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摘要  研究了6- BA、NAA 和IBA 对怀山药不同外植体分化和植株再生的影响。结果表明:以节为外植体 ,改良的MS +100 g/ L 香蕉+0 .5
mg/ L6- BA+1 .00 mg/ L NAA+0 .5 %琼脂+0 .5 %活性炭+3 %蔗糖培养基为最优组合 ,其分化率达100 % ;最适根块分化培养基是 ,改良的
MS+100 g/ L 香蕉+0 .5 mg/ L 6- BA+ 0 .25 mg/ L NAA+ 0 .4 mg/ L IBA+ 0 .5 %琼脂+ 0 .5 %活性炭+ 3 %蔗糖;最适无菌茎段分化培养基是 ,
改良的MS+ 100 g/ L 香蕉+ 0 .5 mg/ L 6- BA+ 0 .50 mg/ L NAA+0 .8 mg/ LIBA +0 .5 %琼脂+0 .5 %活性炭+3 %蔗糖 ;最适无菌叶柄分化培养
基是 ,改良MS +100 g/ L 香蕉+1 .5 mg/ L 6- BA+ 0 .25 mg/ L NAA+ 0 .5 %琼脂+ 0 .5 %活性炭+ 3 %蔗糖。
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Effects of Different Hor moness onthe Direct Differentiation of the Different Explants of Tiegun dioscorea thund
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Abstract  Inthis paper the the influence of three pri mary external hormone (6- BA, NAA, IBA) on direct differentiation and plant regeneration through
different explant ( burls , aseptic shoots ,petioles and root tubers) of the Tiegun Dioscorea Thund was discussed .The result showed :①with burls as explant ,
modified MS medium + banana 100g/ L + 0 .5 mg/ L6- BA+1 .00 mg/ L NAA+ 0 .5 % agaragar + 0 .5 %active carbon+ 3 %sucrose was opti mal medium
culture , the differentiationrate was completely 100 % though the experi ment of orthogonal experi ment L9( 34) . ②Modified MS + banana 100 g/ L + 0 .5
mg/ L 6- BA+0 .25 mg/ L NAA+0 .4 mg IBA + 0 .5 % agaragar + 0 .5 %active carbon + 3 %sucrose was the most suitable culture mediumfor germfree
boot tuber differentiation , modified MS+ banana 100 g/ L +0 .5 mg/ L6- BA+0 .50 mg/ L NAA +0 .8 mg/ LIBA +0 .5 % agaragar + 0 .5 %active carbon+
3 %sucrose was used for germfree shoot differentiation, and the most suitable mediumculture for germfree petiole differentiation was modified MS + banana
100 g/ L+ 1 .5 mg/ L 6- BA+ 0 .25 mg/ L NAA+ 0 .5 % agaragar +0 .5 %active carbon+ 3 %sucrose .
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  山药( Dioscoreaopposita) , 又名薯蓣,是薯蓣科薯蓣属的一

种肉质块茎药用植物, 以山土为宜, 故名山药, 亦称怀山药。

其块茎和零余子入药,具有补脾益肾, 健胃化痰之功效,被广

泛采用。它与怀地黄、怀牛膝、怀菊花合称“四大怀药”, 驰名

中外, 其产品畅销国内外 ,尤其是东南亚一带。但因长期进

行营养繁殖, 母株感染病毒致使其品质退化 , 产量降低[ 1] 。

在河北、河南两省的大面积种植地年年减产, 研究近20 年也

未得到有效地解决, 至今仍是一个紧迫且重大的课题。目

前, 虽然已有利用组织培养的手段达到保持优良种性的相关

报道[ 2 - 3] ,但是至今尚未应用于实际生产中, 特别是未见报

道以6- BA、NAA 和IBA 3 种外源激素的不同组合作用于怀山

药不同外植体,通过诱导分化点 ,直接分化成苗的相关研究。

笔者研究了6- BA、NAA 和IBA 不同组合对怀山药不同外植体

的直接分化和植株再生的影响。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 怀山药原种( 块茎) 由川大三康公司提供, 经室外栽

培获得健壮植株。茎节材料均来自室外栽培的健壮植株。

1 .1 .2 带叶的叶柄、根块和嫩茎,来自培养的无菌试管苗。

1 .1 .3 培养基与培养条件。基础培养基: 所用培养基均以

改良的MS 为基本培养基,添加蔗糖3 % , 琼脂0 .5 % , 活性炭

0 .5 % ,香蕉[ 4]100 g/ L。激素用量根据试验设计,pH 值调至

5 .8～6 .0 ,在121 ℃、1 .1 kg/ c m2 下灭菌20 min ; 重复培养基 :

改良的MS+ 100 g/ L 香蕉+ 0 .5 mg/ L 6- BA + 1 .00 mg/ L NAA

+ 0 .5 %琼脂+ 0 .5 % 活性炭+ 3 %蔗糖; 壮苗培养基: 改良的

MS+ 100 g/ L 香蕉+ 0 .50 mg/ L NAA+ 0 .5 %琼脂+ 0 .5 %活性

炭+ 3 %蔗糖。在培养室中进行光照培养, 光暗比12 h∶12 h ,
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光强2 500 lx ,培养温度( 25±2) ℃。

1 .2 方法

1 .2 .1 正交试验[ 5 - 6] 。

( 1) 选取6- BA、NAA、IBA 3 种激素进行试验, 每种激素取

3 个水平( 浓度mg/ L) ,选用L9( 34) 正交表, 考察上述3 种激素

对节段的分化影响。因子水平设计见表1[ 3 ,7 - 9] ,每试验组设

计9 瓶重复, 每瓶接种3 块外植体。

  表1 L9( 34) 因子水平 mg/ L

水平 6- BA NAA IBA

1 2 .0 1 .00      0 .8

2 1 .5 0 .50 0 .4

3 0 .5 0 .25 0

  ( 2) 重复试验。每瓶接种3 块外植体 ,重复5 瓶, 接种于

由上述正交试验筛选出的最优培养基上, 进行重复试验。

1 .2 .2 无菌节段的获得。将植株上取下的节段用自来水冲

洗30～40 min ,在洁净工作台上用0 .1 %的HgCl2 浸泡12 min ,

并用无菌蒸馏水冲洗4～7 次,将节切成0 .5～1 .0 c m的节段 ,

接种于表2 所示的培养基上。

1 .2 .3 以无菌苗为外植体。①将试管苗的叶柄带1 片叶片

在尽量贴近茎生长的部位切下为无菌叶柄; ②把嫩茎切成

0 .5～1 .0 c m的小段为无菌茎段; ③将无菌苗着生的分化块

与其根一起切成试验所需的外植体块, 称为无菌根块, 根块

的大小为0 .5 c m×0 .5 c m×0 .2 c m( 长×宽×厚) ; ④将材料

分别接种到含不同激素组合的培养基上[ 3 ,5 ,8] 。

2  结果与分析

2 .1 不同激素组合对节段的分化影响

2 .1 .1 分化过程。接入7 d ,节的叶腋部位开始膨大,随后膨

大部位颜色变浅, 逐渐出现白色分化点并增大为块状 ;15 d

左右分化出根,再分化出芽, 常以单芽体和双芽体出现;30 d

形成完整的再生植株。因此试验以30 d 进行统计和数据分
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析, 结果见表2。

  表2 试验结果

处理
6- BA

mg/ L

NAA

mg/ L

IBA

mg/ L

接种总数

块

分化数

块

分化率

%
① 2 .0 1 .00   0 .8 27 21  77 .8
② 2 .0 0 .50 0 .4 27 18 66 .7
③ 2 .0 0 .25 0 27 19 70 .4
④ 1 .5 1 .00 0 .4 27 22 81 .5
⑤ 1 .5 0 .50 0 27 23 85 .2
⑥ 1 .5 0 .25 0 .8 27 17 63 .0
⑦ 0 .5 1 .00 0 27 27 100
⑧ 0 .5 0 .50 0 .8 27 24 88 .9
⑨ 0 .5 0 .25 0 .4 27 12 44 .6

  统计结果表明 :上述3 种激素3 个水平9 个浓度的不同

组合对怀山药节段的分化影响差异较大。极差分析显示3

种激素对节分化影响由大到小依次是: NAA > IBA > 6- BA。

均值表明,以节作为外植体分化形成新生植株的最优培养基

为:改良的 MS + 100 g/ L 香蕉+ 0 .5 mg/ L 6- BA + 1 .00 mg/ L

NAA+ 0 .5 %琼脂+ 0 .5 % 活性炭+ 3 %蔗糖。

2 .1 .2 重复试验结果。接种于上述的最优培养基上, 进行

重复试验, 分化成苗率达90 .2 %。

2 .2 不同激素组合对不同无菌外植体分化的影响

2 .2 .1 以叶柄为外植体。叶柄分化过程均是先形成白色小

点, 由点增大为块,继而分化出根和芽 ,30 d 成苗( 表3) 。

表2 显示,较好的分化培养基为处理③, 即: 改良的 MS

+ 100 g/ L 香蕉+ 1 .5 mg/ L 6- BA + 0 .25 mg/ L NAA + 0 .5 % 琼

脂+ 0 .5 % 活性炭+ 3 %蔗糖。

  表3 不同激素组合对叶柄分化的影响(30 d)

处理
6- BA

mg/ L

NAA

mg/ L

IBA

mg/ L

接入总块数

块

成苗

数

分化率

%
① 1 .5 1 .00  0 .8 15  0   0

② 1 .5 0 .50 0 .4 15 5 33.3

③ 1 .5 0 .25 0 15 10 66.7

④ 1 .0 1 .00 0 .4 12 3 25.0

⑤ 1 .0 0 .50 0 12 3 25.0

⑥ 1 .0 0 .25 0 .8 12 6 50.0

⑦ 0 .5 1 .00 0 12 3 25.0

⑧ 0 .5 0 .50 0 .8 12 0 0

⑨ 0 .5 0 .25 0 .4 12 0 0

2 .2 .2 以茎段为外植体。茎段的分化过程与叶柄类似, 是

先形成白色分化点, 再由点增大为块, 继而分化出根和芽, 但

是其新生苗较由叶柄分化而来的更为健壮。

  表4 显示, 在16 d 时, 处理②和⑧培养基上的分化率最

高,达100 %。但是, 处理⑧培养基以多芽体( 2～4) 为主, 处

理②培养基以单芽为主 ,故以茎段为外植体时 ,处理⑧培养

基即:改良 MS + 100 g/ L 香蕉+ 0 .5 mg/ L 6- BA + 0 .50 mg/ L

NAA+ 0 .8 mg/ L IBA+ 0 .5 %琼脂+ 0 .5 %活性炭+ 3 % 蔗糖为

最优分化培养基。

根据表4 的结果, 对处理⑧培养基进行验证, 其分化成

苗率为93 .3 %。

2 .2 .3 以根块为外植体。以根块为外植体, 其成苗与茎段

相似, 都在16 d ,故以16 d 进行数据统计 ,并且发现由根块分

化再生的植株最强壮。

  表4 不同激素组合对茎段分化的影响(16 d)

处理
6- BA

mg/ L

NAA

mg/ L

IBA

mg/ L

接入总块数

块

成苗数

个

分化率

%
① 1 .5 1 .00  0 .8   15  12   50 .0

② 1 .5 0 .50 0 .4 15 5 100

③ 1 .5 0 .25 0 15 5 33 .3

④ 1 .0 1 .00 0 .4 15 12 80 .0

⑤ 1 .0 0 .50 0 9 3 42 .3

⑥ 1 .0 0 .25 0 .8 10 8 50 .0

⑦ 0 .5 1 .00 0 10 10 52 .9

⑧ 0 .5 0 .50 0 .8 10 10 100

⑨ 0 .5 0 .25 0 .4 10 10 87 .5

  表5 显示, 在16 d 时处理⑦、⑧、⑨培养基分化率最高 ,

均达100 % ; 但是处理⑨培养基分化产生的再生植株的芽体

最多( 3～4 芽) , 根系发达, 分化苗健壮。据此处理⑨为根块

最好的分化培养基, 其配比是改良 MS + 100 g/ L 香蕉+ 0 .5

mg/ L 6- BA+ 0 .25 mg/ L NAA + 0 .4 mg/ L IBA + 0 .5 % 琼脂+

0 .5 %活性炭+ 3 %蔗糖。

根据表5 的结果, 对处理⑨培养基进行验证, 其分化成

苗率达100 % 。

  表5 不同激素组合对无菌根块分化的影响(16 d)

处理
6- BA

mg/ L

NAA

mg/ L

IBA

mg/ L

接入总块数

块

成苗数

个

分化率

%
① 1 .5 1 .00   0 .8 15 6   80 .0
② 1 .5 0 .50 0 .4 15 15 33 .3
③ 1 .5 0 .25 0 15 5 33 .3
④ 1 .0 1 .00 0 .4 15 12 80 .0
⑤ 1 .0 0 .50 0 14 6 33 .3
⑥ 1 .0 0 .25 0 .8 12 6 80 .0
⑦ 0 .5 1 .00 0 17 9 100
⑧ 0 .5 0 .50 0 .8 10 10 100
⑨ 0 .5 0 .25 0 .4 16 14 100

2 .3 壮苗  将所有再生植株转入壮苗培养基, 培养10 d 左

右,再生植株的根增粗, 其上出现须根, 主根数目增加, 数目

≥4 ;植株茎变壮, 平均增高1 .76 c m。

3  讨论

(1) 从无菌根块诱导分化过程中发现, 如果根块自身带

有芽体的外植体, 其分化产生的多芽体的数目要优于不带芽

体的, 这可能与外植体自身内源激素的作用有关。

( 2) 由无菌的根块诱导分化的苗 ,其多芽体的数目, 成苗

的健壮程度都明显优于另外两种植株。而且在试验中发现 ,

外植体接入2 周左右, 植株分化、生长开始变缓甚至出现停

滞, 此时更换新鲜培养基 ,植株能够很快恢复其生活力,这说

明山药在其分化过程中对某些营养的消耗较快, 其原因有待

进一步研究。
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( 3～4 年开花结果) ,产量高( 单株产量达120 个左右、比高种

椰子提高3～4 倍) ,多抗( 抗风、抗寒) , 椰干质量好等特点 ,

适宜在海南推广种植;文椰78F1 与世界第一个优良杂交种马

哇( Mawa) 相比,其果大、抗风抗寒力强, 因而认为是我国目前

可供推广的一个优良新品种。该品种通过农业部鉴定 ,认为

是生产潜力较大的新种质, 已被列为海南百项农业新技术

之一。

2 .3 .2 马哇( Mawa) 。马哇是马来西亚矮种×西非高种杂交

育出来的一个高产良种[ 3] 。特性是结果早、产量高( 120～200

个/ 株) 。我国曾在20 世纪80 年代从马来西亚引种 ,在海南

有较大面积的种植, 前期表现出早产、高产的优点, 但经过近

20 年的观察 ,发现其抗寒、抗风性状不好, 果型一般, 空果较

多, 所以,经济效益并不好 ,如今已大部分被淘汰。

3  育种方法

育种方法包括传统育种和分子育种,转基因技术也是可

以应用的种质改良手段, 但是在椰子上的应用技术还不成

熟,有待我们继续努力。目前在椰子育种方面主要还是采用

传统育种,介绍如下:

3 .1 引种驯化  为丰富我国椰子种质资源, 加快椰子产业

的迅速发展,从外地或国外引入本地区没有的椰子新品种具

有所需时间短、投入的人力物力少、见效快等优点。但引种

首先必须考虑该品种是否具有可引进的可能性, 引进地是否

适合该品种的生长发育等条件的要求。我国在20 世纪80 年

代后期引进了马来黄矮、马来红矮、绿矮、泰国香水椰子等品

种, 适合在我国种植,已开花结果获得初步较好的经济效益 ,

开发前景看好。

3 .2  无性系育种 无性系育种指的是通过选择和无性系测

定选育出优良无性系,并以无性繁殖方式推广利用的育种技

术。目前中国热科院椰子研究所椰子组织培养技术已日趋

成熟, 椰子胚培养已获得完整植株现正小批量地进行移栽种

植。而无性系组织培养现正在试验阶段,有望不久可有新的

突破, 该项技术的成熟对于获得整齐一致的优质种苗, 获得

抗性植株,增进国际间种质资源交换等具有深远意义。

3 .3  有性杂交育种 有性杂交育种是传统的经典培育新品

种的主要方法和有效途径,通过杂交可将来自亲本的有利基

因重新组合到杂种后代,获得超越双亲的新品种。中国热带

农业科学院椰子研究所培育的文椰78F1 就是通过有性杂交

育种获得的新品种。椰子的杂交制种技术程序如下: 选择佛

焰苞即将开放的花苞 ,将所有的雄性花去除并套袋隔离。当

雌花成熟时 ,有接受力的柱头释放出胶质的渗出液, 用制备

好的花粉重复授粉2～3 d , 授粉至雌花柱头变褐 ,7 d 后移走

隔离袋, 于花梗上扎上标签以鉴别亲本,1 年后采果, 选择健

康、成熟、饱满的椰果进行催芽育苗, 根据苗期的叶片特征选

出杂交种植株。

4  讨论与建议

4 .1 改变单一品种的种植格局  目前, 我国椰子栽培品种

单一, 海南本地高种种植面积约占椰子总面积的95 % , 其非

生产期长, 产量偏低,经济效益不高, 这种品种分布格局不符

合长期发展的需要。而矮种椰子具有色彩鲜艳、椰水甜美、

单株产量高, 市场卖相好 ,经济价值高的特点 ,基于海南迅速

发展的旅游产业, 适当的发展矮种椰子( 旅游型嫩果鲜饮品)

以顺应旅游产业的发展 ,对于椰子业有较为重要的意义, 另

外, 栽培品种的多元化可丰富椰子产业的内涵 ,对于椰子抵

御病虫害也有好处, 是椰子种植业可持续发展的需要。

4 .2  改变椰农种椰子的观念问题 农民对种植椰子知识较

缺乏, 未进行科学规范地种植, 使很多椰子产量不高 ,因而经

济收入较低打击了农民的积极性。应向广大椰农传授椰子

丰产栽培技术, 推广种植高产优质新品种, 提高椰子的产量

和种植椰子的经济效益 ,从而提高农民种植椰子的积极性 ,

对我国椰子产业发展以及解决三农问题有很好的促进作用。

4 .3 椰子产业与椰子虫害 椰心叶甲是椰子的主要害虫 ,

是椰子种植业的巨大威胁。一些科研院校的科学家正在研

究其防治方法, 但目前效果不是很理想, 且防治费用很高。

对于该问题的长远解决方法应是培育抗虫新品种。可通过

选择育种的方法, 从严重的疫情区对生长状况良好的植株进

行种果收集及无性系繁育,亦可通过杂交制种获得抗虫新品

种。该技术的不断完善为培育其他抗性品种作好基础工作。

4 .4 种质资源的收集保存与育种

我国椰子栽培已有2 000 多年的历史, 经长期的生态环

境的变化和人工选择 ,我国的椰子已有多种生态型。收集和

保存不同类型的椰子种质资源以供直接繁育种苗或杂交育

种; 充分地利用现有的资源培育出高抗、特殊香味、外观好的

水果型椰子杂交种。培育出的抗风、抗寒新品种可推广种植

到椰子可适区( 如广东、广西、云南等地) 以扩大我国椰子种

植业。
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