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宜昌百合的组织培养研究 
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摘要：试验以宜昌百合的鳞茎为外植体，研究宜昌百合组织培养快繁的最佳方法。结果表明：宜 昌百合鳞茎的最适诱导培 

养基为：MS+6-BA 1．0 mg·L-1+NAA 2．0 mg·L_。，添加 20％的椰乳和 0．5％的活性炭，同时可以有效地防止宜昌百合在 

培养时产生褐化；较适的生根培养基为：1／2MS+0．6 nag·L-1 IBA+0．5％AC。该实验结果为宜昌百合的快速繁殖及工业 

化生产提供了理论基础和技术支持。 
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Studies on the tissue culture of Lilium leucanthum 

XIONG Dan，CHEN Fa-ju，LIANG Hong-wei，WANG Yu-bing，ZHANG De-chun 

(Biotechnology Research Center of Three Gorges fvB f ；Hubei Provincial Key Laboratory of Natural 

Product Research and Utility，Yichang，Hubei 443002，China) 

Abstract：To develop a suitable approach for the rapid propagation of Lilium leucanthum by tissue culture。bulbs were tried aS the 

explant．The result showed that the suitable medium for the bulb explant culture was MS+6-BA 1．0 mg·L一 +NAA 2．0 mg‘ 

L一 ，supplied with 20％ coconut milk and 0．5％ activated charcoal(AC)which prevented from browning；The suitable rooting 

medium was 1／2M8+0．6 mg‘L一 IBA +0．5％ AC．Tissue culture of Lilium Call achieve its rapid propagation．resulting in the 

possibility for its industrial production． 
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百合(Lilium spp．)是单子叶植物亚纲百合科(Liliaeeae)百合属(Lilium)的所有种类的总称。百合 

是著名观赏花卉，还是上等的保健食品，具有润肺滋阴、清心安神的药用功能。中国是百合植物资源的自 

然分布中心，全世界百合属植物约 100种，其中中国原产 47种以上，种类丰富，珍稀特有种多 J。宜昌百 

合(L．1eucanthum)主要产于湖北西部，花大美丽，清香益人，具有极高的观赏价值，宜昌百合仍处于野生 

状态，野生百合具有内生病毒少，抗病能力强的优点，也是很好的育种材料。自Robb首次报道了百合组 

织培养之后【2]，组织培养方法已成功用于多种百合植物的大量繁殖，并在百合育种和遗传转化中得到应 

用 ．4】。宜昌百合的相关研究报道很少，仅见王神对宜昌百合进行了小鳞茎诱导的初步研究[引。本文对 

宜昌百合进行组织培养快速繁殖研究，以期为该物种种质资源保护，建立高效的离体培养体系提供资料， 

对保护和合理开发利用宜昌百合资源具有非常重要的现实意义。 

1 材料与方法 

1．1 材料来源 

宜昌百合的鳞茎采自神农架自然保护区。 

1．2 实验方法 

剥去外层鳞茎选择健壮、无病斑、色泽光亮的鳞片，并按下述方法进行表面灭菌：流水中用软刷洗去泥 

沙，洗洁净液浸泡 30 rain，自来水冲洗1 h，蒸馏水冲洗2～3次，70％酒精表面消毒30 S，0．1％升汞消毒 
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10 min，无菌水冲洗5次，置于带滤纸的无菌培养皿中，使滤纸吸干鳞片表面水分，于超净工作台上将鳞片 

切成0．5～1．0 cm2的小块，接种到三角瓶中。每组 10瓶，每瓶 6片(3片凸面向上，3片凹面向上)，置于 

组织培养室中培养，培养条件为：温度 25"C±2"C，光周期分别为 24 h·d-1黑暗或 12 h·d-1光照 +12 h· 

d-1黑暗，光照度为 1 500 lx。 

基本培养基为 MS培养基，琼脂 8 g·L_。，蔗糖 30 g·L_。，通过附加不同浓度的NAA、2。4一D、6-BA、 

IBA、活性炭和椰乳设计了 18组培养基组合。 

2 结果与分析 

2．1 NAA、2，4一D和 6一BA不同浓度配比对宜昌百合鳞茎诱导愈伤组织和芽的影响 

接种于诱导培养基上的宜昌百合鳞茎培养 5 d后，外植体开始增厚变绿，形成一些淡绿色小突起，大 

约 15 d以后，有的淡绿色小突起开始直接分化成苗；有的膨大成无特定形态结构，颜色为淡黄绿色，表面 

呈瘤状突起的愈伤组织状。愈伤组织状结构在 35～40 d以后，表面形态开始发生变化，一些瘤状突起分 

化为次级小鳞茎，簇生，形状较规则，每个小块产生数目不同，少的 1～2个，多的可达 10～15个，颜色有乳 

白色、淡黄色、浅绿色、深绿色。进一步生长，多数可以长成苗，少数畸形、玻璃化。60 d时进行统计，结果 

见表 1。 

表 1 激素组合及浓度对百合鳞片诱导愈伤组织和芽的结果 

培养基编号 BA／mg·L_‘ 2。4-D／rag·L NAA／mg·L一。 出愈率／96 出芽率／96 生长状况 

1 0．5 0．2 0 66．7 40 + + + 

2 1．0 0．2 0 50 16．7 + + 

3 0．5 0．5 0 66．7 33．3 + 

4 1．0 0．5 0 66．7 0 — 

5 0．5 1．0 0 80 50 + + + 

6 1．0 1．0 0 100 0 — 

7 2．0 1．0 0 80 20 + 

8 1．0 2．0 0 50 0 — 

9 2．0 2．0 0 50 0 — 

10 0．5 0 0．2 0 100 + + + 

11 1．0 0 0．2 66．7 16．7 + + + 

12 0．5 0 0．5 25 100 + + + 

13 1．0 0 0．5 87．5 12．5 + + + + 

14 0．5 0 1．0 100 100 + + 

15 1．0 0 1．0 63．6 72．7 + + + + 

16 2．0 0 1．0 33．3 100 + + + + 

17 1．0 0 2．0 81．8 72．7 + ++ + + 

18 2．0 0 2．0 66．7 83．3 + + 

*：一为 没芽 生成；+为有芽生成，但 苗很不健壮；++为有芽生成，苗生长一般 ；+++为有芽 生成，苗比较健 壮；+ ++ + 

为有芽生成，不是很旺盛，但苗很健壮；+++++为有芽生成，生长非常旺盛，苗很健壮。 

从表 1可以看出，1～18号培养基中，较适合宜昌百合鳞茎诱导愈伤组织的激素组合是 6号和 14号， 

其次是 13号和 17号 2种激素组合；促进宜昌百合鳞茎诱导芽效果最好的是 14号和 16号培养基，其次是 

15号、17号和 18号 3种激素组合；从苗的生长情况来看，17号激素组合诱导生成的苗的生长非常旺盛， 

没有畸形，且大部分很健壮，其次为 13、15、16激素组合，16号激素组合诱导生成的苗的生长虽然没有 17 

号激素组合诱导生成的苗生长旺盛，但苗很健壮。从实验过程中，观察到虽然 14号激素组合对诱导愈伤 

组织和芽的频率比较高，但诱导生成的苗生长不旺盛，也不健壮。综合出愈率和发芽率及苗的生长情况来 

看，适合宜昌百合鳞茎诱导生成愈伤组织和芽的激素配比是 17号，即MS+6-BA 1．0 mg．L一1+NAA 2
． 0 

mg。L_。，小鳞茎诱导迅速，诱导率高，突起明显，生长旺盛；其次为 15号和 16号激素配比，即 MS+6一BA 
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1．0 mg·LI1+NAA 1
．0 mg·L一 和 MS十6-BA 2．0 mg·L一 +NAA 1．0 mg·L一1 o其中5号、6号、7号、14 

号和 17号培养基适宜做宜昌百合鳞茎诱导生成愈伤组织的初代培养；13号、15号、16号和 17号这 4种 

培养基生长的小鳞茎或苗长势整体都很好，可以直接通过生根培养，然后移栽。 

从表 1还可以看出，2，4-D、NAA对诱导宜昌百合鳞茎形成愈伤组织有明显促进作用，与 6-BA配合使 

用，愈伤组织诱导率平均都在50％以上。但可以明显看出，6-BA与NAA配合使用比6-BA与 2，4-D配合 

使用对诱导宜昌百合鳞茎形成愈伤组织有很大的差异，6-BA与2，4-D配合使用明显优于6-BA与 NAA配 

合使用；在诱导宜昌百合鳞茎形成芽的激素组合中，6-BA与 NAA配合使用比6-BA与 2，4-D配合使用更 

好些。可能原因是 2，4-D、NAA均为生长素，对于细胞启动脱分化阶段，2，4-D的药剂活性作用最强，但是 

2，4一D适宜的用量范围较窄，且过量的2，4-D对百合的增殖常会有毒副效应，抑制芽的形成。因此在诱导 

宜昌百合鳞茎形成芽的激素组合中，6-BA与 NAA配合使用好于6-BA与2，4-D配合使用。这表明不同的 

激素组合对百合鳞茎诱导中6-BA与 NAA和 2，4-D配合，以附加 NAA的效果优于附加 2，4-D的效果，前 

者分化率最高为 75％，而后者最高仅为58％的，与姚连芳等L6]观点一致。 

2．2 暗培养和光培养对宜昌百合鳞茎诱导愈伤组织和芽的影响 

宜昌百合鳞茎接种在诱导培养基上，黑暗培养 15 d后均形成颜色淡黄、质地疏松的愈伤组织，有的也 

直接分化出芽。在光照和黑暗培养条件下，宜昌百合鳞茎诱导愈伤组织和芽有差异，具体情况如表 2所 

示。在黑暗条件下愈伤组织生长的比较慢，当把在黑暗条件下培养的愈伤组织转到光照条件下培养，愈伤 

组织又逐渐变绿，愈伤组织的生成相对平均，较一直在光照条件培养的生成量多，生长速度较快，质地逐渐 

由疏松到致密；黑暗条件下诱导生成的苗较在光照条件下诱导生成的苗高，将黑暗条件下培养的苗转入光 

照条件下培养一段时间后，淡黄色的苗逐渐变成绿色，并且生长的比较健壮。 

表 2 光培养和暗培养对宜昌百合鳞茎诱导愈伤组织和芽的影响 

*：++为发 生率一般；+++为发生率较 高。 

从表 2中可以看出，在黑暗条件下培养有利于宜昌百合鳞茎诱导愈伤组织的生成；在光照条件下诱导 

生长的愈伤组织没有在黑暗条件下诱导的多，但诱导生成的芽比较多。在实际生产过程中，对于在宜昌百 

合鳞茎诱导愈伤组织和芽的实验中，可以先选择在黑暗条件下培养一段时间，然后在光照条件下培养。 

2．3 添加剂对宜昌百合鳞茎增殖效果的影响 

将经过初代培养的宜昌百合鳞茎诱导产生的愈伤组织和不健壮的芽转入继代培养基中，继代培养基 

是 MS+6-BA 2．0 mg·LI1+NAA 1．0 mg·L～，附加不同浓度的活性炭和椰乳。 

2．3．1 活性炭对宜昌百合鳞茎诱导效果的影响 活性炭是一种吸附特性较强的无机吸附剂，能吸附各种 

微量物质和微小颗粒，粉末状的活性炭与颗粒状的活性炭相比其吸附性能更佳，因而常用来防止组织培养 

中细胞褐变的发生和发展L7 J。从目前大量的组织培养文献来看，活性炭的使用浓度多在 0．02％～1％之 

间，其中尤以0．1％～0．5％更常用【8·9I。将宜昌百合接种到MS+6-BA 2．0 mg·LI1十NAA 1．0 mg·L一1 

中，附加不同浓度的活性炭，活性炭对宜昌百合鳞茎增殖影响的结果见表 3。 

活性炭对褐变的作用从表 3可以看出，加入 0．5％和0．1％的活性炭可有效地防止褐变的发生。添加 

活性炭培养时，愈伤组织增殖快，芽长得粗壮，褐化程度减少，根系较发达。含 0．5％活性炭培养时愈伤组 

织增殖最快，且芽和根比较健壮。说明活性炭在宜昌百合愈伤组织培养时对其增殖、防褐化及根系发育具 

有明显的促进作用。但过高浓度的活性炭反而不及低浓度的活性炭对愈伤组织增殖的影响大。可能原因 

是活性炭的吸附特性，不仅能吸附组织中产生的酚醌类物质，有效防止褐变，同时也吸附培养基中的生长 

调节物质，而使其失去作用，影响愈伤组织增殖和根的生长。从表 3还可以看出，在诱导生根方面，添加活 

性炭的外植体容易生根，生长于培养基中的根颜色比较白，露出在培养基外的根颜色深且长有根毛；对照 

中没加活性炭，基本上不生根或长出很少量的根，大概是因为活性炭的加入为外植体生根提供了有利的暗 
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环境。 

2．3．2 椰乳对宜昌百合鳞 

茎增殖效果的影响 在宜昌 

百合鳞茎增殖培养阶段中， 

采用 4种不同椰乳营养水平 

处理，结果见表4。 

椰乳含有丰富的营养和 

生理活性物质，广泛地应用 

于植物原生质体培养和离体 

再生研究[引。通过对有无椰 

乳促使宜昌百合鳞茎诱导增 

殖的观察分析(见表 4)，发 

现添加椰乳的培养基上的百 

合磷茎块褐化现象较弱，可 

能是因为其中含有还原性物 

质，从而防止愈伤组织产生 

的酚类物质因氧化而褐化， 

但效果不及活性炭好。另 

外，还发现鳞茎增殖的速度 

表3 活性炭对宜昌百合鳞茎诱导愈伤组织影响的结果 

*：一为没芽生成；+为有芽生成，但苗很不健壮；++为有芽生成，苗生长一般；++ 

+为有芽生成，苗比较健壮；++++为有芽生成，不是很旺盛，但苗很健壮。 

表 4 不同椰乳浓度对宜昌百合鳞茎诱导愈伤组织影响的结果 

培养基 生根时间 诱导率／％ 生长状况 

有差异，添加了20％椰乳的培养基中鳞茎增殖速度最快，且诱导率颇高；而添加 10％椰乳的次之，没有添 

加椰乳的生长最慢。可能与椰乳中含有激素，同时含有大量营养物质有关，加快了生长速度，能够达到短 

期快速增殖的目的。但从经济角度来说，选择椰乳浓度 15％～20％较适宜。 

2．4 试管苗的生根 

将增殖所得的丛芽分割为单株，没有长根或是根系不发达的芽转入不同培养基中诱导生根。在 MS 

大量减半的基本培养基中附加不同浓度的IBA配比的培养基中诱导生根，具体结果如表 5所示。从表 5 

可以看出，从生根时间、诱导率和根的长势上来看，其中1／2MS+IBA 0．6 mg·LI1+AC 0．5％是比较适合 

宜昌百合诱导生根的培养基。 

2．5 试管苗的移栽 

待根长到 1～2 cm时，开瓶炼苗 3 d后，将试管苗上的培养基洗净后，移入消毒过的基质中(椰糠：珍 

珠岩：石英砂=1：1：1)，保持 75％的空气湿度，50％自然光照，每日喷2次水，10 d左右喷 1次稀释 MS营 

养液，试管苗成活率在90％ 以上。 

3 讨论 

在对宜昌百合鳞茎组织培养中，外源激素的作用是非常明显的，外植体愈伤组织的形成及分化与外源 

激素的作用密不可分，其中以适当浓度配比的生长素和细胞分裂素的作用最为重要。本实验以宜昌百合 

的鳞茎为外植体，通过生长素和细胞分裂素不同配比和浓度的筛选，在诱导宜昌百合鳞茎生成愈伤组织和 

芽较适合的培养基为 MS+6-BA 1．0 mg·LI1+NAA 2．0 mg·L一，并且 6-BA与NAA和2。4-D配合，在诱 

导宜昌百合鳞茎生成愈伤组织和芽以附加 NAA的效果优于附加2，4-D的效果。 

植物细胞培养过程中的褐变是一个严重困扰组织培养工作的难题，对于褐变的机理，目前人们仍无法 

得出定论。大多数研究者认为，褐变主要是细胞分泌的酚类化合物氧化成醌类物质，对细胞正常生理产生 

毒害造成的。培养基中添加活性炭、椰乳等物质能够防止和延缓百合培养基的褐化，缩短愈伤组织出现的 

时间，提高分化速度和诱导率n 。本实验以添加 0．5％的活性炭对于宜昌百合鳞茎诱导愈伤组织有较好 

的效果。 (下转第97页) 
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3 分析与讨论 

1)注意嫁接过程中的各个环节，对每一个技术环节，即使是一般不被人注意的细节，都必须认真对待， 

因为从采穗、嫁接到接后管理的每一个环节，都直接关系到嫁接的成败。 

2)影响嫁接的各种因素是互相影响的。如砧木质量会影响嫁接部位，影响愈合能力。反之，即使有粗 

壮的砧木，如无粗壮的接穗，也不可能达到增加切面的要求。接穗长度与保存率的关系本次未进行试验， 

有待进一步研究。 

3)嫁接工作要靠操作者来完成，其技术熟练程度直接影响成败。所采穗条的质量和运输过程中的保 

鲜都会直接影响嫁接的成活和保存，而这些问题都与操作者密切相关。 

4)改用嫩枝作接穗，是提高黄山松嫁接成活率的一项改进措旖。嫁接采自成熟树木树冠上方的接穗， 

能提前开花结实，缩短种子园的投产时间。但是，目前已掌握的技术还没有达到建园一次嫁接成功(成活 

率90％以上)的要求，还必须做进一步的试验和改进。除研究成活与环境的关系外，还应着重研究黄山松 

砧木、接穗的最佳愈合生理过程，才能达到理想的嫁接成效。 
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在生根培养中，一定浓度的 IBA和适当浓度的活性炭有利于百合生根。移栽时以根系多、粗壮的小 

鳞茎移栽成活率高。 
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