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佛手山药组织培养的研究 

刘金英 徐有明 李双来 郭春凤 郭治成 

(1．华中农业大学园艺林学学院，武汉 430070) 

(2．湖北省农科院，武汉 430064) 

(3．武穴市农业局，武穴 435400) 

摘 要 以佛手山药块茎、叶片、茎段为外植体，探讨了其组织培养技术。结果表明：块茎培养以 

暗培养 MS+6．BA1．0 mg·L +NAAO．1 mg·L 效果较好；叶片诱导的适宜培养基为 MS+ 

6．BAO．5～1．0 mg·L +NAA2．0 mg·L一，暗培养；茎段培养都是光培养 ，无节茎段 以 MS+ 

6．BA1．0 mg·L一 +NAAO
． 5 mg·L 较好；带节茎段的初代培养则以MS+6-BAO．5～1．0 mg·L 

+NAAO．1 mg·L 效果较好，继代增殖培养基为 MS+6-BAO．5 mg·L +NAAO．1 mg·L一，生 

根培养基为1／2MS-I-NAAO．5 mg·L一。 
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Tissue culture of Dmscorea opposita “foshou” 
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Abstract Tissue culture of Dioscorea opposita“foshou”was studied with explants such as tubers．1ear- 

es．stem segments．The results showed that the media of MS+6-BA1．0 mg·L一 +NAAO．1 mg·L一 

Wilts for tubers and the media of MS+6．BAO．5～1．0 mg·L一 +NAA2．0 mg·L一 WaS for leaves in the 

dark condition．The tissue culture of stems Wills conducted in light condition．The optimum media Wills MS 

+ 6-BA1．0 rng·L一。+ NAAO．5 mg·L一。f0r the stem without the node．MS+ 6-BAO．5～1．0 mg·L一。 

+ NAAO．1 mg·L— Wills suitable for primary culture of the stem with the node．the optimum propaga- 

ring media was MS+6-BAO．5 mg ·L一 + NAAO．1 mg·L一 ．roots were induced on the media of 

1／21VIS+NAAO．5 mg·L～． 

Key words Dioscorea opposita “foshou”；tubers；leaves；stem segments；tissue culture 

山药又名薯蓣，为薯蓣科薯蓣属一年生或多年 

生草质藤本，其地下肉质根状茎和地上枝的叶腋着 

生的零余子皆为产品，供人们食用或药用，是我国 

地道的药材和传统出口商品，其产品畅销东南亚和 

Et本等国⋯。山药按形态分为长山药、扁山药、圆 

山药三个品种，主产地为河南、山东、安徽、江苏、江 

西、湖北、广东、福建、广西等 15个省。佛手山药 

(Dioscorea opposita“foshou”)属扁山药，因其地下 

块茎肥大，形如掌状，故名佛手山药，是我国鄂东独 

有的一种特色农业栽培品种。其特点是含有丰富 

的蛋白质、碳水化合物、多种维生素，还含有纤维 

素，以及尿囊素、胆碱等成分，具有较高的营养价值 
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与药用价值。该品种风味独特、口感好，深受人们 

喜爱；还具有健脾 、补肺、固肾、除湿、益精补气的功 

效 ]，因此开发佛手山药的生产具有 良好的前 

景。 

目前，佛手山药在湖北省武穴市栽培已有二百 

多年历史，已成为该市农业支柱的特色产业。由于 

长期营养繁殖，其产量低、病害严重，并且存在着品 

质退化现象。同时，生产上采用块茎进行营养繁 

殖，其成本较高。植物组织培养技术不仅可以获得 

优良性状的植株，而且可以保持种的纯度、改善品 

质；同时，可以在较短的时间内获得大量的种苗、降 

低成本。就 3个山药品种而言，长山药组织培养和 

快繁相对来说要容易得多，因此国内这方面已有较 

多报道 。̈尽管国内一些科研单位对佛手山药 

进行过深入研究，但因佛手山药很难培养和其它原 

因至今没取得任何进展。本课题组经过两年的努 

力，已在这方面取得突破。现就佛手山药组织培养 

研究进行报道，为该品种的快繁、品种改良和扩大 

生产提供理论依据与技术支撑。 

1 材料与方法 

佛手山药块茎材料由湖北省武穴市农业局提 

供。利用块茎繁殖植株后采摘叶片、茎段以及用佛 

手山药块茎为外植体，先用洗涤剂清洗和用自来水 

冲洗干净后，用70％酒精浸泡 30 s，再用 0．1％的 

升汞消毒。升汞的消毒时间根据外植体的不同而 

异，块茎由于生长在地下，其表面菌和内生菌较多， 

消毒时间加长到20 min；叶片和茎段根据幼嫩程度 

消毒5—10 min。外植体消毒后，用无菌水冲洗 5 

次。其中，块茎切成0．5 cm x 0．5 cm x 0．2 cm的 

小方块，叶片切成 0．5 cm x0．5 cm的方形，茎段无 

节部分剪成 1 cm长，有节茎段切成只保留一个节， 

长度为 1 em左右；之后，用无菌滤纸将水分吸干后 

分别接种到培养基上。 

实验主要用 2种培养基：生根所用培养基为 

1／2MS，其它培养基均为 MS，附加不同浓度的生长 

激素。块茎、叶片、茎段培养各设 9个激素组合，块 

茎培养基激素水平为 6-BA 0．2、0．5、1 mg·L～， 

NAA 0．1、0．5、1 mg·L～；叶片培养基激素水平 

为：6-BA 0．5、1．0、2．0 mg·L～。NAA 0．02、0．2、 

2．0 mg·L一；无节茎段培养基激素水平为：6-BA 

0．5、1．0、2．0 mg · L～ 。NAA 0．5、1．0、2．0 

mg·L 等。其他培养基激素组合见表4—6。 

按上述方法培养，块茎 、叶片和无节茎段能诱 

导出愈伤组织，接种35 d统计愈伤组织诱导率；带 

节茎段能从叶腋处直接萌发出芽，25 d统计萌芽 

率。将有节茎段初代培养诱导分化出的侧芽，切取 

1．0 cm的茎段转接在初代培养中表现优秀的处理 

组合培养基上进行继代培养，25 d后统计芽诱导 

率和平均芽数，并转瓶，按节段一芽的微扦插模式 

进行。将初代培养或继代培养的组培苗剪下具有 

1—2片展叶的芽苗，接入生根培养基中进行生根 

培养，25 d后统计生根率。 

块茎、叶片的诱导分别在有光和黑暗2个条件 

下培养，茎段诱导在有光条件下培养。光培养为日光 

灯光照，光照 16 h·d～，光强2 000 Ix；暗培养在25cI= 

的恒温箱中进行 j。以上培养基中均加7 g·L 琼 

脂条为固定剂，蔗糖30 g·L～，pH值调至5．8— 

6．0，高温高压灭菌。培养温度 25±2~C。 

2 结果与分析 

2．1 不同浓度激素组合对愈伤组织诱导的影响 

观察发现，在激素配比适宜的 MS培养基上， 

佛手山药块茎、叶片和无节茎段都有愈伤组织形 

成。块茎培养 10 d左右，部分培养基上开始有白 

色霜状愈伤组织形成；但到 20 d左右，由于褐化原 

因这些白色愈伤组织逐渐转化为褐色的水浸状，不 

能分化。接种 35 d后(表 1)，光培养条件下 7号 

(6一BA1 mg·L +NAA0．1 mg·L )、8号(6．BA 

1 mg·LI1+ NAA0．5 nlg·L )、9号 (6一BA 

1 mg·L +NAA1 mg·L )块茎培养基中均有 

愈伤组织形成，这 3种培养基中添加的细胞分裂素 

浓度都为 1．0 mg·L～，说明在光培养条件下，细 

胞分裂素的浓度为 1．0 mg·L 可以诱导出愈伤 

组织。其中，当生长素的浓度为0．5 mg·L 时诱 

导率最高，为 18．2％。暗培养条件下，5号(6-BA 

0．5 mg·L + NAA0．5 mg·L )、6号 (6．BA 

0．5 mg·L + NAA1 mg ·L )、7号 (6-BA 

1 mg·L + NAA0．1 mg·L )、8号 (6-BA 

1 mg·L +NAA0．5 nag·L )培养基中有愈伤组 

织形成，当激素配比为6-BA1．0 mg·L +NAA0．1 

mg·L 块茎愈伤组织的诱导率最高，为57．1％。 

叶片愈伤组织诱导时间较长，接种 15 d后才 

有愈伤组织形成，而且愈伤组织一开始就为褐色水 

浸状，到30 d左右极个别愈伤组织上分化出白色 

根，无其他器官形成。叶片接种35 d后统计表明 

(表2)，光培养条件下，叶片愈伤组织的诱导率几 

乎全部为0，只有 6号培养基(6．BA1 mg·L + 
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NAA2 mg·L )上出现愈伤，其诱导率为 5％；而 

暗培养条件下，激素配 比 6-BA0．5 mg·L + 

NAA2．0 mg·L一 和 6-BA1．0 mg·L一 +NAA2．0 

mg·L-I培养基诱导率最高，达到20％。 

表 1 光、暗培养条件下块茎愈伤组织诱导率(％) 

Table 1 Induction ratio of callus of the tubers in the light or dark condition 

注：接种35 d统计 Note：Statistics after inoculating thirty．five days 

表 2 光暗条件下叶片愈伤组织诱导率(％) 

Table 2 Induction ratio of callus of the leaves in the light or dark condition 

注：接种 35 d统计 Note：Statistics after inoculating thirty—five days 

无节茎段平放于培养基中，一周后茎段两端开 

始膨大，10 d左右在激素配比适宜的培养基上发 

现较幼嫩的无节茎段两端出现致密的绿色愈伤组 

织，而较老茎段的愈伤组织为褐色水浸状，这两种 

愈伤都不易分化。35 d后结果表明(表3)，不同浓 

度激素组合的培养基对于无节茎段培养有明显影 

响。在 4号培养基 (6．BA1．0 mg·L + NAA 

0．5 mg·L )上，无节茎段的愈伤组织的诱导率 

最高，达~t142．5％，而 1号(6．BA 0．5 m童·L + 

NAA 0．5 mg·L )、2号(6-BA 0．5 mg·L + 

NAA 1 mg·L )、6号(6-BA 1．0 mg·L +NAA 

2 mg·L )、7 号 (6-BA 2 mg ·L + NAA 

0．5 mg·L )等培养基上没有愈伤产生，愈伤诱 

导率为0。 
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激素 嘴 - N 

培养芋序号H。mone c。mbin毗i。n 。“ ： “ N 
o．0f media ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  

出现愈伤组织茎段数 愈伤组织诱导率(％) 
Nurober of stems witlI c Uus Inducti~ ratio of c Uus 

平均诱导率 

Ave~ e 

induction redo 
6-BA NAA a b c d a b c d a b c d 

l o．5 0．5 4 4 5 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0．5 1．0 4 5 4 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0．5 2．0 4 4 4 4 1 0 0 0 25 0 0 0 6．25 

4 1．0 0．5 5 4 4 5 l 0 4 2 2o 0 l0o 20 42．5 

5 1．0 1．0 5 5 4 4 l l 0 0 20 20 0 0 10 

6 1．0 2．0 5 4 5 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 2．0 0．5 4 4 5 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 2．0 1．0 5 5 4 4 2 3 0 0 4o 60 0 0 25 

9 2．0 2．0 5 4 5 4 l 0 0 0 20 0 0 0 5 

注：接种 35 d统计 ，表中8、b、c、d表明每种激素组合接种4瓶培养基的序号，平均表示4瓶的平均诱导率。 

Note：S~tistics af【er in0culaling thi~y．five dHys，a,b、c、d in tIIe table indic~ the~quenee num~F of medi8 which in0cu f0IIr b0tnes witII 

each ho~ ne combination．aTId indic~ ave~ e induction mtio of f ur~tfles 

2．2 光照和黑暗条件对块茎和叶片愈伤组织诱导 

率的影响 

实验表明，黑暗与光照条件下块茎和叶片愈伤 

组织的诱导率差别显著(表 1，2)，黑暗条件下诱导 

率高于光照条件。同时发现黑暗条件下外植体褐 

化较轻，这是 因为光能促进组织培养中酚的氧 

化  ̈。因此采用暗培养方法诱导块茎和叶片的愈 

伤组织较宜，这与李明军(2000)̈ 对长山药叶片 

愈伤组织的研究不同，他的研究结果表明光培养利 

于长山药叶片愈伤组织的诱导。 

2．3 不同激素浓度的组合对带节茎段培养的影响 

2．3．1 芽的诱导 

接种时带节茎段直立插入不同浓度激素的初 

代培养基上，节基部紧贴培养基，基部以上露于培 

养基外。5 d左右基部开始膨大，并在叶腋处萌出 

小芽；20 d后，生长好的可达 5 cm，具有 4—5个 

节，而差的仅萌发出一个芽点。激素配 比为 6一 

BA1．0 mg·L +NAAO．1 mg·L 时，诱导率最 

高，达9o％。1、4和 10号培养基的诱导率也较高， 

都在 50％以上，这几种培养基的 NAA浓度都是 

0．1 mg·L (表 4)，表 明 NAA浓 度 为 0．1 

mg·L 适合芽的诱导。在不附加任何外源激素 

的NS培养基上，叉蕊薯蓣带节茎段不出芽  ̈，而 

佛手山药的萌芽率为25％。从萌芽率和平均芽长 

两项指标综合来看，适合节段培养的初代培养基为 

6一BAO．5—1．0 mg·L +NAAO．1 mg·L～。初代 

培养中发现，以带节茎段为外植体，节部已经露出 

芽的节段萌芽率都不高，可能是由于消毒时没有控 

制好时间，因为幼嫩的腋芽极易在消毒时被杀伤， 

时间不好掌握，所以选取没有露出腋芽的节段培养 

效果更好。 

2．3．2 继代增殖 

将初代培养诱导分化的侧芽，分别转接到在初 

代培养中表现最好的两种培养基(4和 7号)上进 

行继代培养(表5)。25 d观察发现，继代培养最佳 

培养基是 6-BAO．5 mg·L +NAAO．1 mg·L～， 

诱导率达 87％。随着继代次数的增加，嫩茎叶片 

变小，芽的数量增多，原因在于此过程中，试管嫩茎 

完成试管复幼，内源 IAA含量增加，而 ABA减少。 

2．3．3 生根培养 

植物激素对于不定根的形成起着决定性作用， 

人工合成生长素都能促进生根。一般赤霉素、细胞 

分裂素、乙烯通常不利于发根。本实验以 1／2NS 

为基本培养基附加 NAA，进行生根培养，结果见表 

6。从平均生根数和生根率两项指标综合来看 ，添 

加0．5 mg·L NAA最利于生根。实验发现如在 

培养基中加入活性炭有利于根的生成，这与新疆香 

梨生根培养中报道一致  ̈。试验中发现粉末状活 

性炭浓度以0．06％较合适，如加入过多不利于根的 

生成，这主要是由于过量的活性炭会吸附营养物质。 
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注：接种25 d统计，表中a,b、c、d表示四次相同实验。 

Note：Statistics after inoculating twenty-five days，a,b、c、d in the table indicates the four saIne experiment 

表5 不同处理对继代培养的影响 

Table 5 Effect of different treatment on the continued culture 

表 6 不同 NAA浓度对生根的影响 

Table 6 Effect of different NAA concentration on rooting 

3 讨论与小结 

研究过程中发现，佛手山药块茎、叶片、茎段组 

培均会发生严重的褐变现象。一般接种 1～2周左 

右，外植体插入培养基中的部位变褐变黑，叶片叶 

缘部位渗出褐化物，并逐渐扩散，最后导致整个外 

植体变黑死亡。原因可能在于佛手山药含有较多 

的酚类物质，取样过程中外植体细胞受伤，引起细 
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胞分泌多酚氧化酶氧化酚类物质成醌，扩散到培养 

基中，从而抑制其他酶活性，进而毒害整个外植体， 

这也许就是国内有关科研单位无法在佛手山药组 

培方面取得进展的重要原因。为了避免褐变物质 

毒害外植体，试验时在培养基 中加入 AC、VC和 

PVP等抗氧化剂和吸附剂进行筛选，发现只有 AC 

能有效地抑制褐变，但 AC对试管苗生长有较大的 

影响。经过探索，如果能够适时切除培养物的褐化 

部分，并且接种后 l0～15 d转 1次新的培养基，褐 

化程度则可明显降低，而且对试管苗的生长影响不 

大，因此佛手山药组培最合适的防褐方法是要勤转 

接。外植体中，块茎的褐化程度较其他外植体严 

重，这是因为块茎切割面积大，被伤害的细胞分泌 

的多酚氧化物多。此外，外植体的老幼程度，季节 

等对褐化也有影响。幼嫩的外植体褐化轻，春季材 

料褐化轻。 

以节段为外植体能达到较高的萌芽率，而其他 

外植体只有少部分形成愈伤，这说明节段有较强的 

分生能力，是最理想的外植体。而且，采用节段离 

体培养，直接萌发出芽，未经过愈伤组织阶段，有利 

于保持该品种遗传性状稳定。另外，还发现具有主 

脉的叶片在愈伤组织诱导方面比无主脉叶片诱导 

力强，充分说明分生组织的存在是组织培养的一个 

有利因素。 

研究发现，低浓度的NAA(0．1 mg·L。’)对于 

佛手山药的节段萌芽有较好的促进作用，说明佛手 

山药节段的内源生长素水平较高，高浓度的外源生 

长素水平会影响其生长。另外，佛手山药与长山药 

的组织培养条件及发生方式有很大差异，这除了基 

因型不同外，还可能与实验条件的变化有关。 

试管苗生长和分化还表现出一定的季节生理 

现象，即秋冬季分化生长缓慢。这种生理休眠现象 

与仙客来 组织培养报道类似。这一方面说明佛 

手山药及其外植体具有较强的自然遗传特性，另一 

方面表明可能与冬季培养室温湿度控制有关。 

佛手山药的组织培养除受外植株选择，继代次 

数，植物生长调节物质种类及浓度制约外，还受其 

它许多物理因子等因素影响，将进一步观察研究。 
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