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摘要：兰科植物（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）是被子植物中最大的科之一，约三分之一的物种通过欺骗机制而非传统互惠方式吸引授粉昆虫。
兰花的挥发性物质高度多样，而传粉者会对特定花香气味表现出偏好。 这些挥发性物质不仅构成了兰花与传粉者之间独特的

化学通讯系统，也可能与其协同进化密切相关。 通过对蕙兰、墨兰和风兰等 ３ 种国兰挥发性物质进行全二维高端色谱质谱测序

和种间差异分析，结果发现 ３ 种国兰（蕙兰、墨兰和风兰）分别检测到 ３１７７、２８３８、３０９８ 种挥发性物质。 其中，主要挥发性物质种

类为烷烃类、醇类、酯类和酮类。 感官风味特征分析结果表明，３ 种兰花主要为甜味、水果味和绿色植物味。 ３ 种国兰的共同香

味物质为 １２４１ 种，其中 ２⁃甲基丁醛为 ３ 种兰花的香味成分的主要贡献者，其次为乙酸丁酯、２⁃戊基呋喃、壬烯醛、丙烯酸丁酯、
α⁃蒎烯、十一烷酮等。 此外，３ 种兰花的差异物质分别为 ２４０ 种（蕙兰 ／风兰）、２２０ 种（蕙兰 ／墨兰）和 １７１ 种（墨兰 ／风兰）。 筛选

了 ７ 种候选挥发物质，并通过昆虫触角电位反应（ＥＡＧ）和行为趋向选择测试兰花花朵挥发性成分对中华蜜蜂吸引效应。 结果

表明，７ 种兰花主要挥发物质均能引起中华蜜蜂的触角电位反应，其中苯甲醛和 ２⁃甲基丁醛反应值最强，前者在低浓度下效果

最佳，后者在高浓度下反应最显著。 行为实验表明，除 α⁃蒎烯在所有浓度下吸引效应显著高于苯甲醛（Ｐ＜０．０５）外，其余物质在

不同浓度下对蜜蜂吸引力差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 综上，３ 种兰花的挥发性成分表现出明显的多样性，部分关键成分可诱发蜜蜂

电生理反应，初步揭示了兰科植物与传粉者间的化学互作机制，并为探讨植物⁃传粉者协同进化提供科学基础。
关键词：兰花；挥发性成分；中华蜜蜂；触角电位反应；吸引效应
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ． Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ａｓｓａｙｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ α⁃ｐｉｎｅｎｅ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ａｔｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｈａｎ ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ （Ｐ＜
０．０５）． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ＞０．０５） ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｂｅｅ ａｔｔｒａｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｔ
ｖａｒｙｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｏｒｃｈｉｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ｗｉｔｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｋｅｙ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｅｌｉｃｉｔｉｎｇ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ Ａｐｉｓ ｃｅｒａｎａ． Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ
ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｒｃｈｉｄｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｏｒｓ， ａｎｄ ｏｆｆｅｒｅｄ ａ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ
ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｐｏｌｌｉｎａｔｏｒｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ； ｖｏｌａｔｉｌｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ； Ａｐｉｓ ｃｅｒａｎａ； Ｅｌｅｃｔｒｏａｎｔｅｎｎｏｇｒａｍ （ＥＡＧ） ｒｅｓｐｏｎｓｅ； ｂｅｅ ａｔｔｒａｃｔｉｏｎ

达尔文在《物种起源》中首次提出植物与传粉者的协同进化机制［１］。 在被子植物中，约 ８０％的虫媒植物

通过提供花蜜、花粉等营养报酬，与传粉昆虫建立稳定的互利共生关系［２］。 这一“劳动⁃报酬”模式是显花植

物与授粉者共生的基础［３］。 该互惠系统依赖于化学通讯，即植物通过释放挥发性有机化合物（ＶＯＣｓ），结合

花色和形态等视觉线索，吸引传粉昆虫；昆虫则据此精准定位食源［４—５］。 近年来研究证实，特定的化合物可以

作为“诚实信号”维系植物⁃授粉昆虫的互作系统。 例如，苯乙醛介导十字花科（Ｂｒａｓｓｉｃａｃｅａｅ）植物与熊蜂

（Ｂｏｍｂｕｓ ｓｐｐ．）的互作［６］；夜间石竹科（Ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌａｃｅａｅ）花蜜中的一些苯类化合物可以吸引夜蛾［７］；壬醛则可

能是植物与蜜蜂之间的诚实信号［８］。 然而，一些植物类群突破传统互惠模式，演化出欺骗性传粉策略。 兰花

植物作为欺骗性传粉的典型代表，约 ３０％—５０％的物种不提供花蜜等报酬［９］，却仍可通过精细的化学拟态吸

引传粉者［１０］。 这种机制常见的是贝茨式拟态，如文心兰属（Ｏｎｃｉｄｉｕｍ）通过模拟金虎尾科（Ｍａｌｐｉｇｈｉａｃｅａｅ）植
物的花部特征吸引传粉者［１１］。 另一种为化学拟态，如眉兰属（Ｏｐｈｒｙｓ）通过合成与雌蜂性信息素高度相似的

烷烃类化合物，诱骗雄蜂“伪交配”完成传粉［１２］。 尽管部分兰科植物的欺骗机制已有深入解析，但对一些中

国本土无报酬、无拟态兰花的传粉化学信号仍知之甚少。 本研究聚焦中华蜜蜂（Ａｐｉｓ ｃｅｒａｎａ）与无报酬且无拟

态兰花的互作机制，选取蕙兰（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ Ｒｏｌｆｅ）、墨兰（Ｃ． ｓｉｎｅｎｓｅ （ Ｊａｃｋ． ｅｘ Ａｎｄｒ．） Ｗｉｌｌｄ．） 和风兰

（Ｎｅｏｆｉｎｅｔｉａ ｆａｌｃａｔａ （Ｔｈｕｎｂ． ｅｘ Ａ． Ｍｕｒｒａｙ） Ｈ． Ｈ． Ｈｕ）为研究对象，通过 ＧＣ×ＧＣ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术解析其花部挥发

性有机化合物（ＶＯＣｓ）组成特征，分析不同物种间的差异，并结合触角点位（ＥＡＧ）与行为测试，旨在揭示兰花

花香中关键化学信号在“蜜蜂⁃兰花”传粉系统中的作用机制，为理解欺骗性传粉植物的化学通讯及其协同进

化提供理论依据。

７３０２　 ４ 期 　 　 　 黄惠婷　 等：３ 种国兰挥发性物质对蜜蜂吸引效应的成分鉴定及互作机制 　
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１　 材料与方法

１．１　 供试植物与昆虫

本实验中所涉及的蕙兰（简称 ＨＬ）、墨兰（ＭＬ）和风兰（ＦＬ）是 ３ 种典型的欺骗性兰花种类，其花朵缺少拟

态，但芳香性物质较为浓郁的兰花物种，供试植物生长于浙江省建德市杨村桥镇艺澜种植场，并移至浙江树人

学院杨汛桥校区内。 本实验所涉及的昆虫分别来自于江西省南昌市江西农业大学蜜蜂研究所饲养的中华蜜

蜂蜂群 ５ 群，和浙江省杭州市浙江农林大学的中华蜜蜂蜂群 ５ 群。
１．２　 方法

１．２．１　 挥发性物质采集

兰花的挥发性物质在盛花期达到鼎盛［１３］，因此本研究选择 ３ 种兰花在盛花期（花朵完全开放后 ４８ ｈ 内）
进行采样。 为控制昼夜节律及光温条件对 ＶＯＣｓ 释放的影响，所有样品均于晴天 １３：００—１５：００ 采集。 采样

时选取生理状态一致的花序（每株 ２０ 朵），剔除凋谢或受损花朵，并用聚乙烯膜包裹花序，内置吸附子后以夹

子密封。 密闭收集 ２ 小时后取出吸附子，置于顶空进样瓶中，４ ℃保存。 每个物种设置 ３ 个生物学重复。
１．２．２　 标准品的制备与 ＳＰＭＥ 提取

移取 １０００ ｍｇ ／ Ｌ 正构烷烃标准品，用正己烷逐级稀释至 １ ｍｇ ／ Ｌ，储备液密封保存于 ４ ℃冰箱。 采用固相

微萃取⁃气相色谱 ／质谱联用技术（ＳＰＭＥ⁃ＧＣ ／ ＭＳ），取 １０ μＬ 正构烷烃至装有吸附子的 ２０ ｍＬ 顶空进样瓶中，
８０ ℃孵育 １０ ｍｉｎ 后，将 ＳＰＭＥ 萃取头在 ＧＣ 进样口 ２７０ ℃老化 １０ ｍｉｎ，消除残留干扰，而后将 ＳＰＭＥ 萃取头于

８０ ℃下吸附 ４０ ｍｉｎ，确保挥发物充分富集，随后转移至 ＧＣ 进样口，在 ２５０ ℃ 脱附 ５ ｍｉｎ 中，脱附结束后，
ＳＰＭＥ 萃取头再次于 ２７０ ℃老化 １０ ｍｉｎ［１４—１６］。
１．２．３　 ＧＣ×ＧＣ⁃ＴＯＦ ＭＳ 系统参数

借鉴李欢欢等系统参数处理方法［１４—１６］，采用 ＬＥＣＯ Ｐｅｇａｓｕｓ ＢＴ ４Ｄ （ＬＥＣＯ， Ｓｔ． Ｊｏｓｅｐｈ， ＭＩ， ＵＳＡ） ＧＣ×
ＧＣ⁃ＴＯＦ ＭＳ 色谱系统，搭载 Ａｇｉｌｅｎｔ ８８９０Ａ 气相色谱仪，配置双级喷射调制器和分流 ／不分流进样模块，质谱系

统为高分辨 ＴＯＦ 质谱检测仪。 色谱柱参数分为一维色谱柱：ＤＢ⁃Ｈｅａｖｙ Ｗａｘ （３０ ｍ × ２５０ μｍ × ０．５ μｍ）和二

维色谱柱 Ｒｘｉ⁃５Ｓｉｌ ＭＳ （２ ｍ×１５０ μｍ×０．１５ μｍ），一维色谱柱为初始温度为 ５０ ℃（保持 ２ ｍｉｎ），以 ４ ℃ ／ ｍｉｎ 升

至 ２２０ ℃（保持 １３ ｍｉｎ）；二维色谱柱温度始终高于一维柱 ５ ℃，调制器温度高于二维柱 １５℃，调制周期 ５．０ ｓ。
高纯氦气作为载气，恒定流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样口温度为 ２５０ ℃。 质谱电子轰击源为 ７０ ｅＶ，离子源温度为

２５０ ℃，传输线温度为 ２５０ ℃，检测器电压为 １９６０ Ｖ，质谱扫描范围为 ｍ ／ ｚ３５⁃ ５５０，数据采集速率为 ２００ 谱

图 ／秒。
１．２．４　 数据分析

采用 ＣｈｒｏｍａＴＯＦ 软件处理 ＧＣ×ＧＣ⁃ＴＯＦ ＭＳ 数据，生成多维总离子流色谱图。 通过 ＮＩＳＴ２０２０ 质谱库对挥

发性物质进行初步注释。 利用 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库获取挥发性物质的化学属性，并通过 Ｃｌａｓｓｙｆｉｒｅ 软件进行层级

分类［１７］。 用相对气味活度法（ＲＯＡＶ）来评价样品的风味，一般 ＲＯＡＶ 越大，说明该物质对风味的贡献度越

大［１８］。 感官风味特征则通过 Ｆｌａｖｏｒｄｂ 解析［１９］。 通过主成分分析（ＰＣＡ）、偏最小二乘判别分析（ＰＬＳ⁃ＤＡ）和
正交偏最小二乘判别分析（ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）进行多元统计分析，对多维数据进行降维和归类分析，筛选差异物质。
差异代谢物筛选标准为 Ｐ＜０．０５，且 Ｌｏｇ２ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ 绝对值＞１［２０］。
１．２．５　 触角点位（ＥＡＧ）测定

基于 ＧＣ×ＧＣ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定与分析结合生物学功能，选取 ３ 种兰花共有 ＶＯＣｓ 中与蜜蜂嗅觉受体潜在互作

的化合物作为目标物质（表 １）。 将各种化合物溶于正己烷，稀释为 ０．４、４．０、４０．０ ｇ ／ Ｌ 三个浓度梯度。 在测试

前，将定性分析滤纸裁剪合适大小（１ ｃｍ×１ ｃｍ），折叠后固定于巴斯德吸管（１５ ｃｍ）末端，吸取 １０ μＬ 待测液

至滤纸上。 于实验当日从健康蜂群采集成年工蜂，在体式显微镜下，快速截取右侧触角，并立即转移至生理盐

水中保持活性（０．９％ ＮａＣｌ）。 将触角远心端切除 １ ｍｍ 形成新鲜切面，并将触角基节与端部连接到装了 ＥＡＧ

８３０２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４６ 卷　
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探针的电极两端，并调整至出风口 １ ｃｍ 处。 连续载气为经活性炭过滤的加湿空气（流速 １０ ｍＬ ／ ｓ），刺激脉冲

气流（流速 ５ ｍＬ ／ ｓ）由脚踏阀触发，持续 ０．３ ｓ，每个浓度梯度刺激 ３ 次，刺激间隔 ８ ｓ，并设置正己烷溶剂对照

（刺激前后各 ３ 次）。 取三次重复平均峰值作为有效值，共测试 ６ 组触角。
ＥＡＧ 相对触角点位计算公式如下：Ｒ＝Ｔ ／ Ｄ，其中 Ｒ 为中华蜜蜂对样品的 ＥＡＧ 反应相对值，Ｔ 为某一样品

刺激 ３ 次重复的平均值，Ｄ 为该样品刺激前后两次对照组分别三次重复的总平均值。 昆虫触角电位反应数据

采用 Ｓｔａｔｖｉｅｗ ５．０（ＳＡＳ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｉｎｃ．）软件中的 ＡＮＯＶＡ ａｎｄ ＡＮＣＯＶＡ 及 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ ＰＬＳＤ 高阶检验进行多重比较

分析，Ｐ ＜ ０．０５ 表示差异显著。

表 １　 试验中标准品基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

ＣＡＳ 号
ＣＡＳ ｎｕｍｂｅｒ

纯度
Ｐｕｒｉｔｙ ／ ％

来源
Ｐｒｏｄｕｃｅｒ

生物学功能
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

甲基丁醛
２⁃Ｍｅｔｈｙｌｂｕｔａｎａｌ ９６⁃１７⁃３ ９５ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ

对香蕉象虫有吸引力；作为梨花香味
成分对意大利蜜蜂和中华蜜蜂有吸
引效果

［２１—２２］

乙酸丁酯
Ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｂｕｔｙｌ ｅｓｔｅｒ １２３⁃８６⁃４ ≥９９ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 昆虫引诱剂成分 ［２３］

丙烯酸丁酯
２⁃Ｐｒｏｐｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ｂｕｔｙｌ ｅｓｔｅｒ １４１⁃３２⁃２ ≥９９．５ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 昆虫引诱剂成分 ［２４］

２⁃十一烷
２⁃Ｕｎｄｅｃａｎｏｎｅ １１２⁃１２⁃９ ≥９８ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 对橄榄树皮小蠹有吸引作用 ［２５］

异戊酸
３⁃Ｍｅｔｈｙｌｂｕｔａｎｏｉｃ ａｃｉｄ ５０３⁃７４⁃２ ９９ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 气味具有一定的诱导性，可以作为一

种刺激物来引导或调节动物的行为。 ［２６］

苯甲醛
Ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ １００⁃５２⁃７ ≥９９ Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 果蝇的引诱剂成分 ［２７］

α⁃蒎烯
α⁃Ｐｉｎｅｎｅ ８０⁃５６⁃８ ９８ 普菲德

昆虫引诱剂成分⁃诱捕害虫如甲虫、
松材线虫等

［２８—２９］

　 　 ＣＡＳ：化学物质登录号 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｂｓｔｒａｃｔｓ ｓｅｒｖｉｃｅ

１．２．６　 行为学测试

根据 ３ 种兰花共同挥发性成分含量、ＲＯＡＶ 分析结果及前人文献关于挥发性成分在授粉昆虫中作用的相

关报道，选取了表 １ 中的 ７ 种目标 ＶＯＣｓ，以高纯度石蜡油为溶剂，梯度配制 ０．２％、２％、１０％、５０％浓度刺激液。
将 ５０ ｍＬ 离心管盖改造为人工花冠，内置定性滤纸片（１ ｃｍ×１ ｃｍ）。 选取健康的中华蜜蜂作为测试对象，在
直径约 ３０ ｃｍ 白色泡沫圆盘放置蔗糖假花（含 ５０％蔗糖溶液），锻炼蜜蜂采食，然后采用无毒颜料笔对成功返

回采蜜的蜜蜂进行标记，确保个体识别无误（见图 １）。
待标记后蜜蜂返回后移除蔗糖假花，实验组假花在滤纸上滴有刺激液，所有假花中央滴加 １０ μＬ 去离子

水模拟兰花无蜜腺状态，在圆盘外缘等距且随机放置 ７ 个无蜜假花，每次测试需随机旋转圆盘以消除位置偏

好。 记录其首次选择行为作为测试数据（图 ２）。 每次测试后，更换蜜蜂触碰过的实验假花，防止蜜蜂采蜜时

留下信息素干扰选择，同时旋转圆盘以消除位置偏好。 每只蜜蜂进行测试后将其处死以避免重复采样。
蜜蜂行为测试数据中，７ 种挥发物对蜜蜂吸引效应的行为学数据采用 Ｓｔａｔｖｉｅｗ 软件中的非参数分析

Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ ｔｅｓｔ 进行比较分析；四个不同浓度条件下挥发物对蜜蜂吸引效应的趋势比较分析采用

Ｓｔａｔｖｉｅｗ 软件中的非参数分析 Ｋｒｕｓｋａｌ Ｗａｌｌｉｓ ｔｅｓｔ 进行比较分析；Ｐ＜０．０５ 均表示差异显著。

２　 结果与分析

２．１　 兰花挥发性物质鉴定与分析

２．１．１　 挥发物的组成分析

采用 ＧＣ×ＧＣ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术，共鉴定出风兰（ＦＬ）、蕙兰（ＨＬ）和墨兰（ＭＬ）的挥发性有机化合物（ＶＯＣｓ）分
别为 ３０９３、３１７７、２８３８ 种（图 ３）。 三者的 ＶＯＣｓ 主要包括烷烃、醇、醛、酮、酯、有机酸及杂环化合物，以烷烃为
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主要成分，占比 ２９．１％—３７．６％（图 ３）。 其中，蕙兰的 ＶＯＣｓ 种类最多，且烷烃（３７．５％）和醇类（８．３％）占比高

于风兰和墨兰；风兰中酮类（６．０％）、酯类（７．５％）和有机酸（２．４％）含量最高。

图 １　 蜜蜂行为测试挑选假花

Ｆｉｇ．１　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｌｓｅ ｆｌｏｗｅｒｓ ｆｏｒ ｂｅｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｔｅｓｔ

图 ２　 蜜蜂选定假花

Ｆｉｇ．２　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｌｓｅ ｆｌｏｗｅｒｓ ｂｙ ｂｅｅｓ

感官组学分析显示，３ 种兰花均以甜味、水果味和绿色植物味为主；但风兰更具甜果香，蕙兰偏柑橘香，墨
兰则木本味和香精味最显著（图 ３）。

图 ３　 挥发性物质组成

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

ＦＬ：风兰 Ｎｅｏｆｉｎｅｔｉａ ｆａｌｃａｔａ；ＨＬ：蕙兰 Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ；ＭＬ：墨兰 Ｃ． ｓｉｎｅｎｓｅ
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２．１．２　 挥发性物质差异分析

风兰、蕙兰及墨兰共同 ＶＯＣｓ 种类达 １２４１ 种（图 ４）。 这一结果表明 ３ 种兰花在长期进化中保留了核心挥

发物质库，并可能与其传粉策略有关［３０］。 差异分析结果显示，ＨＬ ｖｓ ＦＬ 和 ＭＬ ｖｓ ＨＬ 组中均检测到最多的 ７３
种差异 ＶＯＣｓ，而三组比较仅共有 １ 种差异物质，为酯类化合物 ２⁃甲基丙酸⁃ ２⁃甲基丙酯。 具体来看，ＨＬ ｖｓ ＦＬ
中有 １１８ 种 ＶＯＣｓ 下调，１１２ 种上调；ＭＬ ｖｓ ＨＬ 中下调 １１８ 种，上调 １０２ 种；ＭＬ ｖｓ ＦＬ 中下调 ８８ 种，上调 ８３ 种

（图 ５）。 聚类分析表明，蕙兰（ＨＬ）与墨兰（ＭＬ）聚为一类，风兰（ＦＬ）则单独成群，与他们分为 ２ 个不同属理

论吻合；ＨＬ 与 ＭＬ 中高丰度 ＶＯＣｓ（红色区域）与 ＦＬ 存在明显差异。

图 ４　 兰花香味物质差异分析

Ｆｉｇ．４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｏｒｃｈｉｄ ａｒｏｍａ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

图中每幅圈代表一个样本组鉴定风味物质数，重叠部分代表多个样本组共同鉴定到的风味物质数，非重叠部分代表相应样本组特异性鉴定

到的风味物质数；不同颜色表示两组共有差异物，重叠区域为多组共有差异物；相对含量的多少通过颜色的不同显示，颜色越红相对含量越

高，越蓝相对含量越低；其中列代表样本，行代表物质，图中左侧的聚类树为差异物质种类聚类树

２．１．３　 兰花气味活度值（ＲＯＡＶ）分析

ＲＯＡＶ 分析可以阐明每种挥发性化合物对花朵整体香气特征的贡献。 如图 ６ 可知，风兰 ＲＯＡＶ 值前三位

依次是 ２ 甲基丁醛（１００．００）、乙酸丁酯（５０．４４）、２⁃戊基呋喃（３３．６９）；蕙兰 ＲＯＡＶ 值排名在前的是 ２⁃甲基丁醛

（８５．６０）、２⁃戊基呋喃（８０．９３）、乙酸丁酯（６２．０２）；墨兰（ＭＬ）则以 ２⁃甲基丁醛（１００．００）、２⁃戊基呋喃（４７．９３）、２⁃
壬烯醛（９．３６）为主要贡献者。 值得注意的是，３ 种兰花共有的高 ＲＯＡＶ 化合物为 ２⁃甲基丁醛、乙酸丁酯、２⁃戊
基呋喃、壬烯醛等，其中 ２⁃甲基丁醛在 ＦＬ 和 ＭＬ 中均达到理论最大值（１００．００），在 ＨＬ 中也占据主导地位

（８５．６０）。
２．２　 蜜蜂对气味标样的 ＥＡＧ 反应

分别以 ０．４、４．０、４０．０ ｇ ／ Ｌ 三个浓度梯度对蜜蜂触角进行 ７ 种共有化合物（苯甲醛、２⁃甲基丁醛、乙酸丁酯、
丙烯酸丁酯、异戊酸、α⁃蒎烯、十一烷酮）刺激，结果显示，在低浓度（０．４、４．０ ｇ ／ Ｌ）下，苯甲醛诱导的触角电位

（ＥＡＧ）反应最强。 苯甲醛与 ２⁃甲基丁醛的 ＥＡＧ 反应显著高于其他化合物，且苯甲醛的 ＥＡＧ 响应呈明显的浓
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图 ５　 兰花差异花香物质火山图

Ｆｉｇ．５　 Ｖｏｌｃａｎｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｒａｌ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ ｏｒｃｈｉｄｓ

图中每个点表示一种物质，横坐标表示某物质在两样品中定量差异倍数的对数值（Ｌｏｇ２ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ）；纵坐标表示 Ｐ 值的－ｌｏｇ 对数值。 横坐

标绝对值越大，说明某物质在两样品间的表达量倍数差异越大；纵坐标值越大， 表明差异表达越显著；Ｐ＜０．０５ 和∣ Ｌｏｇ２ＦＣ ∣＞１ 表示差异

显著；图中红色点代表上调差异表达物质，蓝色点代表下调差异表达物质，灰色点代表能检测到但差异不显著的物质

度依赖性，随浓度升高而增强。 作为 ３ 种兰花共有的核心香气成分，２⁃甲基丁醛的 ＥＡＧ 反应强度仅次于苯甲

醛，尽管其响应曲线呈非线性，但在高浓度（４０．０ ｇ ／ Ｌ）下仍达到最大反应，显著高于其他 ＶＯＣｓ（图 ７）。
２．３　 蜜蜂对气味标样的趋向选择反应

行为学实验定量评估了 ７ 种挥发性有机化合物（ＶＯＣｓ）在不同浓度下对蜜蜂的吸引效应。 对 ７ 种 ＶＯＣｓ
的吸引效果进行比较分析，结果显示，仅 α⁃蒎烯对蜜蜂的吸引效应显著高于苯甲醛（Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验，
Ｐ＝ ０．０２，图 ８），其余各组间差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。 进一步采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验评估不同浓度对各气味

物质吸引效应的影响，结果表明在所测试的 ４ 种浓度条件下，７ 种 ＶＯＣｓ 对蜜蜂的吸引力均未呈现显著差异性

趋势（Ｐ＞０．０５）。

３　 讨论

大多数植物花朵的挥发性物质为数十种至数百种［３１］。 如在丁香（Ｌｕｃｕｌｉａ Ｇｒａｔｉｓｓｉｍａ）花朵中鉴定到了 ２０
种挥发物［３２］；在百合 （ Ｌｉｌｉｕｍ ｓｐｐ．） 花中鉴定出了 ５９ 种花朵挥发物［３３］。 而少量的植物花朵如茉莉花

（Ｇａｒｄｅｎｉａｊ Ｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓ）能释放数百种挥发性物质［３４］。 本研究结果表明，３ 种兰花的挥发性物质高达 ３０００ 余

种（图 ３），远远高于其他植物的花朵挥发物。 这一发现不仅揭示了兰科植物高度特化的代谢能力，也提示其

在长期进化中可能通过高度复杂的化学信号体系，建立了精细的传粉者互作机制。 另聚类分析表明的蕙兰

（ＨＬ）与墨兰（ＭＬ）聚为一类，风兰（ＦＬ）则单独成群，因他们分别为 ２ 个不同属，存在属间差别各为一类，与经

２４０２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４６ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ６　 气味活度值 ＲＯＡＶ 散点图

Ｆｉｇ．６　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｏｄｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ

横坐标表示不同组别，纵坐标表示风味物质 ＲＯＡＶ 值，颜色表示不同的分组

图 ７　 不同浓度（０．４ｇ ／ Ｌ、４ｇ ／ Ｌ、４０ｇ ／ Ｌ）蜜蜂的 ＥＡＧ 触角点位

Ｆｉｇ．７　 ＥＡＧ ａｎｔｅｎｎａ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｅｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （０．４ｇ ／ Ｌ， ４ｇ ／ Ｌ， ４０ｇ ／ Ｌ）

ＥＡＤ：电子亲和势差 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ；不同颜色表示不同挥发性物质，不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同字

母表示差异不显著（Ｐ≥０．０５）

典分类学分属理论相吻合。
前人研究表明，欺骗性兰花通常表现出比报酬型兰花更高的 ＶＯＣｓ 多样性［３５］，其可能通过复杂的化学信
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图 ８　 不同浓度（０．４％、２％、１０％、５０％）蜜蜂的行为反应

　 Ｆｉｇ． ８ 　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｂｅｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

（０．４％， ２％， １０％， ５０％）

不同颜色表示不同挥发性物质；利用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ ｔｅｓｔ 对 ７ 种

气味物质的蜜蜂吸引效应进行比较分析，仅 α⁃蒎烯和苯甲醛组差

异显著Ｐ＝ ０．０２，并用∗表示差异性，其他各组之间均差异不显著

（Ｐ＞０．０５）；利用 Ｋｒｕｓｋａｌ Ｗａｌｌｉｓ ｔｅｓｔ 对 ４ 个浓度进行比较分析，不

同浓度之间均无显著差异（Ｐ＞０．０５，用 ＮＳ 表示）

号增强对传粉者的吸引效应。 例如，烷烃和烯烃组合可

模拟蜜蜂的性信息素从而欺骗假交配行为［３６］。 多花兰

（Ｃ． ｆｌｏｒｉｂｕｎｄｕｍ）则通过花瓣和花萼部分释放 ３⁃羟基辛

酸（ ３⁃ｈｙｄｒｏｘｙｏｃｔａｎｏｉｃａｃｉｄ） 和 １０⁃羟基⁃（ Ｅ）⁃ ２⁃癸烯酸

（１０⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃（Ｅ）⁃２⁃ｄｅｃｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ）的特定比例混合物吸

引日本蜜蜂（Ａ． ｃｅｒａｎａ） ［３７］。 本研究结果表明 ３ 种兰花

的 ＶＯＣｓ 均以烷烃类为优势成分（相对含量＞２９％），其
次是醇类、酯类、酮类和有机杂环类挥发性物质（图 ４），
且 ３ 种兰花之间的花朵挥发物成分存在 １２４１ 种共同

ＶＯＣｓ 和 １７０⁃ ２４０ 种特异 ＶＯＣｓ（图 ５）。 这种“共享⁃特
异”结构的挥发性化学谱系，可能是兰科植物在系统发

育基础上，通过物种分化过程不断积累的结果，既反映

了保守代谢通路的遗传保留，也体现了为适应不同传粉

者或生态位所形成的化学多样化策略。
有趣的是，本研究并未发现这些物质中存在蜜蜂性

信息素，且 ３ 种兰花也无模仿雌性蜜蜂的“拟态特征”。
那么这些兰花是如何实现对蜜蜂欺骗性授粉的呢？
３０００ 余种花朵挥发性成分是否在欺骗性授粉过程中如

何扮演着重要作用呢？ 我们提出了兰花是否能通过更为精巧的“食物信号拟态”策略来吸引蜜蜂的假说。 这

一策略依赖花香物质模拟蜜蜂偏好的食物气味，引发其探索行为，虽无食物回报，但因其复杂气味构型具备一

定的欺骗性，从而绕过蜜蜂“学习⁃规避”机制的惩罚反馈。
感官组学分析表明，３ 种兰花整体气味均以甜味、水果味和绿色植物味为主，表明 ３ 种兰花的花香气味存

在模拟传粉昆虫甜味食物的可能。 ＲＯＡＶ 分析结果显示 ２⁃甲基丁醛是 ３ 种兰花的最重要的香气特征的贡献

化合物，其次是乙酸丁酯、２⁃戊基呋喃、壬烯醛、丙烯酸丁酯、α⁃蒎烯、十一烷酮等（图 ６）。 前人研究表明，２⁃甲
基丁醛在兰花花香物质中起重要作用，而本研究 ＲＯＡＶ 分析结果首次表明 ２⁃甲基丁醛是 ３ 种兰花共有的最重

要花香气味特征物质。 因此，这些主要的兰花香味物质可能在吸引授粉昆虫中起重要作用。
鉴于此，本研究选取了以 ２⁃甲基丁醛等为主的 ７ 种挥发性成分（表 １），并测试了这些候选挥发性成分对

中华蜜蜂的吸引效应。 昆虫触角电位结果表明，低剂量条件下苯甲醛产生的蜜蜂触角电位反应最高，而高剂

量时 ２⁃甲基丁醛的触角电位反应最高（图 ７）。 这与梨属植物（Ｐｙｒｕｓ ｓｐｐ．）挥发性物质中 ２⁃甲基丁醛对意大利

蜜蜂（Ａ． ｍｅｌｌｉｆｅｒａ）和中华蜜蜂的触角电位实验结果相吻合［３８］。 然而，行为学测试结果表明，２⁃甲基丁醛和苯

甲醛均不是显著吸引蜜蜂访问的关键物质，且在四个不同浓度下，７ 种候选挥发物对蜜蜂的吸引力并未出现

显著的偏差性（图 ８）。 这提示仅靠单一化合物难以解释兰花对蜜蜂的吸引机制，其真实作用机制可能是多组

分协同效应或浓度动态配比共同决定的。
由于蜜蜂是一种嗅觉十分灵敏并且学习记忆能力强的昆虫，不同浓度的花香物质对其吸引效应可能存在

差异。 同时，各类挥发物之间的组合可产生协同效应，吸引授粉昆虫。 例如，番荔枝（Ａｎｎｏｎａ ｃｈｅｒｉｍｏｙａ）果实

的挥发性物质中苯并噻唑（Ｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｅ）和（Ｅ）⁃β⁃香叶烯（（Ｅ）⁃β⁃ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ）仅在组合状态下才对番荔枝

科果象甲（Ｏｐｔａｔｕｓ ｐａｌｍａｒｉｓ）具有吸引效果［３９］。 因此，未来研究需系统开展兰花花香成分的“组合⁃配比⁃浓度”
三维梯度实验，解析哪些组合是实现欺骗性吸引的关键，并借助神经成像或学习行为实验手段进一步明确其

作用机制。
花朵的气味对于许多传粉者（尤其是群居蜜蜂）来说，是决定是否降落并探寻花蜜的关键因素，蜜蜂会学

习并记住特定花朵的气味特征，并通过气味来辨别自己要寻找的花朵，当花朵的气味发生变化，即使外观不
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变，蜜蜂也可能拒绝访问［４０］。 例如，同期开花的荔枝与芒果，蜜蜂会采集花蜜含量多的荔枝而拒绝采集芒果

花［４１］。 那么无报酬的兰花如何能使得蜜蜂持续访问？ 这一内在机制挑战了传统的动物“学习⁃规避”理

论［４０］，仅靠气味吸引而无食物回报欺骗授粉者的机制看似难以长期维系。 本研究的行为学实验结果未能直

接证明关键花香物质具有持续吸引并欺骗蜜蜂访花的作用，但这并不意味着不能通过其他尚未识别的机制或

策略实现类似效果。 事实上，这类欺骗性兰花依然稳定存在，甚至在生态系统中维持种群扩展。 作者认为，兰
花诱导蜜蜂等授粉者进行授粉，可能存在更为复杂的策略。 例如，它们可能利用其复杂的花香气味物质发展

出了特定的“欺骗⁃模仿⁃强化”三段式策略，即先以复杂气味吸引蜜蜂初访，再通过模糊模仿真实食物气味的

方式延迟其识别，最后形成暂时性记忆强化，从而实现短期高频访花。 由此可见，其作用机制可能相当复杂，
仍需进一步深入研究与解析。 未来应进一步开展多组分混合气味的电生理响应与行为学研究，结合化学生态

建模及脑神经机制解析，系统揭示欺骗性兰花如何跨越蜜蜂的学习能力限制，实现稳定的传粉互动。 这将为

理解植物欺骗性传粉的演化策略提供新视角，也为开发仿生授粉引诱剂等应用提供理论基础。

４　 结论

本研究鉴定了 ３ 种国兰的复杂挥发性成分图谱，并发现 ２⁃甲基丁醛是三者共有的关键气味活性物质。 昆

虫触角电位反应结果揭示中华蜜蜂对 ２⁃甲基丁醛等主要的兰花挥发性成分具有显著的电生理响应，但行为测

试并未展现出较强的吸引效应。 这些后续工作将有助于阐明兰花特异的传粉昆虫吸引机制，并为其独特的授

粉策略的进化历程提供新的见解，为理解兰科植物的生态适应和进化成功提供了新的化学视角。
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