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不同外植体分化能力与鳞茎增大初探
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摘要：以崇明水仙鳞茎的上、中、下部、嫩叶和幼嫩花序为外植体，研究其在离体培养系统中的

再分化能力，结果表明，带鳞茎盘的鳞茎和幼嫩花序最容易分化出小鳞茎．以组培获得的带鳞茎

盘的鳞茎为材料建立快繁体系，４０ｄ内小鳞茎数目增加３倍；并发现浓度适合的ＫＨ２ＰＯ４ 及暗

培养能促进小鳞茎增大．组织学研究结果显示，组培水仙与大田生长水仙的顶端分生组织的形

态结构不同，前者细胞分层不明显，细胞核大且染色较深．
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０　引　　言

“崇明水仙”（犖犪狉犮犻狊狊狌狊狋犪狕犲狋狋犪ｖａｒ．犮犺犻狀犲狀狊犻狊）是上海最具特色的品牌花卉和传统花卉

之一，和福建的漳州水仙是历史上齐名的两大中国水仙品系［１］．然而由于其用常规的杂交育

种方法无法繁殖，田间繁殖主要靠小仔球来增加鳞茎的数量，难以实现大规模生产，另外长

期无性繁殖，病毒侵染严重［２］，造成种球退化，产品质量下降，栽培面积逐年减少，使其逐渐

从市场消失［３］．为解决这些问题，不少研究者尝试组织培养脱毒和快繁，但目前报道的相关

文章，包括对其它产地的中国水仙，仅限于带鳞茎盘的鳞茎外植体的组培体系的建立［２，４６］，

不仅取材受到局限，同时组培得到的小鳞茎往往出现只长叶不长球、鳞茎增大困难等问题．

本文分别以水仙鳞茎的上部、中部、带鳞茎盘的鳞茎、嫩叶和幼嫩的花序为外植体，研究其在

组培体系中脱分化和再分化能力；同时探讨了不同浓度的磷、钾成份和光、暗培养条件与鳞

茎增大的关系，为组培小鳞茎应用于生产及脱毒后快繁打下基础．另外，本文还对组培小鳞

茎及大田生长的鳞茎的顶端分生组织进行组织显微观察，试图从顶端分生组织分裂和分化

机理方面阐述组培小鳞茎增大难的问题，为进一步解决组培小鳞茎增大问题提供理论依据．

１　材料与方法

１．１　组织培养实验材料及方法

实验所用材料是取自上海市崇明县港沿镇水仙苗圃的崇明水仙（犖犪狉犮犻狊狊狌狊狋犪狕犲狋狋犪

ｖａｒ．犮犺犻狀犲狀狊犻狊）．分别取崇明水仙鳞茎、嫩叶及幼嫩花序为外植体，常规消毒，将鳞茎分为上

部、中部及带鳞茎盘的鳞茎三部分，再将这三部分分别切成１．５ｃｍ３ 大小接种，嫩叶切成长

约１ｃｍ的叶段接种，将幼嫩花序去除佛焰苞片，将其中小花分为上（带花瓣花药）、下（含胚

珠）两部分或分成左右两部分，分别接种到不同的培养基上．

所有组培体系建立的基本培养基均为 ＭＳ培养基，培养基编号及成份见表１，其中所用

到的植物生长调节剂分别是：６苄氨基嘌呤（６ＢＡ）；６糠氨基嘌呤（ＫＴ）；３吲哚乙酸

（ＩＡＡ）；萘乙酸（ＮＡＡ）；２，４二氯苯氧乙酸（２，４Ｄ）．

以径围为１～２．５ｃｍ的组培小鳞茎为材料研究鳞茎的增大．所有培养基均附加３％蔗

糖和０．７％琼脂粉，ｐＨ值为５．８，培养室的培养条件为：温度２２℃，光强４０ｍｍｏｌ·ｍ
－２·ｓ－１，

光照时间１２ｈ·ｄ－１，暗培养条件是完全黑暗．

分化出小鳞茎的总数目称为总分蘖数；分化外植体繁殖系数是指分化出小鳞茎的总数

目与已分化外植体的数目的商；接种外植体繁殖系数是指分化出小鳞茎的总数目与接种外

植体总数目的商；鳞茎诱导率是指诱导出的小鳞茎的数目与接种外植体总数目的商．

１．２　石蜡切片实验材料及方法

小心取水仙鳞茎生长锥部位，ＦＡＡ固定液常温固定２４ｈ，经常规洗涤、脱水与透明、封

埋、切片、粘片、脱蜡、染色、脱水、透明以及胶封，常规镜检拍照（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ荧光显微镜，

ＣｏｏｌＳＮＡＰＰｒｏ数码相机）．

２　实验结果

２．１　以不同外植体建立崇明水仙的组培体系

２．１．１　崇明水仙不同外植体脱分化培养基的初步筛选

首先选择细胞分裂素为１．０ｍｇ·Ｌ
－１的６ＢＡ和不同浓度、不同种类的生长素脱分化培

４０１
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养基（见表１１－１０＃），以鳞茎上、中、下（带鳞茎盘）部位以及叶为外植体，分别于接种２０ｄ

和４０ｄ时统计脱分化率、玻璃化率及褐化率，结果发现所有外植体在生长素分别为ＩＡＡ的

培养基（见表１１－３＃）和ＮＡＡ的培养基（见表１８－１０＃）上脱分化率很低．当生长素为２，

４Ｄ（见表１４－８＃）时，虽然以鳞茎的上、中部切段为外植体的脱分化率依然很低，但带鳞茎

盘的下部切段脱分化程度很高，２，４Ｄ浓度为０．１～１．０ｍｇ·Ｌ
－１时，脱分化率均达８０％以

上，从愈伤组织的致密程度来看，４－６＃培养基最好，但是随着２，４Ｄ浓度增加，玻璃化程度

加重，褐化率也增加，因此，选择４＃培养基为鳞茎和叶的脱分化培养基，继续后续的鳞茎分化．

表１　培养基编号及成份

Ｔａｂ．１　Ｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ

培养基编号 培养基成分及激素浓度／（ｍｇ·Ｌ－１） 培养基编号 培养基成分及激素浓度／（ｍｇ·Ｌ－１）

１＃ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋ＩＡＡ０．５ １３＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．１＋ ＫＴ２

２＃ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋ＩＡＡ１．０ １４＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．１＋ ＫＴ４

３＃ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋ＩＡＡ２．０ １５＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．１＋ ＫＴ６

４＃ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋２，４Ｄ０．１ １６＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．５＋ ＫＴ１

５＃ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋２，４Ｄ０．２ １７＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．５＋ ＫＴ２

６＃ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋２，４Ｄ０．５ １８＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．５＋ ＫＴ３

７＃ ＭＳ＋６ＢＡ０．４＋２，４Ｄ１．０ １９＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．５＋ ＫＴ５

８＃ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋ ＮＡＡ３．０ ２０＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．５＋ ＫＴ０．１

９＃ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋ ＮＡＡ２．０ ２１＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．５＋ ＫＴ０．５

１０＃ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋ ＮＡＡ１．０ ２２＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．５＋ ＫＴ０．８

１１＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．１＋ ＫＴ０ Ｄ１ ＭＳ＋６ＢＡ１．０＋ ＮＡＡ０．５

１２＃ ＭＳ＋２，４Ｄ０．１＋ ＫＴ１ Ｄ２ ＭＳ＋６ＢＡ２．０＋ ＮＡＡ１．０

　　进一步以鳞茎的上部、中部、嫩叶及花序为外植体的试验中，固定培养基中２，４Ｄ浓度

为０．１ｍｇ·Ｌ
－１或０．５ｍｇ·Ｌ

－１，改变细胞分裂素ＫＴ的浓度（见表１１１－１９＃），结果发

现，２，４Ｄ浓度为０．１ｍｇ·Ｌ
－１时，ＫＴ浓度越高，褐化率及愈伤形成率越低；２，４Ｄ浓度为

０．５ｍｇ·Ｌ
－１时，玻璃化率较前者大大提高，但愈伤分化率也有提高．综合考虑，１２＃和１６＃

培养基较好．进一步将ＫＴ的浓度进行细分（见表１２０－２２＃），发现２０＃培养基效果也较

好，所以以下以花序为外植体的组培体系的建立中选择１２＃、１６＃和２０＃培养基为脱分化

培养基．

２．１．２　不同外植体的脱分化和再分化能力

在４＃培养基上接种带茎盘的鳞茎外植体，接种２０ｄ后，鳞茎片创口处有淡黄色疏松愈

伤形成，两鳞茎片之间的芽点清晰可见，之后芽点慢慢变大并长出嫩叶，长大后的小鳞茎较

细长（见图１Ｄ）．将培养２５ｄ的组织转接至鳞茎分化培养基（见表１Ｄ１或４＃）上，１５ｄ统计

分化率，结果表明（见表２），带鳞茎盘的鳞茎在两种分化培养基上都非常容易诱导出小鳞

茎，耗时最短的约需要４５ｄ就能形成完整的小植株，从单个外植体上分化出的鳞茎数目来

看，生长素为ＮＡＡ的Ｄ１培养基优于生长素为２，４Ｄ的４＃培养基，每块外植体诱导出的

小鳞茎最多可达１４个．

在脱分化培养基上，以鳞茎上部和叶片为外植体，褐化率极高，特别是外层鳞茎片褐化

率达１００％；而以鳞茎中部为外植体较易获得愈伤，而且越是鳞茎片内层越易脱分化，但形

成的愈伤质地较疏松；以组织培养出的鳞茎上部为外植体较易形成愈伤，褐化率较低（见图

２），可能是由于分化出的小鳞茎分泌物较少，这与水仙鳞茎含抑制物质的报道是一致的
［７］．
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图１　组培鳞茎及其生长锥的解剖结构

Ｆｉｇ．１　Ｎａｒｃｉｓｓｕｓｂｕｌｂｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｔｈｅａｎａｔｏｍｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｂｕｌｂ

注：Ａ鳞茎上部诱导出的小鳞茎；Ｂ鳞茎中部诱导出的小鳞茎；Ｃ幼嫩花序诱导出的小鳞茎；Ｄ带鳞茎盘的鳞

茎诱导出的小鳞茎；Ｅ培养３０ｄ的小鳞茎的鳞茎盘部位；Ｆ大田水仙鳞茎解剖图，示芽点排列在一条直线上；

Ｇ大田水仙顶端生长锥组织切片（Ｂａｒ＝８０μｍ）；Ｈ 组培水仙顶端生长锥组织切片（Ｂａｒ＝８０μｍ）

表２　带鳞茎盘外植体的分化情况

Ｔａｂ．２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｎａｒｃｉｓｓｕｓｉｎｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅ

培养基

编号

外植体

数目／个

分化外植

体数目／个
分化率／％

总分蘖数

／个

分化外植体

繁殖系数

接种外植体

繁殖系数

４＃ ４４ ３９ ８８．７ ８９ ２．２８ ２．０２

Ｄ１ ６９ ５８ ８４．１ １８５ ３．１９ ２．６８
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　　以幼嫩花序为外植体时，形成的愈伤为花状（见图１Ｃ）．将脱分化培养基上接种的鳞茎

中部、上部、叶、花序及组培鳞茎上部于２５ｄ后全部转接到分化培养基上，培养７０ｄ后统计

分化率（见图２）．以鳞茎中部、上部、叶为外植体的鳞茎分化率均很低，以叶片分化率最低

（６．７％），鳞茎上部次之（１０％），鳞茎中部分化率可达１４％．而以组培鳞茎上部和幼嫩花序

为外植体的鳞茎分化率相对较高，可达到约２０％．以幼嫩花序为外植体时，比较不同切割方

法对外植体分化的影响．发现将小花分为上、下两部分时，小花上部在培养２５ｄ左右褐化死

亡，而小花下部分化较慢，较易褐化死亡；将小花分成左右两部分时，分化效果最好，外植体

褐化率为零，小鳞茎往往从花状愈伤底部分化出（见图１Ｃ）．以上这些外植体诱导出的鳞茎

较圆，一般长叶速度很慢，与带茎盘的鳞茎为外植体诱导出的鳞茎不同（见图１Ａ，Ｂ，Ｃ）．

２．２　以组培小鳞茎为外植体的快繁体系

进一步以组培小鳞茎为外植体进行扩繁，将鳞茎盘切成约１．５ｃｍ３ 大小接种到附加６

ＢＡ１．０＋ＮＡＡ０．５的 ＭＳ培养基中，１０ｄ后在解剖镜下可看到较外层的两层鳞片之间长出

芽点，２０ｄ后小鳞茎芽点肉眼清晰可见，１０ｄ左右成球（见图１Ｅ）．分别统计不同天数小鳞茎

芽的个数发现：组培小鳞茎繁殖速度极快，４０ｄ鳞茎繁殖增加３倍多（见图３）．进一步观察

发现组培水仙鳞茎的芽点呈圈状分布，即在两个鳞片之间有多个芽再生（见图１Ｅ），大田水

仙鳞茎除鳞茎球中心的顶芽外，顶芽两侧每两个鳞片之间有一个侧芽，所有的芽都排列在一

条直线上［８］（见图１Ｆ）．

图２　以鳞茎中部、上部、叶、花序及组培鳞茎上部为外植体的脱分化和分化情况

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｌａｎｔｓｏｆｎａｒｃｉｓｓｕｓ

２．３　光照条件与ＫＨ２ＰＯ４ 浓度对组培小鳞茎径围增大的影响

将组培小鳞茎接种于不同培养基中，２５ｄ后开始统计，发现 ＭＳ培养基中ＫＨ２ＰＯ４ 浓

度加倍时小鳞茎径围增加较快（见表３），这与Ｐ、Ｋ肥能促进球根类植物球茎增大的报道是

一致的［９，１０］．进一步比较光、暗条件对鳞茎增大的影响，发现在相同培养基中，光下的小鳞茎

长叶较多且细长，叶绿色；而暗下的小鳞茎新出叶为黄色，出叶极少，长速极慢，组培小鳞茎

原来的叶也由绿变黄，鳞茎增大较快．双因素检验结果表明，暗条件下的鳞茎径围与光照条

件下的鳞茎径围有显著差异，当ＫＨ２ＰＯ４ 浓度加倍与黑暗组合处理时，对水仙小鳞茎径围

增大有极显著影响（见表３）．

２．４　组培小鳞茎顶端生长锥的细胞学特点

分别对大田水仙鳞茎和组培鳞茎的顶端进行石蜡切片观察，由图１Ｇ和Ｈ可以看出，组

培水仙的顶端生长锥平齐，细胞分层不明显，细胞核大且染色较深，无典型的肋状区；而大田
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生长水仙的顶端呈圆锥状，细胞分层和分区明显．推测可能是由于外源植物激素影响组培小

鳞茎生长锥顶端分生组织结构和分化．

图３　以组培小鳞茎为外植体的繁殖系数随接种时间的变化情况

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｏｎｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｂｕｌｂｓ

表３　光照与犓犎２犘犗４ 浓度对组培小鳞茎径围增大的影响

Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＫＨ２ＰＯ４ｏｎｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｂｕｄｓ

ＫＨ２ＰＯ４浓度 培养条件 接种数／个
接种前平均

径围／ｃｍ

２５ｄ后平均

径围／ｃｍ

平均增大

径围／ｃｍ

同 ＭＳ 光 １６ １．６８ １．８５ ０．１７

同 ＭＳ 暗 １５ １．６２ ２．２２ ０．６

加倍 光 １１ １．７４ ２．６３ ０．８９

加倍 暗 ３５ １．７３ ３．５１ １．７８

注：用ＳＰＳＳ１１．５软件检验相对于光照条件和正常 ＭＳ盐浓度，ＫＨ２ＰＯ４浓度加倍、黑暗条件以及加倍与黑暗组合处理对

水仙小鳞茎径围增大的影响发现，ＭＳ培养基中ＫＨ２ＰＯ４浓度加倍 ＋６ＢＡ１．０＋ＮＡＡ０．５在暗培养条件下鳞茎增大速

度明显加快．显示显著影响（犘＝０＜０．１），显示极其显著影响（犘＝０＜０．０５）．

３　讨　　论

以崇明水仙多个部位为外植体建立组培体系，发现不同的外植体脱分化所需要的激素

有明显的差异，６ＢＡ和２，４Ｄ组合适合鳞茎和幼叶的脱分化，但ＫＴ和２，４Ｄ组合适合于

幼嫩花序和鳞茎的中、上部．即使相同外植体，脱分化也因激素种类有所差异，如带茎盘的外

植体在生长素分别为ＩＡＡ和ＮＡＡ的培养基上脱分化率很低；当生长素为２，４Ｄ时，脱分

化率提高．这说明植物的不同部位由于发育状态等因素造成对不同激素的敏感性差异．从形

态学位置来看，形态学位置越靠上，脱分化和再分化能力越差，也即嫩叶＜鳞茎上部＜中部

＜下部，因此以鳞茎的中、上部和幼叶外植体建立组培体系较难，虽然一定浓度的激素能够

使其脱分化，但再分化能力很差，诱导出的鳞茎极少，并且需要周期长、褐化率高，很难应用

于生产．与多个研究报告
［２，４６］类似的是，带鳞茎盘的鳞茎再生体系比较容易建立．另外，幼嫩

花序也能作为外植体诱导鳞茎再生．最佳脱分化培养基为４＃培养基，Ｄ１和Ｄ２培养基为最

佳小鳞茎分化培养基，继代培养最佳外植体为带鳞茎盘的组培小鳞茎．

相比于大田水仙鳞茎盘上着生的芽排列在一条直线上，组培水仙鳞茎的芽点呈圈状分

布，大大增加了侧生鳞茎的数目，这可能与植物体内激素水平有关．以组培获得的小鳞茎为

外植体，再生鳞茎效率高，可以解决水仙传统组培过程中的取材难、污染率高的难题．
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组培获得的小鳞茎往往存在着只长叶不长球、鳞茎增大困难的问题，组织学分析表明，

与大田生长水仙的顶端生长锥相比，组培水仙的顶端生长锥细胞分层不明显，细胞核大染色

较深．这种差异可能是外源激素作用的结果，但是否是组培小鳞茎增大难的原因有待进一步

研究．在组织培养过程中，鳞茎生长主要靠吸收培养基的养分进行生长，再者由于培养器皿

遮光，光照不足，光合作用积累的营养物质往往多用于叶片本身的消耗，所以对于球根类植

物来说，减少地上部位的营养消耗对增大鳞茎异常重要，在暗培养条件下，植株几乎不长叶，

消耗少，所以鳞茎径围增大快．通过ＳＰＳＳ软件对实验结果进行显著性分析表明，暗培养对

组培小鳞茎的增大有显著的促进作用．另有研究报道Ｐ、Ｋ肥能明显促进植物地下部分增

大［９，１０］，这与适宜浓度的ＫＨ２ＰＯ４对组培小鳞茎径围增大起重要作用的实验结果是一致的．
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