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6-BA。NAA和 vc浓度配比对山葵试管苗增殖体系的影响 

崔翠 何凤发 周清元 

(西南大学农学与生命科学学院，重庆 400716) 

摘 要： 山葵为十宇花科山嵛莱属多年生草本植物，具有强烈的香辛昧，是一种高级蔬菜和药用植物。在 山 

葵生产中存在的一个最大问题即健壮种苗的供给，通过山葵的茎尖培养建立组培快繁体系是解决该问题的有效手 

段。本文通过 311．A最优回归设计研究6-BA，NAA和 Vc浓度配比对山葵试管苗增殖体系的影响，对 11种不同配 

方培养基中山葵苗的增殖系数进行调查，通过DPS3．Ol数据统计软件建立回归方程 ，并对回归方程进行主效因子 

厦其互作效应分析。结果发现：当6-BA(X )、NAA(x )、Vc(X3)的浓度分别为 1．2504mg／L、0 mg／L、1．9668 mg／L 

时，增殖系数可以达到6．8380，进一步优化了山葵试管苗增殖的体系。 
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The Study on Improving Plantlet Propogation Coeffi cient of 

Wasabi Through Optimizing Concentration of 6-BA，NAA and Vc 

Cui Cui He Fengfa Zhou Qingyuan 

(College ofAgronomy and功 Science，Southwest University，Chongqing 400716) 

Abstract： Wasabi(Erttrema wasabia(Sieb．)Maxim．)is a member of cruciferae．Wasabi is a rare worldwide veg— 

etable used both for culinary and medicinal purpose for its strong pungent．However，one of the main problems in planting 

wasabi is the production of wasabi seedlings，in order to resolve efficiently this problem，a shoot-tip culture system have 

been established．The study focuses on improving plantlet propogation，optimization regress analyse called 3 1 1一A was firstly 

applied in wasabi multiplication culture．The multiplication coefficients of 1 1 medium with different level 6-BA and NAA 

and Vc were investigated．The regress equation was deduced on 6-BA(X1)，NAA(X2)and Vc(X3)as variable factor， 

and single factor effect and mutual effect were analyzed．The result showed that proliferation coefficient might increase to 6． 

8380 while MS medium contained 6一BA 1．2504mg／L and Vc 1．9668 mg／L． 

Key words： Wasabi Tissue culture 3 1 1-A regression design 

山葵又名山嵛菜，为十字花科山嵛菜属多年生 

草本半阴生植物，原产中国和 日本⋯。其根状茎不 

仅含有丰富的营养，而且含有一种黑芥子甙(sini— 

grin)类的物质。这类物质能使山葵产生强烈的辛 

辣味及特殊的芳香，具有很强的杀菌和助消化功能， 

还能促进淀粉性食物的消化，稳定胃肠中的维生素 

c，消灭消化道中寄生虫，具有良好 的防病治病作 

用 ．3 。将山葵的根状茎磨成糊是 日本、韩国等地 

人们鲜食生鱼片等海鲜的必备调味品，近年来国内 
一 些大中城市也开始从国外进口山葵，而且食用量 

正逐年增加  ̈。 

山葵生产中存在的一个最大问题即健壮种苗的 

供给，通过山葵的茎尖培养建立组培快繁体系是解 

决该问题的有效手段之一。日本在山葵组织培养方 

面的工作开展较早，我国近几年开始该方面的研究， 

也取得了一定的研究进展  ̈川 。本试验采用 311一 
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A最优回归设计方法 ，研究 6一BA、NAA及 Vc浓 

度配比对组织培养中山葵试管苗增殖系数的影响， 

进一步提高了繁殖系数。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

实验材料为山葵品种“岛根3号”的组培试管苗。 

1．2 方 法 

1．2．1 试验设计及培养条件 采用 311一A最优回 

归设计(表 i)，以试验因子6-BA、NAA与 Vc的质量 

浓度为自变量，以增殖系数为目标函数。为了使回 

归关系标准化，消除量纲和自变量取值的影响，对试 

验因子的设计水平进行无量纲线性编码代换，其编 

码代换列于表 1。采用 MS基本培养基，以自变量编 

码值相应的浓度添加不同浓度的6-BA、NAA与 Vc 

(如表 2)设计 11种不同培养基，每种培养基中添加 

3％蔗糖和0．48％卡拉胶，pH：5．8。将山葵试管苗 

接入 11种不同培养基。每瓶内接种4株带有两个 

芽的外植体，其重量 0．16g左右，每个处理接种 1O 
～ 15瓶，18℃左右，光照12h／d。 

表 1 自变量水平编码 

1．2．2 增殖系数及回归方程的确定 试管苗在不 

同增殖培养基上培养 35d，每一处理随机抽取 3瓶， 

统计每瓶增殖后总芽数，并计算增殖系数。增殖系 

数 =总芽数／接种幼芽数。 

对处理间和重复间进行方差分析，并以每个处理 

的平均增殖系数为因变量，以6一BA、NAA和 Vc所对 

应编码值X，、x：、X 为自变量建立多项式回归方程： 
3 3 

札。+∑bjxj+∑b xj+ bⅡ《 

其中，b。为常数项，b 为一次项回归系数，b j为 

互作项回归系数，bii为二次项回归系数 

2 结果与分析 

2．1 不同培养基对山葵增殖系数影响的方差分析 

对实验所得增殖系数进行方差分析(表 3)，结 

果显示，重复间差异不显著，11个处理间差异达到 

极显著水平，因此，利用各个重复间的平均数进行进 

一 步分析是有效的(表2)。 

裹 2 6-BA．NAA。Vc组台(mg／L)(处理)及其调查结果 

处理号 6-BA NAA Vc 增殖系数 

平均 理论 

备注：括号内为各因子不同水平编码相对应的浓度(mg／L) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


2006年 增刊 崔翠等：6-BA，NAA和 Vc浓度配比对山葵试管苗增殖体系的影响 353 

+表不在 1％水平 F差异极显着 

2．2 试验 因子对山葵增殖系数的影响 

2．2．1 回归方程的建立 根据实验中各处理平均 

增殖系数(表2)，通过 DPS v3．01专业统计软件建 

立 6一BA(X，)、NAA(X )、Vc(X，)各 自变量因子与 

山葵增殖系数 Y的多项式回归方程为： 

Y = 3+6298 + 0．1657X1— 0．5740X2 —0． 

3181 X3—0．4283X1 +0．3391X2 一0．4274X3 一0． 

0988 X1X 一0．0543 X，X3+0．3460X2X3 (1) 

该回归方程是否反映了6-BA，NAA，Vc的不同 

浓度对山葵增殖系数的影响?为了检测该回归方程 

的有效性，利用该方程计算理论增殖系数(如表 2) 

并计算 x 值，结果显示 X =0．7337，差异不显著； 

同时对该回归方程进行显著性检验，结果相关系数 

R=0．9833，F值 =3．2433，表明方程各因子与实验 

结果的拟合效果较好。 

2．2．2 试验因子的主效应分析 由于设计中各因 

素处理进行正交编码，回归方程中的统计值已相对 

独立，反映各因子与实验结果的关系时，只要把其它 

两个实验因子以零水平处理代入回归方程，可得到 

本试验中6-BA(X，)与增殖系数(Y )，NAA(X )与 

增殖系数(Y )，Vc(X，)与增殖系数(Y，)的 3个一 

元二次数学方程为： 

1=3．6298+0．1657X1—0．4284X1 (2) 

2=3．6298—0．5740X2+0．3391X2 (3) 

Y3：3．6298—0．3181X3—0．4275X3 (4) 

由回归方程求 出试验中各自变量 6一BA(X )、 

NAA(X )、Vc(X )不同编码值对应的增殖系数绘制 

各主效因子6-BA、NAA及Vc水平编码值与对应增殖 

系数变化曲线图(图 1)。图 1说明，在低浓度范围 

内，6一BA和 Vc浓度增大对山葵增殖系数具有正向作 

用，而 NAA浓度增加，增殖系数则下降。从试验因子 

的主效应分析中可以看到，三者均具有一个极值(最 

大值或者最小值)浓度。根据一元二次方程的极值公 
h 

式  ̈x；=÷ 可求得各试验因子增殖系数最大时， 
— —

,~D ii 

相应的6一BA(X )、NAA(X )以及 Vc(X )浓度。但 

是，从总回归方程(1)可知，试验因子之间有着大小、 

正负不同的互作效应，因此仅从主效应分析来选各因 

子的最佳用量显然是不全面的。因此，对试验因子间 
一 级互作进行分析是非常必要的。 

Coding of independent variable level 

圈1 6-BA．NAA．Ve对快繁系数的主效应分析 

圈2 6-BA和 NAA互作对山葵增殖系数的影响 

2．2．3 试验因子间互作效应分析 

2．2．3．1 6一BA(X )和 NAA(X )的互作效应分析 

将 Vc(X，)实验因子以零水平处理代人可得 6-BA 
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(X )和 NAA(X：)互作的回归方程： 

Y = 3．6298 + 0．1657Xl 一 0．5740X2 — 0． 

4283Xl +O．3391X2 0．0988XlX2 (5) 

以不同6-BA(X。)和NAA(X：)自变量水平编码 

代入该方程，求出各种不同浓度的增殖系数结果见 

图2。由图2可知，当NAA(X：)自变量水平编码为一 

2(浓度为0mg／L)时，6-BA在一定浓度下可以获得 

较高的增殖系数。将X =一2(浓度为0mg／L)代入 

回归方程 (5)获 得一个一元二 次数学方程 为： 

=6．1342+O．3633Xl一0．4283X (6) 

b 

由极值公式xi=÷ 求出当6-BA(X，)编码值 
一 ‘ D ii 

为 0．4241(浓度为 1．2121mg／L)时，增殖系数达到 

6．2112。随着 NAA浓度的变化，增殖系数的最大值 

发生较大变化，6-BA的取值也发生变化 

2．2．3．2 6-BA(X )和 Vc(X，)的互作效应分析 

将 NAA(X2)实验因子以零水平处理代入可得6-BA 

(X1)和 Vc(X，)互作的回归方程： 

Y = 3．6298 + 0．1657X1— 0．3181X3 — 0． 

4283X。 0．4274X3 0．0543 XlX， (7) 

以不同6-BA(X )和 Vc(X )自变量水平编码 

代入方程(7)，求出各种不同浓度的增殖系数结果 

见 图3。 

图3中可以看到，6-BA(X )和 Vc(X )对增殖 

系数的影响都较大；当6-BA(X．)浓度在0—1． 

1089mg／L(自变量编码为 一2～0．2179)范围内，Vc 

为 0～4．0351mg／L(自变量编码 为 ⋯2 0． 

3860)，它们对增殖系数的影响是相辅相成的，可见 

只有二者合理的配合，才能获得理想的效果。当6一 

BA(x。)为 1．1089mg／L，Vc(X3)为 4．0351mg／L 

时，山葵增殖系数最高可以达到 3．7092。高浓度的 

6．BA和Vc对增殖系数的提高不利。 

2．2．3．3 NAA(X：)和 Vc(X。)的互作效应分析 

将6-BA实验因子以零水平处理代入可得 Vc(x ) 

和 NAA(X )互作的回归方程： 

Y = 3．6298 — 0．5740X2 — 0．3181X3 + 0． 

3391X2 0．4274X3 +0．3460X2X3 (8) 

以不同NAA(X )和 Vc(X )自变量水平编码代 

入方程(8)，求出各种不同浓度的增殖系数，结果见 

图3 6-BA和 Vc互作对山葵增殖系数的影响 

图4 NAA和 Vc互作对山葵殖系数的影响 

图4。由图4可知，当 NAA(X：)自变量水平编 

码为 一2(浓度为 0mg／L)时，Vc在一定浓度下可以 

获得较高的增殖系数。将 X：=一2(浓度为0mg／L) 

代入回归方程(8)获得一个一元二次数学方程为： 

= 6．1342—1．0117X3—0．4274X3。 (9) 

h 

由极值公式 xi= 求出当Vc(X，)编码值为 
～ ‘ Dii 

一 1．1836(浓度为 2．0411mg／L)时，增殖系数达到 

6．7329。二者互作和 6-BA，NAA互作变化趋势相 

似。 

2．2．4 最佳组合方案优选与验证 

根据多元 函数极值求解方程 (1)，当 6-BA、 

NAA、Vc的水平编码值分别为 0．5009、一2．000、一 

1．2133时，即它们浓度为 1．2504mg／L、0 mg／L、1． 

9668 mg／L时，增殖系数最大可以达到 6．8380。 

根据筛选出最佳组合中6．BA和 Vc的浓度配 

制快繁培养基，将试管苗分割成只有双芽的外植体 
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接入快繁培养基，35d后统计增殖系数进行验证，结 

果平均增殖系数达到6．930，和理论增殖系数差异 

不明显。 

2．3 不同增殖培养基中试管苗生长状况 

培养 30d左右，从试管苗叶色、丛生芽长势、基 

部愈伤、褐化等方面进行调查，结果 1O号培养基中 

山葵试管苗叶色浓绿，丛生芽紧凑、整齐、长势旺盛， 

基部无褐化，无愈伤，叶缘黑斑最少，叶片大小均匀 

(如图5)，在 1 1种培养基中其表现效果最好。lO 

号培养基激素浓度配比和理论最佳培养基接近，结 

合试管苗增殖效果(如表 2)和生长状况，该种培养 

基为理想的增殖培养基。 

图5 1O号培养基和 3号培养基上山葵试管苗苗形态比较 

3 讨论 

在生产上，山葵存在种苗繁殖供不应求的问题。 

山葵种苗繁殖方式过去主要采用分株繁殖、种子繁 

殖。分株繁殖不仅繁殖速度慢，而且常年连续无性 

繁殖会因为病菌侵染而导致种性退化；种子繁殖则 

由于种子难以保存及发芽率较低等，这些在很大程 

度上限制了种苗的供应 ’ J。于是，茎尖脱毒培养 

成为解决山葵种苗生产问题的有效方法之一。 

山葵的组织培养较其它十字花科植物要困难的 

多，主要是繁殖系数较低，生长速度慢等问题。日本 

学者细木高志等⋯在对“岛根三号”、“真妻”等的增 

殖培养中，选用添加 0．1—0．2rag／L 6-BA的 MS培 

养基获得增殖系数 4．0和 3．9，且认为激素中除了 

6-BA以外，不需要添加任何生长素。我国部分研究 

者对种苗的快速繁殖方面也进行了一定的研究工 

作，虽然起步较晚，研究人员少，但是在提高繁殖系 

数方面也取得了一定的研究进展 。 。如吴震等以 

山葵茎尖为材料进行山葵的增殖培养 ，发现最佳 

增殖培养基为 MS+0．5mg／L 6一BA(0．5mg／L KT) 

+0．05mg／LNAA，且获得了较高的增殖系数 5．1。 

由于山葵本身含有多酚氧化酶，培养基中的细胞分 

裂素物质(如 6．BA)在培养过程中有提高山葵多酚 

氧化酶活性的作用，从而在培养基内产生并积累了 

酚、酮类深褐色色素物质。这类物质常产生毒害，抑 

制组织生长，严重时组织完全褐化而死亡。褐化的 

程度随细胞分裂素浓度的提高而加深，影响山葵的 

增殖效果，因此，有人提出适当添加 Vc或者 PVP， 

以克服或者减轻褐化现象 。 

本研究结合前人研究结果，利用 311一A最优回 

归设计研究 6一BA、NAA、Ve对山葵增殖系数的影 

响，并获得了多项式回归方程： 

Y = 3．6298 + 0．1657X1— 0．5740X2— 0． 

3181X3—0+4283X1 +0，3391X2。一0
． 4274X3 一0． 

0988 X1X 0．0543 XlX3+0．3460X2X3。 

筛选 出 6一BA、NAA、Vc的浓 度 分 别 为 1． 

2504mg／L、0 mg／L、1．9668 mg／L时，增殖系数可以 

达到6．8380。结果表明，MS培养基中添加细胞分 

裂素6一BA，再辅以一定的Vc，可以获得较好的增殖 

效果。对于 NAA，在该研究中发现，不添加 NAA可 

以获得较好的效果，在低浓度水平下，随着 NAA的 

增加，其繁殖系数逐步下降。从方程 (3)的分析中 

发现，高浓度的 NAA有利于繁殖系数的提高。为了 

验证 NAA对增殖的影响是否呈先降后升的一种变 

化趋势，我们以 1O号增殖培养基为基础，将 NAA设 

置5个不同的浓度梯度，分别是0．05mg／L、0．5 mg! 

L、1 mg／L、2 mg／L、4 mg／L。培养20d后 ，表现出 

当NAA浓度为 0．05mg／L时，试管苗愈伤并不明 

显，但新生芽只有 4个左右，当 NAA浓度为 0．5 

mg／L、1 mg／，L、2 mg／L时各处理外植体都有不同 

程度的愈伤，且随着 NAA浓度的增大，愈伤程度越 

来越明显，外植体长势变差，当 NAA浓度为 4 mg／L 

时，试管苗叶柄基部很快变黑，很快死亡。因此， 

NAA对增殖系数的提高是不利的。 
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