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盾Ⅱ-卜薯蓣类原球茎的离体诱导及快繁体系的建立
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摘要：为解决盾叶薯蓣离体培养中试管苗移栽困难的难题，以盾叶薯蓣带腋芽的茎段为外植体，借助正交试验设计方法，

离体诱导出类原球茎并建立了类原球茎微繁殖技术体系。结果表明：以带腋芽茎段为外植体诱导致密愈伤组织的适宜培养

基为MS+6一BA 2．0ms／L+NAA 0．4m【g／L+KT 0．6mg／L+蔗糖3％；类原球茎诱导和增殖培养基为：MS+6一BA 4．0mg／L+

KT 1．Ova。g／L+蔗糖6％；类原球茎生根培养基：l／2MS+NAA 0．3mg／L+IAA 0．8m∥L 4-活性炭0．3％+蔗糖1．5％。经该

途径诱导得到的生根类原球茎植株经炼苟后移栽的成活率可达到90％以上。
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Abstract：To resolve the problem of low survival rate of Dioscorea zingiberensis C．H．Wright plantlets cultured

in vitro，a new micropropagation protocol of protocorm—like body was developed by employing orthogonal experimen—

tal design method．Compact callus were incuced in the axillary buds of the stem node explants on MS basal medium

supplemented with 2．0mg／L 6-BA，0．4ms／LNAA and 0．6ms／LKT．Maximum rate of induction and multiplication

(4．25 shoots per explant)were observed when PLB were sub—cuhured on MS medium supplemented with 4．0mg／

L 6一BA．1．0mg／L KT and 6％sucrose．Media for PLB roots differentiation was 1／2 MS+NAA 0．3mg／L+IAA

0．8mg／L+AC 0．3％+sucrose 1．5％．The survival rate of rooted PLB plantlets could reach over 90％．

Key words：Dioscorea zingiberensis C．H．Wright；Orthogonal design；PLB(protoeorm-like body)；Tissue cul-

tuIre

盾叶薯蓣(Dioscorea zingiberensis C．H．Wright)

系薯蓣科薯蓣属植物，为我国特有的甾体激素类药

源植物。近年来，关于盾叶薯蓣细胞培养⋯和组织

培养旧‘41的研究较多，对其微块茎一1和试管株芽诱

导油’也进行了探讨和研究，试图用繁殖体的离体培

养来实现快繁，但试管苗移栽困难的问题依然存在。

以此为突破口，本文采用正交试验设计方法，以盾叶

薯蓣带腋芽的茎段为外植体离体诱导出类原球茎

(protocorm．1ike body，PLB)，从而建立类原球茎的再

生体系。该方法诱导的类原球茎繁殖周期短且增殖

系数较高，更为重要的是类原球茎能在适当的诱导

条件下，依靠自身的环境反应机制和内源激素的作

用产生不定根，茁壮成苗"1。该体系的建立，有望

为盾叶薯蓣试管种苗的工厂化生产开创一种新的模

式，并为类原球茎发育机理的研究提供实验体系和

奠定实验基础。
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1材料与方法

1．1材料

以2001年自湖南安化引种的野生盾叶薯蓣植

株为材料，选取带腋芽的茎段作为外植体。

1．2方法

1．2．1外植体的接种及愈伤组织的诱导和增殖

选取盾叶薯蓣带腋芽的茎段，用流水冲洗后无菌水

冲洗2次，0．1％升汞浸泡8min后，无菌水冲洗3

次。切割成0．6—1．0cm的切段，接种在附加不同

激素种类和浓度配比的MS基本培养基上进行培

养，采用4因素4水平L，。(44)的正交试验设计，其

中4个因素分别为6-BA、2，4一D、NAA、KT，各设4个

水平(表1)，以观察植物激素的种类和浓度对愈伤

组织形成的影响。培养基中添加琼脂79／L、蔗糖

3％，pH 5．8—6．0，121℃下高压灭菌15min。培养

条件为：温度26±2。C，光照强度2000—30001x，光

照时间14h／d。诱导率为培养20d后诱导出愈伤的

外植体数与接种外植体数之比。

表1 愈伤组织诱导的正交表L。f44)的设计和试验结果

Table 1 The orthogonal design LI‘(44】and the experiment result of callus induction

‘表示差异显著(P<0．05)；”表示差异极显著(P<0．01)，下同

‘means different is significant(P(O．05)；”means different is extremely significant in the same line(P‘O．01)．The me船below

1．2．2类原球茎的分化与增殖类原球茎(proto—

corm—like body，PLB)的诱导也采用4因素4水平

L，。(44)的正交试验设计，不同处理添加物的种

类和水平如表2。将诱导出的愈伤组织切块接种

于附加不同浓度配比的6-BA、NAA、KT和蔗糖的

MS培养基上进行培养，每处理5个培养瓶，每培

养瓶4块愈伤组织切块，重复3次，基本培养基

成分和培养条件同上。在培养过程中，观察腋芽
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的形态变化以及培养过程中愈伤组织诱导形成

PLB的情况。诱导率为培养30d后产生PLB的

愈伤组织数与接种愈伤组织数目之比。增殖系

数以培养30d后直径约大于lmm的PLB突起数

与外植体数比值求得。

表2 类原球茎诱导的正交表L，。144)的设计和试验结果

Table 2 The orthogonal design L16(44)and the experiment result of PLB induction

1．2．3 PLB的生长与生根 在原来的或新鲜的

分化增殖培养基上继续培养，观察PLB的生长状

况。挑选顶芽长度为2—3cm的PLB，从基部分

开，转入已筛选的适宜生根培养基上，生根培养

基为1／2MS+NAA 0．3ms／L+IAA 0．8mg／L+

活性炭O．3％+蔗糖1．5％。培养30d时统计

PLB的生根率，以生根的植株数占接种植株数的

百分数来表示。

1．2．4 PLB植株的炼苗与移栽及其发育形态学观

察 当PLB在生根培养基上培养lO～20 d生根后，

打开培养瓶盖，将培养瓶移至自然光下炼苗3—5 d。

让PLB植株逐渐适应外界自然条件，移栽时将根部

的培养基洗净，去除褐化的老根，分株移栽至装有沙

土的混合培养基质中，待小苗生长健壮后，定植于大

田中。统计移栽成活率。
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2结果与分析

2．1不同外植体在不同激素配比的诱导培养基上

培养的比较

当外植体接种于2，4一D浓度较高(2mg／L)的诱

导培养基上，10d后各茎段切口处和叶腋处均产生

少量淡黄色愈伤组织。20d后大部分疏松愈伤组织

转黄绿色，部分褐化。但是当外植体接种于6-BA

浓度相对较高(2mg／L)的诱导培养基上，培养20d

后可见明显不同：大部分带腋芽的茎段腋芽膨大成

球状，而且还在叶腋处膨大成亮绿色的致密愈伤组

织(图版I-1)，一部分带腋芽茎段的腋芽直接膨大

产生单个或几个类原球茎(图版I-2)。

2．2不同生长调节剂浓度组合对诱导致密愈伤组

织的影响

表1所示为带腋芽的茎段为外植体时的试验结

果，表中F值结果显示，愈伤组织的诱导率与因素A

的变化呈显著差异，而与其他因素的差异不显著。

6-BA浓度为0．5—2mg／L时，致密愈伤组织的诱导

率随其浓度的增加而增加；达到4mg／L时，诱导率

有所下降。2，4．D的添加对6．BA诱导致密愈伤组

织有较强的抑制作用，却有利于疏松愈伤组织的诱

导。NAA浓度和KT浓度较少时，与6-BA配合使

用，致密愈伤组织的诱导率有所提高。致密愈伤组

织进行切割后在新鲜的诱导培养基中继续培养，能

大量增殖(图版I．3)。k值结果显示最优水平搭配

为A，B，C，D．，然而该组合并未出现在表内的16个

试验方案中，其中第9号方案A，B。c，D，愈伤组织诱

导率为最高值76％。将第9号方案与最优水平进

行比较，结果显示最优水平组合A，B，C，D。的愈伤组

织诱导率为78％，与9号组合A，B。C，D，的76％相

差不大，可见正交表中列出的组合基本能反映到本

试验中所有具代表性的设计方案。根据比较结果，

认为选用配方为MS+6·BA 2．0mg／L+NAA 0．

4mg／L+KT 0．6mg／L的培养基能得到最高的愈伤

组织诱导率。

2．3不同生长调节剂浓度组合对诱导PLB的影响

将致密愈伤组织转入供试PLB分化培养基

上培养8d后，愈伤组织上先出现白色或浅黄绿

色的鳞片叶突起及包裹的绿色芽点(图版I_4)，

15—20d时，鳞片叶继续包裹着膨大的类原球茎

突出愈伤组织表面(图版I-5)，PLB分化的同时

伴有丛芽的分化(图版I缶)，其比例随添加物浓

度配比不同而不同。表2中F值结果显示：诱导

率和增殖系数结果分别随A因素6-BA浓度的高

低变化呈极显著和显著性差异，其他三因素对结

果的影响差异不显著。从表2可见，随6一BA浓

度的增大。PLB的诱导率和增殖系数有所增加，

但当浓度达到6mg／L时，PLB的诱导率和增殖系

数则不再增加反而有所下降。k3结果表明6一BA

浓度为4mg／L为诱导PLB最适浓度。从表中B

因素NAA作为一种植物生长素类物质，对PLB

的诱导和增殖有一定的抑制作用，其浓度的增加

与诱导率和增殖系数负相关，故不添加NAA为

宜。因素c平均增殖最高水平为C，，即KT浓度

为1 mg／L时，对PLB的诱导和增殖有较好的促进

作用，但当KT浓度大于该值时，则导致大量不定

芽丛芽的分化．最终影响PLB的诱导。k值结果

显示D因素中最高水平为D，，可知较高浓度的

蔗糖对PLB的诱导也具有一定的促进作用，且

PLB更为致密，色泽鲜亮，有利于PLB后期发育，

但蔗糖浓度过高会导致渗透压太大，不利于PLB

的分化与发育。四者的最优搭配A，B，C，D，，即

表中的9号搭配为最佳试验方案，最适培养基为

MS+6．BA 4．Omg／L+KT 1．0mg／L+蔗糖6％。

2．4 PLB的生长与生根

PLB在原分化培养基上继续生长10d后，顶芽

不断伸长，幼叶开始舒展。鳞片叶逐渐栓质化，颜色

由绿色转化为浅褐色(图版I-7)。将顶芽长至2—

3em的PLB基部稍作切割后，转入生根培养基中，

15d后PLB鳞片叶着生处(即茎节处)陆续产生白

色不定根突起，逐渐伸长形成不定根(图版I一8、

I-9)。

2．5 PLB植株的炼苗与移栽及其发育的形态学观

察和分析

PLB在生根培养基上培养产生不定根，不定根

不断从培养基中吸收营养物质和水分，输送到其他

组织；植株藤蔓茂盛，叶片舒展，光合作用增强，同化

产物不断积累至茎基部的类原球茎中，导致类原球

茎的继续膨大及组织致密化，其外周的鳞片叶开始

出现栓质化加厚并不同程度褐化(图版I．9)。可能

是受培养基中植物生长物质调控作用的影响，PLB

在土壤中继续生长发育，增殖产生许多新的小球茎

(图版I-10)，球茎茎尖向上生长形成幼嫩植株(图

版I—11)，也有茎尖朝水平方向转化为根芽并延伸

形成根状茎。此时的PLB在土壤中的生长发育和

盾叶薯蓣种子萌发时胚轴形成的膨大球体(图版I一

12)¨“。大小和形状都十分相似，在土壤中的生长发
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育也极为相似。．故移栽后对外界环境的适应性较

强，成活率达90％以上。

3 讨论

3．1外植体类型与愈伤组织诱导及类原球茎分化

的关系

来源于盾叶薯蓣植株不同部位的愈伤组织在结

构和颜色及生长特性等方面都有明湿的差异。以往

的报道中多为以叶片、茎段和根状茎为外植体进行

愈伤组织的诱导，该愈伤组织质地松脆，适于进行细

胞悬浮培养⋯。本试验发现，在添加较高浓度的6．

BA与适量KT的诱导培养基中，以盾叶薯蓣带腋芽

的茎段为外植体时，能在叶腋处基部膨大产生质地

较硬的致密愈伤组织，从而分化出大量PLB。在同

样的培养条件下，叶片和茎段等外植体却只能诱导

出少量的愈伤组织，不利于后期分化。分析其原因，

可能是盾叶薯蓣植株叶腋处具有分化PLB的潜在

能力，从而比较容易诱导得到PLB。

从系统学分析，薯蓣属植物按照其形态特征可

分为6个组一1，其中较为进化的3个组：周生翅组、

基生翅组、复叶组等植株叶腋内有珠芽，可以作为其

营养繁殖体进行无性繁殖。而盾叶薯蓣隶属于薯蓣

属中的根状茎组(Sect．Stenophora Uline)这个最原

始的自然类群，其根状茎地下横生，叶腋中无珠芽

(零余子)。我们在野外和田间栽培中均发现在盾

叶薯蓣植株靠近地面的第一和第二茎节处的叶腋处

着生有数量不多且肉质膨大的原球茎状结构(图版

I．13)，类似于薯蓣零余子¨0J的外部形态但又有一

定的区别，其表皮褐化，具不定根，可作为新的繁殖

体进行繁殖。同时在组织培养试验中亦发现试管植

株在培养基中培养40～60d时，一部分茎段叶腋处

的腋芽停止生长，基部膨大形成类似类原球茎结构，

并发芽长根(图版I—14、I一15)。这些现象是否意

味着由带腋芽茎段诱导出的愈伤组织具有这种重现

性，其机理值得深入研究。

3．2 6一BA和蔗糖对类原球茎诱导的影响

该试验中6-BA与蔗糖浓度对类原球茎的诱导

影响最为显著。这与柯卫东等¨川在试管藕诱导时

得出的结论相一致。Sedigeh Alizadeh等¨引认为高

浓度的蔗糖与6一BA能促进菊叶薯蓣(D．composita)

微块茎的诱导，我国叉蕊薯蓣微块茎诱导的试验也

得到了一致的结论¨引。高糖浓度还能促进洋葱

(Allium cepa L．)鳞茎¨刮和马铃薯(Solanum tuberos-

tim L．)块茎的离体诱导¨5。。可见，糖浓度不仅仅对

离体贮藏器官的发生有诱导作用，对类原球摹胚性

细胞的发生也起着促进作用。

3．3盾叶薯蓣PLB的应用前景

PLB起源于愈伤组织中的胚性细胞和细胞

团¨“，其结构致密且不易出现嵌合体，所以再生体

系稳定性较强。目前已被用于多项兰花遗传性状改

良的研究之中。如同兰科植物一样，盾叶薯蓣PLB

和种子苗胚轴处膨大球体的结构和形状都极为相

似，芽和不定根的分化及维管柬的连接使得类原球

茎成为一个整体(图版I一16)‘7 7，故移栽成活率较

高。综上所述，盾叶薯蓣PLB微繁体系既可用于工

厂化育苗，也可作为研究原球茎发育和次生代谢产

物积累的材料，其取材方便且能自主控制材料的数

量和发育进程。另外，以盾叶薯蓣PLB再生体系进

行原球茎发育和皂素合成途径的蛋白质功能组学和

基因工程的各项研究将是一个引人注目的新方向。
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图版I 盾叶薯蓣类原球茎发生发育的形态学观察

Plate I Morphology in ontogeny of PLB cultured in vitro

图版说明：I．带腋芽茎段的接种；2．腋芽直接膨大为类原球茎；3．增殖后的致密愈伤组织；4．致密愈伤组织上诱导出带鳞叶的类原球茎；5．

顶芽伸出的类原球茎；6．愈伤组织分化的不定芽；7．长出茎、叶的类原球茎；8．生根的类原球茎；9．活性炭培养基上的生根类原球茎；10．移栽3

个月后的类原球苇；11．移栽成活一周的类原球茎植株；12．种子萌发，胚轴处形成的膨大球体；13．田间栽培的盾叶薯蓣藤蔓基部叶腋处产生具

根、芽分化的膨大球体；14．试管莆叶腋处产生多个具根、芽分化的膨大球体；15．试管苗叶腋处产生具根分化的膨大球体；16．生根类原球茎的

纵切面图，箭头所示为根原基(40 x)

Explanation ofPlates：1．Stem node explants cultured ontheinductionmedium；2．PLB regenerated directlyfromthe axillary buds；3．Proliferation of

compact callus；4．PLB wrapped with scale leaves regenerated from the dense canus；5．Sprouted PLB；6．Adventitious buds induced from callus；7．PLBs

with shoots and roots；8．Rooting PLBs；9．Rooted PLBs after l week of culture on the medium supplied with activated charcoal；10．PLB Plantlets after three

months of transplantation in soil；l 1．PLB plandets after 1 week of transplantation in soil；12．Swelling corm forming at the hypocotyl of the seedling；13．

Swelling corm forming from the basal axillary bud of vine cultured in field；14．Swelling coruls．with
buds and roots from the basal axillary buds of plantlet

cultured／n vltro；15．Swelling corm with adventitious buds from the basal axillary bud of plandet culturedin vizro；16．The longitudinal section of the PLB

grazing its adventitious shoots and roots pfimordium(arrow heads)(40 x)
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