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地黄优良品种“85-5”脱毒苗的快速繁殖研究
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摘　要:目的　探索“85-5”脱毒苗的快速繁殖技术。方法　将脱毒苗接种在不同培养基 (单位: mg / L ) ( 1. M S+ BA

0. 5; 2. MS + BA 0. 5+ NAA 0. 02; 3. M S+ BA 0. 5+ NAA 0. 02+ GA 3 0. 1; 4. 1/ 2 MS+ BA 0. 1; 5. 1/ 2 MS+ BA

0. 1+ GA 3 0. 1; 6. 1/ 2 MS+ GA 3 0. 1) 上, 30 d 后统计新生叶片数、根数以及苗高等。然后选用 2 号培养基,在不同

的培养条件下培养,同上记录有关数据。结果　在 1, 2 和 3 号培养基上,具茎尖苗主茎发育良好,基部具 1～3 个腋

芽; 无茎尖苗腋芽发育,主芽长 0. 5～1. 5 cm。4, 5 和 6 号培养基上脱毒苗细弱, 叶少根多。在相同光照条件下, 28

℃ 时, 各项测量值均显著高于 23 ℃时的值; 在相同温度下, 低光照培养,叶小苗高, 强光则相反。此外,还发现 BA

和 GA 3之间存在拮抗作用。结论　在 28 ℃, 1 000～2 000 lx 培养条件下, 采用 2 号培养基适于“85-5”脱毒苗的快

速繁殖。
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Multiplication of virus-free seedlings of Rehmannia glutinosa CV. 85-5 in vitro
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Abstract: Obj ect　To develop a method of mult iply ing v ir us-free clonal seedl ings of CV. 85-5 of

Rehmannia glutinosa ( Gaert . ) L ibosch. ex Fisch. et M ey. . Methods　The leaf-cut segments with or

w ithout t ips o f plant lets w ere grow n in different media ( mg/ L ) ( 1. MS+ BA 0. 5; 2. MS+ BA 0. 5+ NAA

0. 02; 3. MS+ BA 0. 5+ NAA 0. 02+ GA 3 0. 1; 4. 1/ 2 MS+ BA 0. 1; 5. 1/ 2 MS+ BA 0. 1+ GA 3 0. 1; 6. 1/ 2

M S+ GA 3 0. 1) to select a suitable medium, and the height and the numbers of new ly fo rmed leaves and

roo ts w ere reco rded 30 days later. To screen out a fav orable condit ion, similar segments w ere t ransferred

to No . 2 medium at different temper atures in different illuminations, and the height together with the leaf

number and the f resh w eight of the plantlets w as recorded. Results　In the former three media, the seg-

ments w ith t ips w er e f lourishing and one to three ax illary buds w ere formed at its basal stem ; w hile in

tho se w ithout tips almost ev ery ax il lar y bud developed w ith the main t ip length 0. 5～1. 5 cm . In the later

thr ee media, thd elongat ion of the segments w as usually overst imulated, and the slim plantlets w ith few er

leaves and mo re r oots formed. When the segments cultured in No . 2 medium, all records at 28 ℃ were

higher than those at 23 ℃ in the same illuminations. But the leaf size and the height of the plantlets were

inversely propor tional to the intensity of illuminat ion at the same temperatur e. In addit ion, antagonism be-

tw een BA and GA 3 was found. Conclusion　No . 2 medium is more suitable for the mult iplicat ion of the

virus-free seedlings of 85-5 when cultur ed at 28℃ in the illum inat ion of 1 000～2 000 lx .

Key words : R ehmannia glutinosa ( Gaert . ) L ibo sch. ex Fisch. et M ey. ; virus-free seedling ; mult ipli-

cat ion; antag onism

　　地黄为常用中药材,具有悠久的栽培历史[ 1]。产

地药农筛选出了许多优良的品种。我们在进行地黄

种质资源的收集和整理过程中,发现每个品种都表

现出不同程度的病毒病症状。
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地黄病毒病由来已久,其对地黄的产量和质量

有严重影响[ 2]。目前针对植物病毒病尚无安全有效

的药物进行防治,实现脱毒苗的工厂化生产是中药

现代化的要求, 也是实施中药材 GAP 的重要措施。

前人曾就地黄的组织培养和植株再生进行了多方面

的探索[ 3～7] ,并进行了茎尖培养研究[ 8～12]。“85-5”是

目前生产上的主栽品种之一。我们在建立了“85-5”

脱毒苗的基础上, 对其快速繁殖技术进行了研究。

1　材料和方法

1. 1　材料:本研究所用品种“85-5”为河南省温县农

业科学研究所王乾琚高级农艺师培育并惠赠。通过

茎尖培养和病毒检验, 证明已经脱除病毒。所用材料

均来自一个茎尖。所用试剂均为分析纯或生化试剂。

1. 2　方法

1. 2. 1　适宜培养基的筛选: 本研究设置 6 种培养

基: 1. M S+ BA 0. 5 (单位为 mg / L ,下同) ; 2. M S+

BA 0. 5 + N AA 0. 02; 3. M S + BA 0. 5 + NAA

0. 02+ GA 3 0. 1; 4. 1/ 2M S + BA 0. 1; 5. 1/ 2M S +

BA 0. 1+ GA 3 0. 1; 6. 1/ 2M S+ GA 3 0. 1。取在茎尖

培养基上继代繁殖的脱毒苗 (高 4～5 cm) ,去掉展

开的叶片,分为具茎尖和不具茎尖两部分,接种时,两

者相间排列,应用 100 mL 锥形瓶,每瓶分别接种 7

棵, 3个重复。培养条件为 23 ℃, 1 500 lx , 12 h/ d。

30 d 后观察记录新生叶片数, 苗高和生根数;

无茎尖切段记录苗重和主要腋芽长度。采用 SPSS

10. 0 for w indow s 进行统计分析。

1. 2. 2　培养条件的筛选:选用 2 号培养基, 按上述

方法处理和接种脱毒苗。培养条件设置两个温度

( 23 ℃, 28 ℃) ,分别由两台 LRH-250-G 型光照培

养箱 (广东省医疗器械厂) 实现; 3种光照 ( 1 000,

2 000 和 3 000 lx ) , 由相同的外接光源 ( PHILIPS

T LE 32W/ 54型环型荧光灯) 提供, 12 h/ d。30 d 后

记录新生叶片数、苗高和苗重; 无茎尖切段记录

同上。

2　结果

2. 1　适宜培养基的筛选:当脱毒苗生长 30 d 后,发

现 1, 2, 3 号培养基中, 具茎尖的脱毒苗粗壮, 新生

叶片开展,叶片排列均匀,基部具 1～3 个腋芽, 无

或有少数不定根,脱毒苗生长良好。1号培养基中根

较细长, 2 号培养基中,苗较高,根粗短,发育成小地

黄; 3 号培养基中的脱毒苗生根少, 较矮,叶较密。无

茎尖者, 腋芽发育良好, 或形成丛生芽, 主芽长

0. 5～1. 5 cm ,基部无或有少数不定根。在 4, 5 及 6

号培养基中,具茎尖苗细弱,叶片较小, 根较多;无茎

尖者,腋芽发育良好,但未见丛生芽形成。

具茎尖脱毒苗的高度、新生叶片数和不定根数

见表 1。经方差齐性 Levene 检验,苗高和新生叶片

数方差齐, 采用 LSD 法进行方差分析; 不定根数方

差不齐,选用 Tamhane's T 2 法检验。培养基 1, 2, 3

之间各项差异不显著, 其它结果如表 2。从表 2 可

见, 1 和 2 号培养基与 4, 5, 6 在叶数上差异显著, 6

号培养基与其它培养基之间在苗高和根数上差异极

显著或显著; 4 号在苗高上与其它培养基差异极显

著或显著。

表 1　不同培养基中具茎尖脱毒苗的高度、叶片数和根数 ( x±s, n= 21)

序　号 培养基 ( mg/ L) 苗高 ( cm ) 叶片数 根数*

1 MS+ BA 0. 5 3. 1±0. 4 10. 9±0. 7 1. 4±0. 7

2 M S+ BA 0. 5+ NAA 0. 02 3. 3±0. 3 11. 1±0. 7 1. 1±0. 3

3 MS+ BA 0. 5+ NA A 0. 02+ GA3 0. 1 2. 6±0. 4 10. 1±0. 8 0. 3±0. 2

4 1/ 2M S+ BA 0. 1 5. 1±0. 4 8. 9±0. 3 11. 6±2. 0

5 1/ 2M S+ BA 0. 1+ GA 3 0. 1 3. 6±0. 4 8. 4±0. 7 3. 8±1. 2

6 1/ 2MS+ GA 3 0. 1 8. 0±0. 5 8. 7±0. 5 19. 0±0. 7

　　* 根数超过 20条者记为 20条

表 2　不同培养基中具茎尖脱毒苗的高度、叶片数和根数的差异显著性比较

培养基

编号

1

L H R

2

L H R

3

H R

4

H R

5

H R

4 * * * * * * * * * *

5 * * *

6 * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

　　　　L:代表叶数　H:代表苗高　R:代表根数　行与列中培养基比较: * P < 0. 05; * * P< 0. 01

2. 2　温度和光照对脱毒苗生长的影响: 脱毒苗在

MS+ BA 0. 5+ NAA 0. 02 中生长 30 d 后观察发

现,不同的温度和光照对其影响很大,主要表现在苗

高、叶片大小等方面。在相同温度下,低光照培养, 叶

片较小,植株较高;强光照则相反。

具茎尖的脱毒苗保持较强的顶端优势,仅基部
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1～3 个叶腋中形成腋芽。其苗重、苗高和叶片数 3

个测量值见表 3及图 1。另外, 32℃ 时,多数不定根

呈小地黄状, 而 28 ℃ 多数细长,膨大不明显。

经过差异显著性分析发现, 3 项测量值在不同

温度间差异极显著。在相同温度下,不同光照之间,

叶片数差异不显著; 而苗重除在 23 ℃ 时 2 000和

A-1 000 lx　B-2 000 lx　C-3 000 lx

图 1　不同培养条件下具茎尖苗的苗高、苗重、叶片数统计图

3 000 lx 之间差异不显著外,其余各处理之间的差

异均达极显著或显著水平 (如表 4)。另外,在 23℃

条件下, 1 000 lx 光照处理与 2 000和 3 000 lx 之间

苗高差异达极显著水平:在 28 ℃ 条件下, 1 000 与

3 000 lx 之间差异极显著。

表 3　不同培养条件下具茎尖脱毒苗的

高度、重量和叶片数( x±s, n= 21)

温度(℃) 光照( l x) 苗高( cm) 苗重 ( cm) 叶数

23

1 000 2. 4±0. 1 81. 6±4. 0 6. 3±0. 2

2 000 1. 2±0. 1 107. 1±11. 3 5. 7±0. 3

3 000 1. 1±0. 1 162. 1±15. 5 6. 4±0. 3

28

1 000 5. 1±0. 2 181. 4±20. 4 9. 2±0. 2

2 000 4. 0±0. 2 206. 4±14. 0 9. 5±0. 4

3 000 3. 1±0. 1 223. 9±20. 8 10. 0±0. 4

　　表 4　不同培养条件下地黄具茎尖脱毒苗的

高度、重量和叶片数差异显著性比较

光照( lx) 温度(℃) 苗重( mg) 苗高 ( cm) 叶片数

1 000～2 000
23 △ * * △

28 △ * * △

1 000～3 000
23 * * * * △

28 △ * * △

2 000～3 000
23 * * △ △

28 △ * △

　　不同光照条件相比:△P > 0. 05　* P < 0. 05　* * P< 0. 01

无茎尖苗腋芽发育良好,或形成丛生芽,其苗重

和主芽长度如表 5。从表 5可见,高温明显促进无茎

尖苗的生长。23 ℃ 时, 苗重方差齐,经 LSD 检验,

不同光照之间差异不显著,主芽长度方差不齐, 经

Tamhane's T 2检验, 1 000 lx 光照处理分别与 2 000

和 3 000 lx 的差异达显著和极显著水平。28℃ 时,

丛生苗较多, 苗重和苗高分别经 T amhane's T 2和

LSD 检验, 1 000 与 2 000 lx 光照处理之间的差异

均达显著水平, 说明 2 000 lx 光照对无茎尖苗的生

长更为有利。

表 5　不同培养条件下茎尖苗的主芽长度和苗重

温度(℃) 光照( lx ) 芽长 ( cm) 苗重 ( mg)

23

1 000 1. 8±0. 1 95. 0±9. 3

2 000 1. 3±0. 1 84. 4±13. 3

3 000 1. 1±0. 1 101. 9±11. 9

28

1 000 2. 7±0. 1 212. 2±32. 9

2 000 3. 7±0. 2 449. 9±84. 8

3 000 3. 2±0. 2 281. 4±38. 3

3　讨论及小结

3. 1　适宜“85-5”快速繁殖的培养基: 针对试管苗的

快速繁殖,一般有两种策略。一是采用高浓度的细胞

分裂素诱导丛生苗 [ 12] ; 二是培养单茎苗, 然后切段

扩大繁殖。前者繁殖系数较大,但试管苗生长慢, 易

于畸形, 有发生变异的可能; 后者采用激素浓度较

低,试管苗质量高,生产成本低,操作方便,适于工厂

生产,因此目前生产上多采用这一方法。

本研究在初步确定 MS+ BA 0. 5 为较好培养

基的基础上,经过严格的试验设计和操作,并对观测

数值进行了统计学处理。结果表明, M S+ BA 0. 5 +

NA A 0. 02更适于“85-5”的快速繁殖。此外, 我们试

图应用 1/ 2 M S 代替 MS 以降低生产成本,但其脱

毒苗细弱,新生叶片数较少,应用价值不大。

地黄正常的生长情况下, 呈莲座状,故在进行地

黄的快速繁殖研究时, 易于想到附加 GA 3使脱毒苗

长高
[ 5～10]

, 但我们的试验结果正好相反。在相同的

条件下,附加 GA 3后,脱毒苗更矮,生根数减少。如 3
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号培养基与 2号, 5 号与 4 号相比。这种结果与 GA 3

本身无关,如在 6 号培养基中, 脱毒苗高而根多。这

说明 BA 与 GA 3合用有拮抗作用。Shoyama 等也曾

观察到相似的结果[ 12]。其作用机制有待进一步

研究。

3. 2　适宜“85-5”快速繁殖的培养条件:温度和光照

是影响试管苗生长和发育的两大关键因素, 同时也

是生产成本的主要构成成分。本研究通过设置不同

的温度和光照,发现苗重随光照强度的增加而增加,

苗高则有相反的趋势,如图 1-Ⅰ,Ⅱ。高强度光照在

抑制脱毒苗长高的同时,却使叶片增大,这是苗重随

光强增加的主要原因。叶片数在不同光照条件下虽

有区别,但差异不显著,而不同温度处理, 叶片数差

异显著,如图 1-Ⅲ。

脱毒苗高可使操作方便, 叶片多则提高繁殖效

率,而叶片增大无生产意义。因此,在地黄脱毒苗快

速繁殖时,可采取温度 28 ℃ 左右, 光照以 1 000～

2 000 lx 为好。生产中可根据具体情况适当调节。

另外,本研究为了方便观察, 接种时将叶片去

掉,在日常培养中, 相同条件下, 具叶片的茎段生长

速度明显快于去叶片者。对于无茎尖苗,由于无顶芽

的抑制作用, 常形成丛生芽,接种时插入培养基的长

度对其发育影响较大, 插入深者,接触培养基的芽生

长迅速,插入浅者则相反。因此对本实验结果有一定

影响。

3. 3　小地黄形成的启示: 本研究结果表明, 在培养

基 MS+ BA 0. 5 + NAA 0. 02上, 23 ℃ 时,不定根

膨大成小地黄状,而 28℃ 时膨大不明显。这与我们

在生产中观察到的结果相似, 即晚秋时节,地黄的膨

大速度最快。此外, 在 MS+ BA 0. 5中,不定根多数

不膨大,这说明在块根形成的过程中,可能有生长素

类物质的参与。
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桔梗不同种质的比较研究
——桔梗的杂交及花色、种色的新类型与分离

魏建和,杨世林,李先恩, 徐昭玺,程惠珍
�

(中国医学科学院 中国协和医科大学药用植物研究所,北京　100094)

摘　要: 目的　探索桔梗种质遗传基础,培育桔梗新品种。方法　不同桔梗种质杂交后观察。结果　桔梗人工授粉

的合适时期为花开放、柱头裂开,去雄后 5～6 d。发现了桔梗新的花色类型- 粉花型。在紫花 (♀)×白花 ( �) 和
白花 (♀)×粉花 (�) 两个杂交组合的当代种子 ( F 0) 发现新颜色类型种子- 黄绿色、灰绿色种子及杂色种子 (颜

色嵌合) ,而且在同一杂交果实内有不同颜色种子。结论　桔梗花色和种色存在新的变异与分离,花色和种色有一

定的相关性。种子颜色分离没有规律性比例关系,其分离与遗传不符合种皮由珠被形成的一般规律,较复杂。其自

身遗传机制及和花色遗传的相互关系, 以及不同花色类型之间的遗传关系尚需进一步的研究。

关键词: 桔梗;杂交; 花色;种色; 新类型
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