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　　摘要：以竹叶型荆半夏叶柄为外植体，研究不同培养基、激素配比、不同叶柄处理方式对愈伤组织诱导的影响。结
果表明，单独添加２，４－Ｄ或６－ＢＡ均能诱导半夏叶柄愈伤组织，但诱导率较低，愈伤组织质量相对较差。叶柄不同
部位对愈伤组织诱导有显著影响，叶柄下段适合愈伤组织诱导，黄化处理能提高叶柄愈伤组织诱导的效果。正交试验

结果表明，４因素对半夏愈伤组织诱导影响从大到小为２，４－Ｄ浓度＞叶柄位置＞６－ＢＡ浓度＞蔗糖浓度。从诱导率
和愈伤组织质量考虑，取半夏叶柄下段接种于培养基ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋６０ｇ／Ｌ蔗糖上进行
培养，效果较好。
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　　半夏（Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ）是天南星科多年生草本植物，主要
分布于湖北省、四川省、河南省、贵州省、安徽省等地，其中产

于湖北省荆州市的半夏被称为荆半夏，因色白、质坚实、粉性

足等优点而被誉为上品。半夏是传统中药，据对５５８个处方
分析，半夏出现频率位于第２２位。半夏以块茎入药，含半夏

生物碱、β－谷甾醇等成分［１－２］，具有燥湿化痰，降逆止呕，消

痞散结等多种功效［３－４］。近年来，半夏蛋白被发现还具有抗

早孕、抗肿瘤［４－６］、抗心律失常、抗衰老［７－８］的特殊功效。半

夏市场需求量大，市场价格比较稳定，野生半夏满足不了市场

需求，人工栽培逐渐发展起来。人工栽培半夏种茎价格较高，

目前湖北省半夏栽培使用种茎量为 ４．５～６ｔ／ｈｍ２，需
９万～１２万元／ｈｍ２。因此，降低种茎成本可以有效提高半夏
人工栽培效益。

半夏自然状态下可进行有性繁殖和无性繁殖。有性繁殖

形成的种子发芽率低，除了种子外，半夏通过块茎形成珠芽来

进行无性繁殖，一般２～３年生的块茎会形成１～２个珠芽，无
性繁殖效率较低。因此，组织培养作为一种高效繁殖方法，将

其运用于半夏种苗或种茎的培育一直备受重视。半夏主要通
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过器官发生途径成苗，但器官发生途径形式至少有３种类型，
一是外植体直接成苗，通常也被称为一次成苗；二是外植体先形

成带芽的球状体，该球状体经过进一步培养后成苗；三是外植体

形成比较明显的愈伤组织，该愈伤组织经过分化培养后成苗。

高质量愈伤组织可以建立高效再生体系，在细胞培养和转

基因体系建立等方面也具有基础性作用。高质量愈伤主要特

征是良好胚性，具有较强的再生能力，从外观上看，高质量愈伤

表现为颗粒状、有光泽，一般将高质量愈伤组织称为胚性愈伤

组织。从半夏愈伤组织诱导所用外植体看，主要是块茎［９－１３］、

叶柄［１４－１８］及叶片［１９－２１］。关于最佳外植体的筛选，现有研究结

果存在一定差异，这可能是由外植体基因型和筛选培养基不同

造成的。本研究以荆半夏竹叶形半夏叶柄为外植体，探索叶柄

位置、黄化处理、培养基类型、蔗糖浓度、生长调节物质对胚性

愈伤诱导的效果，为建立高效组培再生体系建立基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料为荆半夏无菌苗叶柄。无菌苗通过荆半夏叶柄

消毒接种到培养基 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ上，在温度（２６±
２）℃、光照周期１２ｈ／ｄ、光照度２０００～３０００ｌｘ下培养３０ｄ
即可获得。

１．２　方法
取将无菌苗叶柄下段平躺接入单独添加了２，４－Ｄ（浓度

为０．５、１．０、２．０、４．０ｍｇ／Ｌ）或６－ＢＡ（浓度为０．１、０．５、１．０、
２．０ｍｇ／Ｌ）的ＭＳ培养基，比较２，４－Ｄ和６－ＢＡ对半夏愈伤
组织诱导的效果；取叶柄下段平躺接入分别添加１５、３０、４５、
６０、７５、９０ｇ／Ｌ蔗糖的ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－
ＢＡ培养基，比较蔗糖浓度对愈伤组织的诱导效果；取暗培养
１０ｄ和正常光照的无菌苗，取叶柄分上、中、下段，分别平躺
接入培养基 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，考察
黄化处理对愈伤组织诱导效果；以不同浓度２，４－Ｄ、６－ＢＡ、
蔗糖、不同叶柄位置为因素，设置４因素３水平 Ｌ９（３

４）正交

试验，各因素水平见表１，研究各因素水平对愈伤组织诱导效
果。以上各处理每瓶各接５个，每处理重复１５次，培养２５ｄ
统计愈伤组织诱导率。

表１　荆半夏胚性愈伤组织诱导条件的Ｌ９（３４）正交试验因素水平表

水平
２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ） 叶柄部位

蔗糖浓度

（ｇ／Ｌ）

１ １ ０．１ 上 ３０
２ ２ ０．５ 中 ６０
３ ４ １．０ 下 ９０

２　结果与分析

２．１　６－ＢＡ、２，４－Ｄ对半夏叶柄愈伤组织诱导效果
从表２可以看出，单独添加６－ＢＡ或２，４－Ｄ均能诱导

叶柄形成愈伤组织，但诱导率及愈伤组织状态都有较大差别。

添加２，４－Ｄ诱导率较高，出愈时间较长，愈伤组织质地松
软。添加６－ＢＡ出愈较快，愈伤组织量较少，颜色呈现黄绿
色，质地较硬，后期愈伤组织出现再分化成苗的现象。

２．２　蔗糖对半夏愈伤组织诱导的效果
从表３可以看出，低浓度（１５～６０ｇ／Ｌ）蔗糖处理下，增大

表２　单一激素处理半夏叶柄愈伤组织诱导差异

激素
浓度

（ｍｇ／Ｌ）
诱导率

（％） 愈伤状态

空白 ０
６－ＢＡ ０．１ ２０．０ 黄绿，紧密，愈伤组织量少

０．５ ３３．３ １５～２０ｄ出现愈伤，愈伤组织薄，黄
绿色，２５～３０ｄ愈伤开始分化成苗

１．０ ７３．３ １５～２０ｄ出现愈伤，愈伤组织薄，黄
绿色，紧密，２５～３０ｄ开始分化成苗

２．０ ４０．０ １５～２０ｄ出现愈伤，愈伤组织薄，黄
绿色，紧密，２５～３０ｄ开始分化成苗

２，４－Ｄ ０．５ ６０．０ 淡黄、质地松散

１．０ ７３．３ 淡黄、质地松散

２．０ ８６．７ 淡黄、质地松软

４．０ ８０．０ 黄白、部分暗黄、部分呈水浸状

表３　不同蔗糖浓度对半夏叶柄愈伤诱导的影响

蔗糖浓度

（ｇ／Ｌ）
诱导率

（％） 愈伤状态

１５ ９３．３ 淡黄，质地松散

３０ １００．０ 淡黄，质地松散

４５ １００．０ １５ｄ左右外植体膨大，愈伤组织在膨大部位
分布较均匀，呈黄白色，质地松散

６０ １００．０ １５ｄ外植体膨大，愈伤组织分布均匀，呈黄
白，松散

７５ ６０．０ １５ｄ左右外植体膨大，愈伤组织黄白，部分
外植体枯死

９０ １３．３ 愈伤组织形成情况同上，较多外植体死亡

蔗糖利于愈伤组织诱导，叶柄膨大和出现愈伤组织的时间提

前，而且愈伤组织在叶柄两端分布较均匀，相对疏松且颜色呈

现黄白色。当浓度过大（６０～９５ｇ／Ｌ）时，可能渗透压过大，会
引起外植体死亡。

２．３　黄化处理对愈伤组织诱导的影响
从表４可以看出，叶柄不同部位对愈伤诱导率影响差异

明显，下部诱导率最高，其次是中部，上部最低，但对愈伤质量

影响不大。这说明叶柄下段可能发育程度较低，脱分化相对

容易。黄化处理诱导率提高，特别是对中上部叶柄，效果最为

明显，黄化处理后叶柄上、中、下段诱导率差异变小，这有利于

扩大合适外植体来源。

表４　叶柄不同部位及黄化处理对愈伤组织诱导的影响

处理 叶柄部位
诱导率

（％） 愈伤状态

未处理 上 ４６．７ 黄绿、质地松散

中 ５３．３ 黄、质地松散

下 ８６．７ 黄白、松散

黄化处理 上 ８６．７ 黄白、松散

中 ８６．７ 黄白、松散

下 ９３．３ 黄白、松散

２．４　荆半夏胚性愈伤组织诱导条件的不同因素正交试验
由表５可以看出，４个因素对无菌苗叶柄愈伤组织诱导

的影响作用大小为２，４－Ｄ浓度 ＞叶柄部位 ＞６－ＢＡ浓度 ＝
蔗糖浓度，最优组合为Ａ２Ｂ３Ｃ３Ｄ３，即采用叶柄下段为外植体，
培养基为ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋６０ｇ／Ｌ
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表５　荆半夏胚性愈伤组织诱导条件的正交试验结果

培养基 Ａ：２，４－Ｄ浓度 Ｂ：６－ＢＡ浓度 Ｃ：蔗糖浓度 Ｄ：叶柄部位 诱导率（％） 愈伤状态

１ １．０ ０．１ ３０．０ 上 ３３．３ 淡黄、松软

２ １．０ ０．５ ４５．０ 中 ４７．７ 黄白、松散

３ １．０ １．０ ６０．０ 下 ８６．７ 黄绿、紧密

４ ２．０ ０．１ ４５．０ 下 ９３．３ 黄白、松散

５ ２．０ ０．５ ６０．０ 上 ８６．７ 黄绿、松散

６ ２．０ １．０ ３０．０ 中 ８６．７ 黄绿、紧密

７ ４．０ ０．１ ６０．０ 中 ６６．７ 暗黄、水浸状、软

８ ４．０ ０．５ ３０．０ 下 ７３．３ 淡黄、松散

９ ４．０ １．０ ４５．０ 上 ６６．７ 黄绿、松散

ｋ１ ５５．９ ６４．４ ６４．４ ６２．２
ｋ２ ８８．９ ６９．２ ６９．２ ６７．０
ｋ３ ６８．９ ８０．０ ８０．０ ８４．４
Ｒ ３３．０ １５．６ １５．６ ２２．２

蔗糖。但从愈伤组织质量来看，６－ＢＡ浓度过高会使愈伤紧
密，如不及时继代容易分化成苗。

３　结论与讨论

本研究以竹叶形荆半夏叶柄为外植体，考察不同部位叶

柄、黄化处理２个会影响外植体生理状态的因素及２，４－Ｄ
浓度、６－ＢＡ浓度、蔗糖浓度对愈伤组织诱导率和愈伤组织
质量的影响。研究的４个因素中，２，４－Ｄ浓度对半夏叶柄愈
伤组织诱导影响较大，这与章伟标等的研究结果［１０，１４］一致。

当２，４－Ｄ浓度较高而６－ＢＡ浓度较低时，诱导的愈伤组织
往往呈现暗黄色和水浸状，质地软。当 ６－ＢＡ浓度较高而
２，４－Ｄ较低时，形成的愈伤组织呈现黄白色，质地硬而板结。
因此，２，４－Ｄ和６－ＢＡ合适的浓度是形成胚性愈伤组织的
关键。

半夏叶柄的位置对愈伤组织诱导也具有较大的影响。从

诱导率和和愈伤组织质量两方面看，叶柄下段比较合适。黄

化处理可改变叶柄的生理状态，从而影响其愈伤组织诱导。

经过黄化处理的试管苗上、中、下段愈伤组织诱导率差异缩

小，与未经黄化处理的叶柄比较，上中段叶柄诱导率有所提

高。蔗糖在培养基中的作用除了作为碳源外，另一个作用是

提供合适的渗透压。在一定浓度范围内，提高蔗糖浓度可以

增加叶柄两端膨大速度和程度，这可能主要是由培养基渗透

压提高造成的。
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