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摘要  以贵州野百合鳞片不同部位为外植体 ,用3 %次氯酸钠进行消毒 ,以MS 为基本培养基 ,附加不同浓度的激素进行培养。结果表
明 ,用3 %次氯酸钠对野百合鳞茎进行外植体进行消毒完全可行 ,且对操作人员 ,实验材料和环境都不存在不良影响 ,价格低廉 ;最佳的
诱导培养基为MS +6- BA 1 .5 mg/ L + NAA0 .3 mg/ L;最适合的外植体为百合鳞片基部。用相同的培养基进行增殖培养 ,25 d 后 ,可获得
繁殖系数高、生长势好、并有新根生成的试管鳞茎 ;将直径为1～2 c m的试管鳞茎移栽培养 ,成活率高于90 %。该研究得出的方法可在短
时间内提供大量的贵州野百合种苗。
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Study ontheInduction and Multiplication of Tube Bulb in Liliu m brownii
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Abstract  To find the opti mum mediumfor induction and multiplication of tube bulb in Lili um brownii and set up rapid propagation method for Lilium
brownii ,the bulb of Lili um brownii was used as explants and cultivated inthe basal medium MS with different concentrations of hormone .The results indi-
cated the opti muminductive mediumwas MS + BA 1 .5mg/ L + NAA0 .3mg/ L and the best explant was the basal of bulb .The same mediumwas used
for proliferation and many grown well tube bulbs with newroot were produced after 25 day culture . Whentube bulbs grewi n1-2 cm,they were transplanted
and 90 % of plantlets can survive .The concl usion was the mediumand culturing method in this study could be used for a lot of Liliu m brownii plantlets
productioni n short ti me .
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  贵州独特的地理环境和气候条件, 蕴育了丰富的百合资

源, 其中野百合全省均有分布。野百合鳞茎富含蛋白质、脂

肪、淀粉、糖及维生素B1、B2 和维生素C 等营养成分, 是一种

很好的强身滋补品。同时, 野百合具有较强的抗逆性, 是百

合育种的好材料。随着人民生活水平的提高,市场对百合粉

的需求剧增 ,加之自然环境的恶化, 贵州野百合资源形势严

峻。因此, 利用现代生物技术组织培养方法对野百合进行种

质保存和快速繁殖研究,对发展野百合的大规模生产及百合

育种工作,保护野生资源和生态环境有重要意义。

1  材料与方法

1 .1 材料  采自贵阳市黔灵山生长健壮、开花性状好、无病

虫害的野百合植株鳞茎。

1 .2 方法

1 .2.1 外植体消毒。采集的野百合鳞茎, 用自来水冲洗后 ,

75 %酒精浸泡30 s , 无菌水冲洗3～4 次, 再加入3 %次氯酸钠

浸泡10 min , 间或摇动几下 ,用无菌水冲洗3～4 次 ,再用3 %

次氯酸钠浸泡10 min ,后用无菌水冲洗6～7 次 ,然后置于铺

有无菌滤纸的培养皿中切块备用。

1 .2.2 培养基和培养条件。采用固体培养,以 MS 为基本培

养基, 附加不同浓度的6- BA 和 NAA 处理,pH 值为5 .8 , 蔗糖

浓度为3 % 。培养条件为培养温度23～27 ℃,光照强度1 500

lx ,光照时间12 h/ d。

1 .2.3 最佳试管鳞茎诱导、增殖培养基的筛选。以 MS 培养

基为基本培养基, 以细胞分裂素6- 碱基�呤( 6- BA) 和生长素

萘乙酸( NAA) 进行不同浓度配比, 研究激素配比对贵州野百

合试管鳞茎诱导的影响。外植体选用消毒后的鳞茎鳞片, 切

成1 .5 cm×1 .5 c m大小后接种,30 d 后观察并记录结果。

1 .2 .4  最佳外植体的筛选。在其他种类百合试管鳞茎的诱

导中均报道 ,不同发育程度和不同部位即百合鳞茎的外层、

内层以及各层的上、中、下段诱导新鳞茎的能力差异较大[ 1] 。

为证实这种差异是否也存在于贵州野百合试管鳞茎的诱导

中, 以及筛选出最佳外植体 ,该研究采用筛选得到的贵州野

百合试管鳞茎最佳诱导培养基研究发育程度、不同部位外植

体对试管鳞茎形成的影响。具体操作是接种时将消毒后的

贵州野百合鳞茎外、中、内层以及上、中、下段分开接种。

2  结果与分析

2 .1 次氯酸钠的消毒效果 当前, 百合试管鳞茎诱导与快

速繁殖中, 外植体的消毒剂都选用0 .1 % 的升汞[ 2 - 5] 。升汞

的消毒能力不可置疑 ,但对实验操作人员的健康和环境的清

洁却存在较大威胁, 同时对实验材料百合鳞茎也有较大的腐

蚀, 易引起外植体变色和腐烂, 甚至有可能存在重金属汞残

留,而且升汞价格很贵,不利于规模化生产。为了节省成本、

保护环境,该研究选用次氯酸钠作消毒剂来对野百合鳞茎进

行消毒处理。经过多次试验得出, 用3 % 次氯酸钠浸泡10

min ,处理2 次, 消毒效果较理想。在接种的120 个三角瓶共

360 块外植体中 ,只有4 瓶6 块外植体污染, 其中1 瓶为细菌

污染。试验结果显示, 用3 % 次氯酸钠对百合鳞茎外植体进

行消毒完全是可行的, 而且对操作人员、实验材料和环境都

不存在不良影响, 价格低廉。

2 .2 不同激素配比对试管鳞茎形成的影响  从表1 可看

出, 不同浓度的激素配比对贵州野百合试管鳞茎诱导效果存

在明显差异。6- BA 浓度相同的条件下, 随NAA 的浓度上升 ,

鳞片萌发试管鳞茎率相应提高, 当NAA 浓度为0 .5 mg/ L 时,

野百合试管鳞茎萌芽率平均可达80 .0 %以上。当 NAA 的浓

度不变时,6- BA 的浓度为1 .5 mg/ L 时,野百合的鳞茎芽萌发

率最大,诱导的芽数最多 ,芽长得也较壮,并且芽基部都出现

膨大 , 部分鳞茎芽还长出新根。当 6- BA 的浓度低于 1 .0

mg/ L时,野百合的鳞茎芽萌发率普遍不高, 而且长出的芽生

长势普遍偏弱。浓度过高,则导致部分鳞茎芽出现玻璃化现
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象, 不利于增殖。可见,不管是低浓度的激素配比, 还是高浓

度的激素配比,都不利于贵州野百合试管鳞茎的产生。最好

的激素配比为0 .3 mg/ L 的 NAA 和1 .5 mg/ L 的6- BA 组合 ,

这时的鳞茎芽萌发率达90 .0 % , 诱导的芽数也最多, 平均每

块外植体带2 个鳞茎芽;生长势上,鳞茎芽也较壮, 没有出现

变态芽和玻璃化芽, 所以该激素组合比较适合用于野百合鳞

茎芽的诱导。

2 .3 不同部位外植体对试管鳞茎形成的影响 观察并记录

表1 不同激素配比对贵州野百合试管鳞茎形成的影响

Table 1 Effects of hormonecombinations ontube bulb formationof Liliu m brownii

编号

No.

激素浓度∥mg/ L

Hormone concentration
NAA 6-BA

接种数∥块

Inoculation number

萌芽数∥块

Germination number

萌芽率∥%

Germinationrate

总芽数∥个

Total bud number

芽生长情况

Bud growth situation

1 0 .1 0 .5 20 8 40 .0 9 弱Weak

2 0 .1 1 .0 20 10 50 .0 12 细Thin

3 0 .1 1 .5 20 11 55 .0 14 壮Strong

4 0 .1 2 .0 20 10 50 .0 11 壮Strong

5 0 .2 0 .5 20 12 60 .0 14 弱Weak

6 0 .2 1 .0 20 13 65 .0 15 细Thin

7 0 .2 1 .5 20 15 75 .0 18 壮,芽基部膨大

Strong, enlargement of blastema

8 0 .2 2 .0 20 14 70 .0 15 壮Strong

9 0 .3 0 .5 20 15 75 .0 16 弱Weak

10 0 .3 1 .0 20 16 80 .0 16 壮Strong

11 0 .3 1 .5 20 18 90 .0 33 壮,芽基部膨大,部分长根

Strong , enlargement of blastema , some long roots

12 0 .3 2 .0 20 17 85 .0 18 壮Strong

13 0 .5 0 .5 20 16 80 .0 16 细Thin

14 0 .5 1 .0 20 17 85 .0 18 壮Strong

15 0 .5 1 .5 20 18 90 .0 20 壮,芽基部膨大,部分长根

Strong , enlargement of blastema , some long roots

16 0 .5 2 .0 19 17 89 .5 16 壮,有玻璃化现象

Strong , vitrification

接种数、萌芽的外植体数、萌芽率及总芽数等指标。试验发

现, 外层和中层都见有新鲜茎产生, 而内层几乎没有新鳞茎

生成。即不同发育程度外植体诱导能力强弱依次为外层、中

层、内层。不同部位对新鳞茎形成的影响见表2。

表2 不同部位对试管鳞茎生成的影响

Table 2 Effects of different positions onthetube bulbformation of Lili um brownii

接种外植体部位

Position of inoculated

explants

接种数∥块

Inoculation number

萌芽的外植体数∥块

Germinated explant number

萌芽率∥%

Germinationrate

总芽数∥个

Total bud number

鳞片基部Basal squama 40 33 82 .5 120

鳞片中部Middle squama 40 19 47 .5 36

鳞片上部Upper squama 40 10 25 .0 11

  表2 显示, 贵州野百合鳞茎不同部位诱导鳞茎芽的效果

差异极大。诱导能力强弱依次为鳞片基部、鳞片中部、鳞片

上部。表2 中, 鳞茎基部诱导鳞茎芽的萌发率可达82 .5 % ,

平均每1 个鳞茎基部就可形成3～4 个新鳞茎芽 ;而鳞茎中部

和上部的鳞茎芽萌发率却相对较低, 平均芽数也少, 其中鳞

片上部的鳞茎芽萌发率仅有25 .0 % , 平均鳞茎芽只有1 个。

可见, 越靠近鳞片基部,器官发生能力也越强。因此, 为了获

得好的实验结果和降低材料消耗 ,外植体选择百合鳞茎的基

部最理想。

2 .4 试管鳞茎的增殖和移栽  试验中, 将筛选的最佳激素

配比诱导培养基用于野百合鳞茎芽的增殖培养, 结果在接种

15 d 左右,就有新的鳞茎芽生成 ,成丛生状。培养时间越长 ,

芽数越多。培养25 d 左右, 部分鳞茎芽生出粗壮的根。当鳞

茎直径达1～2 c m时,取出, 种植到装有消毒基质的器皿中 ,

浇透定根水,覆盖保鲜膜保湿 ,移苗3～5 d 后通风透气 ,待试

管苗长出新叶后, 除去保鲜膜。移栽成活率在90 %以上。

3  讨论

百合试管鳞茎诱导成功是百合工厂化、规模化生产的一

个关键步骤。影响百合试管鳞茎形成和膨大的因素是多方

面的,如外植体来源、消毒试剂的选择及作用时间、激素配

比、蔗糖浓度、光照、培养温度等。在已报道的其他种类的百

合鳞茎培养中 , 通常采用0 .1 %升汞进行消毒, 这在污染环

境的同时, 通常还会引起外植体变色、腐烂等 ,不利于新鳞茎

生成。该研究首次选用次氯酸钠作消毒剂, 结果证明, 次氯

酸钠既不会造成环境污染又不影响新鳞茎生成, 是一种很好

的外植体消毒剂。培养基的激素成分和配比也是影响野百

合鳞茎芽形成的重要因素,野生百合在含有不同激素培养基
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养基( MS+ 2 ,4- D2 .0 mg/ L + NAA2 .0 mg/ L+ 6- BA 1 .0 mg/ L)

15 d 出愈率最高, 经统计分析,2 ,4- D 极差值为59 .333 , 方差

分析显示,2 ,4- D 具有显著性, 是关键因素。

2 .2  不同激素配比对大蒜愈伤组织继代培养的影响  由表

2 经统计分析得出, 在愈伤组织的继代培养中组合6( MS +

2 ,4- D 1 .0 mg/ L+ NAA 2 .0 mg/ L + 6- BA 0 .5 mg/ L) 培养基继

代培养成功率最高,NAA 的极差值为51 .333 , 方差分析显示 ,

NAA 具有显著性 ,是关键因素。

表2 不同激素配比对大蒜根尖和鳞茎尖愈伤组织诱导及继代培养的影响

Table 2 Callusinduction of root tip and bulbtip of garlic under different hormonecombinations

组合序号
Combi nation
No .

因素水平Factor and level

2 ,4-D NAA 6- BA

愈伤组织诱导Callus induction
根尖15 d 出愈率∥%

Callus inductionrate
of root tip at 15 d

鳞茎尖15 d 出愈率∥%
Callus inductionof
bulb tip at 15 d

愈伤组织继代培
养成功率∥%
Survival rate of
callus subculture

1 1 1 1        0       0 15

2 1 2 2 8 10 70

3 1 3 3 30 25 78

4 2 1 2 15 18 40

5 2 2 3 58 61 67

6 2 3 1 64 66 86

7 3 1 3 93 70 35

8 3 2 1 75 68 56

9 3 3 2 90 75 80

3  讨论

生长素促进植物细胞的伸长生长 ,诱导插枝生根和愈伤

组织根的分化 , 参与植物茎尖的向光性及根的向地性的调

控, 还能诱导花的雌性化, 而细胞分裂素对植物基因的表达

有显著的调节作用[ 4] 。王秀芝等报道, 不同的植物激素配比

对于诱导大蒜茎尖芽的增殖及其后续生根有重要影响[ 5] 。

笔者的研究中, 提示不同种类的植物生长激素和细胞分裂素

及其浓度配比对于以根尖和鳞茎为外植体的大蒜愈伤组织

的诱导和继代培养影响也不同。其中在以根尖为外植体的

愈伤组织诱导中 ,MS + 2 ,4- D 2 .0 mg/ L + NAA 0 .5 mg/ L +

6- BA 2 .0 mg/ L 效果最好; 而在以鳞茎尖为外植体的愈伤组

织的诱导中, MS + 2 ,4- D 2 .0 mg/ L + NAA 2 .0 mg/ L + 6- BA

1 .0 mg/ L 效果最好。在愈伤组织的继代培养中 ,MS + 2 ,4- D

1 .0 mg/ L + NAA 2 .0 mg/ L+ 6- BA 0 .5 mg/ L 的继代效果最好。

这与张素芝报道的以大蒜茎盘为外植体诱导愈伤组织中高

浓度的2 ,4- D 和细胞分裂素配比虽然有利于愈伤组织的诱

导, 却不利于继代培养时愈伤组织的增殖能力和分化能力的

长久保持相一致[ 6] 。而郑海柔则认为, 在以大蒜叶分生组织

为外植体的愈伤组织的诱导中,2 ,4- D 是不可缺少的[ 7] 。可

见, 利用大蒜不同部位为外植体进行愈伤组织诱导对于植物

激素的种类及其浓度是有不同要求的, 这也提示了大蒜不同

种类的细胞其对植物激素的利用情况是不一致的 ,在采用不

同的外植体进行愈伤的诱导的时候应采用不同激素配比的

培养基。
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上形成试管鳞茎的数量存在差异。该研究表明 , 在MS 添加

NAA 0 .3 mg/ L 和6- BA 1 .5 mg/ L 组合的培养基上, 野百合的

鳞茎萌芽率最高, 经增殖后可以得到大量健壮的试管苗。在

选择部位上 ,不同部位鳞茎芽的形成差异很大 ,其鳞茎芽的

形成能力依次是基部> 中部> 上部, 同一鳞片的不同部位增

殖系数不同, 带基部的鳞片增殖系数通常较高, 因此, 在野

百合的繁殖过程中, 切取鳞茎的基部做外植体是很好的选

择。该研究发现, 不同发育程度即外层、中层、内层的鳞片诱

导试管鳞茎的能力存在差异, 具体顺序为外层> 中层> 内

层。该结果与莫昭展等的研究结果不同[ 5] , 具体原因还有待

研究。

目前贵州野百合利用完全依靠野生资源。对野生资源

的过分依赖,导致了资源总量和结构被破坏。要实现野百合

资源的可持续开发利用,运用组织培养技术对贵州野百合进

行培养具有重要的经济价值[ 6] 。该研究表明, 用成本低、无

污染的次氯酸钠消毒外植体完全可行, 而诱导与增殖培养基

相同, 操作简单, 节省了生根培养, 大大缩短了出苗时间。
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