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　　摘　要：以兰州百合鳞片为试材，利用秋水仙碱溶液对兰州百合进行了人工多倍体诱导。结
果表明：秋水仙碱最佳处理浓度和最佳处理时间分别为０．１％、２４ｈ，细胞诱变率达６０％。对获得
的兰州百合多倍体与二倍体叶片气孔大小及密度进行测定，通过方差分析，气孔大小及密度差异
达到极显著水平。对兰州百合多倍体和二倍体植株根尖染色体计数发现，二倍体植株所有细胞
染色体数为２ｎ＝２ｘ＝２４，多倍体植株中有的细胞染色体数为２ｎ＝２ｘ＝２４，而有些细胞染色体数为
２ｎ＝４ｘ＝４８。
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　　兰州百合（Ｌｉｌｉｕｍ　ｄａｖｉｄｉｉ　ｖａｒ．ｕｎｉｃｏｌｏｒ（Ｈｏｏｇ）
Ｃｏｔｔｏｎ），又称菜百合，是川百合（Ｌ．ｄａｖｉｄｉｉ　Ｄｕｃｈ　ｖａｒ．
ｗｉｌｌｍ　ｏｔｔｉａｅ（Ｗｉｉｓｏｎ）Ｒａｆｆｉｌ）的变种，具有很高的食用价
值，为我国最佳食用百合品种［１］。目前兰州百合已成
为甘肃省兰州市周边地区的支柱产业之一，长期的无
性繁殖使得各种病毒在百合植株中逐代积累，导致品
种严重退化。经过染色体加倍的多倍体百合具有植株
鳞片肥厚、健壮、高产优质等特点，因此兰州百合的染
色体加倍研究具有十分重要的理论意义和经济价值。
有关兰州百合多倍体新品种培育的研究国内已见报

道［２－５］，该试验在前人研究的基础上，对兰州百合进行
多倍体诱导，以期获得高产、优质的兰州百合多倍体新
种质。

１　材料与方法
１．１　试验材料
兰州百合鳞茎，采自兰州市西果园镇。

１．２　试验方法
１．２．１　多倍体诱导　无菌材料的获得：剥取种球鳞
片，用洗衣粉水清洗２０ｍｉｎ，自来水冲洗１５ｍｉｎ，０．１％
的升汞消毒１０ｍｉｎ，０．２％次氯酸钠消毒１５ｍｉｎ，经无
菌水漂洗３～４次，备用。多倍体诱导：将浸有不同浓
度（０、０．０２％、０．０５％、０．１％）秋水仙碱溶液的棉花经
过灭菌后覆盖于上述消过毒的百合鳞片的基部，接种
于诱导培养基（ＭＳ＋ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　１．０ｍｇ／Ｌ）

中，一定时间（１２、２４、４８ｈ）后将鳞片取出用无菌水冲
洗３次并接种于诱导培养基中黑暗培养。待小鳞茎长
出后切下转入继代培养基（ＭＳ＋ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．２ｍｇ／Ｌ）中。待得到完整植株后，将百合无菌苗切成
单株，接种在生根培养基（１／２ＭＳ＋ＩＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ）中，
用根尖染色体压片进行倍性鉴定。

１．２．２　多倍体鉴定　形态学观察：百合鳞片用秋水仙
碱溶液处理后，初代培养诱导出的小鳞茎转入继代培
养基中得到完整植株后，观察对照植株（未用秋水仙素
处理）和变异植株的发育情况，叶片的厚薄，颜色的深
浅，叶面是否皱褶，是否有韧性［６］。叶片气孔大小及密
度的测定：用尖嘴镊子轻轻撕取叶片下表皮，置于载玻
片上，用双蒸水铺平，盖上盖玻片后，在目镜带测微尺
的普通显微镜１６×１０倍下取３个视野测气孔长度，宽
度，每个样品测定２片叶，每叶重复观测３次，计算平
均值。在１６×１０倍镜下随机取１０个视野，统计每个
视野内的气孔数目，计算气孔密度。根尖压片鉴定：取
试管苗的根尖 → 预处理（０．０５％的秋水仙素和０．００２８
ｍｏｌ／Ｌ－羟基喹啉为１∶１）３ｈ→ 固定（无水乙醇∶冰醋
酸＝３∶１）２ｈ以上清洗→解离（１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ在６０℃
下）７ｍｉｎ→ 清洗、染色（改良品红染液）→ 压片→镜
检、鉴定、摄像［７－８］。统计其中的四倍体细胞个数和二
倍体细胞数。诱变率＝四倍体细胞个数／（四倍体细胞
个数＋二倍体细胞数）×１００％。

１．２．３　多倍体的稳定　 对兰州百合的变异株鉴定发
现，多倍体植株根尖细胞中既有二倍体细胞又有四倍
体细胞，即为嵌合体，将嵌合体的幼苗切割只留下１ｃｍ
左右，将芽分割后接种到继代培养基上诱导不定芽，反
复多代后，对再生的不定芽进行倍性鉴定。
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２　结果与分析
２．１　多倍体诱导
秋水仙碱对兰州百合多倍体的诱导有一定的作

用，随着秋水仙碱浓度的增加，兰州百合的加倍率增
加，秋水仙碱浓度为０．１％，处理时间２４ｈ加倍率最
大，可达到６０％（表１）。经秋水仙碱处理过的与未经
秋水仙碱处理过的（对照）在小鳞茎生长和外形上均有
差异。百合鳞片经秋水仙碱处理后，小鳞茎生长表现

为生长缓慢，其小鳞茎外形各异，鳞片张开。而对照组
小鳞茎生长表现为生长快，其小鳞茎外形整齐，鳞片紧
包。处理同样的时间，随着秋水仙碱浓度的增大，平均
生成鳞茎数、小鳞茎产生率逐渐减少；秋水仙碱浓度相
同时，随着处理时间的延长，平均鳞茎数、小鳞茎产生
率也逐渐减少。当秋水仙碱浓度达到０．１％，处理时间
为４８ｈ时鳞片从基部向上逐渐褐化，最终死亡。

　　表１ 不同浓度的秋水仙素浓度与不同处理时间对百合诱变率的影响

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｍｕｔａｇｅｎｉｃ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｎ　ｓｑｕａｍａｓ　ｏｆ　Ｌｉｌｙ　ｔｒｅａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅｓ　ｆｏｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ　ｐｅｒｉｏｄｓ
秋水仙素浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅｓ

处理时间

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｔｉｍｅ／ｈ

处理鳞片数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

平均鳞茎数

Ａｖｅｒａｇｅ　ｏｆ　ｂｕｌｂｌｅｔｓ

小鳞茎产生率

Ｒａｔｅ　ｏｆ　ｂｕｌｂｌｅｔｓ　ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔ

观察细胞数

Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｃｅｌｌ

诱变率

Ｒａｔｅ　ｏｆ　ｍｕｔａｇｅｎｅｎｓｉｓ
／％ ／个 ／个 ／％ ２× ４× ／％

０　 １２　 ３０　 ７．８　 １００　 ４０　 ０　 ０
０．０２　 １２　 ３０　 ５．４　 ９０　 ３２　 １１　 ２６
０．０５　 １２　 ３０　 ５．０　 ６５　 ２４　 １５　 ３８
０．１　 １２　 ３０　 ４．０　 １５　 １２　 １２　 ５０
０　 ２４　 ３０　 ７．７　 １００　 ４０　 ０　 ０
０．０２　 ２４　 ３０　 ３．３　 ６６　 １８　 １４　 ４４
０．０５　 ２４　 ３０　 ３．１　 ３２　 １０　 １１　 ５２
０．１　 ２４　 ３０　 ２．９　 ２０　 ６　 ９　 ６０
０　 ４８　 ３０　 ７．５　 １００　 ４０　 ０　 ０
０．０２　 ４８　 ３０　 １．７　 １９　 １３　 １１　 ４６
０．０５　 ４８　 ３０　 ０．９　 １０　 ４　 ５　 ５６
０．１　 ４８　 ３０　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０

２．２　兰州百合多倍体鉴定
２．２．１　兰州百合变异株的形态学观察　对照植株生
长正常，叶片颜色浅绿，叶片较薄，叶面平整，叶片有韧
性；变异株生长缓慢，畸形、矮化，叶片颜色较深，叶片
较厚，并且叶面粗糙，较脆，易折断（图１）。

图１　兰州百合对照植株与变异植株形态学观察
注：Ａ：二倍体植株；Ｂ：变异植株。

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｐｌａｎｔｓ　ａｎｄ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｐｌａｎｔ　ｏｆ　Ｌ．ｄａｖｉｄｉｉ　ｖａｒ．ｕｎｉｃｏｌｏｒ（Ｈｏｏｇ）Ｃｏｔｔｏｎ

　　　　　Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｄｉｐｌｏｉｄ　ｐｌａｎｔｌｅｔ；Ｂ：Ｖａｒｉａｎｔ　ｐｌａｎｔｌｅｔ．

２．２．２　变异植株与对照植株气孔大小及密度的测定

　在相同生长阶段和环境条件下，通过对变异株的气
孔大小及频度的测定发现，多倍体植株气孔大小明显
增大，长度为二倍体的１６２％，较二倍体增大了
６１．５９％。宽度是二倍体的１４４％，较二倍体增大了
４４．０７％。气孔长度的增大程度要大于宽度的增加程
度（表２、图２）。气孔的密度小，是二倍体的３２％，同时

保卫细胞内叶绿体数明显增多（图３）。通过方差分析，
气孔大小及密度差异达到极显著水平（表３）。

　　表２ 变异植株与对照植株气孔大小
与密度的测量结果

　　Ｔａｂｌｅ２ Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆ　ｌｅａｆ　ｓｔｏｍａ　ｓｉｚｅ

ａｎｄ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ａｎｄ　ｖａｒｉａｎｔ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

样本
气孔器

Ｓｔｏｍａ／μｍ
增大率

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｃｒｅａｓｅ／％
气孔密度

Ｍａｔｅｒｉａｌ
长

Ｌｅｎｇｔｈ
宽

Ｗｉｄｔｈ
长

Ｌｅｎｇｔｈ
宽

Ｗｉｄｔｈ
Ｄｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ　ｓｔｏｍａ
／个·ｍｍ－２

对照植株

Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ
７０．３８　４７．１７５　 ６６

６１．５９　 ４４．０７
变异植株

Ｖａｒｉａｎｔ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ
１１３．７３　６７．９６５　 ２１

图２　兰州百合对照植株与变异植株气孔密度比较
注：Ａ：二倍体气孔器（３５×）；Ｂ：变异株气孔器（３５×）。

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｅ　ｏｆ　ｓｔｏｍａｔａｌ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｐｌａｎｔｓ

ａｎｄ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｐｌａｎｔ　ｏｆ　Ｌ．ｄａｖｉｄｉｉ　ｖａｒ．ｕｎｉｃｏｌｏｒ（Ｈｏｏｇ）Ｃｏｔｔｏｎ

　　　　　　Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｓｔｏｍａｓ　ｏｆ　ｄｉｐｌｏｉｄ；Ｂ：Ｓｔｏｍａｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｔ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ．
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图３　兰州百合对照植株与变异植株气孔大小比较
　　　　注：Ａ：二倍体气孔器（１４０×）；Ｂ：变异株气孔器（１４０×）。

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｅ　ｏｆ　ｓｔｏｍａ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｐｌａｎｔｓ　ａｎｄ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｐｌａｎｔ　ｏｆ　Ｌ．ｄａｖｉｄｉｉ　ｖａｒ．ｕｎｉｃｏｌｏｒ（Ｈｏｏｇ）Ｃｏｔｔｏｎ　　
　　　Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｓｔｏｍａ　ｏｆ　ｄｉｐｌｏｉｄ；Ｂ：Ｓｔｏｍａ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｔ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ．

２．２．３　兰州百合根尖染色体压片结果分析　经细胞
学观察发现，兰州百合二倍体细胞的染色体数为２ｎ＝

图４　兰州百合对照植株与变异植株染色体数目比较
注：Ａ：兰州百合二倍体染色体；Ｂ：兰州百合变异株染色体。

Ｆｉｇ．４　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｄｉｐｌｏｉｄ　ｏｆ　Ｌ．ｄａｖｉｄｉｉ　ｖａｒ．
ｕｎｉｃｏｌｏｒ（Ｈｏｏｇ）Ｃｏｔｔｏｎ

　　Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　ｏｆ　ｄｉｐｌｏｉｄ　Ｌ．ｄａｖｉｄｉｉ　ｖａｒ．ｕｎｉｃｏｌｏｒ；Ｂ：

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｔ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　Ｌ．ｄａｖｉｄｉｉ　ｖａｒ．ｕｎｉｃｏｌｏｒ．

２ｘ＝２４，而经秋水仙素诱导的多倍体植株的体细胞染
色体为２ｎ＝２ｘ＝２４和２ｎ＝２ｘ＝４８（图４）。

　　表３ 对照植株与变异植株气孔大小与频度差异显著性比较

　　Ｔａｂｌｅ３ Ｔｈｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｌｅａｆ　ｓｔｏｍａ　ｓｉｚｅ　ａｎｄ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ａｎｄ　ｖａｒｉａｎｔ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

样本 气孔长度Ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ　ｓｔｏｍａ／μｍ 气孔宽度 Ｗｉｄｔｈ　ｏｆ　ｓｔｏｍａ／μｍ 气孔密度 Ｄｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ　ｓｔｏｍａ／个·ｍｍ－２

Ｍａｔｅｒｉａｌ
平均值

Ａｖｅｒａｇｅ

显著性５％
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ａｔ　５％

ｌｅｖｅｌ

显著性１％
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ａｔ　１％

ｌｅｖｅｌ

平均值

Ａｖｅｒａｇｅ

显著性５％
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ａｔ　５％

ｌｅｖｅｌ

显著性１％
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ａｔ　１％

ｌｅｖｅｌ

平均值

Ａｖｅｒａｇｅ

显著性５％
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ａｔ　５％

ｌｅｖｅｌ

显著性１％
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ａｔ　１％

ｌｅｖｅｌ

对照株

Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ
７０．３８ Ａ ａ　 ４７．１７５ Ａ ａ　 ６６ Ａ ａ

变异株

Ｖａｒｉａｎｔ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ
１１３．７３ Ｂ ｂ　 ６７．９６５ Ｂ ｂ　 ２１ Ｂ ｂ

３　结论与讨论
该试验研究发现，秋水仙素对兰州百合多倍体的

诱导有一定的作用，随着秋水仙素浓度的增大，诱变率
增加，在相同浓度的秋水仙素处理下，随着处理时间的
延长，鳞片死亡率增加，诱变率增加，同一材料，随着处
理浓度升高和时间的延长，染色体的加倍率增大，但是
秋水仙素对细胞的伤害也增大，从而得到的变异株的
绝对数量变少。可能的原因是秋水仙素对细胞存在剧
毒作用，这种剧毒作用随着浓度及时间的延长，导致诱
导植株的绝对数量减少，但是却使四倍体细胞诱导率
增加。所以，选择合适的浓度和处理时间，对染色体的
加倍至关重要。该试验中得到的变异植株基本上都是
嵌合体，通过组织培养技术分离纯化嵌合体植株，经过
多次继代培养后，得到了更多的变异苗，变异苗生长状
况良好。
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菜用大黄组培苗不定芽增殖能力比较研究

吴 亚 蓓，蔡 祖 国，张 有 铎，赵 一 鹏
（河南科技学院 园林学院，河南 新乡４５３００３）

　　摘　要：以５个欧洲菜用大黄品种‘ＲＴ’、‘ＲＯ’、‘ＲＶ’、‘Ｒ５’和‘Ｒ１９’种子为试材，以组培苗茎
尖为外植体，在ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ＋５．３ｇ／Ｌ琼脂＋３０ｇ／Ｌ蔗糖培养基上进
行连续２４ｄ的离体培养，研究不同欧洲菜用大黄品种组培苗不定芽增殖能力差异。结果表明：

５个品种的不定芽再生方式可以分为基部愈伤组织萌发再生不定芽和腋芽萌发再生不定芽。各
品种间不定芽再生能力差异显著，‘ＲＴ’的再生不定芽增殖速度最快，增殖系数最大，为３．７１，
‘Ｒ１９’的再生不定芽增殖速度最慢，增殖系数最小，为１．９６；根据各品种增殖系数连续变化曲线得
出，菜用大黄合理的继代周期为２４ｄ。
关键词：菜用大黄；组织培养；再生能力
中图分类号：Ｓ　６４４．９；Ｑ　８１３．１＋２　文献标识码：Ａ　文章编号：１００１－０００９（２０１１）１８－０１４１－０３

　　菜用大黄（Ｒｈｅｕｍ　ｒｈａｐｏｎｔｉｃｕｍＬ．）为蓼科大黄属
多年生四倍体（２ｎ＝４ｘ＝４４）草本植物，以叶柄为食用
器官，其产量高、适应性强、且便于管理，一次定植可连
续收获４～６ａ［１］。叶柄粗嫩多汁，营养丰富，风味独
特，是理想的芳香保健类蔬菜，由它制成的饼派、甜点、
果酱、果酒等已经成为西方国家人们日常生活中不可
或缺的传统食品［２－４］。近年来，随着２００８北京奥运会
的举行，菜用大黄作为一种“新兴特色保健类蔬菜”开
始逐渐走入中国人的视野［５］。
２００４年以来，河南科技学院菜用大黄引种育种课
题组赵一鹏教授从英国引入了几个优良的菜用大黄栽

培种，并通过茎尖离体培养成功地建立起了菜用大黄
组培快繁体系［６－８］。然而，在离体培养条件下，各品种
的再生能力之间有着显著的差异。该试验研究了菜用

大黄各品种的不定芽再生方式、增殖能力之间的差异
性，菜用大黄组培苗合理的继代培养周期，为深入探讨
菜用大黄离体条件下的快速繁殖奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
该试验所用种子均来自英国 Ｗｒｉｔｔｌｅ学院种质资

源库，所选用的５个欧洲菜用大黄品种分别是：（１）
‘ＲＴ’，（２）‘ＲＯ’，（３）‘ＲＶ’，（４）‘Ｒ５’，（５）‘Ｒ１９’。种子
经过消毒灭菌后，置于不添加任何激素的 ＭＳ基本培
养基上进行无菌萌发。当幼苗长至２ｃｍ左右时，切取
１ｃｍ长的茎尖作为外植体。
１．２　试验方法
培养环境的温度保持在（２５±１）℃，光周期为１６

ｈ／ｄ，光照强度为１　５００ｌｘ。将由种苗获得的茎尖外植
体接种于 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ＋１．０ｍｇ／Ｌ＋３０ｇ蔗糖＋
５．３ｇ琼脂［６］的培养基上进行愈伤组织诱导，待再生不
定芽发生后，将再生不定芽转入不添加任何植物生长
调节剂的 ＭＳ基本培养基上培养２周，随后接入ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ＋１．０ｍｇ／Ｌ＋３０ｇ蔗糖＋５．３ｇ琼脂［６］上进
行不定芽增殖培养。所有培养基均经过１２１℃高压灭
菌３０ｍｉｎ，ｐＨ　５．８
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