
浙江大学学报（农业与生命科学版）  51（1）：67 ~79，2025
Journal of Zhejiang University (Agric. & Life Sci.)
https：//www.zjujournals.com/agr
E-mail：zdxbnsb@zju.edu.cn

百合原生质体分离培养和瞬时转化
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摘要 原生质体是遗传转化和基因功能验证的重要受体。百合（Lilium）是世界上重要的观赏、食用和药用植物，

其原生质体分离培养体系仍不完善。本文以细叶百合（Lilium pumilum）和新铁炮百合（Lilium formosanum×Lilium 

longiflorum var. scabrum）为材料，对百合原生质体分离培养和瞬时转化进行了深入探索。结果表明：百合叶片和

胚性愈伤组织均是分离原生质体的优良材料。试管苗叶片原生质体的最佳分离液为细胞原生质体清洗液（cell 

protoplast wash medium, CPW）＋1.0%～2.0% 纤维素酶 RS＋0.5% 离析酶 R-10＋0.10% 果胶酶 Y-23＋12～14 g/L 

D-甘露醇。胚性愈伤组织原生质体分离的最佳分离液为 CPW＋2.0% 纤维素酶 RS＋0.60% 果胶酶 Y-23＋12～

14 g/L D-甘露醇。叶片原生质体是瞬时转化的优良受体，瞬时转效率为 34.0%～36.7%。新铁炮百合胚性愈伤组

织原生质体具有很强的分裂能力，在 MS（Murashige-Skoog，含 206.25 mg/L NH4NO3）＋60 g/L 葡萄糖的固-液双层

培养基中及培养密度为 2×105个/mL 条件下，培养 70 d 可形成愈伤组织。本研究为百合细胞工程和分子育种奠定

了基础。

关键词 细叶百合； 新铁炮百合； 原生质体培养； 瞬时转化

中图分类号 S682.29    文献标志码 Ａ

引用格式 何珊珊,李宏宇,马月,等 . 百合原生质体分离培养和瞬时转化[J]. 浙江大学学报(农业与生命科学版),

2025,51(1):67-79. DOI:10.3785/j.issn.1008-9209.2024.11.091
HE Shanshan, LI Hongyu, MA Yue, et al. Isolation, cultivation, and transient transformation of lily protoplasts[J]. Journal 

of Zhejiang University (Agriculture & Life Sciences), 2025, 51(1): 67-79.

Isolation, cultivation, and transient transformation of lily protoplasts

HE Shanshan1†, LI Hongyu1,2†, MA Yue1, SUN Hongmei1* (1. Key Laboratory of Protected Horticulture of Ministry of 

Education/National and Local Joint Engineering Research Center of Northern Horticultural Facilities Design and 

Application Technology, College of Horticulture, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110866, Liaoning, 

China; 2. College of Life Science and Bioengineering, Shenyang University, Shenyang 110044, Liaoning, China)

Abstract Protoplasts are important receptors for genetic transformation and gene function verification. Lily is 

an important ornamental, edible, and medicinal plant worldwide. The isolation and cultivation system for lily 

protoplasts is still incomplete. In this study, taking Lilium pumilum and Lilium formosanum×Lilium longiflorum 

var. scabrum as materials, the isolation, cultivation, and transient transformation of lily protoplasts were studied. 

The results revealed that lily leaves and embryogenic callus tissues were both excellent materials for isolating 

protoplasts. The optimal solution for isolating protoplasts from sterile plantlet leaves was cell protoplast wash 
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medium (CPW)＋1.0%-2.0% cellulase RS＋0.5% macerozyme R-10＋0.10% pectinase Y-23＋12-14 g/L 

D-mannitol. The optimal solution for isolating protoplasts from embryogenic callus tissues was CPW＋2.0% 

cellulase RS＋0.60% pectinase Y-23＋12-14 g/L D-mannitol. Protoplasts isolated from leaves were excellent 

receptors for transient transformation, with a transformation efficiency of 34.0%-36.7%. Protoplasts isolated from 

embryogenic callus tissues of Lilium formosanum×Lilium longiflorum var. scabrum had strong division ability. In 

a solid-liquid double-layer culture medium with MS (Murashige-Skoog, containing 206.25 mg/L NH4NO3
)＋

60 g/L glucose and a cultivation density of 2×105 cells/mL, callus tissues were formed after 70 days of cultivation. 

This study lays the foundation for lily cell engineering and molecular breeding.

Keywords Lilium pumilum; Lilium formosanum×Lilium longiflorum var. scabrum; protoplast culture; transient 

transformation

百合（Lilium）花色艳丽，姿态多样，是世界上重

要的观赏、食用和药用植物。农杆菌介导法是百合

分子育种中应用广泛且效率较高的方法。愈伤组

织、鳞片和叶片是百合遗传转化中常用的受体[1]。

然而，以多细胞组织为受体，在转化后易形成嵌合

体，使转基因苗的筛选和鉴定变得困难。原生质体

作为一种独特无壁的单细胞，在短时间内能得到遗

传上同质的大量群体，且在适宜的培养条件下，具

有分裂、分化、再生成完整植株的能力。原生质体

再生植株由单细胞组成，后期性状稳定，易纯化，是

分子育种和遗传转化的优良受体。目前，在百合中

尚未建立高效稳定的原生质体制备方法和以原生

质体为受体的转化体系，这直接阻碍了百合分子育

种及功能基因组学等的研究。

百合原生质体分离研究起步较早。1979 年，

SIMMOMDS等[2]首次以百合鳞片为材料，成功分离

出原生质体，并在后续培养中观察到细胞分裂。

TANAKA等[3]以百合花粉为材料，成功分离出原生

质体，并在后期培养中观察到原生质体细胞壁再

生。UEDA 等[4]以麝香百合（Lilium longiflorum）花

粉为材料获得了原生质体，并首次开展了花粉来源

的原生质体融合研究。HORITA 等[5]从东方百合

（Lilium ‘Oriental hybrids’）和以麝香百合为亲本所

得的杂交种的悬浮细胞中成功分离出高活力的原

生质体，并再生出完整植株，移栽后，再生植株成功

生长并开花，这是百合形成杂种细胞后得到再生植

株的首例报道。鉴于原生质体再生系统的广泛应

用前景，研究人员分别以叶片、愈伤组织、花瓣、花

粉为材料获得了百合原生质体[6-10]，在部分研究中还

成功启动了细胞分裂，但尚未形成愈伤组织[11-13]。

迄今，细胞壁重建、细胞分裂和再分化仍是百

合原生质体培养的瓶颈。虽然以悬浮细胞为材料

已成功分离出原生质体并再生出完整植株，但是悬

浮细胞培养体系稳定性差，而成熟的百合原生质体

再生技术体系仍然没有建立。为此，本研究对百合

原生质体的分离、培养进行了深入探索，并以原生

质体为受体开展了瞬时转化研究，旨在为百合细胞

工程和分子育种奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

植物材料为细叶百合（Lilium pumilum）和新铁

炮百合（Lilium formosanum×Lilium longiflorum var. 

scabrum）。将细叶百合和新铁炮百合试管苗培养于

MS（Murashige-Skoog）培养基中，培养温度（25±

1） ℃，光周期为 16 h光照/8 h黑暗。叶片外植体以

苗龄60 d的试管苗内层3～4 cm长的幼嫩叶片为材

料。以中层鳞片为外植体诱导愈伤组织。以转接培

养 15～20 d的疏松、嫩黄色胚性愈伤组织为材料分

离原生质体。植物表达载体为 pRI101-ON-GFP。

农杆菌菌株为GV3101。

1.2 原生质体分离和纯化

使用锋利的刀片将百合试管苗叶片切成 3～

4 cm长、1～2 mm宽的小块，将疏松的胚性愈伤组

织切成 0.5 g的小块，分别置于附加D-甘露醇的细

胞原生质体清洗液（cell protoplast wash medium, 

CPW）中，预处理 20 min后，置于 pH=5.8的酶解液

（表 1）中，抽真空 20 min，利用直径 0.22 μm的滤膜

对酶解液过滤灭菌，4 ℃保存，备用。酶解后，使用

70 µm的细胞筛过滤。取 10 mL过滤后的混合液，

以 800 r/min离心 3 min，弃上清液。加入 2 mL W5

溶液[154 mmol/L NaCl，125 mmol/L CaCl2·2H2O，

5 mmol/L KCl，4 mmol/L MES（pH=5.7）]洗涤 2 次
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后，静置于冰上40 min，再次离心纯化破碎细胞及残

留酶液。利用 MS 液体培养基（含 206.25 mg/L 

NH4NO3，即 1/8 NH4NO3）调整原生质体初始培养密

度。用巴氏吸管吸取少量纯化后的原生质体，利用

YA0810 血球计数板计数，计算原生质体的密度。

采用二乙酸荧光素（fluorescein diacetate, FDA）法进

行染色鉴定。

1.3 原生质体培养

分别采用液体培养法和固-液双层培养法探究

培养方式对百合原生质体的影响。液体培养法：将

纯化后的百合原生质体与 MS（含 1/8 NH4NO3）液

体培养基混合，调整培养密度为 2×105个/mL，培养

厚度为 2～3 mm，每隔 5 h轻轻摇晃 1次。固-液双

层培养法：使用MS（含 1/8 NH4NO3）液体培养基调

整原生质体初始培养密度至 2×105个/mL，然后将

10～15滴原生质体培养液滴入MS（含1/8 NH4NO3）

固体培养基中。培养条件：于 26～28 ℃黑暗条件

下培养 10 d 后，移入弱光下培养。每 10 d 更换新

鲜培养基。随着继代次数的增加，逐渐降低葡萄糖

质量浓度，每次下调10 g/L。随着原生质体分裂次数

的增多，直至形成肉眼可见的小愈伤组织后，将葡萄

糖完全去除。将小愈伤组织转移至含MS＋1 mg/L

毒莠定（picloram, PIC）的培养基中继续培养，20 d

后，将达到1 cm长的愈伤组织块转移至附加MS的

培养基中培养。每天镜检并记录原生质体状态，培

养 2周后调查细胞分裂频率，培养 4周后统计细胞

团形成频率。

1.4 原生质体瞬时转化

在百合原生质体中加入MMG溶液[0.4 mol/L 

D-甘露醇，0.015 mol/L MgCl2，0.004 mol/L 2-吗啉乙

磺酸（2-morpholinoethanesulphonic acid, MES；pH=

5.7）]，调整原生质体密度至1×105～1×106个/mL，探究

添加不同浓度D-甘露醇对百合原生质体瞬时转化的

影响。分别取100 μL原生质体培养液，加入10 μg植

物表达载体pRI101-ON-GFP、110 μL聚乙二醇-钙离

子（polyethylene glycol-calcium ion, PEG-Ca2＋）溶液

[400 g/L PEG-4000，不同浓度D-甘露醇（0.2、0.4、

0.6 mol/L），0.1 mol/L CaCl2]，轻敲混匀。在黑暗、室

温条件下静置处理5 min后，向混合液中加入440 μL 

W5 溶液，以 100×g 离心 2 min，除去上清液；加入

1 mL WI 溶液（0.5 mol/L D-甘露醇、0.004 mol/L 

MES、0.02 mol/L KCl，用KOH调节pH值至5.6），重

悬原生质体后，转入用 5% 牛血清白蛋白（bovine 

serum albumin, BSA）润洗过的6孔培养皿，于黑暗、

室温条件下静置培养。孵育完成后，以 100×g离心

2 min，浓缩原生质体，并在荧光显微镜下观察其绿

色荧光蛋白（green fluorescent protein, GFP）的表达

情况。

1.5 原生质体活力检测

采用FDA法对细叶百合和新铁炮百合原生质

体活力进行染色鉴定。FDA 用丙酮溶解，配制成

5 mg/mL溶液。取 1 mL含有百合原生质体的溶液

表1 细叶百合和新铁炮百合的不同酶解液组合

Table 1 Different enzymatic hydrolysate combinations for Lilium pumilum and Lilium formosanum×Lilium longiflorum var. scabrum

序号
No.

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

叶片酶解液组合
Enzymatic hydrolysate combination for leaf

0.5%离析酶＋0.10%果胶酶

1.0%（1.0%）纤维素酶＋0.5%离析酶＋0.10%果胶酶

1.5%（1.5%）纤维素酶＋0.5%离析酶＋0.10%果胶酶

2.0%（2.0%）纤维素酶＋0.5%离析酶＋0.10%果胶酶

2.0%（1.0%）纤维素酶＋0.10%果胶酶

2.0%（1.0%）纤维素酶＋0.1%离析酶＋0.10%果胶酶

2.0%（1.0%）纤维素酶＋1.0%离析酶＋0.10%果胶酶

2.0%（1.0%）纤维素酶＋0.5%离析酶

2.0%（1.0%）纤维素酶＋0.5%离析酶＋0.050%果胶酶

2.0%（1.0%）纤维素酶＋0.5%离析酶＋0.15%果胶酶

序号
No.

L1

L2

L3

L4

L5

L6

L7

愈伤组织酶解液组合
Enzymatic hydrolysate combination for callus

0.60%果胶酶

1.0%纤维素酶＋0.60%果胶酶

2.0%纤维素酶＋0.60%果胶酶

3.0%纤维素酶＋0.60%果胶酶

2.0%纤维素酶

2.0%纤维素酶＋0.40%果胶酶

2.0%纤维素酶＋0.80%果胶酶

3种酶试剂分别为纤维素酶RS、离析酶R-10、果胶酶Y-23。括号里的数据为新铁炮百合叶片酶解液中纤维素酶的用量。

Three enzyme reagents used are cellulase RS, macerozyme R-10, and pectinase Y-23. The data in parentheses represent the amount of 

cellulase used in the enzymatic hydrolysate combinations of the leaves of Lilium formosanum×Lilium longiflorum var. scabrum.

69

 https://www.academax.com/doi/10.3785/j.issn.1008-9209.2024.11.091



第 51 卷浙 江 大 学 学 报 （农业与生命科学版）

于 25 µL FDA溶液中进行染色。在 1.5 mL灭菌离

心管中加入0.5 mL刚分离的原生质体悬浮液，吸取

1 滴于载玻片上，静置 5 min 后在荧光显微镜下观

察，检测其活性。在紫外光激发下，发绿色或黄绿

色光的为有活力的原生质体，随机选取 3个视野统

计原生质体数量。

2 结果与分析

2.1 百合原生质体分离

2.1.1 酶解液对百合叶片原生质体分离的影响　

植物细胞壁主要由纤维素、半纤维素和果胶质

组成，因而常用纤维素酶、半纤维素酶、离析酶和果

胶酶降解细胞壁，进而获得原生质体。CHAMANI

等[14]研究表明，用 4% 纤维素酶和 1% 果胶酶处理

24 h为百合叶片原生质体的最佳分离条件。然而，

本研究表明，仅使用2种酶进行酶解时，获得的叶片

原生质体产量极低且无活力，只有同时添加纤维素

酶、离析酶和果胶酶3种酶才能大幅提高分离效率。

这可能是由基因型和外植体生理状态的差异所致。

纤维素酶、离析酶和果胶酶对百合叶片原生质体分

离的影响如图1所示。

在含有0.5%离析酶和0.10%果胶酶的酶解液中

加入不同质量分数的纤维素酶，细叶百合叶片原生

质体产量和活力随纤维素酶质量分数的提高而增

加。当纤维素酶质量分数为2.0%时，其原生质体产

量和活力达到峰值，分别为 9.2×105个/mL和 70.0%

（图1A）。新铁炮百合与细叶百合的试管苗叶片对

纤维素酶的反应不同。当纤维素酶质量分数低于

2.0%时，新铁炮百合原生质体产量和活力随纤维素

酶质量分数的提高先增加后降低。当纤维素酶质

量分数为 1.0%时，其原生质体产量和活力达到峰

值，分别为9.3×105个/mL和71.1%（图1D）。

在含有2.0%纤维素酶和0.5%离析酶的酶解液

中添加0.10%果胶酶，原生质体产量和活力最高，其

中，细叶百合和新铁炮百合的原生质体产量分别为

1.05×106个/mL和1.08×106个/mL，活力分别为70.0%

和71.0%（图1B，E）。

在含有 2.0%纤维素酶和 0.10%果胶酶的酶解

液中添加 0～1.0%的离析酶，百合原生质体产量和

活力随离析酶质量分数的提高先升高后降低。当

离析酶质量分数为0.5%时，原生质体产量和活力最

高，其中，细叶百合和新铁炮百合的原生质体产量

分别达到 9.5×105个/mL 和 1.05×106个/mL，活力分

别为72.6%和71.1%（图1C，F）。

综上所述，细叶百合和新铁炮百合叶片原生质

体分离的适宜酶解液分别为 2.0%纤维素酶＋0.5%

离析酶＋0.10%果胶酶和 1.0%纤维素酶＋0.5%离

析酶＋0.10%果胶酶。

2.1.2 酶解液对百合愈伤组织原生质体分离的

影响

与试管苗叶片相比，仅用纤维素酶和果胶酶即

可高效分离原生质体（图2）。在含有0.60%果胶酶

的酶解液中添加 0～3.0%的纤维素酶，原生质体产

量和活力随纤维素酶质量分数的提高先升高后降

低。当纤维素酶质量分数为 2.0%时，细叶百合和

新铁炮百合原生质体产量和活力达到峰值；随后，

随着纤维素酶质量分数继续升高，原生质体产量和

活力都开始下降，细胞破碎程度严重（图 2A，C）。

在含有 2.0% 纤维素酶的酶解液中添加 0～0.80%

的果胶酶，原生质体产量和活力均先升高后降低

（图 2B，D）。综上所述，百合愈伤组织原生质体的

最佳分离液为2.0%纤维素酶＋0.60%果胶酶。在此

条件下，细叶百合和新铁炮百合的原生质体产量分

别为 8.8×105个/mL 和 1.12×106 个/mL，活力分别为

57.4%和73.9%。

2.1.3 酶解时间对百合原生质体分离的影响　

酶解处理时间直接影响原生质体的产量和活

力。在酶解处理 0～8 h内，随着处理时间的延长，

百合原生质体产量和活力呈现先升高后下降的趋

势（图3）。

百合叶片的最佳酶解处理时间为6 h，细叶百合

和新铁炮百合的原生质体产量分别为1.08×106个/mL

和 1.01×106个/mL，活力分别为 72.6%和 71.1%（图

3A，C）。然而，2种百合愈伤组织的最佳酶解处理时

间不同。细叶百合愈伤组织的最佳酶解处理时间为

4 h，其原生质体的产量和活力分别为1.15×106个/mL

和 53.2%；新铁炮百合愈伤组织的最佳酶解处理时

间为 6 h，其原生质体的产量和活力分别为 1.18×

106个/mL和73.9%（图3B，D）。

2.1.4 渗透压对百合原生质体分离的影响　

适宜的渗透压有利于维持原生质膜的稳定性。

适当提高渗透压，可防止水分渗入细胞内部，并提高

原生质体产量。在原生质体分离培养过程中，常用
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的渗透压调节剂有蔗糖、葡萄糖、D-甘露醇、山梨醇、

无机盐等。在预试验的基础上，选择D-甘露醇为渗

透压调节剂。在 0～16 g/L D-甘露醇处理下，百合

原生质体产量和活力呈先升高后降低趋势（图 4）。

当D-甘露醇质量浓度分别为12 g/L和14 g/L时，细

叶百合和新铁炮百合叶片原生质体形态完整，叶绿

体分布均匀，产量和活力均最高（图 4A，C）。当

D-甘露醇质量浓度为14 g/L时，细叶百合胚性愈伤

组织原生质体的产量和活力最高，原生质体基本为

圆形；当D-甘露醇质量浓度为 12 g/L时，新铁炮百

合胚性愈伤组织原生质体的产量和活力均最高；当

D-甘露醇质量浓度为 16 g/L时，2种百合胚性愈伤

组织原生质体出现皱缩（图4B，D）。

2.2 百合原生质体培养

2.2.1 百合原生质体分裂和培养过程　

分离自新铁炮百合胚性愈伤组织的原生质体

经过培养能够形成愈伤组织（图5）。在荧光显微镜

下观察发现，纯化后的百合原生质体为球形。培养

4 d后细胞开始膨大，由球形变为卵圆形，启动第一

次分裂；培养 12 d 后，启动第二次细胞分裂；培养

30 d后，出现由多个单细胞组成的多细胞团。继续

培养，细叶百合愈伤组织原生质体皱缩并停止分

裂，没有观察到肉眼可见的愈伤组织。然而，新铁

炮百合在培养50 d后形成肉眼可见的小愈伤组织；

70 d后形成愈伤组织；继续培养，愈伤组织出现褐化

现象，未能形成不定芽。
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0.10%果胶酶；E.添加 1.0%纤维素酶＋0.5%离析酶；F.添加 1.0%纤维素酶＋0.10%果胶酶。短栅上不同小写字母表示在P＜0.05水平差异

有统计学意义，下同。

A. Adding 0.5% macerozyme＋0.10% pectinase; B. Adding 2.0% cellulase＋0.5% macerozyme; C. Adding 2.0% cellulase＋0.10% pectinase; 

D. Adding 0.5% macerozyme＋0.10% pectinase; E. Adding 1.0% cellulase＋0.5% macerozyme; F. Adding 1.0% cellulase＋0.10% pectinase. 

Different lowercase letters above bars indicate significant differences at the 0.05 probability level, and the same as below.

图1　酶解液对百合叶片原生质体分离的影响

Fig. 1　Effects of enzymatic hydrolysate on the isolation of protoplasts from lily leaves
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由于叶绿体的存在，分离自叶片的原生质体在

荧光显微镜下呈现浅绿色；培养3 d后，细胞开始膨

大，由球形变为卵圆形，同时开始启动不规则细胞

分裂，有的细胞从中间一分为二，有的细胞从细胞

边缘开始不对称分裂；培养 30 d后，能观察到细胞

团；继续培养，细胞团开始皱缩，未能继续分裂，无

法形成肉眼可见的小愈伤组织（图6）。

2.2.2 培养密度对百合原生质体的影响　

在原生质体培养的初始阶段，培养密度过低，

很难启动分裂；培养密度过高，会直接导致原生质

体粘连和有害物质累积。表2显示了培养密度对百

合愈伤组织原生质体启动细胞分裂的影响。当初

始培养密度为5×104个/mL时，细叶百合原生质体无

法启动分裂，新铁炮百合原生质体也无法形成小细

胞团；当初始培养密度提升至 2×105个/mL时，细叶

百合和新铁炮百合原生质体分裂频率分别为

20.01%和25.04%，细胞团形成频率分别为7.60%和

14.21%；当初始培养密度增加至 4×105 个/mL 时，

2种百合的原生质体分裂频率和细胞团形成频率均

开始下降。

2.2.3 培养方式对百合原生质体的影响　

液体培养（浅层）法、平板培养法、固-液双层培

养法是原生质体常见的培养方式。在预试验的基

础上，本研究探索了液体培养与固-液双层培养对

百合愈伤组织原生质体分裂和再生的影响。由表3

可知：细叶百合和新铁炮百合原生质体在固-液双
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图2　酶解液对百合愈伤组织原生质体分离的影响

Fig. 2　Effects of enzymatic hydrolysate on the isolation of protoplasts from lily callus tissue
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层培养下的分裂频率分别为20.04%和23.77%，细胞

团形成频率分别为 8.33%和 10.00%；而在液体培养

中，两者的原生质体分裂频率仅为 13.61% 和

12.50%，细胞团形成频率分别为 5.50% 和 5.94%。

可见，对于百合原生质体的早期细胞分裂，固-液双

层培养的效果良好。

2.2.4 葡萄糖质量浓度对百合原生质体培养的

影响

在原生质体培养初期，由于缺少细胞壁的保

护，需要在培养基中添加渗透压力压稳定剂以维持

培养液的高渗条件，减少细胞破损。但在培养后

期，高渗条件对细胞分裂不利。随着细胞壁的重建

和细胞分裂，需要逐渐降低渗透压调节剂的浓度并

调整渗透压调节剂的种类。本研究探索了葡萄糖

作为渗透压调节剂，在百合原生质体培养初期对细

胞分裂的影响。由表 4可知：在培养基中添加 30～

90 g/L葡萄糖时，原生质体分裂能力随着葡萄糖质

量浓度的增加而提升。当葡萄糖质量浓度为90 g/L

时，细叶百合和新铁炮百合原生质体分裂频率分别

为20.34%和26.74%，细胞团形成频率分别为8.31%

和10.08%。

2.3 百合原生质体瞬时转化

2.3.1 培养密度对百合原生质体瞬时转化的影响

分离自百合叶片和胚性愈伤组织的原生质体

的瞬时转化的最佳培养密度不同（图7）。培养密度

为 1×105～1×106个/mL时，分离自试管苗叶片的原
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图3　酶解时间对百合原生质体分离的影响

Fig. 3　Effects of enzymatic hydrolysis time on the isolation of lily protoplasts
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生质体的瞬时转化效率逐渐增加。当培养密度为

1×106个/mL时，转化效率最高，细叶百合和新铁炮

百合的瞬时转化效率分别达到 34.0% 和 36.7%。

分离自胚性愈伤组织的原生质体的最佳培养密度

为 5×105个/mL，细叶百合和新铁炮百合的瞬时转化

效率分别为11.5%和14.0%，低于叶片。

2.3.2 D-甘露醇浓度对百合原生质体瞬时转化的

影响

原生质体的膜渗透性直接影响瞬时转化效率。

由图 8 可见：在百合叶片原生质体培养基中添加

0.2～0.6 mol/L D-甘露醇，瞬时转化效率逐渐增加；

当D-甘露醇浓度达到0.6 mol/L时，转化效率最高，

细叶百合和新铁炮百合的瞬时转化效率分别为

32.0%和 34.0%。在百合胚性愈伤组织原生质体培

养基中添加 0.2～0.6 mol/L D-甘露醇，瞬时转化效

率均呈现先升高后下降的趋势；当添加 0.4 mol/L 

D-甘露醇时，瞬时转化效率最高，细叶百合和新铁

炮百合的瞬时转化效率分别为12.3%和16.7%。

2.3.3 转化时间对百合原生质体瞬时转化的影响

转化时间是影响原生质体瞬时转化效率的重

要因素。由图9可知：在12～48 h内，百合原生质体

瞬时转化效率呈先升高后下降的趋势。细叶百合

和新铁炮百合叶片原生质体的最佳转化时间均为

24 h，其瞬时转化效率分别达到 38.0%和 36.7%；随

着共培养时间的延长，其瞬时转化效率开始下降。

细叶百合和新铁炮百合胚性愈伤组织原生质体的
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图4　D-甘露醇质量浓度对百合原生质体分离的影响

Fig. 4　Effects of D-mannitol concentration on the isolation of lily protoplasts
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最佳转化时间均为 36 h，其瞬时转化效率分别为

12.3%和13.3%。与叶片原生质体相比，胚性愈伤组

织的转化时间长，转化效率低。

3 讨论

3.1 外植体类型对原生质体分离培养至关重要

分离高活性原生质体是细胞分裂和再生出完

整植株的根本保障。基因型、外植体的类型和生理

状态是影响原生质体分离效果的重要因素。原生质

体的分化受到环境条件影响，不同物种或同一物种

不同品种间的适宜培养条件均有较大差异[15]。在分

离百合胚性愈伤组织原生质体时也发现，‘Sorbonne’

和‘山丹丹’百合的产量及活力具有较大的差异[8,12]。

本研究进一步证明，细叶百合和新铁炮百合在分离

叶片和愈伤组织原生质体时，也存在较大差异。细
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Lilium formosanum×

Lilium longiflorum var. scabrum

����
Lilium pumilum

A B C

D E F

200 μm

200 μm

200 μm
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A，D.分离的原生质体；B，E.原生质体细胞分裂；C，F.细胞团形成。

A, D. Isolated protoplasts; B, E. Protoplast cell division; C, F. Cell mass formation.

图6　百合叶片原生质体分离和培养

Fig. 6　Isolation and cultivation of protoplasts from lily leaves
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D F

E

200 μm 200 μm 200 μm

G

200 μm

A.分离的原生质体；B.第一次细胞分裂；C.第二次细胞分裂；D.细胞团形成；E.小愈伤组织形成；F.转移到培养基中的再生愈伤组织；

G.愈伤组织褐化。

A. Isolated protoplasts; B. First cell division; C. Second cell division; D. Cell mass formation; E. Microcallus formation; F. Regenerative callus 

transferred to medium; G. Browning callus.

图5　新铁炮百合胚性愈伤组织原生质体分离和培养

Fig. 5　Isolation and cultivation of protoplasts from callus tissue of Lilium formosanum×Lilium longiflorum var. scabrum
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叶百合的胚性愈伤组织疏松，而新铁炮百合的胚性

愈伤组织相对致密，这可能是影响两者原生质体分

离效率的重要因素。此外，细叶百合愈伤组织原生

质体无法形成肉眼可见的愈伤组织，而新铁炮百合

愈伤组织原生质体具备旺盛的分裂能力。

不同外植体类型对原生质体的分离效果不同。

如：分离自木薯（Manihot esculenta）愈伤组织的原生

质体产量仅为3.0×106个/g（按鲜质量计，下同），分离

自叶肉组织的原生质体产量可达1.0×107个/g[16]。分

离自兰花（Cymbidium ssp.）叶基的原生质体产量最

高，达到 6.67×106 个/g；花梗和幼叶次之，分别为

3.67×106个/g和 1.07×106个/g；根尖最低，仅为 2.97×

105个/g[17]。在本研究中，百合试管苗叶片和胚性愈

伤组织均可高效分离原生质体，原生质体产量均达

到106数量级。其中，用叶片分离的原生质体的活力

为70%左右，用胚性愈伤组织分离的原生质体的活

力为60%左右，稍低于叶片。

虽然用叶片分离的原生质体具有较高的活力，

但是在培养阶段却无法形成愈伤组织。用新铁炮

百合胚性愈伤组织分离获得的原生质体具有持续

表2 培养密度对百合愈伤组织原生质体的影响

Table 2 Effects of cultivation density on protoplasts isolated from lily calli %

培养密度/
（个/mL）
Cultivation

density/
(cells/mL)

5×104

2×105

4×105

原生质体分裂频率 Protoplast division frequency

细叶百合
Lilium pumilum

0.00±0.00c

20.01±2.14a

13.57±2.40b

新铁炮百合
Lilium formosanum×Lilium longiflorum

var. scabrum

5.00±1.00c

25.04±4.63a

14.23±1.32b

细胞团形成频率 Cell colony-forming frequency

细叶百合
Lilium pumilum

0.00±0.00c

7.60±0.02a

2.50±0.00b

新铁炮百合
Lilium formosanum×Lilium longiflorum

var. scabrum

0.00±0.00c

14.21±2.37a

6.01±1.04b

培养方式为固-液双层培养，葡萄糖质量浓度为90 g/L。同列数据后不同小写字母表示在P＜0.05水平差异有统计学意义，下同。

The cultivation mode is solid-liquid double-layer cultivation, with a glucose concentration of 90 g/L. Data within the same column 

followed by different lowercase letters indicate significant differences at the 0.05 probability level, and the same as below.

表3 培养方式对百合愈伤组织原生质体的影响

Table 3 Effects of cultivation modes on protoplasts isolated from lily calli %

培养方式
Cultivation mode

液体培养 Liquid cultivation

固-液双层培养
Solid-liquid double-layer cultivation

原生质体分裂频率
Protoplast division frequency

细叶百合
Lilium pumilum

13.61±1.36a

20.04±2.22a

新铁炮百合
Lilium formosanum×Lilium

longiflorum var. scabrum

12.50±0.95b

23.77±1.73a

细胞团形成频率
Cell colony-forming frequency

细叶百合
Lilium pumilum

5.50±0.24b

8.33±0.10a

新铁炮百合
Lilium formosanum×Lilium

longiflorum var. scabrum

5.94±0.77b

10.00±1.24a

培养密度为2×105个/mL，葡萄糖质量浓度为90 g/L。

The cultivation density is 2×105 cells/mL, with a glucose concentration of 90 g/L.

表4 葡萄糖质量浓度对百合愈伤组织原生质体培养的影响

Table 4 Effects of glucose concentration on the cultivation of protoplasts isolated from lily calli %

葡萄糖质量浓度
Glucose concentration/

(g/L)

30

60

90

原生质体分裂频率 Protoplast division frequency

细叶百合
Lilium pumilum

6.70±0.14c

11.23±0.88b

20.34±1.90a

新铁炮百合
Lilium formosanum×Lilium
longiflorum var. scabrum

12.53±0.19c

18.75±0.60b

26.74±0.97a

细胞团形成频率 Cell colony-forming frequency

细叶百合
Lilium pumilum

2.40±0.10c

5.91±0.75b

8.31±0.71a

新铁炮百合
Lilium formosanum×Lilium
longiflorum var. scabrum

2.51±0.11c

6.30±0.32b

10.08±0.87a

培养密度为2×105个/mL，培养方式为固-液双层培养。

The cultivation density is 2×105 cells/mL, and the cultivation mode is solid-liquid double-layer cultivation.
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分裂的能力，并最终形成肉眼可见的愈伤组织。因

此，可认为百合愈伤组织是原生质体培养的潜在优

良外植体。遗憾的是，原生质体分裂所获得的愈伤

组织在继代培养后开始褐化死亡，未观察到细胞的

分化。这可能与细胞分化和分裂所需条件（如激

素、温度等）差异巨大有关，仍需进一步探索。

3.2 试管苗叶片是百合原生质体瞬时转化的优

良受体

高效稳定的原生质体瞬时转化系统可用于亚

细胞定位、蛋白质互作和代谢调控网络研究，还能

为植物的稳定转化提供可靠的辅助证据。在一些

植物中，用不同外植体分离的原生质体的瞬时转化

效率有所差异。如对柑橘（Citrus reticulata）叶片原

生质体进行瞬时转化，其转化效率仅为3.63%，而对

柑橘胚性愈伤组织原生质体进行瞬时转化，其转化

效率提高至 13.18%[18]。本研究发现，分离自细叶百

合和新铁炮百合试管苗叶片的原生质体的瞬时转化

效率高于分离自愈伤组织的原生质体。这可能是由

于百合胚性愈伤组织细胞中含有大量淀粉体[19]，对外

源基因的瞬时表达产生了一定的影响。原生质体
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A. Lilium pumilum; B. Lilium formosanum×Lilium longiflorum var. scabrum.

图7　培养密度对百合原生质体瞬时转化效率的影响

Fig. 7　Effects of cultivation density on the transient transformation efficiency of lily protoplasts
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图8　D-甘露醇浓度对百合原生质体瞬时转化效率的影响

Fig. 8　Effects of D-mannitol concentration on the transient transformation efficiency of lily protoplasts
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积累较多的淀粉颗粒会降低原生质体的产量和完

整性，进而可能对瞬时转化效率产生影响[20-21]。

4 结论

本研究以细叶百合和新铁炮百合为材料，探索

百合叶片和胚性愈伤组织的原生质体分离纯化和

培养条件。得到的结论如下：

以细叶百合和新铁炮百合的叶片和愈伤组织

为材料，均可分离获得高质量和高活力的原生质

体。叶片原生质体取材方便，产量和活力高，且原

生质体的体积更大，是瞬时转化和基因功能研究的

优良材料。分离自胚性愈伤组织的原生质体，在细

胞壁重建和细胞分裂过程中再生能力更强，是离体

再生、稳定的遗传转化和分子育种的良好受体。通

过固-液双层法培养百合原生质体，可以缩短培养

周期，并成功获得愈伤组织。本研究建立的细叶百

合和新铁炮百合原生质体瞬时转化体系为百合基

因功能和亚细胞定位研究提供了新方法。
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图9　转化时间对百合原生质体瞬时转化效率的影响

Fig. 9　Effects of transformation time on the transient transformation efficiency of lily protoplasts
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