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摘　要: 目的　研究不同植物生长调节剂组合对多花黄精芽体外发生过程中每块外植体上的平均芽数、叶片发生

频率、根的自然发生率及生根外植体上的平均根数、根茎发生率等性状的影响 ;探索通过组织培养快速繁殖该植物

的最佳途径。方法　多花黄精的不定芽切块在 M S+ BA 1. 0 mg /L+ 2, 4-D 0. 5 mg /L的培养基上可被诱导产生颗

粒状愈伤组织 ,将该愈伤组织继代于不同植物生长调节剂组合的 M S培养基上 , 2个月后观察并统计不同植物生长

调节剂组合对各性状的影响。结果　 TDZ 1. 5 mg /L+ 2, 4-D 1. 0 mg / L对芽增值最有利 ,平均每块外植体上可长出

8. 6个芽 ; BA1. 0～ 2. 0 mg / L+ N AA 1. 0～ 2. 0 mg /L促进叶片形成 , 95%以上的外植体长出形态正常的叶片 ;在

BA 2. 0 mg /L+ NAA 1. 0 mg /L的培养基上 ,根的自然发生率最高 ,达到 51. 9% ,但不及单独生长素如 N AA、 IAA、

IB A或 2, 4-D等以 0. 5～ 1. 0 mg /L对根的诱导作用 ,后者可使 90%以上的再生芽生根 ,且根生长繁茂 ; BA 2. 0

mg / L+ 2, 4-D 1. 0～ 2. 0 mg /L组合最适合根茎生长 ,直径大于 0. 5 cm的根状茎超过 100% 。结论　多花黄精的体
外快速繁殖可通过如下途径实现: TDZ 1. 5 mg / L+ 2, 4-D 1. 0 mg /L诱导不定芽扩增 , BA 1. 0～ 2. 0 mg /L+ NAA

1. 0～ 2. 0 mg /L诱导健康叶片的发育 , 1 /2 M S+ NAA, IAA, IBA或 2, 4-D 0. 5～ 1. 0 mg /L诱导再生芽生根 ; BA

2. 0 mg /L+ 2, 4-D 1. 0～ 2. 0 mg /L用于以繁殖药用器官为目的的根茎的生长。
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Abstract: Object　 To study the ef fects o f plant g row th regula to rs ( PGR) wi th various combinations

on several characteristics including numbers of per explant , production f requencies of leaves, abiog enesis

o f roo t and rhizome during in vit ro bud regenera tion process of Polygonatum cyrtonema Hua so as to search

fo r the optimum in vitro reg eneration process fo r P. cyrtonema. Methods　 Granular calli w ere induced on

M S+ BA 1. 0 mg /L+ 2, 4-D 0. 5 mg /L by bud explant cut ting s o f P . cyrtonema. The calli w ere inoculated

into M S media wi th various combined PGR. The characteristics described above were observ ed and th e ef-

fects of va rious combined PGR wene obtained by statistics in tw o months. Results　 Among various com-

bined PGR, TDZ 1. 5 mg /L+ 2, 4-D 1. 0 mg /L show ed the best effect fo r the proliferation of buds, BA

1. 0- 2. 0 mg /L+ N AA 1. 0- 2. 0 mg /L for improving o f leave development, BA 2. 0 mg /L+ N AA 1. 0

mg /L fo r roo t production and BA 2. 0 mg /L+ 2, 4-D 1. 0- 2. 0 mg /L fo r rhizome g row th. The number of

buds per explant wa s up to 8. 6 in average, and the production ra tes o f leaves, roo t, and rhizome over 0. 5

cm in diameter w ere up to 95% , 51. 9% and exceeding 100% , respectively. How ever, the medium con-

taining only auxin such as N AA, IAA, IBA o r 2, 4-D with 0. 5- 1. 0 mg /L is much bet ter fo r roo t induc-

tion o f new buds than the o riginal media wi th BA 2. 0 mg /L+ N AA 1. 0 mg /L on which the explants can

naturally ro ot. Conclusion　 The in vitro reg eneration pro cess of P . cyrtonema can be achiev ed by the fo l-

lowing steps: Fi rst ly, prolifera tion of buds can be realized on medium w ith TDZ 1. 5 mg /L+ 2, 4-D 1. 0

mg / L. Then, normal leaves can be developed af ter the new buds have been transferred to medium with BA

1. 0- 2. 0 mg /L+ N AA 1. 0- 2. 0 mg /L. Finally , vig o rous ro ots can be formed from regenera ted buds on
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1 /2 M S medium with+ N AA, IAA, IBA o r 2, 4-D 0. 5- 1. 0 mg /L. M edium with BA 2. 0 mg /L+ 2, 4-D

1. 0- 2. 0 mg /L can be specially applied to improving the g row th of rhizomes, the medicinal part o f P. cyr-

tonema.

Key words: Polygonatum cyrtonema Hua; ti ssue cul ture; bud induction; rhizome; plant g row th regu-

lato rs ( PGR)

　　多花黄精 Polygonatum cyrtonema Hua系百合

科黄精属药用植物 ,其根茎作中药黄精用 ,含多糖、

氨基酸、蒽醌类化合物等成分 ,具有抗菌、降压、抗衰

老及治疗风湿痛等作用 [1 ]。 在我国南方的一些地区

有栽培。其繁殖方式主要依靠根茎的无性生殖 ,繁殖

系数低 ,无法提供大量种源 ,因而扩大面积种植受到

限制。另外长期依靠无性生殖易造成种质性状退化。

目前 ,改良植物种质性状的方法主要有有性杂交及

基因工程手段。而实现这一目的同样需要有大量的

种源供应。实践证明 ,组织培养是一种十分有效的快

速繁殖手段 ,其应用技术也较为成熟。应用该方法 ,

可在短期内得到大量的种苗。而且 ,在组织培养过程

中 ,可能产生多倍体的变异 ,由此也为创造优良新品

种开辟了一条途径。目前 ,已建立了众多经济植物的

商品化大规模栽培基地 ,均依靠组织培养实现了快

速繁殖。关于多花黄精的组织培养 ,未见类似报道。

用 2, 4-D及 BA两种植物生长调节剂即可实现其芽

的体外再生 , IAA, IBA, N A A及 2, 4-D中任一生长

调节剂均可诱导新芽生根。在诱导其再生过程中 ,发

现外植体在 MS+ BA 0. 5 mg /L+ 2, 4-D 1. 0 mg /L

的培养基上不仅能产生芽 ,也能形成根状茎结构 ,并

可自然生根 ,为此 ,进一步研究了多种激素组合对其

再生芽、根状茎及根的形成的影响。

1　材料与方法

1. 1　材料:将多花黄精根茎萌发形成的不定芽横切

成约 2 mm厚的小片接种于 MS+ BA 1. 0 mg /L+

2, 4-D 0. 5 mg /L的培养基上 , ( 26± 1) ℃ ,每天光

照 16 h,光强 24 lx条件下培养约 2个月 ,在外植体

切口及周缘产生较多的颗粒状愈伤组织 ,本实验以

该愈伤组织为外植体 ,将其分成直径约 3 mm的小

团 ,接种于不同植物生长调节剂组合 ( BA, TDZ, 2,

4-D及 NAA)的 MS培养基 (表 1)上 , M S培养基中

另含 3%蔗糖、 0. 6%的琼脂。

1. 2　方法: 培养基 pH值调至 5. 8, 15 Pa ( 121℃ )

灭菌 15 min(电热手提高压蒸汽消毒器 , YX Q. SG

41. 280,上海医用核子仪器厂 )。每瓶接种 15块左右

外植体 ,每处理接种 3瓶。 在 ( 26± 1)℃ ,每天光照

16 h,光强 24 lx条件下培养。 2个月后统计每组处

理的如下性状:每块外植体上芽长超过 0. 5 mm的

平均芽数、长出叶片的外植体的百分率、外植体自然

生根率、生根外植体的平均根数、直径大于 0. 5 cm

根茎发生频率 (直径大于 0. 5 cm的根茎数 /外植体

数× 100% )。

2　结果与分析
表 1　不同植物生长调节剂组合对多花黄精芽增殖 、叶片发生、生根及根茎形成的影响 (x± s )

Table 1　 Ef fects of various combined PGR on bud proliferation, f ormat ion

of leaves, root and rhizome of P . cyrtonema (x± s)

植物生长调节剂

/( mg· L- 1 )

每块外植体

上的芽数*

叶片发生

率 /%

外植体生

根率 /%

生根外植体

的平均根数

根茎发生频

率△ /%

　　　 BA 1. 0+ 2, 4-D 0. 5 5. 2± 1. 2b 　　 65. 8± 3. 9b 45. 5± 1. 4b 1. 4± 0. 4a 84. 2± 0. 8c

BA 2. 0+ 2, 4-D 1. 0 3. 6± 0. 7b 72. 5± 10. 6b 40. 1± 5. 6b 2. 2± 0. 9a 107. 2± 10. 1a

BA 2. 0+ 2, 4-D 2. 0 3. 3± 0. 7b 73. 1± 11. 5b 33. 5± 6. 4b 1. 7± 0. 3a 100ab

BA 1. 0+ N AA 2. 0 3. 6± 0. 6b 97. 2± 4. 8a 33. 2± 6. 8b 1. 2± 0. 2a 69. 8± 8. 7d

BA 2. 0+ N AA 1. 0 5. 0± 0. 4b 95. 9± 5. 9a 51. 9± 9. 1a 2. 0± 0. 6a 95. 5± 2. 4b

TDZ 1. 5+ N AA 1. 0 5. 3± 1. 3b 84. 6± 5. 4ab 13. 0± 4. 1c 1. 5± 0. 9a 55. 1± 5. 9c

TDZ 1. 5+ 2, 4-D 1. 0 8. 6± 1. 9a 89. 0± 3. 6a 0d 0b 82. 2± 7. 5c

　　每处理 3个重复 ,每个重复含有 15块左右外植体 ;每一纵栏中的数据标以相同字母者表示差异不显著 (P < 0. 05) ; * 高度超过 0. 5 mm的

芽列入统计范围 ;△直径大于 0. 5 cm的根茎列入统计范围。

　　 Th ree repeated ex perimen ts w ith abou t 15 explan ts per replica; means follow ed by same let ter in each colum n are not signifi cant ly di ff er-

ence (P < 0. 05) according to Duncan 's Mul tiple Range Tes t; * th e h eigh t of bud over 0. 5 mm is lis ted above; △ the diameter of rhi zome over

0. 5 cm is lis ted above
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2. 1　不同植物生长调节剂组合对多花黄精芽发生

过程中几种性状的影响:本实验采用的任一培养基

均可诱导芽的再生。颗粒状愈伤组织接种于表 1所

列培养基中后 ,逐渐增殖 ,形成颗粒团 ,大约 40 d

后 ,可见到颗粒表面产生不定芽突起 (图 1-1) ,之后

叶片会逐步在芽的两侧发育形成 (图 1-2) ,偶尔也

会有叶片直接从颗粒表面产生。同时 ,颗粒状结构本

身也逐步长大 ,并且变得形状不规则 ,继而发育成根

状茎结构 (图 1-2)。除了 TDZ与 2, 4-D组合的培养

基外 ,均可看到少量根在外植体的表面或再生芽的

基部周围自然发生 (图 1-2)。 即本实验采用的其他

培养基均可同时诱导芽、根茎及根的发生。

可能为根茎类植物的原因 ,多花黄精的再生芽

的发育要慢于其他的一些草本类植物 ,故在培养 2

个月后进行各性状的统计。

根据表 1结果显示 , TDZ 1. 5 mg /L+ 2, 4-D

1. 0 mg /L的培养基最适合芽的增殖 ,每个外植体上

的平均芽数达到 8. 6个 ,显著高于其他类激素组合 ,

而 BA与 2, 4-D的组合则远不如此 ,最高也只有 5. 2

个芽 /外植体。 显然 , TDZ对芽数的增殖起主要作

用。在 BA 1. 0～ 2. 0 mg /L+ N AA 1. 0～ 2. 0 mg /L

及 TDZ 1. 5 mg /L与 2, 4-D 1. 0 mg /L或 NAA 1. 0

mg /L组合的培养基上 , 84%以上的芽产生了叶片 ,

且 4个处理之间无统计学上的差异 ,因此单从叶片

发生频率来看 , BA与 NAA组合及 TDZ与 2, 4-D

或 NAA组合较适合于叶片的发育。对根的发生而

言 , BA 2. 0 mg /L+ N AA 1. 0 mg /L的植物生长调

节剂组合是最佳的 , 51. 9%的外植体生了根 ,但根数

并不理想 ,平均为 2. 0条 ,不及 NAA, IBA等生长素

的诱导效果 ,后者可使 90%以上的再生芽生根 ,且

根生长繁茂 ,数量多 (图 1-3)。 BA 2. 0 mg /L+ 2, 4-

D 1. 0～ 2. 0 mg /L的组合对根茎再生及生长是最佳

的 ,再生出的直径大于 0. 5 cm的根状茎数量超过了

接种的外植体数 ,这对于以根茎为药用部位的中药

材来说 ,无疑为实现工厂化试管内直接繁殖其药用

器官创造了一条途径。

2. 2　不同植物生长调节剂组合对芽形态发育的影

响: 在含 TDZ的培养基上 (表 1) ,如果允许芽进一

步发育长大 ,则会看到变态叶的形成 ,叶片较厚 ,不

规则弯曲 (图 1-4) ,而以 BA为细胞分裂素的培养基

上 ,叶片形态是正常的 (图 1-2, 3) ,因而 ,尽管在叶

片发生频率上 , TDZ加 NAA或 2, 4-D的组合与

BA加 NAA的组合没有统计学上的显著性差异 ,但

这里 ,显然前者不适合用于诱导叶片正常生长。

1-颗粒状愈伤组织增殖后形成的颗粒团 ,部分颗粒的表面已经

分化出不定芽 (箭头 )。来自于 TDZ 1. 5 mg /L+ 2, 4-D 1. 0 mg /

L培养 40 d的材料。 Bar= 0. 36 cm; 2-芽进一步发育产生叶片

(大箭头 ) ,颗粒状组织本身发育形成根状茎结构 (短箭头 ) ,根可

直接在根状茎结构表面发生 (小箭头 )。在 BA 2. 0 mg /L+ NAA

1. 0 mg /L的培养基上培养 60d的材料。 Bar= 0. 39 cm; 3-在 BA

1. 0 mg /L+ N AA 2. 0 mg /L的培养基上培养 60 d后 ,形成了叶

片及根茎 (箭头 ) ,将该发育完好的小植株转移到含有生长素

( N AA 1. 0 m g /L)的 1 /2MS培养基上培养 30 d后 ,长出多条

根。 Bar= 2. 25 cm; 4-在 TDZ 1. 5 mg /L+ N AA 1. 0 mg /L的培

养基上培养 50 d后 ,芽进一步发育产生变态叶 (箭头 )。 Bar=

0. 47 cm

1-g ranu lar clus ter w as produced f rom th e original g ranular cal-

lus as i t s p roli feration on f resh medium, and buds w ere dif feren-

tiated f rom the surface of s ome granules (arrow s ) af ter 40 days

in cul tu re on medium wi th TDZ 1. 5 mg /L+ 2, 4-D 1. 0 mg /L.

Bar= 0. 36 cm　 2-young leaves d eveloped f rom n ew bud ( big ar-

row ) , and rhizom e-lik e st ructu re form ed f rom ex plants as for

th es e explan ts ' fu rth er g row th ( sh ort arrow ) on medium sup-

plemented wi th BA 2. 0 mg /L+ N AA 1. 0 mg /L, and a few root

naturally prod uced on the surface of th e rhizome ( small arrow )

af ter 60 days in cul tu re. Bar= 0. 39 cm　 3-plant let wi th w ell-

d eveloped leaves and rhizome ( arrow ) , f rom medium wi th BA

1. 0 mg /L+ N AA 2. 0 mg /L af ter 60 d ays in cul ture, rooted on

1 /2 M S medium containing N AA 1. 0 mg /L af ter t ransferred 30

days. Bar= 2. 25 cm　 4-teramorph ous leaves d eveloped f rom

buds main tained on medium wi th TDZ 1. 5 mg /L+ NAA 1. 0

mg /L af ter 50 days in cul ture ( arrow ) . Bar= 0. 47 cm

图 1　来源于多花黄精不定芽外植体的再生苗形成过程

Fig. 1　 Plantlets regeneration from adventitious

buds explants of P . cyrtonema in vitro

3　讨论

本实验结果表明诱导各器官发生的最佳培养基

组合是不同的 ,说明不同器官的发生对同一植物生

长调节剂的反应是不同的。这也正如郝玉蓉等在研

究百合科另一药用植物伊贝母及孙敬三等研究浙贝

母的组织培养中得到的结果一样 ,即器官发生与植

物生长调节剂的种类及浓度都有关系 ,适合于芽分
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化及增殖的植物生长调节剂组合 ,在诱导根形成时 ,

往往需要改变其种类或浓度 ,才能得到最佳效果。

多花黄精的再生过程中 ,首先在外植体上形成

一些球形颗粒 ,之后在这些球形颗粒上再分化出芽 ,

属于器官发生途径。该过程在番红花、百合、伊贝母

及浙贝母等球茎类的植物中也存在 [ 3～ 7]。这一类植

物在用鳞茎瓣作为外植体时 ,再生芽既可直接在外

植体的边缘或中央形成 ,也可由外植体脱分化形成

的愈伤组织进一步分化而来 ,在后一条件下 ,先在愈

伤组织上形成小颗粒 ,而后再由这些小颗粒分化出

芽。另外 ,在这一类植物中还存在体胚发生途径 ,如

王仑山等用伊贝母的鳞瓣作为外植体 ,在 MS+

NAA 1. 0 mg /L + Kt0. 5 mg /L 及 NAA 1. 0

mg /L+ BA 2. 0 mg /L的培养基上诱导产生了体

胚 ;徐元红等同样以伊贝母的鳞瓣为外植体在

MS+ 2, 4-D 1. 0 mg /L+ Kt 0. 1 mg /L的培养基上

诱导产生了愈伤组织 ,之后转移到 MS+ 2, 4-D 0. 5

mg /L+ BA 0. 2 mg /L的培养基上诱导产生了体

胚 ;有时器官发生途径和体胚发生途径可以同时共

存。如刘明志等以百合鳞片为外植体 ,在 M S+ 2, 4-

D的培养基上诱导产生了体胚 ,而在 MS培养基中

添加 BA时可直接形成芽 (属器官发生途径 ) ,若同

时既添加 BA,又添加 2, 4-D,则既可产生不定芽又

能同时形成体胚。依靠组织培养快速繁殖 ,可使繁殖

系数成千上万倍地提高 ,对于繁殖一些经济类植物

来说 ,无疑带来了巨大的优势。

TDZ是具有很强细胞分裂素活性的人工合成

激素 ,经多种植物组织培养实验表明 ,对愈伤组织发

生、离体芽增殖及再生有显著的促进作用 ,但对植物

生根有抑制作用 [8 ]。 本实验表明 , TDZ对多花黄精

芽的增殖优于 BA的效果 ,但对芽的进一步生长不

利 ,导致畸形叶片的产生 ,同时也抑制芽生根。 因而

可将 TDZ 1. 5 mg /L+ 2, 4-D 1. 0 mg /L的培养基

专用于芽或其前体——颗粒愈伤组织的增殖 ,在芽

未分化形成之前 ,即将其分割继代 ,通常以 30 d为

一个周期 ,这样可保证用于芽诱导的充足的外植体

供应。若欲诱导小植株再生 ,则可待芽从颗粒表面分

化出来后 ,及时将带芽的颗粒组织剥离下来转移到

BA 1. 0～ 2. 0 mg /L+ N AA 1. 0～ 2. 0 mg /L的培养

基上 ,继续培养 ,诱导叶片的健康发育。

尽管在部分原始培养基上 ,外植体可直接生根 ,

但由于根数较少 ,不利于后期再生苗的驯化培养 ,因

而有必要将再生芽转移到含生长素的根诱导培养基

上加速根的发生 , 1 /2 M S+ N AA, IAA, IBA或 2,

4-D 0. 5～ 1. 0 mg /L均适合根的诱导。

综上所述 ,多花黄精组织培养快速繁殖途径可

总结为如下步骤:

( 1)原植物根茎不定芽切片在 BA 1. 0 mg /L+

2, 4-D 0. 5 mg /L培养基上可被诱导形成颗粒状愈

伤组织 ; ( 2)该颗粒状愈伤组织转移到 TDZ 1. 5

mg /L+ 2, 4-D 1. 0 mg /L的培养基上可被诱导芽的

分化和自身的增殖 ; ( 3)将芽及其连带组织剥离转移

到 BA 1. 0～ 2. 0 mg /L+ N AA 1. 0～ 2. 0 mg /L的

培养基上 ,诱导叶片发生 ; ( 4)将形成叶片的小植株

转移到 1 /2 M S+ N AA, IAA, IBA或 2, 4-D 0. 5～

1. 0 mg /L的培养基上诱导生根。 通过上述 4个步

骤 ,可获得来源于多花黄精不定芽外植体的试管苗。

若以繁殖药用器官—— 根茎为目的 ,可将上述

( 1)中形成的颗粒愈伤组织转移到 BA 2. 0 mg /L+

2, 4-D 1. 0～ 2. 0 mg /L的培养基上诱导根茎增殖与

生长。

在植物的愈伤组织或再生器官中往往含有天然

植物中的有效成分 ,因而依靠该方法来生产一些药

用成分、色素、香料等植物次生代谢物似乎已经成为

一种趋势。由于该方法还具有不受原植物产量、产地

及气候等因素影响的优点 ,因而可做到人工控制。目

前已经在部分植物中实现了工厂化大规模生产 ,如

人参皂苷、紫草宁、青蒿素的生产等
[9 ]
。随着该技术

的日益成熟 ,有望在更多的植物中实现其有效成分

的工厂化生产 ,从而完全摆脱天然植物的限制 ,也使

生态环境得以保护。
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