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　　摘要：以铁炮百合无菌苗的叶片、鳞片为外植体，进行铁炮百合再生体系的研究。结果表明：鳞片的诱导分化能力
高于叶片，鳞片分化培养基（ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ、ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ）的分化
率高达９０．９８％。用叶片为外植体，不同部位对不定芽的诱导影响较大，以叶片中部分化能力最强，上部次之，下部最
差。叶片分化培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，分化率为８５．３６％。２，４－Ｄ浓度对愈伤组织的诱导影响
显著，愈伤诱导培养基以ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ为佳，愈伤率达８０％以上。
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　　铁炮百合（Ｌｉｌｉｕｍｌｏｎｇｉｆｌｌｏｒｕｍ）原产于我国台湾，是重要
的切花材料，其花朵极香，含有芳香油，可作香料，具有极高的

观赏价值、经济价值［１－２］。传统杂交育种技术因周期长，短期

内无法培育出新的品种以满足需求。植物的转基因育种技术

通过抑制内源基因或导入外源基因而定向改造植物性状，突

破了物种间的界限，创造出新种质，大大缩短育种进程。高效

离体再生是转基因的基础环节。近年来，很多学者选用珠芽、

幼茎段、叶片、鳞片等不同外植体尝试百合的组织培养［３－５］。

关于铁炮百合的高效再生报道较少。本试验以铁炮百合组培

苗叶片为材料，对不同外植体、不同激素配比进行研究，选出

诱导愈伤、分化不定芽能力高的培养基类型，建立铁炮百合高

效离体再生体系，旨在为铁炮百合遗传转化体系的建立奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料为铁炮百合无菌苗。

１．２　方法
１．２．１　不定芽的增殖　取长３～５ｃｍ的不定芽接种于继代
培养基ＭＳ＋０．７ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ中，附加蔗糖
３％、琼脂０．６％，ｐＨ值为５．８。培养条件为温度（２５±１）℃，
光照周期１２ｈ／ｄ，光照度２０００ｌｘ（约１个月继代１次）。
１．２．２　再生苗小鳞片、叶片诱导分化培养基的预筛选　取再
生小植株小鳞茎上的外层鳞片及叶片，接种在不同浓度激素

组合的分化培养基中，培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ（０、０．５、
１．０）ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖 ３０ｇ／Ｌ＋琼脂 ６ｇ／Ｌ、
ＭＳ＋６－ＢＡ（０５、１．０）ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋
琼脂６ｇ／Ｌ、ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋蔗糖
３０ｇ／Ｌ＋琼脂６ｇ／Ｌ。培养条件为温度（２５±１）℃，光照周期

１２ｈ／ｄ，光照度２０００ｌｘ，３０ｄ后统计愈伤分化情况。
１．２．３　叶片不同部位的诱导能力　切取叶片上、中、下３段，
在相同培养基类型及相同环境条件下培养，培养基类型为

ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ、ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，黑暗条件下培养，定期观察其生长情况。
１．２．４　再生苗鳞片的分化能力　将再生植株苗上的小鳞片
放在ＭＳ＋（０．５、１．０、２、５、１０）ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂６ｇ／Ｌ培养基内培养。培养条件为温度
（２５±１）℃，光照周期１２ｈ／ｄ，光照度２０００ｌｘ，定期观察其生
长情况。

１．２．５　不同浓度２，４－Ｄ对叶片基部诱导分化能力的影响
　切取叶片的基部接种于 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋（０．２、
３．０）ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、ＭＳ＋（０、１．０）ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ、ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ培养基内暗培养，定期观察
其生长情况。

２　结果与分析

２．１　鳞片、叶片诱导分化培养基预筛选
以分化率、诱导率、生长势为指标筛选出适宜的培养基，

比较鳞片与叶片的诱导分化能力。鳞片的诱导分化能力明显

高于叶片。鳞片以 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ、
ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基为佳，叶片以
ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ、ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基为佳。
２．２　叶片不同部位诱导分化能力比较

叶片在培养基上培养一段时间后，叶片边缘出现少量愈

伤组织，２０ｄ后愈伤组织表面出现白色芽点，再经过一段时
间，芽点处形成大小、长短不一的不定芽，不定芽均为白色

（图１）。叶片不同部位分化能力不同，叶片中部分化率最高，
上部次之，下部分化率最低（表１）。ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ比ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ培
养基对叶片诱导分化能力强。

２．３　不同激素配比对鳞片分化的影响
以分化率、丛芽数及芽生长势为指标，调整６－ＢＡ、ＮＡＡ
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的比例，筛选出最适合诱导不定芽的培养基，鳞片在培养基上

培养一段时间后，鳞片基部膨大，１５ｄ后，可见嫩绿色的芽
点，２５ｄ后，芽点处形成大小、长短不一的不定芽或丛芽。
５０、１０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ培养基中外植体变化缓慢，其中以
１０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ最慢，３０ｄ后仍只见鳞片基部膨大，６０ｄ后其
芽分化量少且矮。综合不定芽生长情况可知，０．５、１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ等２种培养基较适宜（表２、图２）。
２．４　２，４－Ｄ浓度对叶片分化能力的影响

２，４－Ｄ既可以诱导植物体细胞胚的发生，也可以抑制体
细胞胚的发育。本试验中，在仅有２，４－Ｄ作为诱导分化激
素的培养基中，诱导率都不高。培养７５ｄ后，除了２，４－Ｄ

表１　６０ｄ铁炮百合不同部位叶片分化能力

６－ＢＡ＋ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ） 叶片部位

愈伤诱导率

（％）
分化率

（％）
不定芽数

（个）

褐化率

（％）
芽粗

（ｃｍ）
芽高

（ｃｍ）

１．０＋０．２ 上 ５．００ ７７．５０ １．７４ ５．００ ０．３１ ０．７６
中 ９．８０ ８５．３６ １．５７ １１．８１ ０．３３ ０．７５
下 ２１．８２ ５４．０９ １．２４ ３９．２１ ０．２８ ０．５１

０．５＋０．５ 上 ５．００ ７０．００ １．５８ １０．００ ０．３２ １．６３
中 １４．００ ７６．００ １．３９ ０．０８ ０．３６ １．１９
下 ２６．４１ ４３．４０ １．２６ ２８．３０ ０．２８ ０．５５

　　注：愈伤诱导率＝产生愈伤的叶片数／总叶片数×１００％；分化率＝分化不定芽的叶片数／总叶片数×１００％；褐化率＝褐化的叶片数／总叶
片数×１００％；不定芽数＝分化的总芽数／外植体数×１００％。下表同。

表２　６０ｄ不同激素配比对铁炮百合鳞片诱导分化能力的影响

６－ＢＡ＋ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

愈伤诱导率

（％）
分化率

（％）
不定芽数

（个）

褐化率

（％）
苗粗

（ｃｍ）
苗高

（ｃｍ）
叶数

（张）

０．５＋０．２ ９．０２ ９０．９８ １．７３ １．８２ ０．２８ １．９４ ２．９６
１．０＋０．２ ９．０９ ９０．９１ １．６６ １．８２ ０．２９ １．５６ ２．９０
２．０＋０．２ １０．９１ ８７．２７ ４．４６ ０ ０．２６ １．７４ ２．８３
５．０＋０．２ ７．１４ ９１．０７ ５．９０ ３．５７ ０．２２ ０．８４ ２．５２
１０．０＋０．２ １７．８６ ６０．７１ ２．８２ １９．６４ ０．２４ ０．７０ １．６９

０．２ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ０ｍｇ／Ｌ培养基上有分化外，其余４种培养
基均不分化不定芽（表３）。培养１０ｄ后，基部叶片略微膨
大，２０ｄ后其上出现少量的愈伤组织，愈伤组织数量逐渐增
多，愈伤组织块逐渐增大（图３、图４）。
２．５　暗培养与光培养对叶片分化能力的影响

光培养、暗培养对铁炮百合叶片的分化有明显影响。在

相同的培养基中，暗培养的不定芽分化率显著高于光培养，且

暗培养比光照条件下培养叶片分化丛芽数多，芽也更健壮。

所以，暗环境比光照环境更有利于叶片分化不定芽。

表３　７５ｄ不同浓度２，４－Ｄ对铁炮百合叶片基部诱导分化能力的影响

２，４－Ｄ＋６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

诱导率

（％）
分化率

（％）
愈伤组织长

（ｃｍ）
愈伤组织宽

（ｃｍ）

０．２＋０ ２５．２９ １．１５ ０．７５ ０．５２
３．０＋０ ４１．１１ ０ ０．７５ ０．５２
０．２＋０．５ ８０．３２ ０ ０．６１ ０．３３
３．０＋０．５ ４８．６８ ０ ０．４６ ０．３２
０．２＋１．０ ５９．３９ ０ ０．６２ ０．３６
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３　结论与讨论

有研究表明，ＮＡＡ与６－ＢＡ组合对很多百合品种的不定
芽诱导效果较好［６－７］。较高浓度的分裂素与较低的生长素可

以促进不定芽的分化［８］。本试验结果表明，低浓度６－ＢＡ下
鳞片分化率显著高于１０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ鳞片 的分化率，１０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ培养基诱导的不定芽数少，诱导率低，且长势较弱，可
能是因为过高的６－ＢＡ抑制了不定芽的分化。以往铁炮百
合组织培养中，多数学者采用鳞片作为外植体，但由于鳞茎长

期生长在土壤中，导致病原菌多，以致外植体很难彻底消毒。

以叶片或花部等组织作为外植体可以大大降低污染率。本试

表４　３０ｄ暗培养与光培养对铁炮百合叶片诱导能力的影响

培养条件
愈伤诱导率

（％）
不定芽分化率

（％）
不定芽数量

（个）

褐化率

（％）
芽高

（ｃｍ）
根数

（条）

１－光 ３６．１５ １９．２３ １．１６ １２．３１ ０．８１ ０．０１
１－暗 １３．７４ ８４．５０ ２．５６ １８．９９ ０．６９ ０．１２
２－光 ３５．５９ ２２．０３ １．１５ ０ ０．５２ ０．０３
２－暗 １１．８１ ８７．８０ ２．４４ １５．４３ １．１３ ０．５０

　　注：１代表ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基；２代表ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基。

验结果还表明，叶片不同位置的再生率不同，中部分化不定芽

的能力最强，达８５．３６％，这与王杰等的结论［９］类似。光照条

件对外植体分化有很大影响。曹孜义等认为，有的材料适合

暗培养，有的适合光培养，暗光更有利于愈伤组织的诱导形

成［１０］。王杰等认为，光培养对麝香百合胚性愈伤组织长势、

体积增长、增殖系数有显著的促进作用。本试验中，暗培养比

光照条件更有利于铁炮百合叶片诱导不定芽。２，４－Ｄ常用
于诱导愈伤组织与促进其生长［１１］。在２，４－Ｄ对叶片分化的
诱导试验中，２，４－Ｄ０．２ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ０．５ｍｇ／Ｌ培养基中，
愈伤组织诱导率达８０％，远高于其他浓度组合。本试验利用
２，４－Ｄ诱导的叶片形成愈伤组织，不能分化不定芽，可能由
于２，４－Ｄ抑制体细胞胚的发育所致［１２］。综上所述，铁炮百合

鳞片的诱导分化能力高于叶片，鳞片分化培养基以 ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ、ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ为宜。叶片分化培养基以ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＢＡ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ为宜。叶片的不同部位对不定芽的诱导影响
较大，以叶片中部分化能力最强，分化率为８２．３６％，上部次
之，下部最差。２，４－Ｄ浓度对愈伤组织的诱导具有显著影
响，愈伤诱导培养基以 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ为佳，愈伤率达８０％以上。
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