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摘要:盾叶薯蓣是一种极其重要的药用作物 ,是合成甾体激素类药物的重要原料 。由于野生的盾

叶薯蓣资源日渐枯竭等原因 ,盾叶薯蓣的生产面临严重的挑战 ,而植物细胞工程技术的发展 ,对解

决盾叶薯蓣资源问题和促进盾叶薯蓣的研究和利用创造了很好的条件 ,植物细胞工程技术在盾叶

薯蓣中的应用不断深入。文中对组织培养 、细胞培养等细胞工程技术在盾叶薯蓣中的研究及应用

的概况作了综述 ,并展望了植物细胞工程技术在盾叶薯蓣茎尖脱毒培养 、物质代谢研究等方面的应

用前景。
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　　植物细胞工程是指在细胞的水平上 ,对植物进

行遗传操作的新技术
[ 1]
。在植物体细胞杂交 、单倍

体育种 、种质资源保存 、植物快速无性繁殖和脱毒 、

人工种子制造 、次生代谢物生产等方面已得到了广

泛的应用 。

盾叶薯蓣(Dioscorea Zingiberensis C.H Wright)

是薯蓣科薯蓣属的一种重要的药用植物 ,是我国特

有种 。其薯蓣皂元甙(皂素)含量最高可达16.15%,

比世界上王牌墨西哥的小穗花薯蓣还高 ,因此 ,是一

种最理想的提取甾体激素的药源植物。

由于盾叶薯蓣价值高 ,需求量大 ,且缺乏科学指

导的盲目采挖 ,使野生的盾叶薯蓣资源日渐枯竭 ,加

上病虫害的危害 , 盾叶薯蓣的生产面临严重的挑

战。植物细胞工程技术的发展 ,对解决这些问题和

促进盾叶薯蓣的研究和利用创造了很好的条件。植

物细胞工程技术在盾叶薯蓣上的研究和应用主要集

中在组织培养和细胞培养方面 ,现对植物细胞工程

技术在盾叶薯蓣的应用概况作一综述。

1　国内外的研究历史

国外学者较早开始对薯蓣属植物的组织培养条

件的研究[ 2 , 3] 。对薯蓣属植物细胞工程方面的研究

国外主要集中在三角叶薯蓣[ 4] ,而盾叶薯蓣是我国

的特有种 ,国外罕见报道 。

对盾叶薯蓣的组织培养技术的研究始于 20世

纪 70年代末期。1978年 ,四川省生物研究所一室

体细胞组对盾叶薯蓣的组织培养作了初步的试验 ,

结果表明 ,用植株的不同部位作外植体诱导愈伤组

织的频率不一样 ,若以幼茎 、幼叶为材料 ,诱导频率

较高 ,分别为 57.97%和 83.14%;而以根茎为材料

时其频率只有 1.78%;并首次用比色法测定了由幼

茎 、幼叶所形成的愈伤组织的皂素含量分别为

0.46%和 0.23%[ 5] 。不久后 ,宋为民等试验了不同

外植体 、不同培养条件对盾叶薯蓣组织培养的影响 ,

并首次报道了盾叶薯蓣植株分化的试验情况。根的

分化率较芽的分化率高 ,愈伤组织有的先分化出根 ,

有的先分化出芽
[ 6]
。

此后 ,植物细胞工程技术在盾叶薯蓣中的应用

迅速发展 ,特别是近年来 ,对盾叶薯蓣细胞工程的研

究不断深入 。

2　组织培养技术在盾叶薯蓣研究中的应用

植物组织培养技术 ,经过了几十年的发展 ,其实

际应用价值日趋明显 ,它已广泛应用于植物的快速

繁殖 、脱毒培养 、品种改良 、药用成分生产等方面。

盾叶薯蓣的组织培养技术应用概况如下。

2.1　外植体选取及消毒

盾叶薯蓣组织培养常用的外植体主要有 3类:
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①多年生根状茎 ,特别是其顶端部分。 ②地上部分 ,

主要是幼嫩的茎叶 ,也有用叶柄等。 ③无菌幼苗的

胚轴 、幼叶和幼根等。这些材料作为外植体一般都

能成功诱导出愈伤组织 ,而愈伤组织的诱导率和诱

导质量由于不同的取材和操作方法上的差异而有所

不同 。若以实生苗组织作为材料 ,以茎 、叶为外植体

的诱导频率比以根茎为材料高[ 7] ,唐君海等以盾叶

薯蓣的藤蔓嫩茎为外植体 ,愈伤组织的诱导率达

100%[ 8] ;而以叶柄为外植体时的诱导频率说法不

一 ,有部分试验结果表明 ,叶柄几乎不能诱导出愈伤

组织或出愈率低
[ 9]
,而另一些试验结果表明 , 以叶

柄为外植体出愈率高[ 10 , 11] ,这可能与不同的材料及

不同的处理方法有关 。以试管苗为外植体较实生苗

更利于诱导愈伤组织
[ 12]

,试管苗中以胚轴为培养材

料效果好 。

外植体的消毒方法如下:将采回的外植体用肥

皂液洗净 ,再用蒸馏水冲洗干净后 ,在浓度 70%酒

精中漂洗 30 s ,再用浓度为 0.1%～ 0.2%升汞加吐

温 -40 消毒 10 ～ 20 min , 无菌水冲洗 4 ～ 6

次[ 13 , 14] 。

2.2　愈伤组织的诱导与培养

2.2.1　诱导培养基　在薯蓣植物组织培养中 ,常用

的诱导培养基是 MS 或改良 MS 、RT 、Nitsch 、B5 、

White等 ,其中改良 MS 培养基对盾叶薯蓣的愈伤

组织诱导率最高
[ 15 ,16]

。培养基的组成直接影响愈

伤组织生长及代谢的产生 , 其中以氮 源的影响较

为明显 ,氮源的加入常可以促进生长而抑制次生代

谢物的产生 ,特别是 NH+
4 不利于次生物质的产生 ,

调整 C/N 比例 , 对愈伤组织的生长及提高代谢产

物的含量非常关键;低磷酸盐浓度有利于皂甙元的

产生;在蔗糖浓度低于 3%时 ,愈伤组织生长急剧下

降。

2.2.2　激素的影响　盾叶薯蓣愈伤组织诱导应用

较多的激素是 2 ,4-D。2 ,4-D 浓度对愈伤组织生

长速度和皂甙元产生影响大 ,其浓度一般以 2 ～ 4

mg/ L为最好 。生长素(2 ,4-D或 NAA)和细胞分

裂素(6-BA)的适当组合可以显著提高愈伤组织诱

导率[ 17 , 18] 。不同生长素对盾叶薯蓣愈伤组织细胞

生长量的影响差异是 NAA>IAA>2 ,4-D ,而对薯

蓣皂甙元合成的影响是 2 ,4-D>IAA>NAA[ 19] 。

2.2.3　继代培养　附加 6-BA 2 mg/L+NAA 0.l

mg/L 的 MS 培养基 ,增殖率可高达 670%,效果最

好 ,且经多次继代 ,该培养基都能保证旺盛增殖[ 20] 。

2.3　愈伤组织的分化

盾叶薯蓣组织培养过程中 ,淡黄色 、表面粗糙的

愈伤组织在分化培养基上转变为致密 、淡绿色的愈

伤组织 ,不久即开始分化 ,有的先分化出根 ,有的则

先分化出芽 。

诱导愈伤组织的分化用添加 6-BA 2 mg/L 与

NAA 0.2 mg/L 的 MS 培养基比较理想。

盾叶薯蓣愈伤组织根的分化率高而苗的分化率

低 ,原因可能是在继代培养过程中愈伤组织内源生

长素水平提高 ,直接抑制了苗的分化;也可能是多次

继代后细胞自身退化 ,导致分化能力下降 。

盾叶薯蓣外植体上诱导愈伤组织与其他植物相

比脱分化时间长 ,组织易褐变 、死亡 ,愈伤组织得率

低 ,且愈伤组织分化的苗容易出现变异株;以腋芽增

殖的方式进行快繁生根难 ,主要原因是盾叶薯蓣茎

结构中有两圈维管束 ,且在韧皮部周围有许多纤维

和木化薄壁细胞 ,造成在茎切段或无菌短枝上生根

困难。

2.4　高产系 、新品种的筛选

谢碧霞等利用正交优化培养条件 ,通过对不同

培养基和培养条件的选择 ,根据愈伤组织个体间生

长速度和皂素含量的差异 ,进行了高产系的筛选 ,筛

选出的优良高产盾叶薯蓣愈伤组织无性系 ,其鲜质

量增加速度为 33.10 mg/d ,生长率高达 1.11 mg/

(L·d), 皂素含量达 3.7%, 比原植株含量超出

28.3%以上 。

王志安等在繁育优质高产薯蓣新品种的试验

中 ,共获得源于高皂素含量种质的试管苗 8 136株 ,

田间成苗 6 830株 ,皂素含量达 2.48%,说明运用

组织培养技术选育优质高产薯蓣新品种是可行的。

3　盾叶薯蓣的细胞培养技术的研究

由于对薯蓣皂素的需求日益增加 ,国内外都在

探索利用植物细胞工程技术生产薯蓣皂素的方法。

我国对盾叶薯蓣进行细胞培养方面的研究起步较

晚 。

3.1　固体培养和细胞悬浮培养

任建伟等采用盾叶薯蓣脱分化愈伤组织进行固

体培养和细胞悬浮培养 ,对悬浮培养的盾叶薯蓣细

胞的生长及薯蓣皂素产生的动态变化进行了研究 ,

并比较了不同培养基及激素浓度对愈伤组织生长及

薯蓣皂素含量的影响。结果表明 ,皂素含量增高的

达峰时间迟于细胞生长达峰时间 ,即有用物产量与

细胞生长的关系属延迟型。并通过对不同培养基与
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激素浓度对愈伤组织和皂素含量影响的研究 ,选择

出了适宜的愈伤组织生长和皂素生产的培养基。为

细胞连续培养及培养条件的选择提供了科学的依

据[ 21] 。

3.2　细胞固定化培养

植物细胞固定化培养是国外 20世纪 80年代兴

起的一门新技术。与悬浮培养相比 ,固定化培养具

有提高次生物质的合成 、积累 ,能长时间保持细胞活

力 ,可反复使用 ,抗剪切能力强 ,耐受有毒前体的浓

度高 ,遗传性状较稳定 , 后处理难度小等特点[ 22] 。

用 3%海藻酸钠固定盾叶薯蓣悬浮细胞 ,进行细胞

固定化培养的试验表明 ,游离的盾叶薯蓣细胞不分

泌皂素到培养液中 ,而经固定化培养较长时间后 ,有

分泌但不能持续[ 23] 。

3.3　细胞克隆培养技术

采用细胞克隆培养技术获得的克隆系是同源细

胞系 ,具有筛选效率高 、筛选出的优良细胞系稳定性

高 、筛选量大 、操作简便等优点[ 24] 。

因此 ,选用高含量薯蓣皂素植株 ,进行克隆细胞

悬浮培养 ,就能不依赖野生资源 ,通过筛选优良细胞

株大量培养 ,实现工业化生产皂素 。

毕世荣等对盾叶薯蓣克隆细胞进行大量培养 ,

获得了具淡黄色 、质地较疏松 、生长速度快的 31 个

薯蓣优良克隆细胞株 ,并筛选出 18株高含量薯蓣皂

素的克隆细胞系(皂甙元含量高达 1.49%),为快速

有效地筛选具有稳定高产的次生代谢细胞系 ,建立

了良好的选择程序 ,从而用于细胞生长和产物累积

最佳化试验 ,控制皂素合成途径及确定悬浮培养产

皂素能力稳定性试验 ,为进行工业化生产皂素奠定

必要条件[ 25] 。

3.4　细胞生长特性的研究

李文谦等研究了盾叶薯蓣细胞在不同接种量和

NAA 、6-BA浓度配比条件下的生长特征 ,应用 Lo-

gist ic方程对薯蓣细胞生长进行模拟能够较好地描

述细胞的生长过程 ,细胞生长曲线呈“S”形 ,生长过

程可分为延迟期 、指数生长期和减速期。为发酵培

养盾叶薯蓣细胞和研究其次生代谢产物提供了理论

依据
[ 26]

。

4　展望

有关盾叶薯蓣植物细胞工程方面的研究工作虽

然进行了很多 ,取得了很大的成就 ,但是 ,作为这样

一个具有重大经济价值 、社会价值 、环保效益的植物

种 ,距离植物细胞工程技术在盾叶薯蓣上的充分应

用 ,利用植物细胞工程技术进行薯蓣皂素的工业化

生产等目标还有很长的距离 。植物细胞工程技术在

盾叶薯蓣上的应用还具有无穷的潜力 。

4.1　茎尖脱毒培养技术的应用

盾叶薯蓣在栽培过程中有多种病害 ,且由于重

茬 、种子带病传染等原因 ,加剧了病害的发生 ,使产

量和质量严重下降 。常规的病害防治方法收效不明

显 ,如植株感染了某些未知的病毒时 ,常规的病害防

治方法更是显得束手无策 。自 1960年 Morel 第 1

个用茎尖培养方法得到无病毒兰花后 ,植物细胞工

程技术就成为脱除植物病毒的理想方法。这一方法

已在多种经济植物中得到应用并获得成功 。通过茎

尖脱毒组织培养技术 ,可建立盾叶薯蓣脱毒快繁体

系 ,对严重退化的盾叶薯蓣优良种质进行提纯复壮 ,

恢复其优良种性 ,并生产出大量优质脱毒种苗及脱

毒种薯 。

4.2　开展薯蓣皂素物质代谢的研究

利用植物细胞工程技术是开展药物代谢研究的

有效方法 ,具有培养细胞组成均一 ,无菌性 ,材料易

得;不受季节地区等的影响 ,对标记化合物的吸收比

用植株要多得多等优点
[ 27]

。在国外 ,用培养细胞来

研究药物代谢 ,已有很大的发展[ 28] 。有关盾叶薯蓣

的薯蓣皂素的结构 、成分的研究已见报道[ 29] ,而薯

蓣皂素物质代谢过程仍需进一步研究 ,相信植物细

胞工程技术在开展薯蓣皂素物质代谢的研究中将发

挥很大的作用。

4.3　与其他生物技术相结合

盾叶薯蓣的细胞工程技术可与其他生物技术方

法相结合 ,如与基因工程技术相结合 ,将抗性基因转

入到盾叶薯蓣中 ,提高品种的抗病抗逆性;也可与微

生物工程技术相结合 ,进行薯蓣皂素的工厂化生产

等 。

此外 ,单倍体育种 、胚胎培养 、原生质体培养和

细胞融合 ,建立植物细胞遗传转化体系等植物细胞

工程的方法与技术在盾叶薯蓣上的应用都有巨大的

潜力。
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本刊常用单位符号及换算

依据国家标准 ,本刊在刊发稿件中一律使用法定计量单位 , 为便于读者阅读 ,现将本刊常用单位符号及其换算

方法介绍如下:

1　长度单位:km=公里 、千米 ,m=米 , cm=厘米 ,mm=毫米;换算:1 km=1 000 m , 1 m=100 cm=3 尺 , 1 cm=10 mm

2　重量单位:t=吨或 1 000 kg , kg=公斤 、千克 , g=克 ,mg=毫克;换算:1 t=1 000 kg , 1 kg=1 000 g , 1 g=1 000 mg ,

500 g=1 市斤 , 50 g=1 两

3　面积单位:m2=平方米 , hm2=公顷 , cm2=平方厘米;换算:1 hm2=10 000 m2=15 亩 , 1 亩=667 m2

4　浓度单位:1 mg/ kg ,mg/ L或mg.kg-1 ,mg.L-1 , μl.L-1=1×10-6=1 ppm ,即百万分之一 ,不用ppm 和1×10-6表示

5　时间单位:“天 、小时 、分钟 、秒”分别用“ d、h、min、s”表示

(本刊编辑部)
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