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黄山药愈伤组织的诱导与分化 

马 林，杨国涛，李 军 

(西南科技大学 生命科学与工程学院，四川 绵阳 621010) 

摘 要；以黄山药 的叶片、茎段和叶柄作外植体，以 MS为基本培养基 ，试验 了不同激素组合对愈伤组织诱导 

的影响，采用正交试验法研究 了愈伤组织的分化效果 。结果表明，以 MS+2，4一D l～2 mg／L+6-BA 2 mg／L 

培养基对叶片的愈伤组织诱导效果最好 ，接种 l2 d后初见愈伤组织 ，2O d后可形成大量的愈伤组织，而茎段 

和叶柄的诱导效果较差。分化试验结果表明，生根率最高可达 85．3 ，而出芽率最高仅达 29．6 。 
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Induction and differentiati0n of callus 

in Dioscorea panthaica 

MA Lin，YANG GUO—tao，LI Jun 

(School of Life Science and Engineering，Soutll~x，est University of Science& Technology，Mianyang 621010，China) 

Abstract：The leaf，stem segment and leaf stalk of the Dioscorea panthaica were used as explants to induce cal— 

lus in different culture media．The results suggested that the better medium for inducing leave callus was M S 

+2，4-D l～2 mg／L+BA 2 mg／I ，the callus formation was initially found after inoculating l2 days and there 

were much more in 20th day．They could keep vigorous growth constantly in subculture．The callus induction 

in stem segment and leaf stalk were inferior to that in leaf．In differentiation experiments，the highest rooting 

rate could reach 85．3 ，but only 29．6 to bud production． 
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黄山药 (Dioscorea panthaica Prain et Burkil1)， 

属薯蓣科薯蓣属 ，生长于海拔 1 650～3 100 m 的灌 

丛 、林缘、松栎林或杂木林 内，主要分布在云南 、贵 

州 、四川I、湖 南、湖 北 等 地。根 茎 含 薯 蓣 皂 苷 元 

1．7％～2．3％，为合成 甾体激 素类药物的原料之一 

(中国科学院昆明植物研究所 ，1983)。 

随着 医药工业对皂素的大量需求 ，黄山药的需 

求量 日渐增 长，但作为种源的野生黄山药十分有限， 

利用组织和细胞培养技术快速繁殖优质种苗和生产 

黄山药有效成分薯蓣皂苷元是一个有益的尝试。 

有关薯蓣属植物的组织和细胞培养 已有一定的 

报道，如孟玲等(2000)、晏婴才等(2002)对盾叶薯蓣 

组织培养技术和条件进行 了研究 ，何惠英等 (2000) 

进行了菊叶薯蓣微 繁殖研究 ，张宗勤等(1998)对又 

蕊薯蓣的微繁殖及微型薯蓣的离体诱导作了报道， 

李明军等(2000)研究了不同因子对山药愈伤组织诱 

导的影响，国外的研究报道主要集 中于三角 叶薯蓣 

的细胞培养方 面(Drapeau，1986；Robertson，1989； 

Kandarakov，2000)。黄 山 药 除 了 马林 等 (2003， 

2004)报道了芽诱导快速繁殖的结果外，尚未见其它 

研究报道。本文报道黄山药愈伤组织诱导条件、继代 

培养及诱导分化方面的研究结果，为黄山药的快繁育 

收稿日期 ：2004—08—1 6 修回 日期：2005—08—1 9 

基金项目：四川省教育厅重点项 目(2oo3A1 22)；西南科技大学引进人才科研启动齄金(ZK033079)~Suppo九ed by Key Program of 

Sichuan Provincial Education Department(2OO3A122)；Scientific Research Fund for Introducing the Talented Person 0f Southwest 

University of Science and Technology(ZK033079)]。 

作者简介：~ k(1964一)，男，四川绵竹人，理学硕： ，副教授，主要从事植物组织和细胞培养工作
。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


98 广 西 植 物 26卷 

苗和进一步进行细胞培养提供一定的技术基础。 

1 枕料 与方法 

1．1材 料 

黄 山药野生材料 由四川 省甘孜州农业学校提 

供 ，采 自二郎山林场。 

1．2外植体灭菌处理 

将黄山药的枝条剪成 l0 cm 长 的小段，洗衣粉 

溶液浸泡约 10 rain左右，在流水下冲洗数小时。将 

叶片与茎段 、叶柄分开 ，用 0．1 的 HgC1 溶液浸泡 

消毒，叶片处理 6 rain，茎段和叶柄处理 8 min，无菌 

水冲洗 5～6次 。茎段和叶柄切成 0．5～0．8 cm 的 

切段 ，叶片切为 0．5 Cm×0． cm 左右的小方块，无 

菌操作下接种到培养基上。 

1．3培养基及培养条件 

以 MS为基本培养基 ，附加不同浓度 的外源激 

素(6-BA、NAA、2，4一D和 KT)，加入 0
． 8 琼脂和 

3％的蔗糖，调 pH值为 5．8～6．0。将培养基分装 

到 50 mL三角瓶 中，20 mL／瓶，在 l2l℃下高温灭 

菌 20 rain。 

培养温度 2 ±2℃，光照强度 l()(]0～l 500 lx， 

每天光照时间 l0 h。 

1．4愈伤组织继代培养 

将诱导出的愈伤组织分为小块，接种于诱导愈 

伤组织效果较好的培养基 中，观察愈伤组织继代培 

养的效果 。根据第一次继代培养的结果 ，以后每 30 

d继代一次，不同颜色的愈伤组织分别接种。 

表 1 愈伤组织诱导分化正交试验设计 

Table 1 Orthogonal experiment design of 

differentiaLi0n 0f callus 

表 2 不同激素组合对外植体愈伤组织诱导的影响 
Table 2 Effects。f horm。ne c。mbinati。ns。n inducti。n。f ca11us in differenL 

expIants 

1．5愈伤 组 织诱导 分化 

设计 4因素 3水平 的 正交 试验，研究 6-BA
、 

NAA、蔗糖和 pH值的不同组合对愈伤组织诱导分 

化的影响(试验设计见表 1)。将继代 3次以上生长 

一 致的愈伤组织接种到不同的分化培养基 ，接种后 

每隔 5 d统计一次分化率 ，对 30 d后 的试验结果作 

极差分析。 

2 结果与分析 

2·1不同激素组合对外植体愈伤组织诱导的影响 

设 BA、2，4-I)和 KT不同浓度组合共 8个配方 

处理(编号 1～8)，分别接人叶片、茎段和叶柄
，培养 

30 d后 ，愈伤组织的诱导结果见表 2。 

由表 2可见 ，培养基 不同浓度激素组合对 3种 

外植体都有诱导反应 ，总的看来 以叶片的诱导效果 

较好，叶柄和茎段仅在个别培养基的诱导效果较好
。 

在叶片以 3号和 4号培养基的诱导效果最好 ，诱导 

率达到 90％以上 ，l、2和 7号培养基的诱导效果也 

较好 ，均达到 50 以上 ；茎段仅在 2号培养基的诱 

导效果较好 ，诱导率达到 60 ；叶柄在 4号培养基 

的诱导率最高，为4 ．8％，其余均在35／o。／以下；加入 

KT的培养基除叶片在 7号培养基有较高的诱导率 

外 ，其余的培养基诱导效果均较低 。 

叶片接人培养基 12 d后初见愈伤组织，2O d后 

形成大量的愈伤组织，愈伤组织在叶片边缘呈黄绿 
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色，叶面长出的愈伤组织呈白色、疏松、长势旺盛。 

但加 KT的培养基在接种 l5 d后才在叶片边缘初 

见少量黄色愈伤组 织。接种 2O d后 ，有少量叶片出 

现褐化现象，以后逐渐死亡。 

叶柄和茎段的愈伤组织诱导速度较慢 ，接种 7 d 

后始见有端部膨大现象 ，l5 d后才见从膨大部分的 

边缘出现颗粒状愈伤组织 ，愈伤组 织呈黄绿色。培 

养 3O d后 ，一部分膨大体仍然保持绿色但没有愈伤 

组织出现。 

2．2愈伤组织继代培养 

3、4号培养基诱 导愈伤组 织效果相对较好 ，故 

将所有诱导出的愈伤组织分别转接到这两种培养基 

中作继代培养。观察发现，转接 l5 d后，从原愈伤 

组织表面又长出新的 白色或黄色颗粒状愈伤组织 ， 

30 d后愈伤组织生长达到高峰 ，体积可达接种量的 

2～3倍 ，此后生长减慢 ，40 d后发现有部分愈伤组 

织颜色开始变褐 ，有 的颜色 变为乳 白色呈水浸状。 

因此，继代培养以30 d为～个周期。 

2．3激素、蔗糖和 pH不同组合对愈伤组织分化的影响 

接种 30 d后各处理愈伤 组织分化生根和出芽 

的结果见表 3。对诱导生根最好的培养基为 2号和 

4号培养基 ，其次为 l号和 3号培养基 ，诱导率均达 

到 80 9／6以上，在其余培养基有不 同程度的诱导且存 

在较大差异。对诱导出芽最好的培养基为 6号，但 

表 3 黄山药愈伤组织分化培养正交实验结果 

Table 3 Results of callus differentiation in Dioscorea panthaica 

6-BA NAA 蔗糖 (rag／I ) (rag／I ) Sugar(g／I ) pH 接种数 生根率( ) 出芽率( ) 
No．of inoculation Rooting rate Budding rate 

krl 

kr2 

kr3 

Rr 

kbl 

kb2 

kb3 

Rb 

0．5 

0．5 

0．5 

1．0 

1．0 

1．0 

2．0 

2．0 

2．0 

82．9 

55．4 

33．4 

49．5 

6．7 

14．7 

11．7 

8．0 

0．1 

0．2 

0．5 

0．1 

O．2 

0．5 

0．1 

0．2 

O．5 

67．7 

63．3 

40．7 

27．0 

10．7 

9．3 

13．2 

3．9 

1．2 

5．9 

10．0 

5．9 

8．6 

29．6 

21．9 

13．3 

0 

诱导率仅为 29．6 9／6，其次为 7号培养基，其余培养 

基的出芽诱导率均较低甚至没有诱导。总的看来， 

在所试验的 9个处理中，生根均 比出芽明显。 

从极差分析的结果可见 ，4个 试验 因素 中，对诱 

导生根影响程度最大的是 6-BA，其次是 NAA，然后 

是 pH 值，蔗糖 的影 响最 小 ，最 佳培 养 基为 6-BA 

0．5 mg／L+ NAA 0．1 mg／I + 蔗 糖 30 mg／I 

(pH6．6)。与直观分析相 比较 ，这 与 2号和 4号培 

养基的结果基本一致 ，可以认为培养基 中 6-BA浓度 

为 0．5～1．0 mg／L、NAA浓度为 0．1～0．2 mg／I 、蔗 

糖浓度为 30 mg／L、pH值为 6．6时对诱导生根有较 

好的效果。同样的处理中，对诱导出芽的影响从大到 

小依次为 pH值、蔗糖 、6-BA和 NAA，最佳培养基为 

6-BA 1．0 mg／L+NAA 0．5 mg／I +蔗 糖 2O mg／L 

(pH6．2)，这与直观分析所得结果完全一致。 

2．4正交试验不同处理分化率的动态变化 

9个处理的生根率随时间的变化情况见图 l，出 

芽率随时问的变化情况见图 2。 

由图 l可见 ，生根率较好的 4个处理基本表现 

出一致的变化 ，即生根 主要发生在接种后 5～ l5 d 

内，接种后 lj～2O d生根率达到最大，以后 的变化 

不明显 。其它处理也有相同的变化趋势 。出芽率的 

变化除个别处理外 ，基本在接种后 lO～lj d即达最 

大，出芽最好的 6号处理在接种后 l0 d即达最大出 

芽率 ，以后不再增加 。 

3 讨论 

采用 6-BA 与 2，4-D 配合诱 导愈伤组织，在 3 

种外植体均有一定的诱导效果，其中以n十片的诱导 

O  O  0  O  O  O  O  O  O  7 ■ 9 2 3 4 3 4 2 4 2 3 叭 ¨ ¨ 

T 。 。 
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效果最好，但在相同培养基中添加 KT反而降低了 

诱导效果 ，这与李明军等 (1997)的报道结果有较大 

的差异 ，他们用怀山药无菌试管苗茎段作为外植体 ， 

以 MS+KT2+NAA 0．02～2作为培养基 ，可诱导 

出大量愈伤组织。分析原因，这可能与激素种类组 

合不同以及薯蓣种类不同具有不同的效应有关，但 

KT在较低浓度下(0．2 mg／L)出现抑制效应 ，原因 

有待进一步研究。 

100 

毫80 
60 

8 4o 

诗 2O 

0 

5 1O 15 2O 25 3O 

接种后天数 Days after inocu1ation(d 

处理 1 

处理2 
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处理4 

处雕5 
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处理7 

处 里8 
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图 1 正交试验不同处理生根率的动态变化 

Fig．1 Trends of rooting rate in orthogonal experiment 

5 1O 15 2O 25 3O 

接种后天数 Days after inoculation(d】 

处理1 

处理2 

处理3 

处理4 

处理5 

处理6 

处ItS7 

处理8 

图 2 正交试验不同处理出芽率的动态变化 

Fig．2 Trends of budding rate in orthogonal experiment 

晏婴才等(2002)对盾叶薯蓣进行愈伤组织诱 

导 ，发现茎段在 MS+6-BA 0．5+2，4一D 2．0中的愈 

伤组织诱导效果最好，在接种 lO d后，茎段出现膨 

大，15 d后从膨大处长出少量黄色颗粒愈伤组织， 

叶片在一周后开始卷曲膨大 ，一月后部分叶片边缘 

形成少量 白色或褐色愈伤组织 。易志军(2001)以修 

改的 MS培养基试验了不同激素组合对盾叶薯蓣幼 

茎、幼叶和茎尖愈伤组织诱导的影响，发现 3种外植 

体的诱导率分别为 57．97 、83．14 和 75．89％。 

本研究表明，以黄山药茎段作为外植体，虽然也出现 

了膨大现象 ，但随后愈伤组织的出现并不多，而以黄 

山药的叶片作为外植体，能在 12 d后诱导出白色和 

黄绿色颗粒状的愈伤组织，随后出现大量的愈伤组 

织 ，这 与他人 的报 道不尽 相 同。薯 蓣科植 物多达 

600余种，地理种系相对更多(中国科学院《中国植 

物志 编辑委员会 ，1985)，引起上述结果差异可能与 

薯蓣种类、生境及材料采取时问等有关 ，也与实验所 

采用的培养基条件有关 ，还需作进一步的研究。 

有报道表明，薯蓣零余子作为外植体的诱导效 

果较好 ，李明军等(2000)发现 以零余子作外植体对 

愈伤组织形成和分化都较易诱导 ，而且再生植株移 

栽后生长健壮，对环境具有较好的适应性。在黄 山 

药组织培养研究 中，也可尝试将零余子作为外植体 

之一进行愈伤组织诱导试验。 
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化酶活性差异很大，某些居群的抗氧化酶活性相 当 

高 ，如金荞 、贵州云台山大野荞 ，可以作为栽培荞麦 

改 良的原始材料或直接开发成食品、保健品及药物。 

植物在长期进化 中形成的一套内源抗氧化保护 

酶系统极其复杂 ，其中 SOD处于清除活性氧 自由基 

的第一道防线，它催化体内超氧 阴离子 自由基(O 

歧化，形成氧分子和过氧化氢(余叔文等 ，1999)。而 

H O 的过量积累也会对植物产生严重伤害。Asa— 

da(1992)指出：H O 的清 除是细胞彻底清 除活性 

氧伤害的关键。CAT、POD和 ASP是植 物体内清 

除 H O 的重要酶类 。本研究 表明，不同的荞麦在 

这些酶活性上表现很不相同，有的 POD活性 高，有 

的则是 ASP活性高 。也许不 同的荞麦可通过不同 

的途径清除体内 H O 。 

野生荞麦中，理县大野荞(M2)的几种抗氧化酶 

活性均较低 ，但我们发现它并不易染病虫 ，生长状况 

良好 ，这是否表明它具有其它 的清除活性氧的途径? 

或者具有很强的应急能力 ，在胁迫条件下能迅速增 

强其抗氧化酶活性?这些 问题有待进一步探讨。 
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