
书书书

王跃华，段茂华，任三军，等．山葵愈伤组织诱导与增殖研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（１）：５３－５４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０１．０１６

山葵愈伤组织诱导与增殖研究

王跃华１，段茂华１，任三军２，陈传凤１，彭　双１，严幸林１，孙燕霞１

（１．成都大学生物产业学院，四川成都６１００１６；２．广元市玺府开发有限公司，四川广元 ６４８０１７）

　　摘要：为了获得山葵愈伤组织诱导和增殖的最佳培养条件，选择山葵真叶片、真叶柄和胚轴为外植体，以ＭＳ为基
本培养基，配以不同浓度的２，４－Ｄ和６－ＢＡ植物激素进行愈伤组织诱导，并将诱导的愈伤组织接种于增殖培养基中
进行培养。结果表明：诱导山葵愈伤组织的最佳培养基配方为ＭＳ＋４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，培养２５ｄ后真
叶片、真叶柄、胚轴的愈伤组织诱导率分别为（１００．０±０．００）％、（６０．５±３．２９）％、（６２．５±３．７４）％；山葵胚轴外植体
产生的愈伤组织增殖倍数最高，培养３５ｄ后的愈伤组织增殖倍数可达（２．４８±０．９３）倍。
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　　山葵（Ｗａｓａｂｉａｊａｐｏｎｉｃａ）别称山嵛菜，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，被誉为“绿色黄

金”［１－２］。山葵具有强烈的辛辣味及特殊的芳香，不仅具有很

强的杀菌和助消化功能［３］，而且能促进淀粉性食物的消化，

稳定胃肠中的维生素Ｃ和消灭消化道中的寄生虫，具有很好
的防病治病作用［４－５］。目前山葵多采用分株繁殖和种子繁

殖，分株繁殖存在品种退化、繁殖系数低和种苗带菌等问题，

极易导致病害大面积发生［６］。种子繁殖具有速度快、数量多

和能部分减少病害发生的特点，但是由于山葵种子属顽拗性

种子，失水过多极易导致种子活力丧失，因此常采用低温高湿

保存；同时，山葵种子存在休眠，需有效破除休眠才能促使种

子尽快萌发［７－９］。本研究采用植物组培快繁技术，通过筛选

培养基配方和外植体种类，以获得山葵愈伤组织诱导的最佳

条件，为山葵后续的生物学研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
山葵种子采自四川省广元市；试验材料山葵植物的真叶

片、真叶柄、胚轴外植体均取自山葵种子萌发所得的幼苗。

１．２　试验方法
１．２．１　外植体消毒和培养　选取山葵种子萌发２５ｄ的幼
苗，取其真叶片、真叶柄和胚轴外植体，将其放在超净工作台

上用浓度为０．１ｇ／Ｌ的氯化汞消毒处理３ｍｉｎ后，用无菌水清
洗５次，再用无菌滤纸吸干材料表面的水分，将其接入愈伤组
织诱导培养基中。

１．２．２　培养基和培养条件　愈伤组织诱导培养基以 ＭＳ为
基本培养基，激素６－ＢＡ的浓度均为０．５ｍｇ／Ｌ，２，４－Ｄ的浓
度设定为０、２、４、６、８ｍｇ／Ｌ，分别记作Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ａ５处理；
在２０℃、１２ｈ／ｄ的光照时长、２０００ｌｘ的光照强度条件下培养

２５ｄ后统计各外植体的愈伤组织诱导率。
１．２．３　不同外植体诱导的愈伤组织增殖　选取由山葵真叶
片、真叶柄、胚轴外植体诱导产生的愈伤组织，接种于 ＭＳ＋
２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ培养基中，分别记作 Ｂ１、Ｂ２、
Ｂ３处理，在２０℃、１０ｈ／ｄ光照时长、１８００ｌｘ的光照强度条件
下增殖培养３５ｄ后统计其愈伤组织的增殖倍数。
１．３　数据统计及计算公式

上述试验均重复３次，数据用 ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进
行方差分析，并采用新复极差（Ｄｕｎｃａｎｓ）法进行多重比较，
Ｐ＜０．０５为显著性差异，Ｐ＜０．０１为极显著性差异，数据统计
结果以“ｘ±ｓ”表示。愈伤组织的诱导率、增殖倍数的计算公
式如下：愈伤组织诱导率＝（诱导出愈伤组织的外植体数／接
种的外植体数）×１００％；愈伤组织的增殖倍数 ＝收获时质
量／接种时质量。

２　结果与分析

２．１　山葵不同部位外植体的愈伤组织诱导
由表１可知，随着２，４－Ｄ浓度增高，山葵真叶片、真叶

柄、胚轴的愈伤组织诱导率均呈现先提高后降低的趋势；其中

未添加 ２，４－Ｄ激素的 Ａ１处理，即培养基配方为 ＭＳ＋
０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，均不适宜山葵各外植体的
愈伤组织诱导，３种外植体的愈伤组织诱导率均为最低，真叶
片的愈伤组织诱导率为（３７．５±２．７３）％，真叶柄为（０．０±
０００）％，胚轴为（０．０±０．００）％。由此说明，在培养基中添
加生长素２，４－Ｄ对山葵愈伤组织的诱导非常重要。培养基
配方为ＭＳ＋４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的 Ａ３处理，
最适宜３种外植体的愈伤组织诱导，愈伤组织的诱导率均为
最高，真叶片的愈伤组织诱导率为（１００±０．００）％，真叶柄为
（６０．５±３．２９）％，胚轴为（６２．５±３．７４）％。然而，随着２，４－Ｄ
浓度进一步升高到６ｍｇ／Ｌ以上时，山葵各外植体的愈伤组织
诱导率均呈现出下降趋势，以２，４－Ｄ浓度升高到８ｍｇ／Ｌ时
的各外植体愈伤组织诱导率下降最为显著，其中真叶柄外植

体的愈伤组织诱导率降低了３５．５百分点，表明针对不同的植
物，选择适宜的２，４－Ｄ浓度显得尤为重要。
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表１　山葵不同部位外植体的愈伤组织诱导

处理编号
激素浓度配比（ｍｇ／Ｌ） 愈伤组织诱导率（％）
２，４－Ｄ ６－ＢＡ 胚轴 真叶片 真叶柄

Ａ１ ０ ０．５ ０．０±０．００ ３７．５±２．７３ ０．０±０．００
Ａ２ ２ ０．５ ２５．０±２．３４ ８７．５±２．１６ １２．５±１．７８
Ａ３ ４ ０．５ ６２．５±３．７４ １００．０±０．００ ６０．５±３．２９
Ａ４ ６ ０．５ ５０．２±１．５７ ８７．５±１．７５ ３７．５±２．１３
Ａ５ ８ ０．５ ３７．５±１．６３ ６２．５±１．２６ ２５．０±１．４６

　　在试验中观察各外植体产生愈伤组织的情况，发现真叶
片外植体在接种３ｄ后叶片开始卷曲，并且真叶片切口处开
始变为嫩绿色且增厚，随后在切口和叶脉处都开始产生黄绿

色的愈伤组织；试验中无论是将真叶片正接或反接到培养基

上，愈伤组织最先在叶片的切口和与培养基接触的一面长出

浅绿色颗粒状愈伤组织，而叶片的游离面产生愈伤组织的时

间较晚，并且产生的愈伤组织颜色也多为绿色。真叶柄外植

体在插入培养基中培养４ｄ后，其游离端出现膨大，随后膨大
明显并胀裂表皮，接着从表皮的内层细胞长出浅黄色愈伤组

织；而将真叶柄直接平放在培养基上的处理，其真叶柄是从中

间开始产生膨大，最后整个叶柄膨大后也发生胀裂表皮的情

况，随后也从表皮里面产生出愈伤组织。胚轴外植体正接和

反接的情况一样，均是先从培养基上部的游离端长出黄绿色

和浅黄色颗粒状愈伤组织；而直接将胚轴平接于培养基中则

是从胚轴两端长出黄绿色愈伤组织，随后整个胚轴愈伤化，长

出愈伤组织。

２．２　山葵不同部位愈伤组织的增殖
将培养生长２５ｄ的上述各愈伤组织接种于ＭＳ＋２ｍｇ／Ｌ

ＮＡＡ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ培养基中，在２０℃、１０ｈ／ｄ光照时
长、１８００ｌｘ光照强度条件下增殖培养３５ｄ后统计其愈伤组
织的增殖倍数（表２）。

表２　不同外植体愈伤组织的增殖

处理

编号

愈伤组

织来源
增殖倍数 生长状况

Ｂ１ 真叶片 ０．８６±１．２４质地紧密；深绿色和褐色，褐变严重
Ｂ２ 真叶柄 １．５７±１．１５质地较疏松；黄绿色和黄褐色，少量褐变
Ｂ３ 胚轴 ２．４８±０．９３质地较紧密；黄绿色和浅绿色，无褐变

　　由表２愈伤组织的增殖倍数和生长状况可知，由胚轴外
植体产生的愈伤组织的继代增殖效果最好，在增殖培养３５ｄ
后，其愈伤组织的增殖倍数可达（２．４８±０．９３）倍，并且增殖
产生的愈伤组织多为浅绿色和黄绿色，未出现有愈伤组织褐

变的情况。真叶柄外植体产生的愈伤组织增殖倍数为

（１．５７±１．１５）倍，增殖培养的愈伤组织多为黄绿色，但也有
少量的愈伤组织产生了褐变并呈现为黄褐色。真叶片外植体

产生的愈伤组织在继代增殖生长过程中，不仅生长速度慢，愈

伤组织的增殖倍数低，仅为（０．８６±１．２４）倍，而且愈伤组织
在增殖生长过程中易产生褐化，非常不利于愈伤组织的快速

增殖生长。

３　结论与讨论

本试验采用山葵的真叶片、真叶柄、胚轴为外植体，在添

加了不同浓度的２，４－Ｄ生长激素的ＭＳ培养基中诱导愈伤，

获得了适宜山葵３种外植体的愈伤组织诱导的最佳培养基配
方，即ＭＳ＋４ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；通过增殖培养
研究，表明由胚轴外植体产生的愈伤组织继代生长速度最快，

增殖倍数最高。通过对不同外植体的诱导比较，发现真叶片

外植体的愈伤组织诱导率明显地高于真叶柄、胚轴的外植体，

然而在后续愈伤组织增殖生长过程中，真叶片愈伤组织的生

长速度却最慢，增殖倍数也最低。组成真叶片外植体的细胞

组织在适宜的激素配比条件下，易成功脱分化进而产生愈伤

组织，但又由于其产生的愈伤组织细胞中含有较高的多酚类

物质，造成在后续愈伤组织的增殖过程中极易发生氧化。因

而在山葵真叶片诱导的愈伤组织增殖培养过程中，常出现增

殖材料的严重褐变，使得山葵愈伤组织在大量增殖过程中由

于严重褐变而造成增殖材料的增殖倍数明显降低。

防止培养的细胞产生褐变可从外植体的选择、在培养基

中添加抗褐化物质以及改变培养条件等多个途径实现。笔者

针对山葵真叶片愈伤组织易产生褐变的问题，采用了低培养

温度的方法（另一篇论文报道），收到了很好的试验效果。这

主要是因为低温可有效地降低愈伤组织细胞中多酚氧化酶的

活性并抑制酚类化合物被氧化［１０－１１］，从而很好地解决了山葵

愈伤组织产生褐变的问题。
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