
   
湖南农业大学学报(自然科学版)  2022，48(5)：556–562．DOI：10.13331/j.cnki.jhau.2022.05.008 
Journal of Hunan Agricultural University(Natural Sciences)  
引用格式： 
舒珂，李建红，陈璐，傅海燕，蔡维，刘李晨，李玉帆．卷丹百合远缘杂交及杂种后代的鉴定[J]．湖南农

业大学学报(自然科学版)，2022，48(5)：556–562． 
SHU K，LI J H，CHEN L，FU H Y，CAI W，LIU L C，LI Y F．Distant hybridization of Lilium lancifolium Thunb. 
and identification of its hybrid progeny[J]．Journal of Hunan Agricultural University(Natural Sciences)，2022，

48(5)：556–562． 
投稿网址：http://xb.hunau.edu.cn 

卷丹百合远缘杂交及杂种后代的鉴定 
舒珂 1,2，李建红 3，陈璐 1,4，傅海燕 1，蔡维 1，刘李晨 1，李玉帆 1,2,4*  

(1.湖南农业大学园艺学院，湖南 长沙 410128；2.湖南省中亚热带优质花木繁育与利用工程研究中心，湖南 长沙 
410128；3.江西省崇义县林业局阳明山省级自然保护区管理站，江西 崇义 341300；4.园艺作物种质创新与新品

种选育教育部工程研究中心，湖南 长沙 410128)  

摘 要：为培育抗性强、观赏性优良的卷丹百合新种质，采用液体培养基悬滴法测定 3 个观赏百合品种‘Black 

stone’‘Tresor’‘Sorbonne’ 的花粉生活力；用蕾期授粉、正常授粉、延迟授粉、切割柱头授粉方式分别与母本卷丹

百合进行杂交，对获得的杂交后代进行胚珠培养及增殖扩繁，采用 SSR 分子标记的方法鉴定杂种的真实性。结果

表明：‘Sorbonne’的花粉萌发率总体高于‘Black stone’和‘Tresor’；蕾期授粉的结实率最高，为 14.44%；卷丹×‘Black 

stone’ 组合获得蒴果数量最多，共得到了 17 个蒴果；对杂交蒴果进行胚珠培养，得到 9 株 F1 代杂种苗；筛选杂

种苗增殖扩繁的较适培养基为 MS+30 g/L 蔗糖+0. 1 mg/L NAA+1 mg/L 6–BA+8 g/L 琼脂；鳞茎膨大生根较适培养

基为 MS+80 g/L 蔗糖+0.1 mg/L NAA+ 0. 05 mg/L 6–BA+0.75 g/L 活性炭+6.5 g/L 琼脂，最适培养环境为黑暗培养；

通过 4 对引物鉴定证实卷丹×‘Tresor’的 2 个杂种株系为真实杂种。 
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Abstract: In order to cultivate new varieties of Lilium lancifolium with strong resistance and excellent ornament, the 

pollen viability of three ornamental lily cultivars ‘Black stone’, ‘Tresor’ and ‘Sorbonne’ was measured by liquid medium 

hanging drop method, which were respectively used to conduct distant crosses with female parent Lilium lancifolium 

Thunb. using bud stage pollination, normal pollination, delayed pollination, and stigma-cutting pollination. Ovules of the 

obtained hybrid progeny were cultured and multiplied, and the authenticity of the hybrid was identified by the method of 

SSR molecular marker. The results showed that the pollen germination rate of ‘Sorbonne’ was generally higher than that 
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of ‘Black stone’ and ‘Tresor’; the seed setting rate with pollination at the bud stage was the highest, which was 14.44%; 

the hybrid combination with the largest number of capsules is Lilium lancifolium Thunb. × ‘Black stone’, with 17 

capsules. Ovules of the hybrid capsules were cultured, and 9 F1 generation hybrid seedlings were obtained. The optimum 

medium formula for hybrid seedling propagation is MS+30 g/L sucrose+0.1 mg/L NAA+1 mg/L 6-BA+8 g/L agar. The 

optimal medium formula for bulb expansion and rooting is MS+80 g/L sucrose+0.1 mg/L NAA+ 0.05 mg/L 6-BA+0.75 

g/L activated carbon+6.5 g/L agar, and the optimal culture environment is dark nourish. Finally, the two hybrid lines of 

Lilium lancifolium Thunb. × ‘Tresor’ were confirmed to be true hybrids through SSR molecular mark identification using 

four pairs of primers. 

Keywords: Lilium lancifolium Thunb.; distant hybridization; ovule culture; propagation culture; SSR molecular mark 

 
卷丹百合(Lilium lancifolium Thunb.)别名虎皮

百合、宜兴百合、天盖百合，广泛分布于江苏、浙

江、安徽、江西、湖南、湖北等地[1]，兼具药用、

食用和观赏多种功能[2]，具有较高的开发价值。 

卷丹百合作为一种原生百合，对土传病害枯萎

病的抗性极弱，从而造成严重的连作障碍，面临品

种退化、品质下降等问题[3]。而大部分观赏百合栽

培品种尤其是亚洲百合杂种系品种的抗性都较强，

对尖孢镰刀菌引起的枯萎病的抗性极强[4]。百合种

间的远缘杂交有受精前障碍和受精后胚的发育不

良等障碍[5]。克服受精前障碍主要采用切割柱头、

花粉蒙导、化学处理、柱头嫁接等方法；受精后障

碍主要通过胚拯救来克服。罗建让等[6]、樊金平等[7]

以卷丹百合为亲本，与野百合、宜昌百合和东北百

合进行杂交育种，未能获得有胚种子；雷家军等[8]

以野生百合及亚洲百合为父本，采用 5 种授粉方法

与卷丹百合杂交，筛选卷丹百合杂交种后代胚珠培

养的最佳培养基配方，获得卷丹杂交后代，但并没

有进行杂种后代的培育及鉴定。笔者采用蕾期授

粉、正常授粉、延迟授粉、切割柱头授粉等 4 种授

粉方法，将食用卷丹百合与‘Black stone’ ‘Tresor’ 

‘Sorbonne’这 3 种抗性强、观赏性状优良的亚洲百

合杂种系及东方百合杂种系品种进行杂交，筛选适

于克服卷丹百合远缘杂交障碍的方法，建立杂种后

代增殖扩繁培育体系，以期为培育观赏兼食用百合

新品种提供支持及材料。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

供试百合母本为卷丹百合，父本分别为 ‘Black 

stone’ ‘Tresor’‘Sorbonne’，如图 1 所示。供试亲本与

杂种后代均种植于湖南农业大学花卉基地。 

    
1 卷丹百合；2 ‘Black stone’；3 ‘Tresor’；4 ‘Sorbonne’。 

图 1 百合杂交亲本 
Fig.1 Hybrid parents  

1.2 方法 

1.2.1 百合父本花粉生活力测定及杂交授粉方式

的选择 

采用三因素三水平正交试验设计，配制了 9 组 

 

百合花粉萌发液体培养基[9]，其配方列于表 1，运

用液体培养基悬滴法检测百合父本花粉的萌发情

况，计算花粉萌发率。 

1 2 3 4
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表 1 百合花粉萌发液体培养基配方 
Table 1 Formula of liquid medium for lily pollen germination 

试验号 蔗糖/% 硼酸/(mg·L–1) 氯化钙/(mg·L–1) 总体积/mL

1 5 100 25 50 

2 5 150 75 50 

3 5 200 125 50 

4 10 100 75 50 

5 10 150 125 50 

6 10 200 25 50 

7 15 100 125 50 

8 15 150 25 50 

9 15 200 75 50 
 
采用蕾期授粉(开花前 2~3 d，花蕾显色期)、正

常授粉(开花 1~2 d)、延迟授粉(开花后 4~5 d，花瓣

萎蔫状态)和切割柱头授粉(开花 1~2 d)4 种方式，每

个组合、每种处理各杂交 30 朵。为避免自交的影

响，对蕾期百合花朵去雄后套袋，杂交前取袋，授

粉完成后再次套袋。 

1.2.2 百合杂种苗增殖与膨大生根培养基的筛选 

授粉 2 个月后，摘取成熟膨大蒴果洗净，依次

用 75%乙醇和 2%次氯酸钠消毒，取胚珠，置于培

养基上培养。胚珠培养基为 MS+30 g/L 蔗糖+0.01 

mg/L NAA+6.5 g/L 琼脂，pH 5.7。以培养基 MS+30 

g/L 蔗糖+1 mg/L 6–BA+8 g/L 琼脂，pH 5.8 为基础，

分别添加 0.01、0.10、0.50 mg/L 的 NAA，培养卷

丹×‘Tresor’杂种苗的外层鳞片。每个处理接种 10

瓶，每瓶接种 5 个小鳞茎，重复 3 次。每周观察统

计出芽情况，为期 90 d。 

将增殖的百合不定芽接种到鳞茎膨大生根培

养基进行培养，以不同质量浓度的 6–BA 和是否加

活性炭筛选较适培养基。每种培养基配方接种 10

瓶，每瓶接种 4 个百合不定芽，30 d 后统计观察小

鳞茎的直径及生根情况。 

配方 1：MS+80 g/L 蔗糖+0.1 mg/L NAA+ 0. 05 

mg/L 6–BA+0.75 g/L 活性炭+6.5 g/L 琼脂，pH=5.8。 

配方 2：MS+80 g/L 蔗糖+0.1 mg/L NAA +0. 1 

mg/L 6–BA +0.75 g/L 活性炭+6.5 g/L 琼脂，pH=5.8。 

配方 3：MS+80 g/L 蔗糖+0.1 mg/L NAA +0. 2 

mg/L 6–BA +0.75 g/L 活性炭+6.5 g/L 琼脂，pH=5.8。 

配方 4：MS+80 g/L 蔗糖+0.1 mg/L NAA + 0. 2 

mg/L 6–BA +6.5 g/L 琼脂，pH=5.8。 

将杂种苗置于较适鳞茎膨大生根培养基，分别

置于光照和黑暗环境培养，40 d 后观察杂种苗鳞茎

膨大生根情况。 

1.2.3 百合杂种苗的鉴定 

取卷丹×‘Tresor’的2个杂种株系、卷丹和‘Tresor’

的幼嫩无病虫害的新鲜叶片提取 DNA(北京聚合美

生物科技有限公司 M5 Hiper Plus 多糖多酚植物基因

组 DNA 提取试剂盒)，采用紫外分光光度计测定

DNA 浓度，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的质量，

凝胶成像分析系统检测电泳条带。利用前期开发的

23 对百合 SSR 引物对亲本进行多态性分析，筛选出

扩增条带清晰不拖带、多态性较好的引物。 

采用 25 μL 反应体系：DNA 模板(50 ng/μL)1 

μL，2×Rapid Taq Master Mix 12.5 μL，上、下游引

物(10 μmol/L)各 1 μL，无菌水 9.5 μL。PCR 扩增程

序：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，56~63 ℃

退火 15 s，72 ℃延伸 15 s，35 个循环；最后 72 ℃

延伸 5 min。4 ℃保存。 

将初步筛选获得的 SSR 引物序列的 5'端添加荧

光标记，合成荧光引物，以亲本与子代的基因组

DNA 为模板，进行 PCR 扩增与毛细管电泳检测。 

2  结果与分析 

2.1 百合父本花粉的生活力和较优授粉方式 

3 个百合父本花粉的萌发情况如图 2 所示。由

表 2 可知，3 个百合父本的花粉均有一定的生活力，

其中‘Sorbonne’的萌发率总体稍高于‘Black stone’和

‘Tresor’。3 个父本花粉在 150 g/L 蔗糖+100 mg/L

硼酸+125 mg/L 氯化钙萌发液中的萌发率最大，

‘Sorbonne’的萌发率显著高于‘Black stone’ ‘Tresor’，

‘Tresor’的萌发率显著低于‘Black stone’。3 个父本的

花粉在 9 种萌发液中均可萌发，说明父本花粉的适

应性较好。 
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  1 ‘Black stone’花粉；2 ‘Tresor’花粉；3 ‘Sorbonne’花粉。 

图 2 百合父本花粉的萌发情况 
Fig. 2 Germination of pollens from three male parents with the best pollen germination solution  

表 2 百合父本花粉的萌发率 
Table 2 Pollen germination rates of male parents 

花粉萌发率/% 
试验号 

‘Black stone’ ‘Tresor’ ‘Sorbonne’ 

1 (39.26±5.59)ab (21.48±2.18)de (41.79±4.16)ab

2 (31.62±4.59)bc (12.25±1.19)g (28.82±1.13)bc

3 (28.84±6.75)bc (20.83±2.22)de (44.59±4.79)ab

4 (43.29±2.00)ab (16.19±3.30)ef (20.56±2.19)de

5 (36.89±4.83)ab (20.56±2.19)de (13.28±1.96)g 

6 (41.14±5.35)ab (12.63±1.59)g (20.94±2.81)de

7 (48.61±4.63)ab (26.11±2.73)cd (58.16±3.86)a 

8 (43.45±6.27)ab (21.43±2.37)de (27.82±2.55)bc

9 (36.11±2.73)bc (14.54±1.78)fg (45.94±2.17)ab

同列不同字母表示处理间的差异有统计学意义(P<0.05)。  
3 种杂交组合的结实率差异较大，其中卷丹

×‘Black stone’结实率最高，共授粉 120 朵，获得 17
个蒴果，结实率高达 14.167%；卷丹×‘Tresor’，获

得 7 个蒴果，结实率为 5.833%；卷丹×‘Sorbonne’
仅获得 1 个蒴果，结实率最低，为 0.833%。由此可

见，卷丹百合和亚洲百合(‘Black stone’)的亲缘关系

较近，较易获得杂交果实。 
在 4 种授粉方式中，蕾期授粉所得蒴果数量最

多，共授粉 90 朵，获得了 13 个杂交蒴果，结实率

达到了 14.44%；其次为正常授粉，获得了 11 个杂

交蒴果，结实率为 12.20%；切割柱头授粉仅获得 1
个杂交蒴果，结实率为 1.11%；延迟授粉没有获得

果实。综上可知，蕾期授粉是克服卷丹远缘杂交受

精前障碍的较优授粉方式。 

2.2 杂种苗的增殖和膨大生根较适培养基 

胚珠培养 30 d 后有出芽现象。其中卷丹×‘Black 
stone’获得杂种苗 1 株，卷丹×‘Tresor’获得杂种苗 8
株，卷丹×‘Sorbonne’没有获得杂种后代。 

杂种苗小鳞片接入增殖培养基 14 d 后，鳞片基

部开始膨大；在 21 d 左右鳞片基部开始生长出不定

芽，部分接种的小鳞片也可分生出新的小籽球；60 
d 后，NAA 处理杂种苗后代的鳞片生长分化稳定(图
3)。对分化出的不定芽和小籽球的数量进行统计分

析，结果，0.10 mg/L NAA 处理的平均增殖系数最

高，为 6.42；0.01 mg/L NAA 和 0.50 mg/L NAA 处

理的平均增殖系数分别为 4.40 和 3.98，无显著差异，

0.10 mg/L NAA 处理的平均增殖系数显著高于 0.01 
mg/L NAA 与 0.50 mg/L NAA 处理的，说明 0.10 
mg/L NAA 处理对百合小鳞片的增殖效果最好。 

 

    
1 胚珠培养获得的杂种苗；2 0. 01 mg/L NAA 处理 60 d 后鳞片分化情况；3 0.10 mg/L NAA 处理 60 d 后鳞片分化

情况；4 0.50 mg/L NAA 处理 60 d 后鳞片分化情况。 

图 3 卷丹×‘Tresor’杂交后代胚珠培养及增殖培养 
Fig.3 Ovule culture and proliferation culture of hybrid progeny from Lilium lancifolium Thunb.×‘Tresor’  

1 2 3

1 2 3 4
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将增殖培养后的不定芽接种至鳞茎膨大生根

培养基中，在配方 1 中的 52 个小鳞茎，得到 26 个

生根小鳞茎，11 个膨大鳞茎；在配方 2 中的 55 个

小鳞茎，得到生根小鳞茎 26 个，膨大鳞茎 7 个；

在配方 3 中的 17 个小鳞茎，得到生根的小鳞茎 2
个，膨大鳞茎仅 1 个；在配方 4 中的 22 个小鳞茎，

仅得到 2 个生根小鳞茎，没有获得膨大的小鳞茎。

结果表明，配方 1 中的小鳞茎膨大率与生根率最高，

与配方 2、配方 3 比较， 0.05 mg/L 6–BA 对百合小

鳞茎膨大生根的效果最好；相比配方 3 及配方 4 的

效果，说明活性炭可促进百合小鳞茎膨大生根。 
由图 4 可看出，在同种培养基条件下，黑暗培

养 40 d 后的杂种苗鳞茎比光照培养的大，所获 1~2 
cm 大球的数量是光照培养的 2 倍，而且根系更为

发达、粗壮。光照培养的 34 个小鳞茎中，得到膨

大鳞茎 8 个，生根鳞茎 20 个；黑暗培养的 38 个小

鳞茎中，得到膨大鳞茎 17 个，生根鳞茎 25 个。表

明黑暗培养的小鳞茎的生根率和膨大率均高于光

照培养的，暗培养环境更适宜百合杂种苗鳞茎的膨

大生根。 

    

    
1、2 光照培养的鳞茎膨大情况；3、4 黑暗培养的鳞茎膨大情况；5、6 光照培养的鳞茎生根情况；7、8  黑暗培

养的鳞茎生根情况。 

图 4 光照和黑暗培养 40 d 后百合鳞茎膨大和生根情况 
Fig.4 Expansion and rooting of seed bulbs after 40 days of light culture and dark culture  

2.3  百合杂交后代的鉴定结果 

对母本卷丹、父本‘Tresor’以及卷丹×‘Tresor’2
个杂种苗株系 JA1、JA2 各 3 株提取 DNA，利用超

微量核酸蛋白测定仪检测浓度。结果显示，其

OD260/OD280 值为 1.7~2.0；通过 1%琼脂糖凝胶电

泳检测其纯度，所提取 DNA 条带清晰无拖带，无

蛋白质和 RNA 污染。 
利用 23 对 SSR 引物对父母本进行 PCR 扩增和

2%琼脂糖凝胶电泳检测，筛选出了其中扩增效果较

好、条带较清晰、稳定的引物 16 对。将筛选出的

SSR 引物的 5'端添加荧光标记，合成荧光引物，进

行 PCR 扩增与毛细管电泳检测与分析。 

采用初步筛选出的 16 对 SSR 引物对父母本及

杂交后代的 PCR 扩增产物进行毛细管电泳检测，获

得数据在 GeneMarker V2.2.0 进行判读与分析，得

出其中 4 对引物可以有效鉴定杂交后代的真实性

(图 5)。由图 5 可知，JA1 的 3 个子代在引物 JDZJ–11

中同时扩增出了父母本的特异性片段，可以确定为

真实杂种；而 JA2 的 3 个子代在引物 JDZJ–13 中扩

增出了父母本的特异性片段，也可以确定 JA2 的 3

个子代均为真实杂种。 

1 2 3 4

5 6 7 8
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图 5 引物 JDZJ–11 和 JDZJ–13 的扩增图谱 

Fig.5 Amplified spectra with primers JDZJ-11 and JDZJ-13  
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3 结论与讨论 

将卷丹百合与抗性强、观赏性状优良的亚洲百

合杂种系品种‘Black stone’‘Tresor’及东方百合杂种

系品种‘Sorbonne’进行杂交，建立了一套适于克服

卷丹百合远缘杂交障碍的方法以及杂种后代组培

快繁体系。 
运用 4 种授粉方式进行杂交，发现蕾期授粉的

结实率最高，延迟授粉的最低，故在以卷丹为母本

的杂交过程中采用蕾期授粉方式，能够较好地克服

远缘杂交受精前障碍而得到更多膨大的杂交果实。

为了克服卷丹远缘杂交的受精后障碍，还对所获胚

珠进行了胚拯救，但最终只有卷丹×‘Black stone’和
卷丹×‘Tresor’能够获得杂种苗，卷丹×‘Sorbonne’的
杂交组合没有获得萌发的杂种苗，这表明卷丹× 
‘Sorbonne’远缘杂交的受精后障碍非常严重，杂种存

在严重的难稔性，极难成活。卷丹和亚洲百合杂种

系品种(‘Black stone’ ‘Tresor’)进行远缘杂交的杂种

后代较容易成活，这与雷家军等[10]研究结果相一致。 
在卷丹杂种苗增殖培养过程中， 6–BA 的质量

浓度为 1 mg/L 时，适宜的 NAA 质量浓度可促进小

鳞茎增殖，超过适宜浓度后，随着 NAA 浓度的增

加，增殖系数下降，这与张睿婧等[11]、李卓忆[12]

的试验结果相一致。在杂种苗膨大生根培养中发

现，NAA 质量浓度为 0.10 mg/L 时，0.05 mg/L 6–BA
最能促进小鳞茎膨大生根，而当 6–BA 质量浓度超

过 0.05 mg/L 时，出现抑制作用；对比配方 3 和配

方 4 培养基可知，适宜的活性炭对卷丹×‘Tresor’杂
种苗的膨大生根有一定的促进作用。 

由于组织培养过程中操作不当造成组培苗污

染死亡，最终只获得了卷丹和 ‘Tresor’的 2 个杂种

苗株系 JA1、JA2。利用 SSR 分子标记技术对 JA1、

JA2 株系的杂种后代进行真实性鉴定，其中从 4 对

SSR 引物的扩增结果中发现杂交后代中含有父母本

双方或父本的特异性条带，确定 2 个株系的杂种后

代均为真实性杂种。 
百合杂种苗仍处于幼苗生长阶段，未能对其与

亲本进行田间形态学观察比较，后续需对杂种后代

的抗性、观赏性和食用价值等进行进一步评估，为

培育出观赏兼食用百合新品种提供待选材料基础。 
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