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　　摘要：为建立南泥湾野生山丹丹快繁和植株再生系统，并进一步为山丹丹试管内育种提供材料，以南泥湾林场后
场采集到的野生山丹丹的鳞茎为材料，研究不同浓度６－ＢＡ对南泥湾野生山丹丹启动培养的影响、不同６－ＢＡ与
ＩＢＡ浓度组合对其继代培养的影响、ＩＢＡ浓度对其组培苗生根的影响，并对生根苗进行了炼苗移栽。结果表明，（１）南
泥湾野生山丹丹启动培养的较佳培养基为ＭＳ＋白砂糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂５．５ｇ／Ｌ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０１ｍｇ／Ｌ＋
活性炭 ０．２ｇ／Ｌ，９ｄ转绿，２１ｄ分化出了小鳞茎，分化率为８４％；（２）较佳继代培养基为 ＭＳ＋白砂糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂
５．５ｇ／Ｌ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ，培养２５ｄ后，繁殖率（繁殖系数）为７．３；（３）较佳生根培养基为１／２ＭＳ＋
白砂糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂５．５ｇ／Ｌ＋ＩＢＡ０．３ｍｇ／Ｌ，培养２５ｄ后，生根率为８４％，以上培养基ｐＨ值均为６．８。用生根培养
的山丹丹组培苗炼苗移栽成活率达到了１００％。
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　　山丹丹，学名山丹（ＬｉｌｉｕｍｐｕｍｉｌｕｍＤＣ．），为百合科百合
属多年生球根花卉。山丹丹鳞茎含淀粉，供食用，也可入药，

有滋补强壮、止咳祛痰、利尿等功效。花鲜红色，下垂。山丹

丹是一种抗寒性很强的优良的百合属种质资源，可用于培育

抗寒耐旱的百合花品种［１－２］。南泥湾野生山丹丹（图１）种质
是延安大学山丹丹大学生创业团队２０１３—２０１５年在南泥湾
林场进行种质资源调查时发现的。南泥湾野生山丹丹种质相

较于劳山种质有花色为橙红色、上仰的特异性。山丹丹在自

然状态下繁殖系数小，人们对其保护意识不强、过度采挖以及

生态环境的变化，导致野生山丹品质退化严重、数量稀少。

组织培养技术可以有效提高山丹丹繁殖效率、改善品质

退化等。目前，已经建立山丹丹离体快繁再生体系，并对山丹

丹组培苗的继代培养、生根培养及移栽条件进行研究［３－５］。

陕北地区山丹丹组培快繁研究仅有劳山山区的种质［６］，南泥

湾种质并无报道。我们采用组培快繁的方法对南泥湾野生山

丹丹进行快速大量繁殖，以期建立南泥湾野生山丹丹快繁和

植株再生系统，解决该种质数量稀少的问题，并进一步为山丹

丹试管内育种提供基础材料。

１　材料与方法

１．１　材料
材料为２０１５年５月采自陕西省延安市宝塔区南泥湾林

场后场的８颗野生山丹丹鳞茎。
１．２　方法

１．２．１　启动培养　将鳞茎外层腐烂鳞片剥除，鳞盘朝上用自
来水冲洗２ｍｉｎ，用吸水纸吸干表面水分，放入超净工作台备
用。再将启动培养基、接种工具、０．１％ ＨｇＣｌ２、吐温２０以及
７５％无水乙醇放入超净工作台备用，打开紫外灯和空气快速
杀菌消毒机（型号：ＬＨ－２０００）灭菌３０ｍｉｎ之后，在超净工作
台上将鳞片剥下，用７５％无水乙醇将鳞片浸泡３０ｓ，无菌水
清洗１ｍｉｎ。转入０．１％ ＨｇＣｌ２加１滴吐温２０，振荡８ｍｉｎ，无
菌水清洗３次，每次２ｍｉｎ，再用无菌滤纸吸干表面水分后的
鳞片接种于启动培养基上。每瓶接种１个鳞片，每个激素水
平接种１３瓶。先散光培养７ｄ，防止其失水褐化，后转入光下
培养。培养室温度设置在（２５±２）℃，光照时间１２ｈ／ｄ，光照
度（１５００±２００）ｌｘ，相对湿度６０％～７５％。

　　启动培养基为：ＭＳ基本培养基 ＋白砂糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂
５．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值为６．８。６－ＢＡ浓度为０．１、０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ
共４个水平，并加入ＮＡＡ０．０１ｍｇ／Ｌ和活性炭２ｍｇ／Ｌ。
１．２．２　继代培养　将初代培养中诱导出的小鳞茎，待其芽苗
生长、抽出肥绿叶片之后，接入继代培养基上进行培养，每瓶

接入１个小鳞茎，每处理接１０瓶，以３０ｄ为１个培养周期。
培养温度（２４±２）℃，光照时间 １２ｈ／ｄ，光照度（１５００±
２００）ｌｘ，相对湿度６０％～７５％。

继代培养基为：ＭＳ基本培养基 ＋白砂糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂
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５．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值为 ６．８。使用 ６－ＢＡ浓度 ０．８、１．０、１．２、
１．４ｍｇ／Ｌ共４个水平，ＩＢＡ浓度０．１、０．２、０．３、０．４ｍｇ／Ｌ共４
个水平的２因素４水平试验。
１．２．３　生根培养　挑选生长健壮、无污染的继代苗转接进生
根培养基，避光培养 ７ｄ后转入光下培养。生根培养基：
１／２ＭＳ＋白砂糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂５．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值为６．８，ＩＢＡ浓
度为 ０．１、０．２、０．３、０．４ｍｇ／Ｌ共 ４个水平。培养温度
（２４±２）℃，光照时间１２ｈ／ｄ，光照度（１５００±２００）ｌｘ，相对
湿度６０％～７５％。

２　结果与分析

２．１　不同浓度６－ＢＡ对山丹丹启动培养的影响
接种后４个浓度处理的污染率分别为０％、７％、０％、７％

（表１），均可满足试验需求。鳞片在启动培养基上９ｄ左右
呈现出转绿情况，１４ｄ左右边缘呈现白色颗粒状突起，２１ｄ
左右突起的部分分化出小鳞茎（图２），随后不断长出叶片。
每个鳞片上分化出了４～８个小鳞茎。启动培养中统计结果

（表１）表明，不同浓度６－ＢＡ的培养基中，鳞片的分化情况
不同，总体为先升高后降低。转绿率，６－ＢＡ浓度为
１．０ｍｇ／Ｌ时最高，１．５ｍｇ／Ｌ时次之，０．１ｍｇ／Ｌ时最低。出芽
率，当６－ＢＡ在１．０ｍｇ／Ｌ浓度时最高，１．５ｍｇ／Ｌ浓度时次
之，０．１ｍｇ／Ｌ时最低。所以认为在 ６－ＢＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ
时对南泥湾地区山丹丹启动培养效果好。

表１　启动培养结果

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

接种鳞片数

（个）

污染率

（％）
成活数

（个）

转绿数

（个）

转绿率

（％）
出芽鳞片数

（个）

出芽率

（％）

０．１ １３ ０ ６ ４ ３０ ２ １５
０．５ １３ ７ １０ ７ ５３ ６ ４６
１．０ １３ ０ １３ １２ ９２ １１ ８４
１．５ １３ ７ １１ ９ ６９ ９ ６９

　　注：转绿率＝（转绿的外植体数／接种的外植体数）×１００％；出芽率 ＝（出芽的外植体数／接种的外植体数）×１００％；污染率＝（污染数／接
种数）×１００％。

２．２　６－ＢＡ与ＩＢＡ对山丹丹继代培养的影响
２．２．１　６－ＢＡ与 ＩＢＡ组合对继代培养的影响　继代培养
１５ｄ左右材料均分化出含有鳞片的叶（图３），２５ｄ时统计新
生出芽数（以２叶片中间所夹的生长点为准），增殖系数见表
２，不同处理下增殖系数呈现出不同的变化。Ｆ６处理下新生
芽数最多，为７３个，增殖系数达到最大，为７．３。其次为Ｆ７处
理，新生芽有６９个，增殖系数为６．９０。再其次为 Ｆ５处理，新
生芽有５２个，增殖系数为５．２。最差的是 Ｆ１处理，只分化出
３个新芽，增殖系数也只有０．３０。可见 Ｆ６处理下即６－ＢＡ
１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ的６－ＢＡ与 ＩＢＡ组合较其他组合
更有利于南泥湾地区山丹丹组培的继代培养。

２．２．２　６－ＢＡ与ＩＢＡ各自对继代培养的影响　在不同培养
基中，随着６－ＢＡ浓度的增大，增值系数先增加后减小，在
６－ＢＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时达到最大值，为５．７０。随着ＩＢＡ

表２　继代培养结果

序号
Ａ：６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ） Ａ×Ｂ 增殖系数 新生芽数

Ｆ１ ０．８ ０．１ １ ０．３０ ３
Ｆ２ ０．８ ０．２ ２ ０．５０ ５
Ｆ３ ０．８ ０．３ ３ ０．９０ ９
Ｆ４ ０．８ ０．４ ４ １．２０ １２
Ｆ５ １．０ ０．１ １ ５．２０ ５２
Ｆ６ １．０ ０．２ ２ ７．３０ ７３
Ｆ７ １．０ ０．３ ３ ６．９０ ６９
Ｆ８ １．０ ０．４ ４ ３．４０ ３４
Ｆ９ １．２ ０．１ １ ２．２０ ２２
Ｆ１０ １．２ ０．２ ２ ２．６０ ２６
Ｆ１１ １．２ ０．３ ３ ２．３０ ２３
Ｆ１２ １．２ ０．４ ４ １．８０ １８
Ｆ１３ １．４ ０．１ １ １．１０ １１
Ｆ１４ １．４ ０．２ ２ １．２０ １２
Ｆ１５ １．４ ０．３ ３ １．００ １０
Ｆ１６ １．４ ０．４ ４ ０．７０ ７
ｋ１ ０．７２ ２．２０
ｋ２ ５．７０ ２．９０
ｋ３ ２．２２ ２．７７
ｋ４ １．００ １．７７
Ｒ ４．９８ １．１３

　　注：增殖系数＝新生芽数（以２叶片中间所夹的生长点为准）／接
种芽数。

的浓度增大，增值系数在０．２ｍｇ／Ｌ时达到最大，为２．９０。这
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２种外源激素对继代培养的方差分析结果见表３，６－ＢＡ的Ｆ
值为２３．９２，大于临界值Ｆ０．０５，所以６－ＢＡ的影响达到显著水
平；ＩＢＡ的Ｆ值为０．１８，未达显著水平。

表３　不同激素浓度的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 临界值

６－ＢＡ ６２．７４ ３ ２０．９１ ２３．９２ Ｆ０．０５＝９．２８
ＩＢＡ ３．２８ ３ １．０９ ０．１８ Ｆ０．０１＝２９．４６
误差 １７．４８ ３ ５．８２
总和 ７３．２３ １５

２．３　ＩＢＡ浓度对山丹丹组培苗生根的影响
将继代培养获得的组培苗接种在 ＩＢＡ浓度不同的生根

培养基上，１０ｄ观察到山丹丹鳞片基部有乳白色颗粒状的愈
伤组织形成，然后分化出根（图４）。２５ｄ后统计结果见表４，
显示所有ＩＢＡ浓度下都有根生成，且 ＩＢＡ浓度对生根率、根
长、生根条数和根的形态有影响。在 ＩＢＡ浓度为 ０．３ｍｇ／Ｌ
的水平下生根率达到最高，为８４％，平均根长达到３．２２ｃｍ，
平均根数５．３条，均优于其他３个水平；根的形态为基部膨
大、端部细长。

表４　生根培养结果

ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

生根率

（％）
平均根长

（ｃｍ）
平均根数

（条）

０．１ ５４ ２．８２ ２．４
０．２ ７１ ２．７３ ３．１
０．３ ８４ ３．２２ ５．３
０．４ ３１ ２．３７ ４．１

　　注：生根率＝（生根苗数／接种的总苗数）×１００％。

３　炼苗移栽

３．１　炼苗
用高锰酸钾溶液对栽培工具浸泡消毒。将生根培养获得

的组培苗挑选长出５～７张叶子、叶片最低高度达５ｃｍ、生根
数达５条以上、根长达到４ｃｍ以上的生根苗进行炼苗。先将
生根苗连同培养瓶一起置于移栽设施中放置７ｄ，然后打开瓶
口再放置２～３ｄ。
３．２　移栽

将炼苗后成活的生根苗取出，清洗掉多余的培养基，定植

在营养钵内，每个营养钵装栽培基质１００ｇ，栽种１株生根试
管苗（图５）。移栽后每７ｄ浇１／２ＭＳ大量营养液１次。空气
湿度保持在 ８０％ ～９０％，遮光率 ５０％，光照度（１０００±
５００）ｌｘ，环境温度控制在２２～２６℃。移栽过程每天观察植
株的生长情况，在小苗管理期间要经常喷水，防止烂根。每隔

２～３周追１次稀薄液体肥料，定期喷洒杀菌剂，预防病害发
生。经２个月的管理，待小苗长出５对以上新叶后即为移栽
成活。调查结果表明，成活率为１００％。

４　讨论与结论

启动培养是否成功与外植体选择有很大关系。马永红等

认为，以山丹丹器官作为外植体时分化能力由大到小为种

子＞鳞片 ＞幼嫩茎段 ＞叶片［７］。鉴于鳞片诱导不受季节因

素影响，本次试验选用南泥湾野生山丹丹鳞片进行诱导，发芽

率达８４％。鳞片易于诱导、繁殖系数高，但其后期污染率较
高，要及时转入新的培养基。刘冬云等筛选适合山丹丹的启

动培养基为ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ［８－９］。本
试验筛选的启动培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ１．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．０１ｍｇ／Ｌ，其中差异可能由材料的生态类型引起，还有待进
一步研究。影响山丹丹生长发育的重要因素之一是植物生长

调节剂的种类和浓度。ｖａｎＡａｒｔｒｉｊｋ等认为，低浓度生长素和
高浓度细胞分裂素的组合对百合鳞片分化有促进作用［１０］。

本试验筛选出有利于南泥湾山丹丹继代培养的外源激素浓度

为１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ与浓度为０．２ｍｇ／Ｌ的 ＩＢＡ组合，验证了
该结论。本试验继代培养中，对不定芽的增殖有决定性作用

的是细胞分裂素，而生长素对不定芽叶片的生长分化有至关

重要的影响。高浓度６－ＢＡ、低浓度 ＩＢＡ的培养基易于分化
不定芽，而在一定的ＩＢＡ浓度范围内，增殖的芽数随着６－ＢＡ
浓度的提高而增长，但芽之间变得越发紧凑，适当增加 ＩＢＡ
的浓度，不定芽叶片伸张，鳞茎也有所膨大。诱导生根一般需

要降低无机盐浓度，常使用低浓度的 ＭＳ培养基［１１］，本次使

用１／２ＭＳ诱导出了根，但生根培养基中 ＩＢＡ浓度不宜过高，
否则会产生愈伤组织，再在愈伤组织下面生出根，这样的根容

易掉落，不利于移栽。
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　　以南泥湾野生山丹丹的鳞茎进行组培快繁得出以下结
论：较佳启动培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．０１ｍｇ／Ｌ＋ＡＣ２ｍｇ／Ｌ，此时出芽率达到８４％；较佳继代培
养基为ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ０．２ｍｇ／Ｌ，增殖系数达到
７．３；较佳生根培养基为 １／２ＭＳ＋ＩＢＡ０．３ｍｇ／Ｌ，生根率为
８４％。以上培养基均附加白砂糖３０ｇ／Ｌ、琼脂５．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值
均为６．８。用继代培养的山丹丹组培苗炼苗移栽成活率达
到１００％。
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鲤疱疹病毒Ⅱ型 ＯＲＦ７２基因克隆、蛋白
原核表达和抗体制备

李　双１，向　涛１，周海峰１，吴　霆１，２，顾　伟１，王　文１，孟庆国１
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　　摘要：异育银鲫作为我国重要的淡水经济鱼类，其鳃出血病为主要病害，并造成重大经济损失，该病病原为鲤疱疹
病毒Ⅱ型（ｃｙｐｒｉｎｉｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓⅡ，ＣｙＨＶ－２）。目前，研究主要在该病的检测和病理方面，对于免疫学检测方面研究较
少。本研究根据ＣｙＨＶ－２ＯＲＦ７２基因序列设计了１对特异性引物，利用患病异育银鲫肾脏ＤＮＡ作为模板，通过ＰＣＲ
扩增得到ＣｙＨＶ－２ＯＲＦ７２基因全长，该基因序列全长为１１１３ｂｐ，可编码３７０个氨基酸的蛋白。该基因与 ｐＥＴ－２８ａ
表达载体连接构建重组原核表达载体ｐＥＴ－ＯＲＦ７２转入大肠杆菌中，经ＩＰＴＧ诱导表达得到了分子量约为４５ｋｕ的重
组蛋白，与预测的蛋白大小基本一致。将纯化的重组蛋白皮下多点注射免疫新西兰大耳兔制备了ＯＲＦ７２的多克隆抗
体，经ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测抗体能与病毒粗提液有良好反应，特异性较好，本结果可为下一步建立疫苗和免疫检测方
法奠定基础。
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　　鲫鱼是江苏省重要的大宗淡水养殖品种之一，在淡水养
殖业中具有重要地位［１－３］。在江苏省鲫鱼精养面积达

５３３．３ｋｍ２以上，２０１１年产量达５４．８０万 ｔ，产值约８０多亿

元，居全国首位。随养殖集约化程度的增高、养殖密度的增大

以及养殖水环境的恶化，鲫鱼的病害问题也日益突出，目前已

成为威胁鲫鱼养殖业健康发展的主要因素。在这些病害中，

主要以近几年发生的鳃出血病最为严重。经检测确认，引起

这种疾病的病原是鲤疱疹病毒Ⅱ型（ＣｙＨＶ－２），该病毒的宿
主范围较窄，仅感染金鱼、鲫鱼和它们的变种［４－５，８］，致死率可

高达９０％～１００％［４］，给水产养殖业造成严重危害。

ＣｙＨＶ－２首次发病是在日本养殖的金鱼中［９］，目前该病

在美国［４－５］、澳大利亚［５］、我国台湾省［８］、英国［１０］等地均有发

生，其流行情况分布全球。２０１１—２０１２年，ＣｙＨＶ－２导致我
国养殖的异育银鲫（Ｃａｒａｓｓｉｕｓｇｉｂｅｌｉｏ）出现严重死亡，也是我
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