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　　摘要：以甜薯的茎尖和单节茎段为试验材料，研究不同浓度激素组合对甜薯不定芽及再生植株的影响，从而建立
一套甜薯快速繁殖体系。结果表明，茎尖诱导出芽最佳培养基为 ＭＳ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ２．０ｍｇ／Ｌ，单节茎段诱导
的最佳培养基为ＭＳ＋ＡＤ０．８ｍｇ／Ｌ，增殖最佳培养基为ＭＳ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ２．０ｍｇ／Ｌ，生根最佳培养基为ＭＳ＋
ＩＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ。该方法能够提高甜薯繁殖系数，提高甜薯品质与产量，为甜薯产业化生产提供了理论依据和实践
指导。
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　　甜薯［Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｅｓｃｕｌｅｎｔａ（Ｌｏｕｒ）Ｂｒｕｋｉｌｌ］，别称
甘 薯、毛 薯、蒂 薯，与 山 药 同 为 薯 蓣 科

（Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｃｅａｅ）薯蓣属（ＤｉｏｓｃｏｒｅａＬ．）藤本植物［１］，

海南、广东、广西等南方沿海地区广泛分布，浙江、

江苏则有少量分布。其茎块颜色为白色，肉质细

嫩，既含丰富的多糖、淀粉、蛋白质等成分［２］，又具

有健脾止泻、益肺滋肾、解毒敛疮等功效［３］。除了

丰富的营养成分和良好的药用价值，甜薯还具有耐

储藏、抗旱性好、病虫害少、单株结薯多且集中等特

性［４］，便于生产管理，是值得研究和开发利用的特

色薯类作物。

甜薯的种植方式与传统的山药种植方法类似，

即在收获季节选健壮、无病虫害的块茎贮藏，次年

种植季节取出切断种植，但这种传统的“春种、秋

收、冬藏”方式存在种块严重浪费、扩殖速度慢、人

力物力消耗大等问题。而且，长期的无性繁殖导致

病毒和病害的积累与传播，致使品质退化、产量

下降［５］。

前人研究表明，通过组织培养脱除病毒的方法

不仅可以极大地提高薯蓣属植物繁殖系数，而且还

可以解决因长期营养繁殖造成的病毒病和品质退

化等问题［６－８］。目前，在山药不同种或品种如铁棍

山药（Ｄ．ｏｐｐｏｓｉｔａＴｈｕｎｂ．ｃｖ．Ｔｉｅｇｕｎ）、淮山药（Ｄ．

ｏｐｐｏｓｉｔａ）、叉蕊薯蓣（Ｄ．ｃｏｌｌｅｔｔｉｉＨＫ．ｆ．）、参薯（Ｄ．
ａｌａｔａＬ．）等中已有成功报道［６，９－１１］，但甜薯中尚未

见相关研究。本研究以甜薯为研究对象，通过不同

外植体、不同激素种类与浓度处理等试验设计，筛

选最佳试验条件，建立甜薯组织培养的最佳试验体

系，以期为甜薯脱毒苗的产业化生产提供理论依据

和实践指导，也为甜薯后续的开发与利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验中的外植体材料取自南京中山植物园，

采集时间为６月中旬，选取生长健壮、无病虫害的植
株，将枝蔓上部３～５ｃｍ的嫩茎或约１ｃｍ的茎尖取
下，先用自来水冲洗，然后泡在无菌水中备用。

１．２　试验方法
１．２．１　外植体的制备　在超净工作台上，先将外植
体用７５％乙醇消毒１０～１５ｓ，然后用０．１％ ＨｇＣｌ２
溶液浸泡３～５ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗３～５次。将
消毒后的茎尖、单节茎段分别切成０．５、１ｃｍ左右的
长度，以备后续使用。

１．２．２　诱导培养　茎尖芽诱导：以 ＭＳ基本培养基
［蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂 １０ｇ／Ｌ、ｐＨ值 ５．８、０．１％ ＰＶＰ
（聚乙烯吡咯烷酮）］附加不同浓度 ＮＡＡ（萘乙酸）、
６－ＢＡ（６－苄氨基嘌呤）和 ＫＴ（激动素），共设５个
处理，每个处理３个重复（表１），每个处理１０瓶，每
瓶接种３个。３０ｄ后统计结果。
丛生芽繁殖系数＝诱导芽总数／茎尖萌发数。
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表１　不同激素处理对茎尖多芽体诱导的影响

处理
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ ＮＡＡ ＫＴ
繁殖系数

１ ０．０ ０．１ １．０ １．５

２ ０．０ ０．１ ２．０ ５．０

３ ０．０ ０．５ ２．０ １．２

４ ０．５ ０．０ ０．５ ３．２

５ １．０ ０．０ ０．５ １．４

　　单节茎段芽诱导：以 ＭＳ基本培养基［蔗糖
３０ｇ／Ｌ、琼脂１０ｇ／Ｌ、ｐＨ值５．８、０．１％ ＰＶＰ（聚乙烯
吡咯烷酮）］附加不同浓度ＡＤ（腺嘌呤）、ＮＡＡ（萘乙
酸）、ＫＴ（激动素），共设７个处理，每个处理３个重
复（表２），每个重复１０瓶，每瓶接种３个。３０ｄ后
统计结果。

　　单节茎段诱导率 ＝形成不定芽数／接种的外植
体总数×１００％。

表２　不同激素浓度对单节茎段芽诱导的影响

处理
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＡＤ ＮＡＡ ＫＴ
诱导率

（％）

１ ０．０ １．０ ２．０ ２０．００

２ ０．０ ０．１ ２．０ ３０．００

３ ０．０ ０．１ １．０ ５６．６７

４ ０．０ ０．５ ２．０ ４０．００

５ ０．５ ０．０ ０．０ ４６．６７

６ ０．８ ０．０ ０．０ ８０．００

７ １．０ ０．０ ０．０ ７０．００

１．２．３　继代增殖培养　选取生长健壮、无玻璃化的
再生苗的茎尖和带腋芽茎段进行继代增殖。继代

增殖培养基在诱导培养基的基础上适当调整，附加

不同浓度ＮＡＡ和ＫＴ，共设３个处理，每个处理３个
重复（表３）。
增殖倍数＝发芽外植体数／接种外植体总数。

１．２．４　生根培养　芽苗长到２～３ｃｍ时，选取生长
健壮的无根苗接种于生根培养基中诱导生根，３０ｄ
后统计组培苗生根率。

生根培养基采用１／２ＭＳ培养基，附加不同浓度
的ＮＡＡ（０．５、１．０、０．２ｍｇ／Ｌ）或 ＩＢＡ（０．５、１．０、
２．０ｍｇ／Ｌ），共设４个处理，每个处理３个重复。
生根率＝生根苗总数／接种的无根苗总数×１００％。
１．２．５　培养条件　以上试验均在温度（２５±２）℃、
光照１６ｈ、光照度２０００ｌｘ的条件下进行。

２　结果与分析

２．１　不同激素处理茎尖芽诱导情况
在添加不同浓度 ＮＡＡ、６－ＢＡ和 ＫＴ的培养基

上进行甜薯茎尖组培苗试验，结果见表１。结果表
明，激素的６种浓度组合处理均可诱导出芽（图１－
Ａ），但丛生芽的繁殖系数在不同处理间差异很大，
其中处理２繁殖系数最高，为５．０。观察发现，处理
２开始出芽的时间也较其他处理短，约为３周。因
此，ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ２．０ｍｇ／Ｌ的激素配比是茎
尖诱导出芽的最适条件。
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２．２　不同激素处理单节茎段芽诱导
在添加不同浓度ＡＤ、ＮＡＡ和ＫＴ的培养基上进

行甜薯单节茎段组培苗培养，结果见表２。结果表
明，激素的６种浓度组合处理均可诱导出芽（图１－
Ｂ），其中处理６的诱导率最高，且在诱导过程中发
现，当芽苗长出后会继续长叶生根，这可能是由于

培养基中激素被消耗后浓度降低，适合生根需求。

因此，单节茎段诱导出芽的最适激素浓度是

ＡＤ０．８ｍｇ／Ｌ。
２．３　继代培养诱导出不定芽

将诱导出的不定芽分别接种到含有不同浓度

ＮＡＡ和ＫＴ的１～３号培养基中，结果（表３）表明，
在３号培养基中的芽苗既有增殖生长又有伸长生
长，增殖倍数高，培养３０ｄ可达４．８，且芽苗长势旺
盛。在１号培养基中芽苗伸长生长明显，芽体粗壮，
但增殖倍数较低。在２号培养基中长势较好，芽苗
增殖倍数较高，但新芽细小。因此，ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋

ＫＴ２．０ｍｇ／Ｌ是最适合甜薯组培苗增殖培养的激素
浓度组合。

表３　不同浓度ＮＡＡ与ＫＴ组合对甜薯继代增殖的影响

培养基

编号

激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ ＫＴ
增殖倍数 生长状况

１ ０．１ １．０ ２．１ 芽较少，节间短，芽苗粗壮　　

２ ０．１ ２．０ ３．２ 芽较少，但细小，芽苗长势较好

３ ０．５ ２．０ ４．８ 芽较多，节间短，芽苗长势较好

２．４　不同激素处理组培苗生根的影响
在不同浓度ＡＤ培养基上进行甜薯组培苗的生

根培养，结果（表４）表明，３个培养基都可以诱导根
产生（图１－Ｃ、图１－Ｄ），其中２号培养基的生根率
最高，为９５％，且生根所需时间最短，仅需２周。此
外，综合评价生根数量及质量，２号培养基均优于其
他２个培养基。因此，ＩＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ是最适合甜薯
组培苗生根培养的激素浓度。

表４　组培苗诱导生根试验结果

培养基编号
激素浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ ＩＢＡ
主根数

（条）

生根率

（％） 根的状态

１ ０．０ １．０ １ ５０．０ 生长慢，主根细弱且短，侧根少

２ ０．０ ２．０ ２ ９５．０ 生长快，主根多且粗壮，侧根多

３ ０．５ ０．５ １ ８０．０ 生长慢，主根短且细，侧根少　

３　讨论与结论

要想建成甜薯组织培养的最佳试验体系，取材

是构建甜薯组织培养最佳试验体系的关键环节，对

组培苗培养成败有很大影响［８］。本试验以茎尖和

单节茎段为外植体，均能诱导出芽，因外植体来源

不同，各外植体诱导率与芽的状态有明显区别，而

通过节段发生途径可以直接诱导出芽，最初为绿色

芽点，很快就伸展并长出小叶片，可以继代增殖，而

且所需时间比茎尖诱导出芽短，由此判定甜薯组织

培养的最佳外植体是节段。此外，同一器官的不同

部位以及不同取材时间也是影响组织培养效果的

重要因素［１２］。幼嫩的外植体容易出芽，而越老的外

植体越容易褐化，并且越难出芽生长。众多研究报

道，外植体直接诱导出芽是组培快繁技术的重要选

择之一［１３－１４］，而且通过愈伤长期的继代分化，可能

会使细胞染色体结构发生变异，细胞的形态发生能

力下降甚至丧失。通过茎尖和单节茎段出芽，其芽

和分生组织培养不像愈伤组织和悬浮细胞培养那

样容易发生变异，这种方法产生的克隆植株表现出

高度的一致性，且遗传性状稳定，开辟了加速优良

品种大量繁殖的途径［１５］。

组培苗生根对于生产十分重要，但由于甜薯生

根率并不高，在笔者筛选出的培养条件下的生根率

很高，有利于高效地生产繁殖。虽然没有经过诱导

愈伤途径诱导甜薯植株再生，但笔者已经摸索出其

最佳的快速繁殖体系，将有助于甜薯脱毒苗的产业

化生产。
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东乡野生稻苗期耐冷 ＱＴＬｑＣＴＳ３．３候选基因
ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０冷胁迫下荧光定量表达分析及克隆

却志群，黄贵忠，沈春修

（宜春学院生命科学与资源环境学院／江西省作物生长发育调控重点实验室，江西宜春 ３３６０００）

　　摘要：为了验证东乡野生稻苗期耐冷ＱＴＬｑＣＴＳ３．３的功能，结合笔者所在课题组前期完成的转录组分析数据，将
落在ｑＣＴＳ３．３ＱＴＬ２个最近侧翼分子标记 ＭＫ１４９６２４和 ＭＫ１３７０３２之间区域的差异表达基因 ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ
作为ｑＣＴＳ３．３的候选基因，并通过反转录聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）对不同低温处理时间长度该基因在东乡野生稻
叶片中的表达水平进行了相对定量分析，结果表明，该基因在低温胁迫处理前后表达量呈现出低—高—低—高的变化

趋势，随后，参照测序水稻品种日本晴对应的该基因位点的序列信息设计引物，通过ＲＴ－ＰＣＲ技术从东乡野生稻中成
功扩增到了ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因的全长ｃＤＮＡ，构建了该基因位点的过表达载体。测序分析结果表明，东乡野
生稻中的ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因序列与日本晴中的对应位点序列完全一致，进一步利用农杆菌介导法，将东乡野
生稻中的ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ的过表达载体转入水稻受体品种ＴＰ３０９，最终获得了４８株转基因植株，研究结果为下
一步研究东乡野生稻ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ５４９７０－ＤＸ基因位点在冷胁迫作用条件下的功能机制奠定了材料基础。
　　关键词：东乡野生稻；ＲＴ－ＰＣＲ；荧光定量；ＱＴＬ
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　　冷害（倒春寒和寒露风）是水稻生产遇到的一
个普遍问题，我国每年因低温冷害损失稻谷 ３０～
５０亿ｋｇ［１－２］。近年来，随着我国土地流转政策的实
施、城镇化进程的加快以及农村劳动力的转移，在

农业机械化和轻简栽培技术背景下，直播技术以及

免耕加直播技术逐渐被推广，对水稻品种的耐寒性

提出了更高的要求，迫切需要强抗寒的水稻品种。

如何提高水稻抗寒性已成为全国水稻科研工作者

普遍关注的问题，而提高水稻抗寒能力最有效的方

法就是挖掘和利用水稻自身耐冷基因［３］。

东乡野生稻（ＤｏｎｇｘｉａｎｇＯｒｙｚａｒｕｆｉｐｏｇｏｎＧｒｉｆｆ．）
属于普通野生稻的一种，原生地位于江西省抚州市

东乡县（２８°１４′Ｎ，１１６°３６′Ｅ），是目前为止发现的起
源地分布位置最靠北的野生稻。东乡野生稻的地
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