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摘 � 要: 通过对东方百合索蚌鳞片、鳞片叶分段诱导再生鳞茎以及鳞茎膨大的研究, 建立了快繁体系。结果表

明: 诱导鳞片及鳞片叶产生再生鳞茎的最佳培养基都为 M S+ 6- BA0� 2 (单位: mg � L- 1 , 下同) + NA A 0� 2+

2, 4- D0� 1; 三种放置鳞片的方式对诱导生成的鳞茎的数量、鲜重、诱导率影响不显著; 鳞片叶基部切段再生鳞

茎的诱导率最高, 其次为中部切段, 由下向上再生鳞茎的诱导率逐渐降低; 最适合诱导再生鳞茎的蔗糖浓度为

30~ 60 g � L - 1 , 黑暗条件下促使鳞茎膨大的蔗糖浓度以低于 90 g � L - 1为宜, 散射光条件下促使鳞茎膨大的蔗

糖浓度以低于 120 g � L - 1为宜。
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Regeneration of Bulblets from Tissue Culture of Oriental Hybrid Lil ium, � Sorbonne�
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( I ns titute of Biotechnology , F uj ian A cademy of Ag r icultural Sciences , Fuz hou, Fuj ian� 350003, China)

Abstract: A n efficient tissue cultur e was dev elo ped using the bulb scale, scale� s leav e seg ments and bulblet

enlarg ement o f the O r iental H y br id L ilium , � Sor bo rne� . Results show ed that ( a) the appropr iate induct ion medium

for r egeneration of the bulblet fro m the bulb sca le and scale�s leav e seg ments w as M S+ 0� 2 mg� L - 1 6- BA + N A A

0� 2 mg� L- 1 + 0� 1 mg � L - 1 2, 4- D; ( b) there was no sig nificant difference in quantity, induced r ate and fresh

weig ht of the reg ener ated bulblets r esult ing fr om the 3 putting methods; ( c) the induction rate of the r egenerated

bulblet of scale� s leave seg ments w as the highest in the basa l, follow ed by the middle sect ion, and g radually

decreased fr om botto m to to p; ( d) 30- 60 g � L - 1 was t he optimal sucr ose co ncentration fo r inducing t he bulblet

regenerat ion; ( e) fo r bulblet enlar gement, the sucr ose co ncentrat ion sho uld be low er than 90 g � L - 1 when treated

in the dark, and 120 g � L- 1 when ex posed under scatter ed light.
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� � 东方百合 �So rbo nne� 花色艳丽、芳香宜人,

备受消费者青睐, 在国内外市场上需求量很大。通

常采用分球、鳞片扦插等方法进行繁殖, 长期的营

养繁殖易感染病毒, 造成发育不良和品质退化, 因

此目前花卉市场上多依赖进口种球, 利用组织培养

的方法进行快速繁殖, 具有去病毒、迅速更新品种

等优点[ 1- 2]。但百合组培过程中存在外植体污染严

重、繁殖系数不高、组培苗在出瓶移栽过程中存活

率低, 容易重新感染病毒等问题, 通过试管内结鳞

茎, 可以克服组培苗移栽的缺点[ 3]。然而, 百合试

管内结鳞茎的过程中存在鳞茎形成时间长, 新增小

球数 较少等问题。本研究通 过对东方百 合

�Sorbonne� 离体培养条件下鳞片培养、鳞片叶切段

培养及试管鳞茎的膨大进行了较系统的研究, 旨在

建立可靠稳定的东方百合组织培养快速繁殖体系。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料

供试材料选用从荷兰进口的东方百合品种

�So rbo nne� 种球。鳞片叶来自于鳞片产生的再生

鳞茎生长的鳞片叶。

1� 2 � 培养条件

本试验采用的基本培养基是 M S 培养基, 附加

不同浓度的 6-BA、NAA 和 2, 4-D(单位: m g�L- 1 ,

下同 )。基本培养基中, 蔗糖为 3% , 琼脂为

0� 65% , pH 为 5� 8 ~ 6� 0。培养条件为 ( 23 �
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2) � , 试管鳞茎膨大为暗培养及散射光培养。

1� 3 � 无菌外植体的获得
选择健康的鳞茎, 把根剪掉, 去掉外面 2~ 3

层鳞片, 用水冲洗干净, 把鳞片掰开, 尽量不伤着

鳞茎基盘, 挑选无病、无虫斑的鳞片, 用洗衣粉浸

泡, 用刷子轻刷, 然后用自来水冲洗干净。在超净

工作台上用 75%的酒精浸泡 30 s, 再用 0� 1%的升

汞消毒 10 m in, 无菌水冲洗 3~ 4次, 将消毒后的

鳞片接种在诱导培养基上, 以靠近鳞茎基盘部接触

培养基。激素种类、浓度以及不同的组合见表 l。1

个月左右可诱导产生再生小鳞茎, 再经 1个月的培

养再生小鳞茎在暗培养下鳞片叶开始抽长, 剪取嫩

叶, 分切为基部、中部、上部的片段, 接种于各种

诱导培养基上 (表 4 )。

表 1 � 不同激素浓度对索蚌百合鳞片诱导再生鳞茎的影响
Table 1� Effect of plant hormones on inducing regenerated bulblets from bulb

处理
6-BA

( mg � L- 1)

NAA

( mg � L- 1 )

2, 4-D

( mg � L- 1)

接种外植
体片数

诱导形成再生
鳞茎的外植体数

诱导率
( %)

平均每个鳞片上
再生鳞茎数量(个)

1 0� 2 90 9 10�00 1� 29 d

2 0� 2 0� 2 89 79 88�76 1�51 c

3 0� 2 0�1 88 32 36�36 1� 28 d

4 0� 2 0� 2 0�1 90 85 94�44 2� 49 a

5 0� 5 88 8 9�09 1� 33 d

6 0� 5 0� 2 92 80 86�96 1�58 c

7 0� 5 0�1 89 31 34�83 1� 31 d

8 0� 5 0� 2 0�1 91 83 91�21 2� 09 b

9 1� 0 91 8 8�79 1� 34 d

10 1� 0 0� 2 84 75 89�29 1�53 c

11 1� 0 0�1 85 34 41�18 1� 34 d

12 1� 0 0� 2 0�1 87 78 89�66 1�66 c

1� 4 � 蔗糖浓度处理

小心切下小鳞茎, 置于添加不同蔗糖浓度的膨

大培养基上, 蔗糖浓度依次为 3%、6%、9%、

12%。

1� 5 � 测量项目

再生鳞茎的诱导率= (形成再生鳞茎的外植体

数/接种外植体数) � 100%

平均每个鳞片上再生鳞茎数量= 形成再生鳞茎

的总数量/有形成再生鳞茎的鳞片数

2 � 结果与分析

2� 1 � 鳞片诱导再生鳞茎

在暗培养条件下, 接种 2周左右鳞片下部靠近

鳞茎基盘处开始膨大出现白色的突起 (图 1) , 然

后突起慢慢长大, 形成小鳞茎, 每个鳞片长 1~ 4

个小鳞茎, 中间为半透明状的突起, 外周为乳白

色。而在散射光下, 突起为绿色。接种 1个月后,

逐渐形成完整的小鳞茎 (图 2)。

2� 1� 1 � 不同激素浓度对索蚌百合鳞片诱导再生鳞

茎的影响 � 外植体经培养后再生鳞茎的诱导情况见

表 1, 不同培养基的诱导率不同。当 BA 浓度分别

为 0� 2、0� 5、1� 0, NAA为 0, 2, 4-D为 0时, 接

种 40 d 后, 鳞片的诱导率低, 分别为 10%、

9� 09%、8� 79%。当 BA 浓度分别为 0� 2、0� 5、

1� 0, NAA 为 0, 2, 4-D 为 0� 1时, 接种 40 d后,

鳞 片 的 诱 导 率 分 别 为 36� 36%、 34� 83%、

41� 18% , 而在加了 NAA 的组合中, 诱导率增加,

其中处理 4诱导率最高, 达到 94� 44%, 平均每个

外植体诱导的再生鳞茎数也最多, 达到 2� 49个。

图 1� 诱导长出白色的突起

Fig� 1 � Induced white bulge
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图 2 � 凹面朝上诱导出的再生鳞茎

Fig� 2 � Induced concave regenerative bulblets

2� 1� 2 � 外植体放置方式对诱导再生鳞茎的影响 �

从表 2 可以看出, 3种放置鳞片的方式对诱导生成

的鳞茎的数量、鲜重、诱导率影响不显著, 对再生

鳞茎的形状影响也不大 (图 2、3)。

表 2 � 外植体放置方式对诱导再生鳞茎的影响
Table 2 � Effect of explant putting on inducing regenerated

bulblets

外植体

放置方式

平均每个鳞片上

再生鳞茎数量(个)

鳞茎鲜重

( g)

诱导率

( % )

凹面朝上 2� 30 a 0� 210 a 94� 21

凹面朝下 2� 17 a 0� 204 a 93� 89

垂直插入 2� 21 a 0� 223 a 94� 15

注:培养基为 M S + 6-BA0� 2+ NAA0� 2+ 2, 4-D0�1。

图 3 � 凹面朝下诱导出的再生鳞茎

Fig� 3 � Induced convex regenerative bulblets

2� 2 � 鳞片叶诱导再生鳞茎

2� 2� 1 � 鳞片叶切段部位对诱导再生鳞茎的影响 �

取长约3~ 5 cm 长的鳞片叶, 按基部、中部、上部

分切为每段长度为 1� 5 cm, 接种在培养基上 (表

3)。经过 30~ 60 d 的培养, 可以看到大部分的鳞

片叶一端 (靠鳞茎基部部分) 逐渐膨大, 以 �小鳞

茎� 的形态发生方式实现不定芽的分化, 也就是体

细胞胚胎发生, 小部分鳞片叶褐化 (图 4) , 还有

部分先诱导产生黄色、致密的愈伤组织, 再分化产

生再生鳞茎 (图 5) , 还有一些先出现具白色根毛

的不定根, 再分化出现再生鳞茎。从表 3可知: 鳞

片叶基部切段再生鳞茎诱导率最高, 其次为中部切

段, 由下向上再生鳞茎诱导率逐渐降低。

图 4� 鳞片叶切段诱导出的再生鳞茎

Fig� 4 � Regenerative bulblets induced from scale leave

segment

图 5 � 鳞片叶切段诱导出愈伤组织

Fig� 5 � Callus induced by scale leave segments, then

redifferentiating regenerative bulblets

表 3 � 鳞片叶切段部位对诱导再生鳞茎的影响

Table 3 � Effect of scale leave segments on inducing

regenerated bulblets from bulb

切段部位
接种外

植体数

诱导形成再生鳞

茎的外植体数

诱导率

( % )

平均每段上再

生鳞茎数量(个)

上部切段 35 12 34� 29 1� 51 c

中部切段 40 26 65� 00 2�13 b

基部切段 38 33 86� 84 2� 49 a

2� 2� 2 � 不同激素浓度对索蚌百合鳞片叶诱导再生

鳞茎的影响 � 从表 4可以看出: 鳞片叶诱导再生鳞

茎最佳培养基为 M S + 6-BA0� 2 + NAA0� 2 + 2,

4-D0� 1, 其诱导率达到 96� 67%, 其次为 M S + 6-

BA0� 2+ NAA0� 2, 诱导率也达到 83� 33% , 而

NAA 浓度较低时 ( � 0� 05) , 其诱导率较低。在

M S+ 6-BA0� 2+ NAA0� 05+ 2, 4-D0� 1 时诱导的
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愈伤组织最多。

2� 3 � 蔗糖浓度对百合鳞茎膨大的影响
由表 5可看出, 无论是在黑暗条件还是在散射

光条件下, 随蔗糖质量浓度的增加, 百合鳞茎的鲜

重均增加; 当蔗糖质量浓度为 120 g � L
- 1
时, 形

成的鳞茎最大, 鳞片叶鲜重则减少, 黑暗条件下鳞

茎平均鲜重为 1� 23 g , 为对照的 2� 28 倍, 且鳞茎

增大倍数达 4� 39倍, 但畸形严重; 散射光条件下

形成的鳞茎平均鲜重为 1� 21 g , 鳞茎增大倍数为

4� 48倍, 只有轻微畸形; 无论是在黑暗条件还是

在散射光条件下, 当蔗糖质量浓度为 30 g � L - 1和

60 g � L
- 1
时, 新增鳞茎个数差异不显著, 与蔗糖

质量浓度为 90 g � L
- 1
和 120 g � L

- 1
比较, 差异显

著。当蔗糖浓度为 90 g � L - 1时也有利于鳞茎的膨

大, 在黑暗条件下鳞茎平均鲜重为 0� 89 g, 增大倍

数达 3� 71 倍, 有轻微畸形; 而在散射光条件下,

鳞茎平均鲜重为 0� 85 g , 增大倍数达 3� 40倍, 无

畸形。同时可以看出在散射光条件下增大倍数除了

当蔗糖质量浓度为 120 g � L
- 1
时大于黑暗条件,

其余都小于黑暗条件下同样蔗糖质量浓度的增大倍

数, 而同样蔗糖质量浓度时黑暗条件下的鳞片叶鲜

重均小于散射光条件下鳞片叶鲜重 (图 6)。

图 6� 黑暗条件下蔗糖浓度为 60 g� L - 1时鳞茎膨大

Fig� 6 � Bulblet enlargement at sucrose concentration at 60

g� L- 1 in darkness

综上所述, 对于百合试管鳞茎培养而言, 以增

殖小鳞茎为目的时, 蔗糖浓度以 30~ 60 g � L - 1为

宜。以小鳞茎膨大为目的时, 小鳞茎膨大培养时蔗

糖浓度在黑暗条件下以低于 90 g � L
- 1
为宜, 散射

光条件下以低于 120 g � L - 1为宜。

表 4� 不同激素浓度对索蚌百合鳞片叶诱导再生鳞茎的影响
Table 4� Effect of plant hormones on inducing regenerated bulblets from scale leave

处理
6-BA

( mg � L- 1)

NAA

( mg � L- 1 )

2, 4-D

( mg � L- 1)

接种外植

体片数

诱导形成再生

鳞茎的外植体数

诱导率

( %)

平均每个鳞片上

再生鳞茎数量(个)

1 0� 2 0� 2 0�1 30 29 96�67 2� 49 a

2 0� 2 0� 2 30 25 83�33 2� 27 a

3 0� 2 0� 05 0�1 60 35 58�33 2� 14 b

4 0� 2 0� 01 0�1 58 30 51�72 1�56 c

注:鳞片叶基部切段。

表 5 � 蔗糖浓度对百合鳞茎膨大的影响

Table 5� Effect of sucrose concentration on in vitro bulblet development

培养条件
蔗糖浓度

( g � L )

初始小鳞茎鲜重

( g)

鳞茎培养 40 d

鳞片叶鲜重( g) 鳞茎鲜重( g) 新增鳞茎数(个) 增大倍数 鳞茎形状

黑暗 30( CK) 0� 25 0� 48 0� 54 1� 50 a 2� 16 正常

60 0� 27 0� 96 0� 77 1� 97 a 2� 85 正常

90 0� 24 0� 40 0� 89 0� 88 b 3� 71 轻微畸形

120 0� 28 0� 23 1� 23 0� 74 b 4� 39 严重畸形

散射光 30( CK) 0� 24 0� 61 0� 47 1� 45 a 1� 96 正常

60 0� 26 1� 07 0� 69 1� 87 a 2� 65 正常

90 0� 25 0� 46 0� 85 0� 82 b 3� 40 正常

120 0� 27 0� 19 1� 21 0� 70 b 4� 48 轻微畸形

注:黑暗条件下数据本课题组已发表[4] ;表中显著性检验为黑暗条件或散射光下 4个处理间的比较。
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� � 从图 1可以看出, 在散射光条件下鳞茎的鳞片

叶数量随着蔗糖浓度的增加而减少, 蔗糖浓度在

30 g � L - 1时, 平均每个鳞茎大约有 1� 8片鳞片叶

生成, 当浓度增加到 60 g � L - 1时, 鳞片叶生成的

数量减少到 1� 2片, 当浓度增加到 90 g � L
- 1
时鳞

片叶生成的数量减少到 0� 7片, 有的鳞茎已没有鳞

片叶生成, 当浓度增加到 120 g � L- 1时, 大部分

鳞茎没有鳞片叶生成。

3 � 讨 � 论

百合组培过程中存在外植体污染严重、繁殖系

数不高、组培苗在出瓶移栽过程中存活率低等问

题, 本试验建立了以鳞片初代培养结合鳞片叶切段

扩大繁殖及直接对再生小鳞茎进行膨大的东方百合

快繁技术体系, 有效提高了东方百合的繁殖系数,

缩短了繁殖时间, 减少了鳞片初代培养污染的影

响, 建立了有别于诱导丛生芽 � � � 分切丛生芽 � � �

鳞茎膨大生根的技术路线[ 5- 8] , 同时试管鳞茎种

植, 可以大大提高移栽成活率。

3� 1 � 鳞片放置方式对诱导不定芽的影响

赵银萍等[ 9] 按远轴面与近轴面接种, 得出结

论: 远轴面比近轴面接种外植体平均多产生 0� 2~

0� 5个芽, 他认为: 在采取近轴面接种时, 由于在

近轴面形成的不定芽生长到培养基内部, 通气不

良, 因此 15 d 后褐化死亡, 而在实验中未发现这

种现象 (图 2)。3种放置鳞片的方式对诱导生成的

鳞茎的数量、鲜重、诱导率没有显著影响, 对再生

鳞茎的形状影响也不大。这种结果差异可能是与试

验材料及培养条件不同造成的。

3� 2 � 鳞片叶切段不同部位对诱导再生鳞茎的影响
本试验对鳞片叶切段不同部位对诱导再生鳞茎

的影响进行了研究。结果发现: 索蚌百合组培时存

在着位置效应。再生鳞茎分化率: 鳞片叶基部> 中

部> 上部。龙春林等
[ 10]
在研究兰州百合不同外植

体离体培养中发现: 切段不定芽分化速率和数量是

下段> 中段> 上段。唐东芹等[ 11] 在对西伯利亚鳞

茎分化研究中发现, 鳞片的分化也存在位置效应:

鳞片下段> 中段> 段, 本试验结论与此相同。

3� 3 � NAA 浓度对鳞片及鳞片叶诱导的影响

Yoshiji等[ 12] 对 L� rubellum 研究发现, NAA

对鳞茎的形成必不可少。Skoo g 等
[ 13]
认为在百合

鳞片中自身就含有激素, 所以在不加任何激素的培

养基中也有鳞茎生成, 加入少量 NAA 后鳞茎的数

量会加倍。在本试验中发现: 在鳞片、鳞片叶诱导

时, 培养基中不加 NAA 或加入低浓度的 NAA,

再生鳞茎诱导率极低, 随着 NAA 浓度的升高, 诱

导率增加, 与上述结论一致。

3� 4关于蔗糖在小鳞茎膨大中的作用

曹晓燕等[ 14] 指出, 在植物的组织培养中, 蔗

糖不仅影响着植物的生长速度和生长量, 还影响着

代谢水平、次生物质的合成以及细胞形态的建成,

是影响植物组织培养成功的关键。王家福等研究认

为, 蔗糖浓度是百合试管内结鳞茎形成的决定性因

素, 直接影响鳞茎形成和鲜重的大小
[ 15- 16]

。

Yoshiji等
[ 12]
对 L� r ubellum 研究发现, 含蔗糖 40

g � L - 1的培养基中鳞茎生成数量最多, 说明低浓

度的蔗糖有利于再生鳞茎数量的增多。本研究结果

表明, 东方百合索蚌试管鳞茎诱导培养的蔗糖适宜

浓度为 30~ 60 g � L - 1 , 这与王家福、Yo shiji等人

的研究结果相似。相同蔗糖适宜浓度下, 黑暗和散

光对鳞茎诱导培养效果相同。

狄翠霞等[ 17]在研究西伯利亚百合壮鳞茎时发

现: 蔗糖对西伯利亚结鳞茎、生根具有重要作用,

在 30~ 90 g � L
- 1
浓度范围内, 可增大鳞茎直径和

厚度, 根缩短变粗, 120 g � L- 1浓度抑制鳞茎生长

和生根。本研究观察了黑暗和散光下蔗糖浓度对鳞

茎膨大发育的影响, 结果显示, 黑暗条件下蔗糖浓

度在 90 g � L
- 1
和 120 g � L

- 1
, 虽然形成的鳞茎鲜

重较大, 但出现不同程度的畸形现象, 蔗糖浓度

30 g � L - 1和 60 g � L- 1时鳞茎形状正常。而在散

射光条件下蔗糖浓度达到 120 g � L
- 1
时生成的鳞

茎出现轻微畸形, 蔗糖浓度为 30~ 90 g � L - 1鳞茎

形状正常, 以 90 g � L- 1浓度下的鳞茎膨大最快。

说明在光照条件下鳞茎更能适应较高蔗糖浓度 ( 90

g � L - 1 ) , 这可能是光照条件下受光合作用的影响

培养基中会有更多的蔗糖被吸收转化成淀粉和

CO 2
[ 16]

, 使得光照培养下, 鳞茎能适应更高浓度

的蔗糖。
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