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亚洲百合花丝离体培养器官 

形成的细胞形态学研究 

姚绍嫦1，艾素-Z-z，杨美纯2，凌征柱1，2 
(1．广西壮族 自治区药用植物园，南宁 530023；2．广西大学 农学院，南宁 530005) 

摘 要：对亚洲百合的花丝进行离体培养 ，并利用常规石蜡制片技术对诱导效果最好的材料进行细胞形态学 

观察，研究花丝在离体培养过程中器官形成的细胞形 态学变化。结果表明：花丝在 MS+BA0．5 mg／L+ 

NAA0．5 mg／L的培养基上诱导效果最好。离体培养后其形态学下端切 口内方的 1～3层细胞首先启动脱分 

化，然后是内方的10～12层细胞，而其他部位的细胞自始至终未启动脱分化。亚洲百合的再生方式为器官发 

生型，器官通过胚性愈伤组织间接产生 ，在胚性愈伤组织团表面附近形成芽原基 ，或在胚性愈伤组织团内部形 

成根原基 ，有时同时分别在内、外形成根原基和芽原基后再通过维管组织连接成完整的植株。本研究为亚洲 

百合的人工调控提供基础理论依据 。 
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Cytomorphology of organogenesis in filament 

culture of Lilium Asiatic Hybrids 

YAO Shao—Chang ，AI Su-Yun ，YANG Mei-Chun ，LING Zheng-Zhu ， 

(1．Guanga：iBotanical Garden ofMedicinal Plants，Nanning 530023，China； 

2．College of Agriculture，Guanga'i University，Nanning 530005，China) 

Abstract：Filaments of Lilium Asiatic Hybrids were explanted on MS media supplemented with different combina— 

tions of BA and NAA to induce organogenesis and somatic embryogenesis，and the cyt。histologicaI changes of ex— 

plants were studied using paraffin section technology．The main results were as follows：the best medium was MS+ 

BA0．5 mg L+NAA0．5 mg／L．Callus was initiated from 1—3 layers of cells on the cut surface of the morphological 

lower side of explants，and then 10— 12 layers of cells returned to division；but cells from other positions were not ini— 

tiated．The adventitious shoots and roots which originated from the embryogenic callus packs were formed by organo— 

genesis on the surface or from inner cells． Vascular tissue was finally formed to connect adventitious shoots and 

roots．The research would provide the theoretical basis for artificial control on Lilium Asiatic Hybrids． 

Key wolds：LiliuTn Asiatic Hybrids；filament；organogenesis；cytomorphology 

亚洲百合 (Lilium Asiatic Hybrids)是百合科 

百合属多年生草本植物。百合是著名 的球根花卉， 

其地下鳞茎还具食用和药用价值 。目前大量生产的 

切花百合有三大类即亚洲型百合 、东方型百合 、铁炮 

型百合(陆銮眉，l994)。在欧美盛行的亚洲型百合 

群，以其艳丽的色彩和优美的花型，深受人们青睐， 

成为花卉市场上的高档切花。 

近年来对百合的研究 日趋深人和广泛，特别是 

百合的组织培养技术正逐步走 向成熟化和工业化 。 

百合组织培养大部分以鳞片作为外植体(刘选明等， 

1997)，也有以花丝(蔡宣梅等，2001)、花药(褚云霞 

等，2001)、子房(陈善娜等，l997)等作为外植体取得 
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成功的报道。在百合离体培养及其形态建成过程 

中，植物激素起很重要的作用(刘选明等，1997)。百 

合在其离体培养过程中，有两种再生方式 ：一种为器 

官发生(organ0genesis)，另一种为体细胞胚胎发生 

(somatic embryogenesis)。它们一般均具直接和间 

接两种方式 ，而在百合花丝培养过程中，其再生方式 

一 般均为间接再生 ，即花丝需经过愈伤组织而间接 

分化形成不定芽和胚状体 。在百合离体培养过程 

中，有关生长素和细胞分裂素对不定芽分化和体细 

胞胚形成的作用还不甚清楚或存在争议(刘明志等， 

2002)。由于百合花丝既能通过器官发生 ，又能通过 

体细胞胚胎发生再生植株，事实上它 已成为研究激 

素在离体植株再生作用 中的 良好材料。2O世 纪 8O 

年代后 ，在组织培养过程 中外植体在植物激素的作 

用下器官如何形成 已开始 引起人们的重视 ，并首先 

在鳞片上 取得 成 功 (吴 鹤 呜等 ，1989；刘 选 明等 ， 

1997)。但由于不同品种或同一品种不同部位作为 

外植体对激素的要求差异较大，在不同激素作用下 

外植体会发生不同的细胞形态学变化。对百合花丝 

离体培养过程中细胞形态学变化的研究报道目前极 

少，特别是在亚洲系列百合 品种上未发现有研究报 

道。本文利用常规石蜡制片技术通过研究亚洲百合 

花丝在激素作用下发生的变化，从微观上了解其生 

长发育过程，从而揭示激素对不定芽或体细胞胚形 

成的作用，为亚洲百合的人工调控提供基础理论 

依据 。 

1 材料与方法 

1．1材料 

供试材料 为亚 洲百合 杂种系 (Lilium Asiatic 

Hybrids)的栽培品种“米丽拉(Mirella)”，取其生长 

健壮、饱满、无病害的花蕾为外植体。 

1．2方法 

1．2．1诱导培养 将花蕾放在 0．5 ～1．0H洗衣粉 

水中漂洗 15 min，后用清水冲洗 30 min。然后在超净 

工作台上用 75％酒精拭擦其表面，用镊子和刀把花 

冠切开 ，取出里面的花丝，切成 1．0 cm左右的小段， 

接种到培养基上 ，花丝的腹面向上。以 MS为基本培 

养基，附加 不同浓度 的 BA 和 NAA；蔗糖 4 ，琼脂 

0．4 ，pH5．8。培养温度(25±2)℃，光强 36／~mol· 

m- ·s ，每天连续光照 12 h。 

表 1 不同激素组合对花丝器官发生和体细胞胚胎发生的影响 

Table 1 Effect of different hormone combinations on organogenesis and somatic embryogenesis of filament 

注：分化翠为已分化 的外植体数／总外植体数×100％。 

1．2．2细胞形态学观 察 在培养 的当天、7 d、10 d、 

l5 d、2O d、25 d、30 d、35 d、40 d、45 d分别取样 ，将 

材料切成 l cm×l CFn大小 固定于 FAA 固定液中。 

常规石蜡制片法制 片(李正理 ，1996)，切片厚度 10 

m，TO透明剂透明，铁钒一苏木精染色，中性树胶封 

片，采用 Leica—DMLB型万能显微镜下观察并拍照。 

2 结果与分析 

2．1不同激素配比对花丝诱导分化的影响 

花丝节段在附加不同激素配 比的 MS培养基上 

培养 ，45 d后统计结果。从表 l看出，BA浓度较低 

时，分化率较高，随着BA浓度升高分化率反而下降。 

NAA浓度较高时分化率较高。花丝在 MS4-BAO．5 

mg／L+NAA0．5 mg／L的处理上诱导效果最好，分化 

率达到 68．2 。在这三种培养基中，外植体均经愈伤 

组织形成不定芽或根，但无胚状体产生。 

2．2器官形成的形态学观察 

培养 10 d，花丝两端切 口附近的颜色加深显黄 

色 ，同时其形态学下端的切 口处稍有膨大，表明此时 

细胞 已经启动了(图版 T：1)；培养 10b15 d，花丝的 

颜色由原来的淡黄色或者 白色转 变为绿色，其形态 

学下端开始膨大 ，膨大部分颜色为黄绿色，两端向着 

远离培养基的方向翘起(图版 I：2)；培养 l5～2O d， 

随着细胞的进一步增 殖 ，膨 大部分更 加明显 ；培养 

2O～25 d，形态学下端的切 口周 围形成了一团团外 
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突的淡黄色愈伤组织，由于突起的愈伤组织大小和 

形状不一致 ，使得表面出现凹凸不平现象；形态学上 

端和中部仍没有明显的变化 。此时产生的多为淡黄 

色致密型的愈伤组织(图版 I：3)；培养 30~35 d，愈 

伤组织团的突起迅速增多、增大，向外生长形成一个 

个瘤状结构，颜色由淡黄色逐步转变为绿色；形态学 

上端和中部开始变黄萎缩。此时产生的愈伤组织既 

有致密型的也有疏松型的(图版 I：4)；培养 35～45 

d，突起的愈伤组织更多 ，并在形成较早 的愈伤组织 

团上产生了不定芽或者同时产生了不定芽与不定根 

(图版 T：5)。随着培养时间的延长，愈伤组织继续 

增殖 ，并且在愈伤组织团上形成更多的 定芽和不 

图版 I 器官形成的形态学变化 1．培养10 d；2．培养15~20 d；3．培养20~25 d；4．培养30~35 d；5．培养35～45 d；6．培养60 d。 

Plate I Morphological changes of organogenesis 1．Cultivated for 10 d；2．Cultivated for 15 20 d；3．Culti＼rated for 2O 25 d；4．Cult 

、Cited for 30— 35 d；5．Cultivated for 35—45 d；6．Cultivated for 60 d． 

定根 ，把这些不定芽经过壮苗培养后转接到生根培 

养基上培养，很容易诱导出根而形成完整植株(图版 

I：6)。 

2．3器官形成的组织细胞学观察 

未培养的花丝节段的纵切面 ：表皮细胞 1层 ，长 

矩形 ；表皮以内的薄壁细胞 2O～25层 ，矩形 ，较表皮 

乡f玎胞短且宽，排列十分规则 ；表皮细胞和薄壁细胞的 

共同特征是细胞内部均具有 中央大液泡，细胞核很 

不明显，染色很浅。最 中央是单个外韧维管束 ，为管 

状细胞构成的输导组织，染色较深(图版 Ⅱ：7)。培 

养 7～10 d，形态学下端切 口内方的 1～3层细胞(包 

括表皮细胞与薄壁细胞)首先启动恢复分裂能力，此 

时细胞体积变小、细胞核 明显、染色较深 ；其它部位 

的细胞未见变化(图版 Ⅱ：8)。培养 1O～15 d，已启 

动的细胞处于旺盛分裂期，恢复分裂能力的细胞增 

多，形态学下端切 口内方的 lO～12层细胞均开始恢 

复了分裂能力 ；细胞变短且宽 (图版 Ⅱ：9)。培养 15 

～ 2O d，启动较早的表皮细胞和薄壁细胞 同时进行 

平周分裂和垂周分裂形成愈伤组织，愈伤组织细胞 

与周围细胞不同，其体积小、近圆形、排列无序但更 

紧密，细胞核明显 ，染色较深。由于愈伤组织的大量 

形成使得表皮结构不明显，难以区分表皮细胞和薄 

壁细胞(图版Ⅱ：10))。培养 20～25 d，形态学下端 

切口内方多层细胞继续分裂产生愈伤组织团，愈伤 

组织细胞分裂活跃、增殖快 ，使得向外突起明显 (图 

版 Ⅱ：11)；此时愈伤组织 内部已开始分化，形成了分 

生组织结节(图版 Ⅱ：12)。培养 25～30 d，形态学下 

端切 口内方的细胞分裂更为旺盛，细胞大量增殖，愈 

伤组织内部分化形成的分生组织结节也更多，膨大 

更明显(图版Ⅱ：1 3)。培养 3O～35 d，形态学下端的 

愈伤组织细胞重新启动分裂 ，形成具有胚性细胞特 

点的胚性愈伤组织，这些细胞与愈伤组织细胞相比 

具有体积小、细胞质浓、细胞核大、染色深的特点。 

胚性愈伤组织的出现与增殖使得外植体边缘形成瘤 

状、条形、圆球形等形状的突起(图版Ⅱ：14)。培养 

35～45 d，胚性愈伤组织团开始分化形成不定芽或 

者不定根等结构 ；而外植体形态学上端切 口边缘与 

中部的细胞自始至终未启动。花丝的胚性愈伤组织 
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团的器官分化方式有 3种：在胚性愈伤组织团的表 

面附近几层细胞形成茎尖生长锥 ，继而发育成不定 

芽(图版 n：15)；在胚性愈伤组织团内部形成根原基 

进一步发育成不定根(图版 Ⅱ：l6)；在胚性愈伤组织 

团上同时分别在内、外形成根原基和芽原 垦．阿诲过 

维管组织连接成完整的植株。(图版 兀：l )。 

图版 Ⅱ 器官形成的组织细胞学变化 7．未培养的化丝纵切面(×100)；8．下端切口内方的1～3层细胞(×100)；9．下端切13内方的 
10～12层细胞(×100)；10．最初形成的愈伤组织(×】00)：11．愈伤组织川(×100)；12．分生组织结节(×200)；13．愈伤组织团与分生组织结 

节(×50)；14．胚性愈伤组织团(×200)；15．胚性愈伤组织团的表面附近分化出芽原基(X 50)；16．胚性愈伤组织团的内部分化出根原基(× 

50)；17．在胚性愈伤组织团上同时分别在内、外形成根原基和芽原基(×50)。 

PlateⅡ Cytomorphology of organogenesis 7．Longitudinal section of uncultivated filament(×100)；8．1—3 layers of cells on the cut surface of the 

morphological lower side of explants returned to division after filament had been cultivated(×100)：9．】0— 12 layers of cells on the cut surface of the 

morphological lower side of explants returned to division after filament had been cultivated(×100)；10．Callus after filament had been culti~，ated(× 

100)；11．Callus packs after filament had been cultivated(X 100)；12．Meristematic nodules in parenchyma(X 200)；13．gmbryogenic callus and met— 

istematic nodules after filament had been cultivated(×50)；14．Several kinds of embryogenic callus(×200)；15．Adventive shoot was forming on the 

surface after filament had been cultivated(X 50)；16．Adventive roo t was forming in embryogenic callus(X 100)；17．Adventive root and bud were 

forming at the same time in embryogenic callus(×50)． 

3 结论与讨论 

植物离体组织培养中的形态发生包括器官发生 

和体细胞胚胎发生 ，两者的主要差别在于前者 为多 

细胞起源，后者为单细胞起源 ，且两者均具有直接和 

间接两种发生方式。在百合鳞片离体培养形态发生 

过程 中，宁云芬等 (2003，2008)、胡秉芬等 (2003)的 

研究表明其形态发生方式是通过器官发生途径形成 

再生植株的；刘明志等 (2002)的研究表明既能通过 

器官发生，又能通过体细胞胚胎发生途径形成再生 

植株。本研究表明，亚洲百合花丝组织培养 的形态 

发生方式是通过器官发生途径形成再生植株的，属 

于多细胞起源，在不同的胚性愈伤组织团上器官分 

化的情况不一 ，单独形成不定芽或根 ，有时则同时分 

别从表层分化形成不定芽 ，从内部分化形成根 ，再通 

过维管组织连接成完整植株，这与周祖富等(2006) 

在东方型百合‘Star Gazer’上的研究结果相似。 

在百合体细胞胚胎发生过程中，激素起非常重 

要的作用。刘选明等(1 997)的研究表明，铁氮和较 

低的 Fe 盐浓度对胚状体的发生更为有利 ，GA 、 

BA等物质会抑制胚状体的发生，2，4-D等激素则对 

百合胚状体的发生发挥重要作用。刘明志等(2002) 

认为 ，器官发生和体细胞胚胎发生具有不同机制 ，两 
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者对培养条件有不 同要求，BA对器官发生是必须 

的，在只有 2，4一D的培养基上完全没有不定芽形成 

的现象 ，这说明 2，4一D不具有促进不定芽形成的作 

用 。在实践中，体细胞胚胎发生是一个难 以掌握的 

操作 。本研究通过多次重复试验与常规石蜡制片也 

只观察到不定芽形成，未观察到体细胞胚胎发生的 

趋向，很可能是诱导过程 中未使用对体细胞胚胎发 

生具有促进作用的 2，4一D的缘故 。至于亚洲百合在 

使用 2，4一D时何种浓度能够诱导体细胞胚胎发生还 

有待进一步研究探讨 。 

研究还发现，花丝节段形态学的上下两端组织 

构成完全相同，培养时均为平放 ，两端接触培养基的 

机会基本一致。然而在培养过程中，细胞启动和愈 

伤组织的形成仅发生在形态学下端切 口附近的数层 

细胞 ，之后器官再生也在该部位的愈伤组织表层或 

内部发生，而其他部位的细胞却始终未产生相应变 

化。这种现象可能是 由于外植体内源激素及有机营 

养物质均由上往下运输 ，下端细胞中累积的激素及 

营养物质含量高，有利于细胞 的启动和分化；或者是 

细胞 、组织分化存在极性因素所致。此结论与周祖 

富等(2006)对东方型百合 ‘Star Gazer’的研究报道 
一 致。吴鹤鸣等(1989)认为，外植体内部至少有两 

类细胞群，它们对诱导处理反应时间进程有差异。 

器官片段在再生过程中形成极性 ，表现每一片段一 

端形成根 ，另一端则有体细胞胚发生趋 向。另外也 

有一些单极分化，只有芽原基或根原基 。本实验研 

究发现只形成芽或根 的单极分化 ，还发现同时形成 

芽和根的两极分化 。在单极分化 中，不定芽经再培 

养较易诱导出根而成完整植株，并且移栽成活率高 ； 

但是不定根未能诱导出不定芽。 
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