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A一消化DNA后的半夏叶片总RNA／3-反转录产物eDNA(泳道：M一2 000 DL Maker·1一以AAGCTloG为引物，2-以AAGCTt0A为

引物)C—PCR扩增产物(泳道1～4一锚定引物为AAGCTloG，随机引物分别为GATCTCAGAC、GATCATAGCC，GATCAATCGC

和GATCTAACCGI泳道5～8一锚定引物为AAGCTloA。随机引物与泳道1～4相同：泳道M·2 000 DL Maker)

A—total RNA from P．ternata leaves was removed DNA B-reveres transcripted eDNA(Lanes：M·2 000 DL Maker，1一a prime for

AAGCTloG，2-a prime for AAGCTIoA)C—products of PCR amplification(Lanes 1—4一anchored primer is AAGCTIoG，arbitrary

primer is GATCTCAGAC，GATCATAGCC．GATCAATCGC，and GATCTAACCG，respectively；Lanes 5—8-anchored primer

is AAGCTl0A，arbitrary primer is same lanes 1—4f Lane M一2 000 DL Maker)

圈2皂土抽提半夏叶片总RNA RT—PCR电泳检测结果

Fig．2 EIectrophorogram of RT—PCR for extracted total RNA from leaves of P．ternata by bentonite method

而被除去[1州。皂土法提取的半夏叶片总RNA纯度 [4]Li Y Y，Wang z H，Zhang z·An effective method for
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低，用量少，耗材使用量少，大大降低了抽提成本，并 物技术通报，1999·15(1)：36—39·
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摘要：目的探讨培养方式、碳源、氮源对山药微型块茎诱导形成的影响，以期找到适宜的微型块茎诱导形成的
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培养方式和培养基。方法 以B号山药试管苗为材料，运用一步培养法和两步培养法筛选最佳培养方式，在此基础

上于培养基中添加不同氮源和碳源进行诱导培养，定期对微型块茎的诱导情况进行统计。结果两步培养法、609／

L的碳源(白砂糖或蔗糖)、FNO。一]／[NH。+]为3 t 1、总氮量为30 mmol／L时有利于山药微型块茎的诱导形成。结论

首次建立了两步培养法诱导山药微型块茎形成的培养模式，筛选出了适宜的碳源和氮源，为微型块茎的离体诱

导形成及工厂化生产奠定了技术基础。

关键词：山药；微型块茎；培养方式；碳源；氮源
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Impact factors in in vitro induction of microtubers from Dioscorea opposita

LI Ming—junl“，LIU Xin—yin92，LI Pin92，ZHANG Xiao—li2，ZHAO Xi—tin92，LIU Junl，XIE Cong—hual

(1．Key Laboratory of Horticultural Plant Biology，Ministry of Education t College of Horticulture

and Forestry Sciences，Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，China I

2．College of Life Sciences。Henan Normal University，Xinxiang 453007，China)

Abstract：Objective To assess the effect of culture method，carbon source，and nitrogen source on

the induction of D．opposita microtubers and optimize the culture method and medium．Methods D．

opposita CV．No．B was used as the materials。one—step and tWO—step cultivation were compared to optimize

the better culture method．On the base of different carbon sources and nitrogen sources added in the

medium，the microtubers induced were evaluated regularly．Results Two—step cultivation，carbon source

with 60 g／L concentration(white sugar or sucrose)，nitrogen source with 30 mmol／L total nitrogen

content，and the ratio of N03一／NH4+(3：1)were adaptable tO the induction of D．opposita microtubers．

Conclusion The induction mode of D．opposita microtubers with tWO—step cultivation has been

established．the optimal carbon source and nitrogen source are obtained and a foundation iS laid for

microtubers induction锄vitro and large scale production．

Key words：上h'oscorea opposita Thunb．；microtuber；culture method；carbon source；nitrogen source

山药Dioscorea opposita Thunb．，又名薯蓣，为

薯蓣科薯蓣属多年生缠绕草质藤本植物。主产于河

南省温县、武陟、沁阳、博爱一带的山药，被称为怀山

药，它药食兼宜，具有较高的营养和保健功效，但在

生产中长期采用营养繁殖，病毒感染严重，导致其种

质退化、产量下降。针对这一问题，笔者进行了怀山

药的脱毒快繁及产业化技术研究[1]，但在实践中发

现，将试管苗直接供应给农户，费用高且移栽成活率

低。植物的微型块茎(microtuber)是试管苗在培养

基中或腋芽处形成的变态块茎，它对光、温的变化抗

性更强，能长时间保持活力，便于运输和种质交换，

栽种易成活，费用较低，故可取代试管苗用作种栽供

给农户。关于薯蓣属植物微型块茎诱导形成的研究

国内外已有报道[2叫]，但关于山药微型块茎诱导形

成的研究报道较少。近年来，本研究室以怀山药为材

料对微型块茎诱导形成进行了系统的研究，首次建

立了微型块茎诱导形成的“两步培养法”模式，并筛

选出了适宜于微型块茎诱导形成的影响因子，为山

药薇型块茎的工厂化生产和推广应用提供了技术

支持。

l材料与方法

1．1 材料：河南师范大学生命科学学院“四大怀药”

研究室继代培养的B号山药Dioscorea opposita CV．

试管苗。

1．2方法：采用一步培养法和两步培养法研究培养

方式对山药微型块茎诱导形成的影响。一步培养法

是将山药试管苗切成长2 cm的单节带叶茎段，接种

到盛有50 mL液体诱导培养基的500 mL培养瓶中

培养90 d。两步培养法是首先将试管苗切成长2 am

的单节带叶茎段，接种到盛有50 mL液体繁殖培养

基(MS+KT 2 mg／L+NAA 0．02 mg／L+30 g／L

蔗糖)的500 mL培养瓶中，培养30 d获得长势一致

的植株，将整株转入盛有50 mL液体诱导培养基的

500 mL培养瓶中培养60 d。诱导培养基为：MS+30

g／L蔗糖，MS+60 g／L蔗糖和MS+60 g／L蔗糖+

NAA 0．5 mg／L。每个处理接种3瓶，每瓶接3个茎

段，试验重复3次。培养温度为(25士2)℃，光照强度

为2 000 Ix，光周期为14 h／d(下同)。

分别以0、30、60、90、120 g／L的蔗糖或白砂糖

加入MS基本培养基，研究不同质量浓度和种类的
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碳源对微型块茎诱导形成的影响，培养方式采用两

步培养法。

诱导微型块茎形成的基本培养基为MS，其中的

[-N03一]／[-NH。+]为1．9 s 1，总氮量为60 mmol／L。

当[-N03一]／[NH．+]为1．9。1时，分别以30、60、120

mmol／L的总氮量加入MS(不含氮)+60 g／L蔗糖

培养基中；当总氮量为60 mmol／L时，分别以

[-N03一]／[NH4+]为1．1：1、1．9：1、3：1的配比加

入MS(不含氮)+60 g／L蔗糖培养基中，研究总氮

量和不同氮源(硝态氮和氨态氮)对微型块茎诱导形

成的影响，培养方式采用两步培养法。

每10 d统计一次单株微型块茎数，诱导结束时

统计单株微型块茎数、块茎平均质量、平均直径和平

均长度，计算块茎指数(块茎指数=单瓶块茎个数×

块茎平均直径×块茎平均质量)。实验数据用z±s

表示，实验结果用SPSS软件进行统计分析，两组数

据比较采用t检验法，两组以上数据采用LSD法进

行多重比较。

2结果与讨论

2．1 培养方式对微型块茎诱导形成的影响：采用一

步培养法进行微型块茎诱导时，单茎节带叶茎段在

MS+30 g／L蔗糖的培养基中培养20 d左右有新芽

形成，40 d时可形成高度为3"-4 cm的小植株，但植

为1．0个。茎段在MS+60 g／L蔗糖的培养基中生长

至20 d左右变黄，在培养过程中无新芽形成，培养

后期茎段变褐枯死，未能发育成小植株，无微型块茎

形成。茎段在MS+60 g／L蔗糖+NAA 0．5 mg／L

的培养基中生长时，形成极少量新芽，且至培养后

期，茎段褐化严重，无微型块茎形成。90 d时微型块

茎的形成情况见表1。

采用两步培养法进行微型块茎诱导时，单茎节

带叶茎段在繁殖培养基中生长30 d后，形成株高5

cm左右的植株，将其转入3种诱导培养基中。在

MS+30 g／L蔗糖的诱导培养基中，植株营养生长

较好，有大量新芽形成，10～20 d即有微型块茎形

成；在MS十60 g／L蔗糖的诱导培养基中，植株营养

生长好，叶大且绿，有大量新芽形成，10 d以内即有

微型块茎形成；在MS+60 g／L蔗糖+NAA 0．5

mg／L的诱导培养基中，植株营养生长较好，10～20

d有微型块茎形成。在诱导培养基中培养60 d时微

型块茎的形成情况见表1。诱导结束时，MS+60 g／L

蔗糖培养基中单株微型块茎数为1．7个，微型块茎

的平均直径和长度分别为0．55 cm和1．60 cm，比其

他两种培养基中诱导效果好。山药的微型块茎有气

生(图1一A)和基生(图1一B)两种形成方式。

3种诱导培养基中单株微型块茎数、微型块茎

株较细弱，90 d时可形成平均直径为0．40 cm、平均 的平均直径和长度均显著优于一步培养法。故两步

长度为0．60 cm的微型块茎，平均单株微型块茎数 培养法更适宜山药微型块茎的诱导形成。

表1培养方式对山药微型块茎诱导形成的影响

Table 1 Effect of culture method on induction of D．opposita microtubers

表中1、2、3分别代表培养基为MS+30 g／L蔗糖、MS+60 g／L蔗糖、MS+60 g／L蔗糖+NAA 0．5 mg／L。。和一分别表不每列

中数字相比P<0．05和P<0．01

Number 1．2，and 3 above indicated medium are MS+30 g／L sucrose，MS+60 g／L sucrose，MS+60 g／L sucrose+NAA 0．5

mg／L一1．。and。。mean P<0．05 and P<O．Ol

30 d的植株转接到两种不同的碳源处理中，微型块

茎形成的数量与培养时间的关系见图2。

无论碳源种类如何，无糖的MS培养基中自始

至终无微型块茎形成。微型块茎最早形成时间随碳

源种类及质量浓度的不同而不同。同种碳源中，质量

A气生B-基生 篓度为60 g乒．鬯形成最早。相同质量浓．度160 g／}’
A-ln。i：昏i。。。diu。 时，蔗糖较白砂糖处理中微型块茎的形成时间提前。

圈1两步培养法诱导形成的山药微型块茎 微型块茎数量的大量增长期在碳源质量种类上无差

Fig．1 D．opposita microtubers induced by two—step way 异，仅随碳源质量浓度的不同而不同。整体而言，碳

2．2 碳源对微型块茎诱导形成的影响：将生长至 源为30、609／L时，在任一阶段，微型块茎数量的增
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图2不同碳源处理中山药微型块茎数量与

培养时间的关系

Fig．2 Relationship between number of D．opposita

microtubers per plantlet and culture time

under different treatments of carbon source

长速度均高于90、120 g／L处理中，且60 g／L时数量

始终高于30 g／L处理。

碳源对微型块茎的各项形态指标均有显著影

响。从表2可以看出：(1)无论碳源是蔗糖还是白砂

糖，单株微型块茎数在60 g／L时效果最好，此质量

浓度下，白砂糖处理中数值高于蔗糖，但两者无显著

差异；(2)微型块茎的平均直径均在质量浓度为90

g／L时最大，此质量浓度下，白砂糖处理中数值高于

蔗糖，但两者无显著差异；(3)蔗糖处理中，微型块茎

的平均质量浓度在60 g／L时最高；白砂糖处理中，

平均质量浓度在120 g／L时最高。综上所述，无论蔗

糖还是白砂糖处理中，无糖时微型块茎均不能形成；

有糖时，碳源为60 g／L时，微型块茎形成最早，单株

微型块茎数和块茎指数最高。故诱导山药微型块茎

形成的最佳碳源质量浓度为60 g／L。此处，两种糖在

微型块茎形成中的效应差异并不明显，故白砂糖完

全可以替代蔗糖。

2．3氮源对微型块茎形成的影响：将生长至30 d

的植株转接到不同的氮源中，微型块茎形成的数量

与培养时间的关系见图3。(1)当诱导培养基中

[-N03—3／[NH．+]为1．9 l I，总氮量为30 mmol／L

时，微型块茎形成最早(10 d以内)，总氮量为60、

120 mmol／L时，微型块茎形成较晚(10～20 d)；整

个诱导期中，微型块茎的数量在不同总氮量处理中

均保持快速增长，大量增长期均为30～40 d时；任

表2碳源对山药微型块茎形态指标的影响(60 d)

Table 2 Effect of carbon source On morphological indexes of D．oppos打a microtubers(60 d)

一培养阶段，微型块茎数量均随着总氮量的升高而

降低，诱导结束时，总氮量为30 mmol／L时形成的

微型块茎最多。(2)当诱导培养基中总氮量为60

mmol／L，无论[NO。一]／[NH。+]比值如何，微型块茎

最早均在10～20 d形成；整个诱导期中，微型块茎

数量持续增长，大量形成期均在30"一40 d；任一培养

阶段，微型块茎数量均随着[-NO。一]／[NH．+]比值的

升高而增大，诱导结束时，ENO。一-I／ENH。+]为3：1

时，微型块茎的数量最多。

由表3可知，总氮量对单株微型块茎数和块茎指

数有显著影响。它们的值均在总氮量为30 mmol／L

时最高，且均表现出随总氮量的升高而下降的趋势。

由表4可知，各处理间在对微型块茎平均质量、

平均直径和平均长度的影响上无显著差异。微型块

茎数和块茎指数均在[-NO。一]／ENH．+]为3：1时最

高，与其他两处理有显著差异，且这些指标均表现出
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圈3氮源处理中山药微型块茎数量与培养时间的关系

Fig．3 Relationship between number of D．opposita

mlcrotubers per plantlet and culture time

under different treatments of nitrogen source

随着[NO。一]／[NH。+]比值的升高逐渐上升的趋势。

综上所述，不同氮源处理中，[NO。一3／[NH。+]

比值一定时，较低的总氮量有利于微型块茎的形成；

总氮量一定时，[-NO。一]／[NH．+]比值较高时有利于

微型块茎的形成。

3讨论

在植物贮藏器官的诱导中，根据培养目的的不

同，可采用单一固体培养、固液循环培养、固液双层

培养等多种培养方式。本实验利用两步培养法诱导

怀山药微型块茎形成，结果表明，在同样的诱导条件

下，两步培养法中单株微型块茎数、微型块茎的平均

直径和平均长度均显著高于一步培养法中。这与马

铃薯‘引、芋‘63以继代一定时间的植株为外植体诱导

贮藏器官形成取得较好效果的结论是相似的。

糖作为碳源，不仅为细胞提供合成新化合物的

碳骨架，更为其呼吸代谢提供底物与能源，而且还用

以维持一定的渗透势，调节试管苗对水分的吸收。本

实验结果表明，糖的质量浓度为60 g／L时，微型块

茎数量最多且个体较大，这与多数植物贮藏器官形

成所要求的碳源浓度是一致的，即需要高质量浓度

的糖，但不宜过高。适宜质量浓度的碳源提供适合微

型块茎形成的渗透势，当碳源质量浓度过高时，培养

基中水势降低，植株吸水困难，生长速度减缓，故微

型块茎形成晚、数量少，且由于糖类分解大于合成，

衰3总氮量对山药微型块茎各项指标的影响(60 d)

Table 3 Effect of total nitrogen content on different indexes of D．opposita microtubers(60 d)

衰4[NO，一]／FNH．+]对山药微型块茎各项指标的影响(60 d)

Table 4 Effect of[N03一]／[NH．+]on different indexes of D．opposita microtubers(60 d)

细胞中会积累较多的可溶性糖，形成较多花色素，故

实验发现糖质量浓度为90、120 g／L时，植株叶片、

茎杆会发红。此外，蔗糖与自砂糖诱导效果的比较表

明白砂糖可以取代蔗糖，使生产成本大大降低，有利

于微型块茎的普及和推广。这与党玉丽等E5]在碳源

对马铃薯试管薯诱导的影响研究中结论是一致的。

氮在植物体内所占份量很小，但对植物生活有

着重要的作用，它是许多重要化合物的组成成分，参

与物质和能量的代谢等。植物的氮源主要是无机氮

’化物，而无机氮化物中又以铵盐和硝酸盐为主。本实

验结果表明，ENO。一]／[NH。+]一定时，较低的总氮

量有利于微型块茎的形成和发育；总氮量一定时，较

高的[NO。一]／[NH。+]有利于微型块茎的形成和发

育。较低的总氮量需求与Krauss[7]、徐向丽等[8]的报

道一致，但究竟是提高还是降低[-NO。一]／ENH．+]更

利于块茎形成，目前的报道还不尽相同，有人指出氮

素抑制块茎形成是由于使赤霉素类物质的活性提

高[93；也有报道推测可能是降低氮素的量特别是减

2

l

O

3

牛＼籁删球副器蜷丹
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少[NO。一]的量有利于营养物质向腋芽运输和转

化‘lo]，从而更利于块茎形成。关于这方面的机制还

有待于进一步的研究。

通过本项研究，建立了一套山药微型块茎诱导

形成的培养程序，即将带芽茎段先在繁殖培养基中

培养一个月后，再转入含60 g／L自砂糖或60 g／L蔗

糖、总氮量为30 mmol／L、[NO。一]／[NH。+]为3：1

的MS培养基中培养2个月，即可高频率地诱导微型

块茎的形成。该体系的建立为山药微型块茎的工厂

化生产奠定了技术基础。
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射干试管根茎诱导的研究

张耀华1，张慧英2’

(1．中北大学化工与环境学院中北大学图书馆，山西太原

，薛艳霞2

030051；2．广西大学农学院，广西南宁530004)

摘 要：目的 研究离体条件下射干试管根茎诱导的最适培养基。方法 利用植物组织培养技术，研究了碳源种类

和质量浓度，NAA质量浓度和活性炭对射干试管根茎诱导的影响。结果 射干试管根茎诱导的最佳培养基是

MS+6一BA 2．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L+白糖6％，培养基中不宜添加活性炭。试管根茎接人培养基MS+BA 2．0

mg／L+白糖3 0A上．发芽率达61．03％。结论糖质量浓度是影响射干试管根茎诱导的主要因素。

关键词：射干；根茎；诱导
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Rhizomatous induction of Belamcanda chinensis in vitro

ZHANG Yao—hual。ZHANG Hui—yin92，XUE Yan—xia2

(1．Chemical Industry and Ecology Institute of North University of China，Library of North University of China，

Taiyuan 030051，China l 2．College of Agriculture，Guangxi University，Nanning 530004，China)

Abstract：Objective To optimize the medium for rhizomatous induction of Belamcanda chinensis in

vitro．Methods By plant tissue culture technology，the effects of various carbon source，N AA，and active

carbon at different concentration on the rhizomatous formation of B．chinensis in vitro were studied．

Results MS+6一BA 2．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L+6％white sugar was the optimal medium for the rhiz—

omatous formation of B．chinensis in vitro．Active carbon should not be added to the medium．The

germination rate of rhizomatous in vitro was 61．03％on the MS+BA 2．0 mg／L+3％white sugar．

Conclusion Sugar concentration iS the main factor of the influence on the rhizomatous formation of B．

chinensis in vitro．

Key words：Belamcanda chinensis(L．)DC．；rhizome；induction
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