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摘要：以怀山药的茎尖、茎段为外植体，研究不同激素配比对山药茎尖分化及茎段快繁的影响，筛

选适合于怀山药生长的培养基。结果表明：ＭＳ＋ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ　２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ是怀

山药茎尖分化较理想的培养基，成苗率较高（３０％）；ＭＳ＋ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ是怀山药

茎段快繁最佳培养基，不定芽诱导率较高，成苗率最高，达到１０９．５％。添加０．０１％聚乙烯吡咯烷

酮（ＰＶＰ）后茎段褐化现象得到了很大的改善。
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　　怀山药为薯蓣科多年生草本植物，在全国大部
分地方均有种植，其肉质根状茎可菜药兼用，由于
其药用价值高、品质好，“主治伤中、补虚羸、除寒热
邪气，补中益气力”等，故其产品畅销到东南亚和日
本等国，具有重要的经济价值［１－４］。在生产中，怀山
药由于长期采用营养繁殖，病毒感染严重，造成产量
下降、品质退化［５］，另外，目前怀山药繁种主要用山
药的食用部分，繁种速度慢、成本高。因此，开展健
康种苗研究，采用生物技术的方法脱除病毒，提高产

量，改善品质已成为山药生产中亟待解决的问题。

受病毒侵染的山药终身带毒，目前尚无有效药物可
以治愈，而对感病山药进行离体脱毒，培养脱毒苗，

是解决山药病毒病的根本方法之一［６－８］。有关山药
茎尖脱毒培养及快繁应用研究的报道较少，主要以
龙岩新罗怀山药和惠楼山药为材料［９－１０］，以铁棍山
药为材料的研究主要是围绕不同外植体的愈伤诱导

和植株再生［１１－１２］。本研究对适宜铁棍山药茎尖脱毒
培养及增殖培养基进行筛选，现总结如下。
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１　材料和方法

１．１　材料

供试材料为怀山药优良品种铁棍山药，将茎段
浅埋在细沙中催芽，长出幼苗待用。研究中使用的
植物激素有ＢＡ、ＮＡＡ、ＫＴ、ＴＤＺ以及其他常用化
学试剂，均为国产分析纯试剂。基本培养基为 ＭＳ
培养基。

１．２　方法

１．２．１　茎尖诱导　取长势较好的茎段，剪取茎顶部

３ｃｍ 芽段，去除较大的叶片，用洗洁精水浸泡

２０ｍｉｎ左右，期间放到摇床上慢慢摇动，之后用自来
水冲洗干净，将材料移入超净工作台，放入无菌三角
瓶，用７０％的酒精浸泡３０ｓ，然后用０．１％的升汞
（ＨｇＣｌ２）溶液灭菌８ｍｉｎ，再用无菌水冲洗５遍，在超
净工作台上利用解剖镜剥离茎尖，所剥茎尖约

０．１ｍｍ左右，不带叶原基，接种到茎尖诱导候选培养
基上。在温度２５℃、光照１６ｈ／ｄ、光照度２　０００ｌｘ的条
件下培养。茎尖诱导的培养基设５个处理，分别为：

①ＭＳ＋ＫＴ　２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．０５ｍｇ／Ｌ；②ＭＳ＋ＫＴ　２
ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ；③ＭＳ＋ＫＴ　２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．２ｍｇ／Ｌ；④ＭＳ＋ＫＴ　３ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ；

⑤ＭＳ＋ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ　２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ。

１．２．２　茎段增殖　将消毒好的茎段切成单节茎段，

接种到增殖培养基上，培养观察成苗数、分枝数，计
算成苗率。茎段增殖的培养基设９个处理，分别为：

①ＭＳ＋ＢＡ　３ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ；② ＭＳ＋ＢＡ
３ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　１ｍｇ／Ｌ；③ＭＳ＋ＢＡ　３ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
１ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．３ｍｇ／Ｌ；④ＭＳ＋ＢＡ　２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ；⑤ＭＳ＋ＢＡ　２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　１ｍｇ／Ｌ；⑥ＭＳ＋
ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ；⑦ＭＳ＋ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　１ｍｇ／Ｌ；⑧ＭＳ＋ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ；

⑨ＭＳ＋ＢＡ　０．０５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ。

１．２．３　褐化抑制　设置２个处理，在茎段快繁培养
基 ＭＳ＋ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ 中，添加

０．０１％ 聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）；以不添加ＰＶＰ为
对照。观察ＰＶＰ对褐化的影响。

２　结果与分析

２．１　不同诱导培养基对怀山药茎尖成苗的影响

共剥取山药茎尖５０个，茎尖接种后３ｄ，有一半
呈现绿色，但是生长缓慢，生长情况不理想，成苗率
普遍较低（表１），在１－４号培养基中都没有愈伤组
织出现，直接形成小芽，茎尖苗长势较差（图１Ａ），而

在 ＭＳ＋ ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ　２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２
ｍｇ／Ｌ培养基上成苗率稍高一些，达到３０％，有愈伤
组织出现（图１Ｂ），成苗时间达９０ｄ，时间较长。

表１　不同诱导培养基对怀山药茎尖成苗的影响

处理
编号

培养基配方
接种
数／个
成活
数／个
成苗
率／％
成苗
时间／ｄ

１ ＭＳ＋ＫＴ　２ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．０５ｍｇ／Ｌ

１０　 １　 １０　 ９８

２ ＭＳ＋ＫＴ　２ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ

１０　 ２　 ２０　 ９０

３ ＭＳ＋ＫＴ　２ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ

１０　 １　 １０　 ９３

４ ＭＳ＋ＫＴ　３ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ

１０　 ０　 ０ －

５ ＭＳ＋ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋
ＫＴ　２ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．２ｍｇ／Ｌ

１０　 ３　 ３０　 ９０

Ａ．无愈伤组织；Ｂ．有愈伤组织

图１　不同诱导培养基条件下山药茎尖形成的苗

２．２　不同培养基对怀山药茎段增殖的影响

从表 ２ 可以看出，ＢＡ 质量浓度在 ２．０～
３．０ｍｇ／Ｌ时，分枝数高但成苗率相对较低，虽然能
分化出芽，但较多为畸形苗，不能生长成正常
植株。

表２　不同激素配比对怀山药茎段增殖的影响

处理
编号

培养基配方
接种
数／个
分枝
数／个
成苗
数／个
成苗
率／％

１ ＭＳ＋ＢＡ　３ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ

２２　 ２８　 １２　 ５４．５

２ ＭＳ＋ＢＡ　３ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　１ｍｇ／Ｌ

２４　 ２３　 ８　 ３３．３

３ ＭＳ＋ＢＡ　３ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　１ｍｇ／Ｌ＋ＴＤＺ　０．３ｍｇ／Ｌ

２４　 ２１　 １２　 ５０．０

４ ＭＳ＋ＢＡ　２ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ

２６　 １６　 １４　 ５３．８

５ ＭＳ＋ＢＡ　２ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　１ｍｇ／Ｌ

２１　 １５　 １０　 ４７．６

６ ＭＳ＋ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ

２１　 ２３　 ２３　 １０９．５

７ ＭＳ＋ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　１ｍｇ／Ｌ

２４　 ２０　 ２０　 ８３．３

８ ＭＳ＋ＢＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ

２８　 ２３　 ２３　 ８２．１

９ ＭＳ＋ＢＡ　０．０５ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．１ｍｇ／Ｌ

３２　 ２５　 ２５　 ７８．１
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　　ＢＡ为１ｍｇ／Ｌ时，分枝数多且都能成苗，成苗
率最高达到１０９．５％；而随着ＢＡ质量浓度的降低，
成苗率呈下降趋势。培养基 ＭＳ＋ＢＡ　１ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ的成苗率最高，是最理想的快繁培
养基。处理３在处理２的基础上添加了低质量浓度
的ＴＤＺ（０．３ｍｇ／Ｌ），成苗率提高不明显，且ＴＤＺ诱
导愈伤较多，成苗慢，效果不好。

２．３　添加ＰＶＰ对怀山药茎段褐化的影响

褐化现象在植物组织培养过程中普遍存在，怀
山药的组织培养褐化非常严重，影响组培苗的生长
发育，甚至导致死亡。试验结果显示（图２），添加

０．０１％ＰＶＰ后茎段褐化现象得到了很大的改善。

左：对照；右．添加ＰＶＰ

图２　添加ＰＶＰ对怀山药茎段褐化的影响

３　结论与讨论

３．１　怀山药茎尖成苗的限制因素

茎尖成苗的限制因素很多，培养基中不同激素
配比是影响茎尖成苗的因素之一，本试验剥取茎尖
较少，但剥取的茎尖在诱导培养基上有５０％以上能
够膨大变绿。总体上茎尖长势不强，３个月左右只
有个别成苗，还有部分茎尖颜色鲜绿有活力，但最终
未生长成苗，激素配比有待进一步优化。但本研究
初步表明，以ＢＡ、ＫＴ、ＮＡＡ三者配合使用效果优
于ＫＴ与ＮＡＡ配合使用。本试验还发现，茎尖剥
取也是非常关键的步骤之一，山药茎尖较细嫩且黏
液较多，操作困难，剥取茎尖过小或茎尖损伤会影响
后期生长，本试验剥取不带叶原基的茎尖，约４０％
的茎尖未能成活。有研究报道［１３］，剥取较大茎尖如
３ｍｍ左右，带２个叶原基，这样可减轻操作难度，但
可能会影响脱毒效果，因此成苗率与脱毒效果兼顾
有待进一步的研究。

３．２　不同激素配比对怀山药茎段快繁的影响

衡量组培苗快繁的效果不仅考虑增殖系数，还要
考虑苗的质量，因为快繁的组培苗最终要移栽大田，
用于生产。培养基中ＢＡ质量浓度较高时可使增殖
系数有所提高，但芽的伸长会受到抑制，易出现畸形
苗，且成苗慢；低质量浓度的ＢＡ增殖系数虽然较低，
但有利于成苗。本研究结果初步表明，ＭＳ＋ＢＡ

１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ是怀山药快繁最佳的培养
基，分枝数较多，成苗率高，且成苗快。

３．３　怀山药组培中的褐化问题

怀山药在组织培养过程中的褐化现象非常严重，
影响组培苗的生长。影响褐化的因素很多，如外植体
的生理状态、培养基成分、基因型等。本研究在培养
基中添加了０．０１％的ＰＶＰ，褐化有所减轻，但不能完
全控制；添加ＰＶＰ茎段苗的长势有所好转，苗的生长
速度也有所加快，ＰＶＰ抑制褐化的作用与于倩等［１４］

的报道一致；此外，适时转接、提高转接次数也可以减
轻褐化，最适转苗周期有待进一步的优化。
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