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小玉竹组织培养及无性系的建立
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摘要:以小玉竹根茎为外植体 , 以 MS 为基本培养基 , 附加不同浓度的 6-BA , 2 , 4-D , IAA ,

NAA ,诱导根茎形成愈伤组织 ,并使愈伤组织分化形成不定芽 ,培养成生根试管苗 ,建立起小玉竹

无性系。结果表明 ,MS+6-BA 0.4mg/L+NAA 1.0mg/L 是根茎愈伤组织诱导的理想培养基;

MS+6-BA 0.2mg/L +NAA 0.2mg/ L 是愈伤组织和不定芽分化培养的理想培养基;1/3M S+

IAA 0.4mg/ L 是试管苗生根培养的理想培养基。
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Tissue Culture and Establishment of Asexual Sy stem for

Polygonatum humile Fisch

ZHANG Zhuo , JIA NG Wei ,ZHANG Wei-wei , TONG Shao-ming , JIANG Chang-yang
＊
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Abstract:In the study , the stems and roo ts of Polygonatum humile Fisch w ere used as explants

fo r t issue culture in M S medium w ith dif fe rent concentrations of 6-BA , 2 , 4-D , IAA ,NAA to

induce calluses , dif ferentiate adventitio us buds and roots , and then establish the asexual sy stem of

Polygonatum humile Fisch.The results indicated that the ideal medium to induce calluses w as M S

+6-BA 0.4mg/L +NAA 1.0mg/ L;The MS medium with 6-BA 0.2mg/ L and NAA 0.2mg/L

w as suitable for fo rmation of calluses and different iation of adventi tious buds;The medium of

1/3 MS+IA A 0.4mg/ L was prope r for root ing o f tube seedlings.
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　　小玉竹(Polygonatum humile Fisch),属于百

合科 、黄精属多年生草本植物
[ 1]
。由于小玉竹的根

茎具有养阴润燥 、生津止渴等功效 ,能治口燥咽干 、

干咳少痰 、心烦心悸 、糖尿病等疾病 。所以 ,近年来 ,

辽宁南部地区很多人从山林中采挖小玉竹的根茎 ,

作为滋补营养草药食服 ,致使本来分布量就较少的

小玉竹野生资源遭到了破坏。为此 ,有人对小玉竹

进行人工栽培 ,以期解决人们对小玉竹根茎的需求

和野生资源的破坏问题 。但是 ,由此又产生了小玉

竹的种子不易收集 、从山上挖取根茎作为种源又会

破坏环境等问题 。为此 ,本研究以小玉竹的根茎为

外植体 ,探讨了激素浓度配比对愈伤组织诱导 、不定

芽分化 、试管苗生根的影响 ,以建立起小玉竹的根茎

无性系 ,满足人们栽培的需要。

1　材料和方法

1.1　材料与灭菌

将从旅顺菜大岭上采挖的生长非常旺盛的小玉

竹根茎 ,切成长 5 cm 左右的根茎段 ,放到 300mL 的

磨口广口瓶中 ,用自来水反复冲洗 30min 左右 ,用

·92·

2008年第 3期
DOI :10.15933/j.cnki.1004-3268.2008.03.023



0.05%安利洗涤剂振荡洗涤约 10m in ,再用自来水

漂洗至泡沫消失时转移到超净工作台上 ,加 70%酒

精灭菌 10 ～ 20 s , 迅速倒入无菌水 ,洗涤 3 次 , 加

0.05%HgCl2 振荡灭菌 1min 后 ,加入等体积无菌

水 ,继续振荡灭菌 15min ,接着用无菌水振荡洗涤 5

次 ,即获得无菌材料 。

1.2　培养条件

以 MS 或 1/3MS 为基本培养基 ,附加不同浓度

的 6-BA , IAA ,NAA 和 2 , 4-D 。以 MS为基本培

养基加蔗糖 30 g/ L ,以 1/3M S为基本培养基加蔗糖

15 g/ L。培养基胨力强度为 180 g/cm2 [ 2] ,pH 为5.8

～ 6.0 , 培养温度 15 ～ 25℃, 光照强度 2 000 ～

3000 lx ,光照时间 10 h/d。

1.2.1　愈伤组织的诱导培养　将无菌小玉竹根茎

切成约 0.2 cm 的根茎块 ,接种到不同浓度激素配比

的 MS 培养基中 ,在无光照的条件下诱导球茎愈伤

组织 ,50 d统计诱导率。

1.2.2　分化培养　将继代培养的愈伤组织接种到

不同种类 、不同浓度激素的 MS 培养基中 ,在光照条

件下进行愈伤组织的分化培养 。

1.2.3　试管苗生根培养　将继代培养生长旺盛的

不定芽 ,从基部剪下 ,接种到附加不同浓度 IAA 或

NAA 的 1/3M S 基本培养基上 , 进行生根培养 。

25 d时统计生根率。

1.2.4　试管苗的移栽与扦插　选择生根试管苗生

长旺盛的培养瓶 ,将瓶塞打开 ,放于 4 000 lx 左右的

光照下炼苗 3 ～ 4 d后 ,将试管苗从培养瓶中取出 ,

立刻用净水洗去基部的培养基 ,然后移栽到铺有 5

～ 7 cm 厚珍珠岩 、草炭土 、炉灰渣和肥沃园土 4 种

不同基质的温室苗床上。在保持温度 20 ～ 28℃、湿

度 90%以上 ,并且没有直射光照的条件下 ,移栽后 7

～ 10 d 成活 , 15 d 左右开始正常生长 。25 d 时观察

统计成活率。

把试管苗从培养瓶中取出后 ,剪去根部 ,再剪成

长 2cm 左右 、至少具有 2 个叶片的茎段 ,把下部切

口浸入 70mg/L 的 IA A 溶液中处理 4min左右 ,然

后扦插到与移栽相同的 4 种基质中 ,在保持与移栽

相同条件下 ,30 d时统计成活率。

2　结果与分析

2.1　不同激素配比对根茎愈伤组织诱导的影响

将根茎块接种在附加不同激素的 MS 培养基上

暗培养 ,由于切口损伤部位直接接触到培养基 ,培养

20 d左右 ,切口表面张裂 ,长出较为松散的淡黄色颗

粒状愈伤组织 ,继续培养到 50 d左右 ,在含有 2 , 4-

D和 NAA 的培养基上都能逐渐形成愈伤组织 。但

培养基不同 ,所形成的愈伤组织不同 。由表 1可见 ,

不同浓度 6-BA 分别与 2 ,4-D , NAA配合使用都

能诱导根茎产生愈伤组织 , 而在 MS +6 -BA

0.4mg/ L+NAA 1.0mg/L 培养基上 , 不仅愈伤组

织的诱导率较高 ,而且所形成的愈伤组织均为黄色

的颗粒状 ,这种愈伤组织为具有分化力的愈伤组

织[ 3] 。把这种愈伤组织在同一培养基上进行继代培

养 ,连续继代培养 7代 ,不仅愈伤组织的外部形态保

持不变 ,而且继代培养周期缩短为 30 d ,颗粒状愈伤

组织的增殖率达到了 11.2 倍(表略)。这说明 MS

+6-BA 0.4mg/L+NAA 1.0mg/L 培养基是小玉

竹根茎愈伤组织诱导的理想培养基。

表 1　不同激素配比对愈伤组织诱导的影响

激素及浓度(mg/ L)

6-BA NAA 2 , 4-D
愈伤组织诱导数

诱导率

(%)

0.0 0.0 0.0 0 0.00

0.4 0 0.00

1.0 0 0.00

1.6 0 0.00

2.2 0 0.00

0.4 1.0 67 83.75

0.4 1.5 69 86.25

0.4 1.0 72 90.00

0.4 1.5 70 87.50

1.0 1.0 56 70.00

1.0 1.5 59 73.75

1.0 1.0 61 76.25

1.0 1.5 58 72.50

1.6 1.0 41 51.25

1.6 1.5 44 55.00

1.6 1.0 45 56.25

1.6 1.5 43 53.75

2.2 1.0 32 40.00

2.2 1.5 40 50.00

2.2 1.0 39 48.75

2.2 1.5 38 47.50

　注:接种数量均为 80

2.2　不同激素配比对愈伤组织分化的影响

将在 MS+6-BA 0.4mg/L +NAA 1.0mg/L

培养基上继代培养的根茎愈伤组织 ,接种到分化培

养基中进行培养 。接种后 25 d ,有的培养基上可见

分化出不定芽 , 45d 时进行统计。表 2表明 ,在 6-

BA 为 0.2mg/ L , NAA 分别为 0.1 , 0.2 , 0.5 ,

1.0mg/L的培养基上 ,都能诱导愈伤组织分化。其

中在 MS+6-BA 0.2mg/ L+NAA 0.2mg/L 培养

基上愈伤组织颗粒分化率达 94%。观察结果还表
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明 ,在 MS+6-BA 0.2mg/ L +NAA 0.2mg/ L 培

养基上不仅分化率高 ,而且分化的不定芽长势较旺

盛。把在此培养基上由颗粒状愈伤组织分化的不定

芽从基部剪下后 ,接种到相同培养基上 ,经过 40 d

培养 ,接种的不定芽就会分化出生长较为旺盛的丛

生不定芽 ,平均单芽的增殖系数为 8.4个/芽 。经过

连续 8次的继代培养 ,其分化率和长势基本不变 。

这说明 MS+6-BA 0.2mg/L +NAA 0.2mg/L 是

小玉竹愈伤组织分化不定芽的适宜培养基。

表 2　不同激素配比对愈伤组织分化的影响

激素及浓度(mg/ L)

6-BA NAA
分化颗粒数 分化率(%) 长 势

0.0 0.0 0 0

0.2 0.1 58 58 ++

0.2 0.2 94 94 ++

0.2 0.5 36 36 +

0.2 1.0 20 20 +

0.5 0 0

0.5 0.1 0 0

0.5 0.2 0 0

0.5 0.5 0 0

0.5 1.0 0 0

1.0 0 0

1.0 0.1 0 0

1.0 0.2 0 0

1.0 0.5 0 0

1.0 1.0 0 0

　注:接种颗粒数均为 100;++为长势好;+为长势一般

2.3　不同浓度和种类生长素对生根培养的影响

接种 7 ～ 10 d ,有的培养基能形成可见根原基 ,

25 d时统计生根率 ,结果见表 3。

表 3　不同浓度和种类生长素对生根培养的影响

生长素及浓度(mg/ L)

IAA NAA
生根株数

生根率
(%) 每株生根数

0.0 0.0 0 0.0 0.0

0.2 18 30.0 5.6

0.4 58 96.7 8.2

0.6 39 65.0 8.5

0.8 37 61.7 4.3

1.0 21 35.0 1.5

0.2 48 80.0 3.9

0.4 35 58.3 4.5

0.6 26 43.3 3.0

0.8 19 31.7 3.3

1.0 12 20.0 2.2

　注:接种数量均为 60

　　由表 3可见 ,在附加不同浓度 IAA 或 NAA 的

1/3M S 生根培养基上 ,均可诱导小玉竹不定芽生

根。但是 ,在附加不同浓度 NAA 的生根培养基上 ,

不仅诱导生根率较低 、生根数较少 ,而且所生出的根

多数是由基部愈伤组织发出的 ,在移栽中这样的根

都属于无效根[ 4] 。而在附加不同浓度 IAA 的生根

培养基上 ,不仅诱导生根率较高 、生根数较多 ,而且

所生出的根多数是由基部茎发出的 。尤其是在

IAA 0.4mg/L 的生根培养基上 ,试管苗的生根率达

到了 96.7%,每株生根数为 8.2个 ,并且生根试管

苗生长旺盛 。把在这一培养基上培养的生根试管苗

剪成长 1 ～ 1.5 cm 、至少具有一个叶片的茎段 ,接种

到相同的培养基上进行生根继代培养 ,经过 25 d的

培养 ,又可以培养成高 5 cm 左右 、生长旺盛生根试

管苗。利用这种生根继代的方法试管苗生长旺盛 、

几乎没有无效苗 、25 d的繁殖系数为 3.4。这说明

1/3MS+IAA 0.4mg/L 培养基是小玉竹试管苗生

根培养的理想培养基。

2.4　生根试管苗的移栽与扦插

移栽后 25 d观察统计证明 ,移栽到以炉灰渣为

基质的苗床上 ,不仅移栽成活率为 94%,而且试管

苗生长旺盛整齐 ,根系发达 。

扦插 30 d时观察统计证明 ,以炉灰渣为基质 ,

不仅扦插成活率为 91%,而且长势与移栽试管苗一

致 。移栽和扦插试验证明 ,炉灰渣是小玉竹试管苗

移栽和扦插的理想基质 。

5月中旬把在温室中移栽和扦插成活的试管苗

移栽到田间和山林下 ,到 10月下旬 ,林下的试管苗

长势旺盛 ,根茎上的须根比附近的野生植株增加1.5

倍左右;栽培于田间的试管苗长势比根茎苗旺盛整

齐 ,根茎的收获量比根茎苗高 11%。

3　结论与讨论

虽然目前已有百合科 、黄精属植物组织培养及

无性系建立的报道[ 5 ～ 7] ,但迄今未见小玉竹组织培

养及无性系建立的报道 。小玉竹根茎组织培养的成

功 ,不仅证明小玉竹的非分生细胞组织也具有全能

性 ,而且也为这种植物转基因等研究奠定了技术

基础。

小玉竹根茎愈伤组织继代增殖培养 30 d 可增

殖 11.2 倍 , 按照这个速度计算 ,一年的增殖数为

11.212 ;用不定芽分化的方法进行增殖 , 40 d可增殖

8.4倍 。也就是说 ,用这种方法进行增殖培养 ,一年

可繁殖约 8.49 个后代;用生根继代的方法进行增殖

培养 ,25d的繁殖系数为 3.4 倍 ,按照这个速度 ,每

年繁殖数约为 3.4
14
株。这说明不论采用哪种方法

进行繁殖 ,其繁殖速度都可以满足生产上所需要的

大量种苗。但是 ,由于从愈伤组织诱导分化出的不

定苗长势较弱 ,而且还需要经过生根阶段才能用于
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石榴黑斑病的发生与防治
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1　发生与危害

石榴黑斑病(Cercospora punicae P .Henn),又

名石榴褐斑病 、角斑病。其主要危害石榴叶片和果

实 ,国内过去多报道南方石榴产区普遍发生 ,而近年

北方石榴产区也多有发生 ,个别园地十分严重 。据

调查 , 巩义产区个别未防治的石榴园病叶率达

86.6%～ 98.9%;病果率 2004 年为 8.1%, 2005 年

为31.7%,2006 年为 92.6%, 2007年为 94.8%,呈

逐年加重的趋势。石榴树感病后 ,造成树体早期落

叶 ,果实有黑斑 ,树势衰弱 ,产值低下 ,损失严重。

2　感病症状

石榴叶片感病 ,初期叶面上出现针眼状的黑褐

色小斑点 ,后逐渐扩大为圆形 、方形 、多角形等不规

则斑块 ,其大小为 0.3 ～ 0.5mm×3.0mm ,后期叶

面病斑为灰褐色或深褐色至黑色边缘常呈黑线状 ,

通常情况 1片叶上分散着数个黑斑 ,严重时 1片叶

上达 10多个病斑 。

石榴果实感病 ,病斑形状与叶片大体相似 ,但病

斑的大小却相差甚大 ,小的病斑只有绿豆大小 ,直径

为 3 ～ 4mm ,大的病斑 1 ～ 2 cm ,严重者病斑覆盖整

个果面的 1/2左右 。病斑颜色为黑色 ,呈微凹状 ,着

色品种病斑边缘呈浅黄色 ,从树冠不同部位的感病

程度来看 ,以下部感病较重 ,中部次之 ,上部最轻 ,这

可能与下部叶果与果园地表残留病叶 、病果接触最

近而首先受到侵染且树冠下部的高温高湿有利于黑

斑病菌侵染有关。

3　病原菌

石榴黑斑病的病原菌为石榴生尾孢霉菌(Cer-

cospora p unicae P.Henn),属半知菌亚门 ,丛梗孢

目 ,暗梗孢科 ,尾孢菌属。病原子实层生于叶面 ,呈

微细黑点 ,散生 。子座深褐色 ,球形至半球形 ,直径
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生产 ,而通过生根继代方法培养的生根试管苗根系

发达 、生长旺盛 、没有无效苗。因此 ,生产上应采用

生根继代的方法进行快速繁殖。分化率达 94%颗

粒状愈伤组织 ,也可以作为转基因研究材料。

栽培于林下的试管苗长势旺盛 ,根茎上的须根

比附近的野生植株增加 1.5倍左右 ,栽培于田间的

试管苗长势比根茎苗旺盛整齐 ,秋末根茎的收获量

比直接来自山上的根茎苗高 11%,这些小玉竹试管

苗有利性状的出现 ,一方面是由于所用试验材料是

选择了生长非常旺盛的根茎 ,另一方面是与在培养

中使用了激素 ,栽培于田间和山林下的试管苗体内

的激素仍在发挥着后效作用有关。
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