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　　摘要：以竹叶型荆半夏叶柄为外植体，研究６－ＢＡ、２，４－Ｄ对半夏一步成苗的影响，以及多效唑（ＰＰ３３３）、茉莉酸

甲酯（ＭＪ）、蔗糖对块茎大小的影响。结果表明，提高６－ＢＡ浓度有利于叶柄诱导率和平均每个叶柄形成块茎数提高，
添加低浓度２，４－Ｄ有助于提高平均每个叶柄形成块茎数；单因素试验表明，添加多效唑和茉莉酸甲酯、增加蔗糖浓
度均能增加块茎直径；正交试验表明，４个因素对半夏块茎直径的影响顺序为６－ＢＡ浓度、蔗糖浓度、茉莉酸甲酯浓
度、多效唑浓度。综合考虑，荆半夏一步成苗较适宜的培养基为ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＰＰ３３３＋２．０μｍｏｌ／ＬＭＪ＋６０ｇ／Ｌ蔗糖。
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　　半夏（Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ）是天南星科半夏属的一种多年生
草本植物，也是一种以块茎入药的传统中药材，主要有润燥化

痰、降逆、止呕等功效［１］。近年来研究发现，半夏还有抗早

孕、抗肿瘤、降血脂、护肝等功能［２］。据统计，在中药处方中，

半夏使用频率居第２２位［３］。半夏需求量大，且野生资源匮

乏。种茎是半夏人工栽培的主要成本之一，因此通过高效的

方法生产半夏种茎是提高半夏人工栽培效益的有效途径之

一。组培快繁作为一种高效繁殖方法，被应用到半夏种茎的

繁殖研究中。其中，半夏一步成苗研究较多，通过该方法接种

到培养基上的外植体可直接形成完整植株，从而可减少组培

快繁中分化成苗的步骤。一步成苗法具有再生周期短、易操

作、培养程序简单等优势，展现了大规模工厂化生产潜能［４］。

另外，一步成苗外植体的来源相对广泛，叶片、珠芽及块茎均

可作为外植体［４－７］。在一步成苗过程中，不同外植体一般会

经历一段愈伤组织阶段，之后愈伤组织分化成苗。分化出的

半夏苗可以移栽，也可将产生的块茎直接作为种茎使用。由

于种苗存在运输困难、移栽相对麻烦等问题，因此一步成苗以

其产生的块茎为好。有文献报道，外植体可在培养基上形成

块茎［８－９］，但其增殖率不高［６］。另外，作为栽培用的种茎，其

直径大小在１ｃｍ左右较好［１０］。因此，种茎大小也是衡量一

次成苗法的指标之一。本研究以荆半夏叶柄为外植体，研究

不同激素组合
!

蔗糖浓度对一步成苗法产生块茎数量和大小

的影响，探索并优化叶柄外植体一步成苗技术体系，旨在为推

进半夏种茎组培快繁的应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
半夏取自湖北省荆门市京山县永鴇镇。叶柄为其中竹叶

形半夏叶柄。

１．２　方法
１．２．１　６－ＢＡ、２，４－Ｄ对半夏一步成苗的影响　叶柄灭菌
后，切成１．５ｃｍ左右，平躺接入ＭＳ培养基，培养基分别添加
０．２、０．５、１．０、２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ，１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ。
１．２．２　多效唑（ＰＰ３３３）、茉莉酸甲酯（ＭＪ）、蔗糖对半夏一步
成苗的影响　以ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋
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３０ｇ／Ｌ蔗糖培养基为对照，在此基础上分别添加０．５、１．０、
２０ｍｇ／Ｌ多效唑或０．５、１．０、２．０μｍｏｌ／Ｌ茉莉酸甲酯。在培
养基ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ基础上分别
添加３０、４５、６０、７５ｇ／Ｌ蔗糖。叶柄灭菌后，切成 １．５ｃｍ左
右，平躺接入上述培养基。

１．２．３　叶柄一步成苗的正交试验　以 ６－ＢＡ、多效唑
（ＰＰ３３３）、茉莉酸甲酯（ＭＪ）、蔗糖为因素，设置 Ｌ９（３

４）正交试

验。正交设计见表１。

表１　半夏一步成苗Ｌ９（３４）正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：６－ＢＡ浓
度（ｍｇ／Ｌ）

Ｂ：ＰＰ３３３浓
度（ｍｇ／Ｌ）

Ｃ：ＭＪ浓度
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｄ：蔗糖浓
度（ｇ／Ｌ）

１ ０．５ ０．５ ０．５ ３０
２ １．０ １．０ １．０ ６０
３ ２．０ ２．０ ２．０ ７５

１．２．４　培养条件及结果统计　培养条件：温度（２６±２）℃，
光照周期１２ｈ／ｄ，光照度２０００～３０００ｌｘ。每个处理接４瓶，
每瓶接种５个叶柄。３０ｄ后统计诱导率。６０ｄ后统计每个外
植体分化的块茎数。统计每个处理块茎平均直径。块茎计数

以可分开块茎为标准。

愈伤组织诱导率＝产生愈伤组织的叶片数／接种的叶片
总数×１００％；

平均每个外植体分化的块茎数 ＝分化出的块茎总数／分
化出块茎的总叶柄数。

２　结果与分析

２．１　６－ＢＡ、２，４－Ｄ对半夏一步成苗的影响
从表２可以看出，在不添加激素条件下叶柄也能形成块

茎，但块茎是直接形成的，没有经历成苗阶段。培养基添加

６－ＢＡ可提高叶柄诱导率，且会使叶柄经历短暂的愈伤组织
阶段，然后该愈伤组织分化成苗，在苗生长过程中形成块茎。

随着６－ＢＡ浓度升高，形成块茎数增加，块茎直径变小。在
添加６－ＢＡ基础上，添加２，４－Ｄ可以增加块茎数，但添加量
增加不利于块茎数增加，同时添加２，４－Ｄ不利于块茎增粗。

表２　６－ＢＡ、２，４－Ｄ对半夏一步成苗的影响

激素浓度（ｍｇ／Ｌ）
６－ＢＡ ２，４－Ｄ

诱导率

（％）
平均每个叶柄

形成块茎数（个）

块茎平均

直径（ｍｍ）

０ ０ ９０ ０．７ ７．５
０．２ ０ ９０ １．８ ７．２
０．５ ０ ９５ ４．１ ５．６
１．０ ０ １００ ７．６ ５．３
２．０ ０ １００ ７．７ ４．１
１．０ ０．１ １００ ９．６ ５．６
１．０ ０．２ １００ ９．５ ５．２
１．０ ０．５ １００ ８．５ ４．７

２．２　多效唑（ＰＰ３３３）、茉莉酸甲酯（ＭＪ）、蔗糖对半夏一步成
苗的影响

从表３可以看出，在培养基 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ中添加多效唑对诱导率影响不大，但能使
块茎直径增大。随着多效唑浓度升高，每个叶柄形成块茎数

减少，块茎直径变化不大。添加茉莉酸甲酯既可以降低每个

叶柄形成块茎数，也能起到增加块茎直径的效果。升高蔗糖

浓度对诱导率无影响，但当蔗糖浓度达到７５ｇ／Ｌ时，部分叶
柄因培养基高渗透压而死亡，升高蔗糖浓度能提高块茎直径。

表３　多效唑（ＰＰ３３３）、茉莉酸甲酯（ＭＪ）、蔗糖

对半夏一步成苗的影响

添加种类 浓度
诱导率

（％）
平均每个叶柄

形成块茎数（个）

块茎平均

直径（ｍｍ）
ＰＰ３３３ ０．５ｍｇ／Ｌ １００ ９．２ ５．８

１．０ｍｇ／Ｌ １００ ８．９ ６．１
２．０ｍｇ／Ｌ ９５ ７．５ ６．３

ＭＪ ０．５μｍｏｌ／Ｌ １００ ９．６ ７．５
１．０μｍｏｌ／Ｌ １００ ９．５ ８．４
２．０μｍｏｌ／Ｌ ９０ ９．５ ８．５

蔗糖 ３０．０ｇ／Ｌ １００ １０．１ ５．７
４５．０ｇ／Ｌ １００ ９．６ ７．３
６０．０ｇ／Ｌ ９５ １０．０ ８．６
７５．０ｇ／Ｌ ４５ ８．６ ８．５

２．３　正交试验结果
为了了解因素之间的相互作用对诱导率、每个叶柄形成

的块茎数及块茎平均直径的影响，进行４因素３水平正交实
验。从诱导率看，４个因素对其影响大小顺序是蔗糖浓度 ＞
６－ＢＡ浓度＞ＭＪ浓度＞ＰＰ３３３浓度。蔗糖浓度对诱导率的影
响源于对培养基渗透压的改变，高蔗糖浓度形成高渗透压，进

而导致部分外植体死亡。因此，不同蔗糖浓度对诱导率造成

比较明显的影响。对诱导率而言，最佳组合为Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ１。

表４　半夏一步成苗正交试验结果

序号

Ａ：
６－ＢＡ
浓度

Ｂ：
ＰＰ３３３
浓度

Ｃ：
ＭＪ
浓度

Ｄ：
蔗糖

浓度

诱导

率

（％）

每个叶柄

形成块茎

数（个）

块茎平

均直径

（ｍｍ）

１ １ １ １ １ ８０ ３．５ ７．１
２ １ ２ ２ ２ ７０ ３．１ ７．８
３ １ ３ ３ ３ ５５．５ ２．９ ７．９
４ ２ １ ２ ３ ６０ ８．１ ８．６
５ ２ ２ ３ １ ９０ ７．５ ８．６
６ ２ ３ １ ２ ８０ ７．３ ９．４
７ ３ １ ３ ２ ９５ ８．９ ９．５
８ ３ ２ １ ３ ６０ ８．５ ８．５
９ ３ ３ ２ １ ９０ ８．０ ８．０
ｋ１（ａ） ６８．５ ７８．３ ７３．３ ８６．７
ｋ２（ａ） ７６．７ ７３．３ ７３．３ ８１．７
ｋ３（ａ） ８１．７ ７５．２ ８０．２ ５８．５
Ｒ（ａ） １３．２ ５．０ ６．９ ２８．２
ｋ１（ｂ） ３．２ ６．８ ６．４ ６．３
ｋ２（ｂ） ７．６ ６．４ ６．４ ６．４
ｋ３（ｂ） ８．５ ６．１ ６．４ ６．５
Ｒ（ｂ） ５．３ ０．７ ０．０ ０．２
ｋ１（ｃ） ７．６ ８．４ ８．３ ７．９
ｋ２（ｃ） ８．９ ８．３ ８．１ ８．９
ｋ３（ｃ） ８．７ ８．４ ８．７ ８．３
Ｒ（ｃ） １．３ ０．１ ０．６ １．０

　　注：ａ表示诱导率；ｂ表示每个叶柄形成块茎数；ｃ表示块茎平均
直径。
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　　从平均每个叶柄形成块茎数看，４个因素对其影响大小
顺序是６－ＢＡ浓度 ＞ＰＰ３３３浓度 ＞蔗糖浓度 ＞ＭＪ浓度，最佳
组合是Ａ３Ｂ１Ｃ１Ｄ３。应该指出的是，平均每个叶柄形成块茎数
时，并没有将因高渗透压死去的外植体计算在内，故 Ｄ３水平
的该指标值较高。因此，同时考虑诱导率情况下，最佳组合应

为Ａ３Ｂ１Ｃ１Ｄ２。高浓度蔗糖增加６－ＢＡ浓度有利于增加平均
每个叶柄形成块茎数，ＰＰ３３３浓度升高不利于增加平均每个叶
柄形成块茎数。

　　块茎平均直径对组培块茎用作栽培种茎而言是一个重要
指标。从表４可见，４个因素对块茎直径影响大小顺序为
６－ＢＡ浓度＞ＭＪ浓度＞蔗糖浓度＞ＰＰ３３３浓度。６－ＢＡ作为
一种细胞分裂素，对于芽的形成具有重要作用，而半夏的珠芽

和块茎具有类似的解剖结构，珠芽可看作块茎母体［１１］，因此

６－ＢＡ对于半夏块茎的形成具有重要影响，同时也对半夏块
茎直径大小具有基础性作用。对于块茎直径而言，最佳组合

为Ａ２Ｂ３Ｃ３Ｄ２。
　　综合 ３个指标来看，最佳组合为 Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２，即 ＭＳ＋
２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／ＬＰＰ３３３ ＋
２０μｍｏｌ／ＬＭＪ＋６０ｇ／Ｌ蔗糖。

３　结论与讨论

半夏叶柄来源广泛，用叶柄作外植体可扩大外植体选用

范围。从诱导率和平均单个外植体形成块茎数２个指标看，
与叶片外植体一步成苗效果相当。因此，叶柄作为一步成苗

法的外植体是合适的。叶柄外植体一步成苗过程与叶片一步

成苗类似，先脱分化形成愈伤组织，再分化成苗，但愈伤组织

阶段比较短暂，愈伤组织也不明显。因此，培养基添加激素种

类和浓度能配合其完成这一过程。６－ＢＡ在半夏愈伤组织
诱导中经常被选用［１２－１８］，半夏叶柄在添加６－ＢＡ的培养基
上两端膨大，形成黄绿色愈伤。愈伤脱分化形成芽需要

６－ＢＡ刺激。２，４－Ｄ能诱导叶柄产生愈伤组织，颜色淡黄，
可能脱分化程度较高。２，４－Ｄ在愈伤组织分化过程中不起
作用，因此单独添加２，４－Ｄ并不能最终分化成苗，单独添加
６－ＢＡ能最终分化成苗。６－ＢＡ浓度升高可提高诱导率和
平均单个叶柄形成的块茎数，这可能是因为升高６－ＢＡ浓度
会增加愈伤组织量。适量升高２，４－Ｄ浓度可以增加愈伤组
织量，进而提高平均单个叶柄形成的块茎数，２，４－Ｄ过高会
抑制愈伤组织分化成苗。

半夏一步成苗法不仅要考虑增殖效果，即单位外植体形

成苗或块茎的数量，还需考虑形成块茎的大小。多效唑作为

一种植物生长延缓剂，通过控制茎叶生长，促进光合产物及时

向块茎转运，进而促进植物贮藏器官的增大［１９］。单因素试验

结果表明，添加多效唑能起到增加块茎大小的作用。正交试

验中，多效唑对块茎大小的作用不如其他３个因素，这表明多
效唑可能与其他因素，特别是细胞分裂素之间存在相反作用。

茉莉酸甲酯也能促进地下器官的形成［２０］，从单因素试验结果

看，其具有增加块茎大小的作用，正交试验结果显示，茉莉酸

甲酯对块茎大小的影响排在第３位。蔗糖在培养基中主要是

提供植物在光合作用无法进行时所需的碳源，单因素试验结

果表明，适当升高蔗糖浓度可以提高块茎大小；正交试验结果

表明，其对半夏块茎直径影响在４个因素排在第２位，具有较
大影响。
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