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　　摘要：以有效组分含量高的多倍体川贝母鳞茎芽为研究对象，开展快速获得脱毒苗的培养研究。结果表明，对多
倍体川贝母鳞茎芽诱导不定根选取在３５℃高温预脱毒处理后，选取生长状况好的不定根，切取其长度为０．４ｍｍ的
生长点区域进行培养，不仅愈伤组织诱导率高（５７．８９％），而且经检测其脱毒效果也最好（脱毒率为９２．８７％）。最佳
多倍体脱毒鳞茎芽诱导培养基为ＭＳ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ，培养４０ｄ后出芽率达到７７．３１％；最佳生根
培养基为１／２ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ，培养３０ｄ后生根率为８９１７％。
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　　川贝母（ＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｃｉｒｒｈｏｓａＤ．Ｄｏｎ）是百合科多年生草本
植物，具有清热润肺、化痰止咳之功效，是稀有的治疗咳嗽等

的良药［１］，由于川贝母价格昂贵，加上近年来无计划盲目地

采挖，使其自然资源日趋枯竭［２－３］，这种状况预计在近几十年

内也难以缓解。川贝母植物的繁殖常采用以种子进行的有性

生殖和以鳞茎进行的无性繁殖２种方式。无论是哪种方式，
对于多年生的川贝母植物都会因各种环境因素而使其染上病

毒，而且经过长期繁殖，这些病毒会在细胞体内不断累积，从

而严重抑制其生长，此外其性状、产量等也会受到影响，最终

造成川贝母药材的品质和产量大大地下降。无论是适应性还

是生活力，多倍体植物与二倍体植物相比都有许多优势。例

如，多倍体植物因基因数目增多、基因活性及酶的差异性增

强，其生态适应性和对逆境的抗耐性较高［４］；随着药用植物

基因倍性的增加，通常还能导致次生代谢产物含量的变化，从

而得到有效含量较高的产物。已有报道表明，药用植物多倍

体可大幅度提高药材的产量［５－７］，而且笔者所在课题组也在

前期研究中发现多倍体川贝母的有效含量比自然野生二倍体

川贝母高得多。将川贝母植物的脱毒苗培育技术和多倍体诱

导技术进行有机结合，能培育出品质优良、生长速度快、有效

组分含量高和抗逆性强的多倍体川贝母脱毒苗，有利于川贝

母大规模生产。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验材料来自成都大学组培实验室培育的多倍体川贝

母鳞茎。

１．２　试验方法

１．２．１　多倍体不定根的获得　将多倍体川贝母组培鳞茎先
接种于１／２ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ的培养基中，在培养温度为
２１℃、光照时间６ｈ／ｄ且光照度为１０００ｌｘ的条件下继续培
养，获得形状粗大的不定根。

１．２．２　多倍体脱毒愈伤组织的诱导培养　将多倍体不定根
从根基部切下后接入ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１５０ｍＬ／Ｌ甘油
的培养基中，设置不同温度条件（３５、３６、３７、３８、３９、４０℃，分
别记为Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ａ５、Ａ６处理）且在无光照条件下进行
２０ｄ预培养处理，观察不定根的生长状况，２０ｄ后统计经上
述不同方法处理的不定根成活率。选取最佳温度处理的不定

根，在超净工作台上切取根尖生长点处 ０．２、０．４、０．６、０．８、
１．０ｍｍ区域的细胞（分别记为Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ４、Ｂ５处理），将其
接入ｐＨ值为５．８的愈伤组织诱导培养基中，在温度１８℃、
光照时间６ｈ／ｄ、光照度８００ｌｘ的条件下培养 ３０ｄ，获得多倍
体愈伤组织，观察统计愈伤组织诱导率和生长情况。

１．２．３　病毒检测　采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ方法［８］（ＤＡＳ－
ＥＬＩＳＡ）对培育的川贝母多倍体愈伤组织进行病毒检测。
１．２．４　鳞茎芽的诱导　选取质地较紧密、生长速度快且颜色
为黄白色或淡黄色的多倍体愈伤组织，将其接入添加０、１．０、
２．０、３．０、４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，０、０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ不同浓度激素的
多倍体鳞茎芽诱导ＭＳ培养基（分别记为Ｃ０、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４处
理）中，同时以不添加任何激素的 ＭＳ培养基为对照，在培养
温度为２０℃、光照时间１６ｈ／ｄ、光照度为２０００ｌｘ的条件下
培养２０ｄ，获得川贝母多倍体鳞茎芽。
１．２．５　多倍体鳞茎芽的生根培养　在超净台上切取生长
２０ｃｍ的多倍体鳞茎芽作为无根苗，将其转入添加不同浓度
ＮＡＡ（０、０．２ｍｇ／Ｌ）、ＩＢＡ（０、０．１、０．２、０．３ｍｇ／Ｌ）激素的
１／２ＭＳ生根培养基（分别记为 Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４处理）中诱导生
根，３０ｄ后观察记录鳞茎芽的生根情况。
１．２．６　炼苗和移栽　选取长出２条以上不定根的川贝母多
倍体脱毒苗，打开瓶盖，在室内炼苗３～５ｄ后从培养瓶中取
出，洗去不定根上的培养基，移栽至消毒后的松软土壤中

生长。
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２　结果与分析

２．１　不同处理温度对不定根生长的影响
本研究采用高温作为多倍体川贝母脱毒的前期处理方

法，从表１可以看出，随着温度的增加，外植体的成活率呈现
逐渐降低的趋势。当温度为 ３５℃时，成活率最高，为
６３０９％；而温度升到 ４０℃时，成活率最低，只有 ２７．１２％。
符国芳曾报道，对外植体的热处理脱毒通常在３５～５４℃较适
宜［９］，本研究选取了３５～４０℃作为试验条件，虽然有报道称
温度越高对脱毒的效果越好，但从试验结果可以看出，高温对

外植体存活率的影响也是较大的。综合整体因素考虑认为，

３５℃时为不定根前期脱毒的最佳温度。
表１　不同处理温度对培养２０ｄ的不定根生长的影响

处理编号
处理温度

（℃）
成活率

（％）
Ａ１ ３５ ６３．０９
Ａ２ ３６ ５８．６２
Ａ３ ３７ ５７．８５
Ａ４ ３８ ５０．２３
Ａ５ ３９ ３６．７３
Ａ６ ４０ ２７．１２

２．２　不同根尖长度对脱毒效果的影响
外植体的大小同样会影响脱毒的效率［１０］，通常情况下采

用茎尖脱毒所选取的茎尖大小一般为０．１～０．５ｍｍ，高于这
个范围值脱毒效果不好，太低又不利于愈伤组织的形成。从

表２可以看出，选取不同根尖长度对脱毒的影响有着类似的
结果，随着根尖长度的不断增加，脱毒率基本逐渐降低，但是

愈伤组织诱导率却与之成反比。例如，０．２ｍｍ根尖长度的脱
毒率最好，达到了 ９５．１６％，但是其愈伤组织诱导率只有
２２１６％；１．０ｍｍ根尖长度的脱毒率仅有６３．１３％，而愈伤组
织诱导率却是所取根尖长度中最高的，达到了９３．６４％。综
合整体因素考虑可知，选取根尖长度为０．４ｍｍ时为最佳，其
脱毒率在５个处理中较高，为９２．８７％，并且其愈伤组织也较
易形成，诱导率达到了５７．８９％。

表２　培养５５ｄ时不同根尖长度对脱毒的影响

处理编号
根尖长度

（ｍｍ）
接种数

（个）

脱毒率

（％）
愈伤组织诱导率

（％）
Ｂ１ ０．２ ３５ ９５．１６ ２２．１６
Ｂ２ ０．４ ３５ ９２．８７ ５７．８９
Ｂ３ ０．６ ３５ ８０．３４ ６５．４１
Ｂ４ ０．８ ３５ ７２．６５ ８７．６６
Ｂ５ １．０ ３５ ６３．１３ ９３．６４

２．３　不同激素配比对鳞茎芽的诱导影响
选取经ＤＡＳ－ＥＬＩＳＡ检测后已成功脱毒的不定根愈伤组

织，接入含有不同浓度激素组合的多倍体鳞茎芽诱导培养基

中进行培养，４０ｄ后的观察统计结果见表４。研究发现Ｃ０培
养基在未添加任何激素的情况下，经４０ｄ的培养仍能长出新
的鳞茎芽，但是其出芽率比 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４处理低得多，仅有
２６３６％，说明外源激素对鳞茎芽起着重要的作用。

Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４处理是在 Ｃ０基础上设置不同６－ＢＡ、ＩＡＡ
浓度比的培养基，它们的 ＩＡＡ浓度都是一样的，都为
０．２ｍｇ／Ｌ，而６－ＢＡ浓度却逐渐增大。从表４可以看出，当
培养基为 Ｃ３时出芽率最高，为 ７７．３１％。可能是因为随着

６－ＢＡ浓度的增加，细胞分裂加快，从而对愈伤组织的诱导
起到了促进作用；但是当浓度达到一定值时，高浓度的６－ＢＡ
反而抑制了愈伤组织的生长，这与苏艳等的研究结果［１１］是一

致的。

表４　培养４０ｄ统计不同激素配比对鳞茎芽诱导的影响

处理编号
生长调节物

６－ＢＡ（ｍｇ／Ｌ） ＩＡＡ（ｍｇ／Ｌ）
出芽率

（％）
Ｃ０ ０ ０ ２６．３６
Ｃ１ １．０ ０．２ ５６．３６
Ｃ２ ２．０ ０．２ ７５．４５
Ｃ３ ３．０ ０．２ ７７．３１
Ｃ４ ４．０ ０．２ ６７．７６

２．４　不同激素配比对鳞茎芽生根的影响
将获得的多倍体川贝母鳞茎芽在添加了不同浓度 ＮＡＡ、

ＩＢＡ激素的１／２ＭＳ培养基中进行培养，结果见表５。研究发
现，不同浓度的ＮＡＡ与ＩＢＡ组合对多倍体川贝母鳞茎芽生根
的诱导影响也是不同的，其中 Ｄ１处理为未添加任何激素的
培养基，由于培养基中只含有无机盐，仅能维持植物细胞的正

常生长，对鳞茎芽的生根未起任何作用，因此生根率低，仅为

３５．６７％；而Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４处理在 Ｄ１处理的基础上添加了外源
激素。综合结果可知，ＮＡＡ与 ＩＢＡ相结合有利于根的生长，
且采用Ｄ３培养基时，生根效果最好，生根率达到了８９．１７％，
可作为诱导鳞茎芽生根的最佳培养基。

表５　培养３０ｄ不同激素配比对鳞茎芽生根的影响

处理编号
生长调节物

ＮＡＡ（ｍｇ／Ｌ） ＩＢＡ（ｍｇ／Ｌ）
接种数

（个）

生根率

（％）
Ｄ１ ０ ０ ４５ ３５．６７
Ｄ２ ０．２ ０．１ ４５ ８３．１４
Ｄ３ ０．２ ０．２ ４５ ８９．１７
Ｄ４ ０．２ ０．３ ４５ ８４．１３

３　结论与讨论

近年来热处理结合茎尖培养是获得无病毒植株的重要途

径之一［１２］，而本研究除用高温处理以外还选用不定根为外植

体，这是因为川贝母的鳞片叶比较厚，且将茎尖一层一层包裹

在中心，要将茎尖剥离出来非常困难且耗时很长，而不定根直

接暴露在外，只须将根冠切除就可以，既简单又高效。此外，由

于茎尖是由鳞片叶一层层包裹而成，脱毒时难以完全处理干

净。最后，因为本研究采用的是多倍体不定根，此根外形粗大，

外围无任何包裹，脱毒效果明显，从结果上也可看出，当热处理

温度为３５℃、切取不定根长度为０．４ｍｍ时脱毒效果最佳。
研究还发现，外源激素的浓度对鳞茎芽的诱导起重要的

作用，过高或过低的激素浓度都会影响芽增殖及生长效

果［１３］。由研究结果可知，随着６－ＢＡ浓度的增加，鳞茎的出
芽率出现了先提高后降低的变化，可能是由于低浓度的

６－ＢＡ对鳞茎愈伤组织的分化起促进作用，当浓度达到一定
量时，反而抑制了细胞的分裂。

ＮＡＡ、ＩＢＡ是２种重要的具有调节植物生根作用的外源
激素。ＩＢＡ是常用的生根激素，能够诱导不定根的形成［１４］，

且ＮＡＡ对细胞分裂及伸长均有促进作用［１５］，本研究通过将２
种激素进行不同组合后发现最佳生根培养基为 １／２ＭＳ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ，在此培养基上长出的根生长
状况良好，不仅提高了移栽苗的生根率，还为苗移栽之后的存
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活率奠定了基础，也为以后大规模种植提供了依据。

此外，多年来用于研究脱毒的材料均为二倍体，而本研究

以多倍体不定根为外植体，将川贝母植物的脱毒苗培育技术

与多倍体诱导技术进行有机结合，培育出品质优良、生长速度

快、有效组分含量高和抗逆性强的川贝母多倍体脱毒苗，不仅

缩短了川贝母的生长周期，还大大提高了川贝母的生产质量，

对于今后研究资源较为匮乏的药用植物具有重要的意义。
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将其转入宿主菌ＢＬ２１，经ＩＰＴＧ诱导后，宿主菌表达出与预期分子量大小相符的３５ｋｕ的融合蛋白；将纯化后的融合蛋
白免疫家兔，获得了ＳｈＳＡＰ１的特异性抗血清；以融合蛋白作抗原，用间接ＥＬＩＳＡ法测定其抗血清效价为１∶２５０００。
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　　逆境相关蛋白（ｓｔｒｅｓｓａｓｓｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＡＰ）是植物中一类
含有Ａ２０与ＡＮ１锌指结构的蛋白，该蛋白家族与植物的非生
物胁迫应答密切相关。ＳＡＰ基因的表达能够被１种或多种非
生物胁迫诱导，转基因研究发现ＳＡＰ家族基因可以增强转基
因植物的对１种或多种胁迫的抗逆性［１］。目前关于 ＳＡＰ的
作用机制还不是很清楚，研究发现 ＳＡＰ可能通过泛素蛋白酶
途径、蛋白相互作用或作为氧化还原感受器参与植物的逆境

应答过程［２－４］。ＳｈＳＡＰ１（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＨＭ９９１９６０．１）是由

甘蔗（ＳａｃｃｈａｒｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍＬ．）中克隆到的 ＳＡＰ家族基因，
研究发现该基因的表达具有逆境应答特性［５］，目前正在开展

ＳｈＳＡＰ１的转基因功能分析。本研究构建了ＳｈＳＡＰ１的原核表
达载体，通过大肠杆菌原核表达系统进行 ＳｈＳＡＰ１的蛋白表
达与纯化，并通过免疫家兔获得了抗血清，为 ＳｈＳＡＰ１蛋白功
能研究及的后续的转基因检测打下了基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
原核表达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）由中国热带农业科学院热带

生物技术研究所刘志昕实验室惠赠，大肠杆菌菌株 ＤＨ５α和
ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞感受态购自天根生化科技有限公司。
ｒＴａｑ酶购自大连宝生物工程有限公司，限制性内切酶，Ｔ４连
接酶购自 Ｆｅｒｍａｎｔａｓ公司，ＰＣＲ产物纯化试剂盒、胶回收试剂
盒及质粒提取试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ公司，蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、蛋白纯
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