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百合组织培养和遗传转化的研究进展 
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摘 要：百合是单子叶球茎类观赏花卉，具有食用和药用的作用。本文综述了国内外百合组织培养和遗传转化研究 

进展。包括营养器官、生殖器官和原生质体再生系统的建立。详细介绍r基因转化的方法，例如农杆菌、基因枪、电 

激穿孔等。浅析百合外源基因的表达，例如 GUS、半夏凝集素基 、儿丁质酶基因等。同时，讨论了百合遗传转化中 

存在的问题，以期为百合基 工程方面的研究提供依据。 
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Research Advances in Lily Tissue Culture and Genetic Transformation 
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Abstract：Lily is an ornamental corm monocotyledon of both table and officinal purposes．The paper sum— 

marizes research advances about lily tissue culture and genetic transformation achieved at home and 

abroad，including the construction of the regeneration systems of the vegetative and reproductive organs 

and protoplasts．M eanwhile，it introduces the methods of the genetic transformation such as Agrobacterium 

mediation，particle bombardment and electroporation in details．Furthermore，it briefly discusses the ex— 

pressions of exogenous genes such as GUS，pBIXP7 A gene and chitinase gene．In the meantime，it discuses 

the problems existing in lily genetic transformation in order to provide the basis for the research in lily ge— 

netic engineering． 
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百合 (Lilium spp．)是百合科百合属的所有种 

的总称 ，是世界著名三大切花之一 ，同时还具有食用 

和药用功能。自1957年Robb：1 发表了第一篇组织 

培养文章以来 ，已经约有 4O多种方法建立 了百合的 

遗传转化受体系统 。百合是多年生球根类花卉，通 

商品化生产的问题 。随着分子生物学的发展 ，通过转 

基因方法 ，能够培育具有抗逆性、抗病性和新园艺性 

状的百合新品种，这对于百合育种具有重要意义 。然 

而 ，转基因百合育种并不尽人意 。本文对国内外百合 

组织培养和遗传转化的研究状况进行了综述，着重 

常采用分球、鳞茎等繁殖，易造成种性退化，品质下 对百合遗传转化的方法以及影响转化的因素进行了 

降，甚至聚集病毒 。百合组织培养能够解决脱毒和 分析 、整合和评述 ，同时展望 了百合育种的前景 。 
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1 百合转化受体系统的建立 

建立良好 的基 因转化的离体再生系统即基因转 

化的受体系统是植物基 因工程的基础 。而植物受体 

系统的建立依赖于植物的组织培养。在百合组织培 

养 50 a的历史 中，已经建立 了完善的营养器官 、生 

殖器官、原生质体等组织培养的方法 。高效受体系统 

的建立对于百合基因工程具有重要的意义 。 

1．1 营养器官培养 

百合营养器官的培养主要指鳞茎 、叶片、叶柄 、 

盘茎、茎干等的组织培养。在百合组织培养中，大部 

分都是以营养器官为外植体。如表1所示，国内外已 

经有很多文章报道百合营养器官的组织培养。有关 

百合 营养器官 的培养 中器官发生途径 的报道 比较 

少 ，所谓的器官发生途径，即经过外植体直接或 

愈伤组织间接产生不定芽，由多细胞起源 ，不经过合 

子胚发育过程的途径。有许多报道表明百合形态发 

生方式是“小鳞茎”形式实现的I5]。也有一些报道表 

明其形态发生方式是通过愈伤组织形成不定芽的形 

式实现的_。。进一步的研究表明它们都是一种体细 

胞胚胎发生，是单细胞起源 ，即植物组织培养 中产生 

的非合子细胞 ，经过胚胎发生和发育过程形成胚状 

体结构 血。百合通过体细胞胚胎发生产生的不定芽 

分化率很高 ，这解决 了在器官发生中易形成嵌合 

体的问题。这对百合转基因植株的筛选具有重要的 

意 义。 

表 1 不同营养器 官为外 植体 再生植株的研究 

Table 1 Studies with vegetative organs of lily as the explants to regenerate the plants 

Robb指出  ̈，百合鳞片培养产生的细胞形态建 

成类型和频率，都依赖于发生外植体本来的部位。已 

有许多报道指 出 ]，百合鳞茎的上部 、中部 、下部 的 

分化率依次升高，其它器官中也存在着位置效应。狄 

翠霞等 的试验结果也证明西伯利亚百合中存在 

着位置效应 。不定芽分化率为 ：鳞 片>叶柄>叶片， 

叶柄基部>中部>尖部 ，叶片基部>中部>尖部 。龙 

春林 指出，兰州百合根段和叶的基部分化能力最 

好，中部其次，下部最次，其位置效应可能是由内源 

激素的差异造成 。 

1．2 生殖器官培养 

关于百合营养器官组织 培养 的报道很 多，但关 

于生殖器官的报道比较少。百合生殖器官组织培养 

主要包括花梗、花丝 、花托 、花粉、胚珠 、胚、花柱等 

的组织培养 。van Tuyl等 相继发现 ，花粉对于其 

它外植体，如花丝、胚珠等 有看护培养的作用。 

Arazte 。指出鳞茎不能适应大规模商业化生产，建 

立 了在花药看护培养下花丝 的组织培养体系 ，并证 

明其表形 、同工酶和染色体无变异 。随后百合生殖器 

官的组织培养取得了迅速发展 ，如表 2所示 ，已在不 

同种和不同生殖器官部位建立了完善的受体系统。 

1．3 原生质体培养 

去掉细胞壁后剩余的植 物细胞称为原生质体。 

原生质体易于摄入外源 DNA，避免形成嵌合体，为 

植物遗传转化提供条件 。自 1 960年酶法获得原生质 

体以来，已从 4O多种植物的原生质体产生出再生植 
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株 。Toshinari等 从新铁炮百合( ．×formolongi) 

的茎尖形成分生细胞小块制备原生质体 ，并建立了 

从原生质体到植株的再生体系 。同时指出，糖的种类 

和浓度对于原生质体制备以及形成植株具有重要作 

用。Mitsugu等 从东方百合( ．oriental hybrid) 

悬浮培养细胞中得到原生质体 ，采用看护培养方法 

形成大量愈伤组织，在无激素培养基上愈伤分化成 

小苗 ，并于 2 a后开花 ；Mitsugu等 也通过原生质 

体杂交育种方法 ，产生了具有铁炮百合 ( ．×for- 

molongi)和东方百合杂种优 良性状 的新杂种 。 

表 2 不 同生殖器官为外植体再生植株 的研 究 

Table 2 Studies with different reproductive organs of lily to regenerate the plants 

2 转化方法 

自 1983年首次获得转 基因植物 以来  ̈，植物 

遗传转化系统发展十分迅速。但是百合的遗传转化 

起步 比较晚，到 目前为止 ，国内仅有 几篇成 功的报 

道。应用于百合基因转化的方法主要有农杆菌介导 

法、基因枪法和电激法。 

2．1 农杆菌转化 

农杆菌介导法是 目前应用最广泛的基因转化方 

法 ，农杆菌中有 Ti质体 (tumor inducing plasmid)， 

质体中有一段 T—DNA，会穿过受伤的植物细胞 壁， 

进入植物体并表达 。传统的观念认为，百合是单子叶 

植物，不是农杆菌的天然寄主。Cohen『4 于 1992年 

首次用农杆 菌介导法转化百合鳞茎 ，得到瘤状突起 

并 在愈伤组织中检测到冠瘿碱基 因的表达 。1995 

年 ，Langeveld等 把 几种农杆菌株接种到百合植 

株上 ，接种后的百合茎问产生肿瘤组织 ，标记基因得 

以表达。2004年 ，Hoshi等 通过农杆菌介导法转 

化了东方百合 的花丝愈伤组织，标记基因表达。从表 

3中可 以看 出百合是农杆菌的有效寄主。近几年 ，采 

用农杆 菌介导的方法 ，于 1999年 以兔防御素 NP一1 

转化了兰州百合鳞片【4I_；2003年，几 丁 质 酶 基因 

表 3 百合转基 因研 究情 况 

Table 3 Research status of Lilium genetic transformation 
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和 8_1、3葡聚糖酶基因转化 了龙牙百合鳞片叶 ； 

2004年，夏凝集素基因转化了铁炮百合花丝愈伤组 

织 ，都得到了转化植株 ” 。 

2．2 基 因枪 法 

基因枪法又叫微弹射击法是近年来兴起的一种 

新的基因转化的方法。1992年，Plegt等 研究了不 

同的启动子(CaMV 35S、TR2 、Act1、I AT52、chiA 

PA2)驱动 GUS基因转化百合花药，只有 TR2 启动 

子驱动的 GUS得 以表达。1993年 ，Nishihara等 一 

用此法 ，GUS标记基 因由于有 花药特 意性 启动子 

LA152而在花粉 中表达。1995年，Toshinori等 

也 用此 法转 化 了百合 ，G 标记 基 因也表 达 了。 

1998年，Watad等 ̈ 用此法轰击百合愈伤组织，通 

过具有特意性玉米启动子的标记基 因 PAT’和 G 

筛选获得转化植株 。通过基因枪法 ，主要是研究标记 

基因在受体系统 中的表达情况，如表 3所示 ，目前 ， 

还没有外源 目的基因通过基因枪法转化到百合中， 

并进行深入的研究 。 

2．3 电激法 

又称 电激穿孔法 ，是利用高压放电产生的脉 冲 

使细胞膜产生可逆的“微孔”，从而使外源 DNA等 

大分子通 过这一 通道进 入细胞 的方法 。1995年 ， 

Miyoshi等 以花粉原生质体为受体，用此法导入 

具有 Zml3和 LAT52启动子的 GUS基因，在花药 

中得到表达。1999年，wu等 通过此法将GUS和 

GFP基因直接导入百合鳞片组织，也得到 GUS和 

GFP基因。但都未形成转化植株 。 

3 存在问题 

百合转基因研究刚刚开始 ，在国内外研究 中，主 

要存在以下几个问题 ：第一 ，百合转基因植株主要采 

用抗生素筛选 ，许 多学者认为 ，抗生素筛选不是百分 

之百 的。低浓度的抗生素假 阳性 比例 比较高，后期 

PCR、Southern、west—blot检测工作量大 ，给操作造 

成很大困难。高浓度的抗生素易造成转基因植株死 

亡。因此抗生素筛选压的确定对于转基因研究具有 

重要意义。在今后的研究中，抗生素筛选应该结合 

GUS或者绿色荧光蛋 白(green fluorescent protein， 

GFP)一起进行筛选，这有利用提高百合转化效率。 

第二 ，在百合转化方法的研究中，目前应用最广泛的 

是农杆菌介导法和基因枪法。农杆菌具有费用较低 、 

拷贝数较少或是单拷贝、插入位点较为固定、后代遗 

传规律较简单等特点。而基因枪法费用高、拷贝数 

多、插入位点不确定、后代遗传规律复杂等缺点。如 

果这两种方法结合起来 ，对于提高百合 的转化效率 

具有重要意义。第三 ，在百合转化过程中，加强对转 

化 效 率 因素 的研 究 是 百 合 转 基 因研 究 的关 键。 

Hoshi等～ 指出，NH NO。、乙酰丁香酮、共培养的 

时问等都对转化成功具有积极作用。探索提高转化 

效率因素的研究对于转化成功与否具有决定意义。 

4 展 望 

百合是一种集药用、食用和观赏为一体 的单子 

叶植物。百合遗传转化的研究具有广阔的市场前景 。 

目前百合的研究主要集中于探索不同启动子、不同 

百合种类 、不同转化方法 、不同标记基因等方面的转 

化研究，仅有几篇关于外源 目基因转化的报告。一方 

面 ，可能是百合受体系统建立还不是很完善 ；另一方 

面 ，百合转化方法还有待于进一步探索 。因此 ，今后 

百合遗传转化的研究应该致力于以下几个方面 ：(1) 

优化百合转基因受体系统 ，例如 ，在我 们研究 中发 

现 ，蔗糖对于百合转基因受体系统的建立具有重要 

作用_1 ；(2)探索新的转化百合的方法，例如，基因 

枪和农杆菌相结合的方法；(3)致力于花色、花形 、抗 

逆、抗病 、抗 除草剂等外远源基因转化百合 的研究， 

这对于百合品种改 良具有重要意义；(4)不仅要检测 

外源基因的整合，还要观察外源基因稳定、正常、高 

水平的表达。 
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