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摘要：为促进‘小凤兰’突变体形成的分子机理研究，以‘小凤兰’及其叶艺突变体试管苗茎尖为外植体，采用

组织培养方法研究叶艺突变对‘小凤兰’组培快繁特性的影响，并对根状茎和叶片中光合色素、可溶性糖和蛋

白含量进行测定。结果表明：叶艺突变显著降低‘小凤兰’茎尖根状茎诱导率、增殖系数和苗分化率，但显著

提高芽分化率。突变体试管苗株高显著小于‘小凤兰’，但株幅、叶片数和根数显著高于‘小凤兰’。叶艺突变

显著降低‘小凤兰’叶片中叶绿素ａ、叶绿素ｂ、总叶绿素、类胡萝卜素、可溶性糖和蛋白含量。因此，叶艺突变

能够降低‘小凤兰’组培快繁效率和试管苗叶片中光合色素含量。
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　　叶艺兰（线艺兰）是指叶片上镶嵌着黄色或白

色条纹和斑点的兰花［１］，具有极高的观赏价值和

广阔的市场前景，越来越受到研究者的重视［２７］。

叶艺突变明显增加兰花的观赏价值和经济价值，

但对兰花的生长发育、生理生化和组培快繁特性

等也有明显影响［８１２］。研究叶艺变异对兰花组培

快繁特性的影响，对更好建立叶艺兰组培快繁技

术体系，加快叶艺兰产业化推广具有重要作用。

对叶艺兰的组培快繁技术已有一些研究报

道［１３１７］，但有关叶艺突变对兰花组培快繁特性的

影响及其机理的研究报道较少。蒋等［９］研究了

叶艺突变对‘隆昌素’春剑根状茎增殖和分化的影

响表明，叶艺突变体根状茎增殖分化能力和平均

苗高均降低。迄今尚未见到叶艺突变对兰花组培

快繁特性影响及其机理的系统研究报道。

‘小凤兰’是通过远缘杂交和回交选育的墨兰

型杂交兰新品种，既可工厂化繁殖又可分株繁

殖［３，１８］，目前已进行产业化开发。在‘小凤兰’种

苗工厂化生产中，获得了‘小凤兰’叶艺突变体。

本研究以‘小凤兰’和‘小凤兰’叶艺突变体试管苗

为材料，研究叶艺突变对‘小凤兰’组培快繁特性

的影响及其机理，为‘小凤兰’叶艺突变体高效组

培快繁技术体系的建立和突变体形成的分子机理

研究奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料

供试材料为 ‘小凤兰’（犆狔犿犫犻犱犻狌犿 ‘Ｘｉ

ａｏｆｅｎｇ’，代号ＣＸ）及其叶艺突变体（代号 ＭＣＸ）

试管苗，‘小凤兰’试管苗由茎尖培养获得，‘小凤

兰’叶艺突变体试管苗由突变根状茎经增殖扩繁

和植株再生获得。

１．２　方法

１．２．１　根状茎诱导　选取生长健壮的试管苗，在

超净工作台上用镊子和解剖刀切取２～３ｍｍ

茎尖，接种于 ＭＳ＋６ＢＡ１．５ｍｇ·Ｌ
１＋ＮＡＡ

０．５ｍｇ·Ｌ
１＋活性炭０．５ｇ·Ｌ

１＋１０％椰汁＋蔗

糖３０．０ｇ·Ｌ
１＋卡拉胶７．５ｇ·Ｌ

１（ｐＨ５．８～６．２）

诱导培养基上。每瓶接种４个，８瓶为１次重复，

共重复３次。将培养瓶用封口膜封好后，装入黑

色密闭塑料袋中，在温度为（２６±１）℃的培养室中

培养５０ｄ。记录诱导形成根状茎和死亡的茎尖

数，计算诱导率和死亡率。

１．２．２　根状茎增殖　取继代培养的根状茎，在超

净工作台上用镊子和解剖刀切成约１ｃｍ长，接种

于 ＭＳ＋６ＢＡ１．５ｍｇ·Ｌ
１＋ＮＡＡ０．５ｍｇ·Ｌ

１＋

蔗糖３０ｇ·Ｌ
１＋卡拉粉７．５ｇ·Ｌ

１＋活性炭

０．３ｇ·Ｌ
１（ｐＨ５．８～６．２）增殖培养基上在（２６±

１）℃、光照强度５μｍｏｌ·ｍ
２·ｓ１、光照时间１２ｈ·ｄ１

的条件下培养４０ｄ。每瓶接１０条，５瓶为１次重

复，共重复３次。用电子天平称量每瓶接种的根
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状茎重量和培养４０ｄ后根状茎重量，记录褐化死

亡的根状茎数，计算褐化死亡率和增殖系数。诱

导率（％）＝诱导出根状茎的茎尖数／接种茎尖

数×１００；增殖系数＝培养后鲜重／接种鲜重。

１．２．３　根状茎分化　取长约１ｃｍ带生长点的根

状茎，均匀接种于 ＭＳ＋６ＢＡ１．５ｍｇ·Ｌ
１＋ＮＡＡ

０．１ｍｇ·Ｌ
１＋蔗糖３０ｇ·Ｌ

１＋卡拉粉７．５ｇ·Ｌ
１＋

活性炭０．０５ｇ·Ｌ
１（ｐＨ５．８～６．２）分化培养基中

在温度（２６±１）℃、光照强度１０μｍｏｌ·ｍ
２·ｓ１、光

照时间１２ｈ·ｄ１的条件下培养。每瓶接种１０条，

５瓶为１次重复，共重复３次。培养４０ｄ后，记录

分化出芽（长度≥０．５ｃｍ）和带根苗的根状茎数以

及每条根状茎分化出的芽（长度≥０．５ｃｍ）和带根

苗数。计算分化率、平均芽分化数和平均苗分化

数。芽分化率（％）＝分化出芽的根状茎数／接种

根状茎数×１００；平均芽分化数（个／条）＝分化出

的芽总数／接种根状茎数；苗分化率（％）＝分化出

苗的根状茎数／接种根状茎数×１００；平均苗分化

数（根／条）＝分化出的苗总数／接种根状茎数。

１．２．４　生根壮苗　将高４ｃｍ左右的苗，均匀接种

于１／２ＭＳ＋６ＢＡ０．１ｍｇ·Ｌ
１＋ＮＡＡ０．５ｍｇ·Ｌ

１＋

蔗糖２０ｇ·Ｌ
１＋卡拉粉７．５ｇ·Ｌ

１＋活性炭

０．５ｇ·Ｌ
１（ｐＨ５．８～６．２）生根壮苗培养基中在温

度（２６±１）℃、光照强度１５μｍｏｌ·ｍ
２·ｓ１、光照时

间１２ｈ·ｄ１的条件下培养。每瓶接种７条苗，５瓶

为１次重复，重复３次。培养４０ｄ后，测量株高、

茎粗、叶片数、根数和根长。

１．２．５　试管苗移栽　将试管苗从培养瓶中小心

取出，用清水洗净根部，置于通风阴凉处晾干水

分。用树皮∶泥炭土∶椰糠＝１∶１∶１的混合基质种

植于口径为５ｃｍ的黑色种植袋中后放在具双层

遮荫网的温室中栽培，温室温度为５～３２℃，相对

湿度为３０％～９０％。刚移栽的试管苗用２５００倍

链霉素和８００倍恶霉灵灌根，７ｄ内每天向叶面喷

水，随后进入常规管理，观察记录试管苗生长情况，

记录死亡苗数，计算成活率。褐化死亡率（％）＝

死亡（褐化）的根状茎数／接种根状茎数×１００。

１．２．６　测定项目及方法　参照史娜溶
［１８］的方法

测定叶绿素和类胡萝卜素的含量［１９］。Ｃｈｌａ＝

１２．７×Ａ６６３－２．５９×Ａ６４５；Ｃｈｌｂ＝２２．９×Ａ６４５－

４．６７×Ａ６６３；Ｃｈｌ总＝８．０３×Ａ６６３＋２０．３１×Ａ６４５；

Ｃａｒｏ＝（１０００Ａ４７０－３．２７Ｃｈｌａ－１０４Ｃｈｌｂ）／２２９。

采用蒽酮比色法［２０］测定可溶性糖含量，采用

考马斯蓝染料结合法［２１］测定可溶性蛋白含量。

可溶性糖（可溶性蛋白）含量（ｍｇ·ｇ
１）＝（Ｃ·

ＶＴ）／（１０００·ＶＳ·ＷＦ），其中Ｃ为查的标准曲线

值（μｇ）；ＶＴ为提取液总体积（ｍＬ）；ＷＦ为样品

鲜重／干重（ｇ）；ＶＳ为测定时加样量（ｍＬ）。

１．２．７　数据分析　采用Ｅｘｃｅｌ２０１６进行数据计

算和作图；采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行统计分

析，平均数据以平均数±标准误（Ｓ．Ｅ．）表示，多

重比较采用邓肯氏新复极差检验法（Ｄｕｎｃａｎ′ｓ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｒｔｅｓｔ）。

２　结果与分析
２．１　叶艺突变对‘小凤兰’茎尖根状茎诱导的

影响

　　由图１可知，培养８ｄ，‘小凤兰’茎尖启动形

成根状茎，而‘小凤兰’叶艺突变体１５ｄ才开始启

动。‘小凤兰’和‘小凤兰’叶艺突变体茎尖褐化死

亡率没有显著差异，但‘小凤兰’茎尖根状茎诱导

率为 ７０．３７％，显著高于 ‘小凤兰’叶艺突变

体（犘＜０．０５）（图１Ａ）。培养５０ｄ后‘小凤兰’茎

尖诱导形成的根状茎粗壮，而‘小凤兰’叶艺突变

体的弱小（图１Ｂ）。

图１　叶艺突变对‘小凤兰’茎尖根状茎诱导特性的影响

注：不同小写字母代表差异显著（犘＜０．０５），下同。

４６



７期 　　宋丹丹等：叶艺突变对‘小凤兰’组培快繁特性的影响　　　　　

２．２　叶艺突变对‘小凤兰’根状茎增殖的影响

由图２可知，‘小凤兰’叶艺突变体的增值系

数为１．８１，显著低于‘小凤兰’（犘＜０．０５，图２Ａ）。

培养４０ｄ，‘小凤兰’平均每个根状茎可长出３．８６

条新根状茎，而‘小凤兰’叶艺突变体平均可长出

２．７７条新根状茎，在光照条件下‘小凤兰’新生根

状茎初为黄绿色，最终为绿色，而‘小凤兰’叶艺突

变体初为浅黄绿色，最终为黄绿色。‘小凤兰’叶艺

突变体新生根状茎颜色一致，未出现分离（图２Ｂ）。

图２　叶艺突变对‘小凤兰’根状茎增殖的影响

２．３　叶艺突变对‘小凤兰’根状茎分化的影响

由图３可知，‘小凤兰’叶艺突变体的芽分化

率与平均芽分化分别为８５．３３％和２．３５，均显著

高于‘小凤兰’（犘＜０．０５），但苗分化率和平均苗

分化数均显著低于‘小凤兰’（图３Ａ和Ｂ）。‘小

凤兰’叶艺突变体的根状茎褐化死亡率显著高于

‘小凤兰’，‘小凤兰’分化出的芽苗为淡绿色，而

‘小凤兰’叶艺突变体的芽苗为淡黄色，分化出的

叶片均具中透缟艺，叶艺保持率１００％（图３Ｃ

和Ｄ）。

２．４　叶艺突变对‘小凤兰’试管苗生长的影响

由图４可知，‘小凤兰’叶艺突变体的株高显

著低于‘小凤兰’，但株幅显著大于‘小凤兰’（图

４Ａ、Ｄ），叶片数和根数显著多于‘小凤兰’（图

４Ｂ）；叶长和根长显著小于‘小凤兰’（图４Ｃ）。‘小

凤兰’叶艺突变体所有再生植株叶片均具中透缟

艺，进一步说明该叶艺突变是稳定（图４Ｄ）。

图３　叶艺突变对‘小凤兰’根状茎分化的影响

２．５　叶艺突变对‘小凤兰’试管苗成活率的影响

由图５可知，移栽６０ｄ后，‘小凤兰’与‘小凤

兰’叶艺突变体试管苗成活率没有显著差异，但移

栽１８０ｄ后，‘小凤兰’叶艺突变体成活率仅为为

５１．１１％，显著低于‘小凤兰’（犘＜０．０５）（图５Ａ）。

移栽后‘小凤兰’叶艺突变体生长比‘小凤兰’慢，

但叶艺稳定。
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图４　叶艺突变对‘小凤兰’试管苗生根壮苗的影响

２．６　叶艺突变对‘小凤兰’光合色素含量的影响

由图６可知，‘小凤兰’叶艺突变体新生根状

茎、老根状茎和试管苗叶片中的叶绿素ａ、叶绿素

ｂ、总叶绿素含量以及类胡萝卜素含量均显著低

于‘小凤兰’。

２．７　叶艺突变对‘小凤兰’可溶性糖和可溶性蛋

白含量的影响

　　由图７可知，‘小凤兰’叶艺突变体叶片中的

可溶性糖和可溶性蛋白含量显著低于‘小凤兰’，

但在新生根状茎中显著高于‘小凤兰’，在老根状

茎中，两者没有显著异。

图５　叶艺突变对‘小凤兰’试管苗成活率的影响

图６　叶艺突变对‘小凤兰’光合色素含量的影响
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图７　叶艺突变对‘小凤兰’可溶性糖（Ａ）和可溶性蛋白含量（Ｂ）的影响

３　讨论与结论
叶艺突变显著增加兰花的观赏价值，但对兰

花组培快繁特性也产生显著影响。蒋等［９］研究

结果表明，与‘隆昌素’相比，‘隆昌素’叶色突变体

根状茎增殖和分化能力下降，试管苗长势缓慢。

本研究结果表明，叶艺突变不仅显著影响‘小凤

兰’根状茎的增殖和分化，对茎尖根状茎诱导、生

根壮苗、试管苗移栽各个阶段也产生显著影响，叶

艺突变显著降低‘小凤兰’的组培快繁效率。苏畅

等［１０］认为叶艺会导致兰花植株矮化，本研究结果

也表明，‘小凤兰’叶艺突变体试管苗高比‘小凤

兰’小，移栽后生长比‘小凤兰’慢。

叶艺兰在组培快繁过程中通常会出现叶艺返

祖现象，导致其种苗生产效率降低［８，１５，２２］。本研

究结果表明，‘小凤兰’叶艺突变体的中透缟艺可

以通过组织培养快速繁殖稳定遗传，这一结果与

石乐娟［１３］在线艺春兰‘绿云’、王玉英等［１６］在辐

照获得的线艺兰新品系‘ＴＲＩＲ２’中的研究结果

一致。

弄清叶艺突变引起兰花组培快繁特性改变的

机理有助于叶艺兰高效组培快繁技术体系的建

立，进一步明确突变基因的功能。许庆全等［２３］对

‘达摩’墨兰叶艺品系的光合色素含量进行测定结

果发现，‘达摩’墨兰叶艺品系叶片黄色区域的总

叶绿素含量和类胡萝卜素含量均显著低于绿色区

域，叶艺品系黄色区域的Ｃａｒｏ／Ｃｈｌ值均大于绿色

区域。蒋等［９］对‘隆昌素’春剑和其叶色突变体

‘叶艺隆昌素’的生理生化指标测定结果表明，与

正常植株相比，叶色突变体的叶绿素含量低，类胡

萝卜素相对含量高，且叶色突变体根状茎分化成

苗的过程中，叶绿素ｂ的含量增加，而叶绿素ａ的

含量降低。本研究结果表明，‘小凤兰’叶艺突变

体根状茎和叶片中叶绿素和类胡萝卜素等光合色

素含量显著下降，引起光合作用减弱，叶片中可溶

性糖和蛋白质含量降低、植株和根状茎弱小，最终

导致组培快繁效率下降。兰花组培快繁效率与内

源激素关系密切［２４］，线艺突变是否导致内源激素

的变化以及如何导致内源激素变化均有待于进一

步研究。
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