00±16.73a 36.00±8.94b 

May 68.00±10.95ab 44.00±16.73ab 64.00±16.73a 64.00±16.73a 

June 88.00±17.89a 52.00±22.80a 56.00±26.08a 60.00±14.14a 

July 84.00±16.73a 64.00±16.73a 58.00±14.83a 56.00±16.73ab 

数值为 3 次重复的平均值±标准差。同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Values are means±SD of 3 replications. Different lowercase letters in the same column indicate 
significant differences (P<0.05).  

 
3.2 外植体处理与消毒方式 

与单独使用 0.1%升汞溶液相比, 结合 75%乙醇对外植体进行复合消毒处理效果更好, 外植

体污染率显著降低(表 2), 且随消毒时间的增加, 外植体污染率逐渐降低。当用 75%乙醇消

毒 15 秒时, 外植体成活率随着 0.1%升汞消毒时间的延长而升高, 污染率则呈下降趋势; 而

用75%乙醇消毒30秒, 外植体成活率随着0.1%升汞的消毒时间的延长呈先升高后降低; 当

使用0.1%升汞消毒时, 外植体污染率随着75%乙醇消毒时间的延长而逐渐降低, 且0.1%升

汞消毒时间越长, 消毒效果越好, 但长时间使用 0.1%升汞消毒会影响外植体的活力, 降低

假鳞茎的成活率。综合考虑污染率和成活率, 对于独花兰假鳞茎的最佳消毒方案为 75%乙醇

消毒30秒后再用0.1%升汞溶液消毒12分钟, 此时污染率和成活率分别为44.4%和60.0%。 
表 2 独花兰外植体不同消毒方式的比较 

Table 2 Comparison of different methods of sterilization of Changnienia amoenae explant 

Treatments Sterilization methods 
Browning rate 

(%) 
Contamination 

rate (%) 
Survival rate 

(%) 

A1 
 
75% 
ethanol for  
0 s 

0.1% mercuric 
chloride 8 min 

88.89±10.18a 88.89±10.18a 11.11±10.18f 

A2 
0.1% mercuric 
chloride 12 min  

82.22±3.85ab 82.22±3.85ab 17.78±3.85ef 



A3 
 0.1% mercuric 

chloride 16 min  
75.56±3.85b 75.56±3.85bc 24.44±3.85de 

B1 
75% 
ethanol for 
15 s 
 

0.1% mercuric 
chloride 8 min 

73.33±6.66bc 71.11±3.85c 28.89±3.85d 

B2 
0.1% mercuric 
chloride 12 min  

73.33±6.66bc 68.89±3.85cd 31.11±3.85cd 

B3 
0.1% mercuric 
chloride 16 min 

62.22±3.85cd 62.22±3.85d 37.78±3.85c 

C1 
75% 
ethanol for 
30 s 
 

0.1% mercuric 
chloride 8 min 

55.56±10.18de 53.33±6.67e 46.67±6.67b 

C2 
0.1% mercuric 
chloride 12 min  

44.44±7.70e 40.00±6.67f 60.00±6.67a 

C3 
0.1% mercuric 
chloride 16 min 

46.67±6.67e 44.44±3.85f 55.56±3.85a 

数值为 3 次重复的平均值±标准差。同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Values are means±SD of 3 replications. Different lowercase letters in the same column indicate 
significant differences (P<0.05).  

3.3 外植体不同切块方式 

将外植体消毒后以不同方式进行切块处理并接种到诱芽培养基上。实验结果(表 3)表明,与完

整假鳞茎相比, 切块假鳞茎不定芽诱导效果较差, 外植体成活率和诱芽率均显著降低。对半

切块处理效果虽略好于十字切块处理, 但两者的成活率与诱芽率无显著差异, 成活率分别

为 46.67%和 36.37%, 诱芽率分别为 13.33%和 6.67%。因此, 确定完整假鳞茎为独花兰假

鳞茎再生诱导的最适处理。 
表 3 不同外植体处理方式对独花兰丛生芽诱导的影响 

Table 3 Effect of different explant treatments on the induction of clumped shoots in Changnienia amoena 

Pseudobulb treatments Survival rate (%) Germination rate (%) 

Incomplete 66.67±16.33a 46.67±10.33a 

Dice (halves) 46.67±10.33b 13.33±10.33b 

Dice (cross cut into quarters) 36.67±15.06b 6.67±10.33b 

数值为 3 次重复的平均值±标准差。同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Values are means±SD of 3 replications. Different lowercase letters in the same column indicate 
significant differences (P<0.05).  

3.4 不定芽诱导与培养   

将外植体接种到不同浓度 6-BA 和NAA 组合的诱芽培养基上(表 4), 使其充分与培养基接触, 

培养 48 天。洗净的假鳞茎呈白色(图 1A, B), 在培养过程中未接触培养基的表面逐渐变绿。

18 天后假鳞茎节间陆续开始出现白色芽点, 长出小的不定芽(图 1C)。20 天后可以观察到明

显的芽点(处理 C1, C2, C5–C7) (图 1C); 此时含不同浓度植物生长调节剂的培养基上都开

始产生大量芽点。40 天不定芽长大, 形成幼嫩的不定芽。结果表明, 不同浓度 6-BA 和 NAA

组合对不定芽诱导有明显影响, 添加 NAA 可使诱芽率显著提高, 表明添加少量 NAA 有助于

诱导独花兰不定芽产生。当培养基中 NAA 浓度为 0.5 和 1.0mg∙L–1时, 诱芽率随着 6-BA 浓

度的增加呈先升高后降低趋势, 在1.0mg∙L–16-BA时诱芽率最高, 分别为64.44%和75.56%。

随 6-BA 浓度的升高, 诱导率先升高后降低, 说明一定浓度 6-BA 有利于不定芽的产生, 而

高浓度 6-BA 则会抑制不定芽生长。当 6-BA 浓度为 1.0mg∙L–1、NAA 浓度为 0.5 mg∙L–1时, 

诱导率达到最高, 为 75.56%。 
表 4 不同浓度植物生长调节剂组合对独花兰不定芽诱导的影响 

Table 4  Effect of different combinations of plant growth regulators at different concentrations on the 

induction of adventitious shoots in Changnienia amoena 

Treatments 6-BA 
(mg∙L–1) 

NAA  
(mg∙L–1) 

Germination rate 
(%) 

Mean number of induced 
shoots (per plant) 

Growth 
condition 

C1 0.5 0 40.00±6.67cde 1.05±0.08 ++ 

C2 1.0 0 64.44±13.88ab 1.18±0.07 +++ 
C3 2.0 0 24.44±13.88ef 1.44±0.25 + 
C4 3.0 0 31.11±10.18def 1.18±0.17 + 

C5 0.5 0.5 71.11±3.85a 1.12±0.05 +++ 
C6 1.0 0.5 75.56±10.18a 1.06±0.06 ++++ 

C7 2.0 0.5 35.56±10.18cde 1.07±0.12 ++ 

C8 3.0 0.5 42.22±25.24cde 1.38±0.54 + 
C9 0.5 1.0 44.44±10.18cd 1.09±0.08 ++ 



C10 1.0 1.0 51.11±7.70bc 1.13±0.02 +++ 

C11 2.0 1.0 24.44±10.18ef 1.22±0.20 ++ 

C12 3.0 1.0 15.56±3.85f 1.61±0.35 + 

数值为 3 次重复的平均值±标准差。同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。加号(+)数量越多表示长势

越好;反之长势越弱。 

Values are means±SD of 3 replications. Different lowercase letters in the same column indicate 
significant differences (P<0.05). The more the number of plus (+), the better the growth, and vice versa, 

the weaker the growth. 

 

 

 
图 1 独花兰离体再生体系 

(A)处理好的外植体, 准备消毒; (B)刚接种的外植体; (C)不定芽萌动, 箭头示不定芽产生位置; (D)不定芽芽

原基部位出现凸起点, 即将生根, 箭头示芽原基生根凸起点; (E)不定芽生根; (F)组培苗; (G)组培苗炼苗移

栽。Bars=1 cm 

Figure 1 Regeneration system of Changnienia amoena 
(A) Treated explants, ready to be sterilized; (B) Freshly inoculated explants; (C) Adventitious bud 
sprouting, arrow pointing to the location of adventitious bud production; (D) Adventitious bud primordial 

site appears as a raised point, about to be rooted, the arrow pointing to the rooting raised point of bud 
primordia; (E) Adventitious buds rooting; (F) Histocultured plantlets; (G) Refining transplantation of 

histocultured plantlets. Bars=1 cm 

3.5 试管苗生根 

将长 2.5–4.0 cm 且长势一致的不定芽从假鳞茎上切下, 接种于含不同浓度生长素的 1/2 MS

培养基中。培养 14 天, 不定芽芽原基底部出现凸起点(图 1D)。21 天后根尖伸长, 此过程中

不定芽继续生长, 形成组培苗(图 1E, F)。实验结果(表 5)表明, 在不同种类培养基中均能诱

导出不定根, 但添加 0.2 mg∙L–1和 0.4 mg∙L–16-BA 时, 其生根率高于 0.6 mg∙L–1 6-BA 处理, 

因此低浓度 6-BA 与 NAA 搭配有利于试管苗生根。试管苗生根率随 NAA 浓度的增加呈先升

高后降低趋势, 1.0mg∙L–1 NAA 处理组生根率显著高于 0.5 和 2.0 mg∙L–1处理组。综上, 独

花兰假鳞茎的最适生根培养基为 1/2 MS+0.4 mg∙L–16-BA+1.0mg∙L–1NAA, 生根率可达

93.3%。 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E F G 



表 5 不同植物生长调节剂组合对独花兰组培苗生根的影响 

Table 5 Effect of different plant growth regulator combinations on rooting of Changnienia amoena 

plantlets in histoculture 

Treatments NAA 
(mg∙L–1) 

6-BA 
(mg∙L–1) 

Rooting rate (%) Average number of roots 
(strips) 

Root thickness 
(cm) 

P1 0.5 0.2 66.67±11.55abcd 4.31±0.05b 0.3±0.2 
P2 0.5 0.4 86.67±11.54ab 4.72±0.30b 0.3±0.2 
P3 0.5 0.6 40.00±20.00d 4.11±0.19b 0.2±0.2 
P4 1.0 0.2 93.33±11.55a 4.28±0.10ab 0.3±0.2 
P5 1.0 0.4 93.33±11.55a 5.07±0.31a 0.3±0.2 
P6 1.0 0.6 60.00±20.00bcd 4.19±0.17ab 0.3±0.2 
P7 2.0 0.2 66.67±11.55abcd 4.17±0.60b 0.2±0.2 
P8 2.0 0.4 80.00±20.00 abc 4.62±0.38b 0.2±0.2 
P9 2.0 0.6 53.33±11.55cd 4.06±0.42b 0.2±0.2 

数值为 3 次重复的平均值±标准差。同列不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

Values are means±SD of 3 replications. Different lowercase letters in the same column indicate 
significant differences (P<0.05).  

3.6 炼苗与移栽 

炼苗处理结果(表 6)表明, 在组培苗移栽至盆土之前将其根部迅速蘸取 50.0 mg∙L–1 6-BA 溶

液(约 10 秒), 移栽成活率极高, 且独花兰长势良好, 展叶较快(图 1G)。对于移栽基质的选择, 

本实验 2 种基质移栽成活率差异不大, 为使后续炼苗操作方便, 可直接选用腐殖土进行移栽

驯化。覆膜炼苗有利于保持土壤和空气的湿度, 移栽成活率较露天炼苗显著提高, 露天炼苗

下即使及时保持土壤湿润,其成活率也低于覆膜炼苗, 其原因可能是独花兰喜空气湿度大,但

有待进一步研究。露天炼苗需注意经常关注花盆水分, 本实验数据均为水分一直保持充分湿

润统计。 
表 6 不同处理下独花兰组培苗生长情况 

Table 6 Growth of Changnienia amoena grouped plantlets under different treatments 

Treatments 
Soil matrix 

Rate of 
survival 

(%) 

How well 
a crop is 
growing 

Leaf spreading 
time (d) Pre-planting Plantlets refining treatment 

Dip in 50 ppm 
6-BA solution 

Mulch plantlets refining for 
7 days, then switch to 
open-air seedling refining. 

Humus: 
Gravel 
=3:1 (v/v) 

94.44 ++++ 31±3 

Dip in 50 ppm 
6-BA solution 

Mulch plantlets refining for 
7 days, then switch to 
open-air plantlets refining. 

Humus 94.44 ++++ 31±3 

Dip in 50 ppm 
6-BA solution 

open-air refining of plantlets 
Humus: 
Gravel 
=3:1 (v/v) 

83.33 ++ 43±3 

Dip in 50 ppm 
6-BA solution 

open-air refining of plantlets Humus 86.67 ++ 43±3 

 
Mulch seedling refining for 
7 days, then switch to 
open-air plantlets refining. 

Humus: 
Gravel 
=3:1 (v/v) 

72.22 +++ 37±3 

 
Mulch plantlets refining for 
7 days, then switch to 
open-air plantlets refining. 

Humus 72.22 +++ 37±3 

 open-air refining of plantlets 
Humus: 
Gravel 
=3:1 (v/v) 

53.33 + 47±3 

 open-air refining of plantlets Humus 50.00 + 47±3 

加号(+)数量越多表示长势越好;反之长势越弱。 

The more the number of plus (+), the better the growth, and vice versa, the weaker the growth. 

3.7 讨论 

在兰科植物离体培养中, 假鳞茎因其较高的再生能力常被选作外植体(Castillo-Pérez et al., 

2022)。本研究以独花兰假鳞茎为外植体对其再生体系进行研究。不同采样时间显著影响独

花兰假鳞茎离体培养效果。结果显示, 4 月和 7 月采样褐化率较低, 而 5 月和 6 月样品褐化

率较高。这是由于 3–4 月正处于花期, 独花兰代谢活性降低, 而 5–6 月进入营养生长期后酚

类化合物合成增加所导致; 同时, 自然条件下独花兰 5–6 月开始分株繁殖, 假鳞茎上已长出

腋芽, 需切除腋芽进行培养, 创口面积扩大导致更多酚类物质释放,进一步加剧褐化(黄小艳, 

2024)。样品污染率随采样月份递增, 7 月样品最高, 为 64.00%, 与该时期假鳞茎在土壤中



暴露时间较长、腋芽带菌量增加有关, 显著增加了灭菌难度。存活率与诱芽率呈先升后降趋

势, 与自然条件下独花兰假鳞茎发育周期密切相关。假鳞茎作为兰科植物水分、碳水化合物

和矿物质的重要贮存器官, 在兰花营养和生殖生长阶段都发挥关键作用(He et al., 2011); 5–

6 月独花兰处于旺盛营养生长期, 有利于打破顶端优势、解除休眠芽抑制并启动侧芽芽原基

分化, 此时同化物主要供给母球新萌生芽球的生长(He et al., 2011; 韩茹等, 2023), 采集此

时段的假鳞茎进行离体培养有助于快速诱导丛生芽产生。综上所述, 5 月为假鳞茎离体再生

的最佳采集期, 但这与 Jiang 等(2011)的研究结果存在差异。 

草本植物地下成株的假鳞茎消毒难度较大(潘梅等, 2017), 消毒效果受预处理方式、消

毒剂类型及处理时间等因素显著影响。研究发现, 不同消毒剂对独花兰假鳞茎的处理效果存

在明显差异, 用 75%乙醇对独花兰进行不同时间的灭菌处理, 外植体污染率差异显著; 升汞

的消毒效果较好, 但毒性较强, 消毒时间过长容易导致外植体活性降低而影响成活率, 目前

0.1%升汞溶液是多数兰科植物进行外植体消毒的常用试剂(杨志坚等, 2019)。本研究比较 75%

乙醇和0.1%升汞溶液在不同处理时间下的消毒效果, 确定最佳消毒方案为75%乙醇消毒30

秒后再用 0.1%升汞消毒 12 分钟。经灭菌后的独花兰假鳞茎转接至初代培养基(1/2 

MS+1mg∙L–1 6-BA+0.5mg∙L–1 NAA)上, 诱导率达 75.56%, 且植株长势健壮。 

本研究结果表明, 切块假鳞茎与完整假鳞茎均能诱导不定芽产生, 但切块假鳞茎不定

芽诱导效果较差, 而完整假鳞茎诱导率较高, 可达 66.7%。观察不同接种方式可以发现, 切

块假鳞茎培养过程中外植体周围褐化现象极为严重。兰科植物的褐化现象主要由酶促反应引

起, 在新鲜的假鳞茎受到机械损伤时其细胞膜结构被破坏, 打破了原有的平衡, 使得酚类物

质之间发生化学反应, 通过非酶促反应聚合, 形成黑褐色物质, 从而使得外植体发生褐化

(Holderbaum et al., 2010; 肖小军等, 2017)。此外,切块操作会扩大外植体伤口面积, 导致细

胞破裂释放更多酚类化合物, 在酶促氧化作用下加剧褐化, 抑制细胞分裂和丛生芽的形成

(印芳, 2006); 而未切块的假鳞茎因表皮完整酚类物质释放量少, 褐化较轻, 同时保留了完

整的顶端分生组织和芽原基, 维持了相对稳定的植物激素平衡, 具有更强的再生潜力, 有利

于丛生芽诱导。 

植物生长调节剂在兰科植物组织培养过程中发挥重要作用, 且各种植物激素协同调控, 

共同促进增殖与分化(罗富寻等, 2024)。研究表明, 6-BA 和 NAA 组合使用可有效促进根状茎

增殖与分化(Chenand Chang, 2001; 漆子钰等, 2019; 杨松敏等, 2023)。本研究以 1/2 MS

为基本培养基, 探究了不同浓度的 6-BA和NAA组合对独花兰丛生芽诱导的影响, 其中添加

NAA 的处理组诱导率均高于未添加组, 这证实适宜浓度的 NAA 有利于促进独花兰假鳞茎不

定芽诱导, 与 Jiang 等(2010)的研究结果一致。当 NAA 浓度一定时, 独花兰假鳞茎不定芽

诱导率随 6-BA 浓度的升高呈先升后降趋势; 当 6-BA 浓度达 2–3 mg∙L–1时, 丛生芽诱导率

和诱导数均有所下降, 表明过高浓度 6-BA 在一定程度上会抑制不定芽产生, 这与曾浩等

(2024)的研究结果相似。实验中后续进行的不定芽增殖培养, 因植物生长调节剂浓度、种类

等配比不当, 表现整体存活率低且增殖效果不佳。 

试管苗生根是决定再生体系成功的关键步骤。本研究以 1/2 MS 为基本培养基, 探究了

不同浓度 NAA 和 6-BA 组合对独花兰试管苗生根的影响。结果显示不同处理对独花兰试管

苗诱导生根都起到了一定的作用, 但添加 6-BA 的处理组生根率显著高于未添加组。在添加

1.0 mg∙L–1NAA的同时, 配合0.2或0.4 mg∙L–1 6-BA可显著提升生根效果, 其中以0.4mg∙L–

1 6-BA 生根效果最佳。这表明低浓度细胞分裂素类植物生长调节剂有利于独花兰组培苗生

根。综合考虑, 独花兰试管苗的最适生根培养基为 1/2 MS+0.4 mg∙L–16-BA+1.0 mg∙L–1 NAA, 

生根率可达 93.33%。 

试管苗需经炼苗以适应培养瓶与室外环境的显著差异, 从而提高移栽成活率(李玲等, 

2018)。实验结果表明, 开瓶炼苗极易导致污染, 2–3 天内试管苗根茎基部即出现明显菌落污

染, 此现象与黄奥丹等(2016)的研究相结果相似,若开瓶炼苗后再移栽至盆土, 常因真菌污

染导致炼苗失败, 成活率极低。因此, 本研究在进行室温炼苗 3 天后直接进行盆栽覆膜炼苗

7 天, 可有效减少炼苗初期外界微生物的直接侵入与叶片对突然强光的敏感反应, 缓解试管

苗初期根系发育不足导致的缺水现象(Tang et al., 2023), 显著提高了试管苗成活率。同时研

究表明, 在开瓶炼苗前蘸取 50 mg∙L–1 6-BA 溶液对试管苗根部进行预处理, 可显著提高移

栽成活率, 成活率最高可达 94.44%。虽然栽培基质可通过影响植株根系吸收及光合作用能

力影响植株生长发育(白瑞琴等, 2023), 但本实验所用 2 种基质对组培苗成活率均无显著影



响, 可能与其理化性质均适于独花兰根系生长有关(Tang et al., 2023; 刘红等, 2024)。栽培

基质对独花兰组培苗移栽成活率的影响仍待进一步研究。 

综上, 在独花兰假鳞茎再生体系中, 以 75%乙醇消毒 30 秒后经 0.1%升汞消毒 12 分钟

灭菌效果最佳; 且选用 5 月采集的完整假鳞茎进行不定芽诱导时诱导率最高。在不定芽诱导

与生根阶段, 低浓度 NAA 和 6-BA 组合有助于假鳞茎诱导不定芽, 最佳诱芽培养基为 1/2 

MS+1.0 mg∙L–16-BA+0.5 mg∙L–1 NAA; 最佳生根培养基为 1/2 MS+0.4 mg∙L–16-BA+1.0 

mg∙L–1 NAA。炼苗前, 用 50 mg∙L–1 6-BA 对试管苗根部进行预处理, 随后覆膜炼苗 7 天, 可

显著提高移栽成活率。本研究初步构建了独花兰假鳞茎再生体系, 但不定芽增殖与分化效率

仍有待通过优化植物生长调节剂配比来进一步提升。 
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INTRODUCTION: Changnienia amoena is listed as a national second-class protected 
plant. It is a rare orchid species unique to China, as well as a valuable medicinal plant and 
a potential wild potted flower germplasm resource with great development potential. 
Currently, wild resources of C. amoena are rapidly declining, making conservation efforts 
crucial. 
 
RATIONALE: Research on C. amoena regeneration technology has mainly focused on 
different combinations of plant growth regulators, and a complete regeneration system 
has not yet been established. Tissue culture technology plays a crucial role in the 
conservation of wild C. amoena resources, and research on its regeneration system can 
promote the sustainable development and utilization of these resources. 
 
RESULTS: The results showed that: (1) 75% ethanol had a significant effect on the 
sterilization of C. amoena pseudobulbs, and the best sterilization treatment for C. amoena 
pseudobulbs was to use 75% ethanol for 30 seconds, followed by 0.1% mercuric acid 
solution for 12 minutes; (2) The pseudobulbs were able to induce adventitious buds under 
the different blocking treatments, but the effect of the adventitious buds was that the 
complete pseudobulbs> the halved pseudobulbs> the cruciform block pseudobulbs and 
the rate of germination was much higher than that of the blocking treatment; (3) 
Considering the browning rate, contamination rate, survival rate and induced germination 
rate, the optimal collection time for C. amoena pseudobulbs to be used as explants for 
adventitious shoots induced in May; (4) The optimal medium for the adventitious shoots of 
C. amoena pseudobulbs was 1/2 MS+1.0mg∙L–1 6-BA+ 0.5mg∙L–1 NAA, with an induction 
rate of 75.56%; the optimal rooting medium is1/2 MS+0.4 mg∙L–1 6-BA+1.0 mg∙L–1 NAA, 
with a rooting rate of up to 93.33%; (5) After treatment with a 50 mg∙L–1 6-BA solution, the 
histocultured plantlets were transplanted into humus soil and covered with plastic film for 
hardening. The survival rate was as high as 94.44%. 
 
CONCLUSION: In this study, the pseudobulbs of C. amoena were used as explants to 
explore the effects of sterilization conditions, the way of explant cutting, different collection 
times, and the concentration of plant growth regulators on the sterilization effect of 
explants, inducing adventitious shoots and rooting of histocultured plantlets, and to 
conduct a preliminary study on the regeneration system of C. amoena, which can help to 
protect the germplasm resources of C. amoena, and provide a theoretical basis and 
technical references for the future propagation of C. amoena. 

Key words Changnienia amoena, pseudobulb, regeneration in isolation, indeterminate 
buds, rooting culture 
 
Yang SF, Deng YY, Cai SY, Liu YF, Peng Y, Ding YJ (2026). Establishment of a 
regeneration system for Changnienia amoena. Chin Bull Bot 61, 1–11. 
 
* Author for correspondence. E-mail: dingyuanjie@jsu.edu.cn 

 (责任编辑: 白羽红) 

通讯作者简介 

丁远杰, 吉首大学林产化工工程湖南省重点实验室讲师, 中山大学生理学博士, 高级工程师,

湖南省科技特派员, 湖南省“三区”科技人才。长期从事重要经济作物和中药材种质资源开

发与标准化栽培工作。发表 SCI 论文多篇。 

mailto:dingyuanjie@jsu.edu.cn

