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三七试管苗繁殖技术的研究
陈伟荣
( 农学系 )

简玉瑜
(实脸中心 )

摘要 以三七 峨种外植体为材料
,

研究愈伤组织的诱导
、

植株的分化
、

壮苗及生根的情况
.

探

讨获得高分化率的试管苗再生途径
.

结果表明以 M s 为荃本培养荃
,

选用幼嫩花序为外植体
,

愈

伤组织诱导率及试管苗分化率高 , 在加入 2
,
刁一D 的诱导培养基暗条件下可直接诱导出胚状体 .

愈伤组织在光下分化培养也可发生不定芽 . 通过胚状体发生途径分化成苗率高
。

成苗过程中
,

G A ,

与 M E T 分别起到促进胚状体成热与生根作用
。

1 9 8 9 年初首次获得试管苗
,

现共获得植株

2 21 刁株
,

为建立三七试管苗工厂生产研究打下差础
。

关键词 三七 , 组织培养 ; 胚状体发生 , 不定芽 , 植株再生

三七 仔知切比 肋甸向翻夕 F
.

H
.

hC en ) 又称田七
,

属五加科人参属
,

主要以块根入药
,

具有止

血
、

补血
、

治疗跌打的医疗作用
,

是原产于我国云南
、

广西等地的名贵药材
。

广东南雄
、

信

宜等地亦有人工栽植
.

广东三七要发展
,

种苗来源较困难
,

为了不依赖从广西
、

云南外购

种苗
,

降低生产用苗成本
,

我们于 1 9 8 8年起开展三七试管苗繁殖技术的研究
,

为建立我省

试管苗工厂化生产服务
.

郑光植等在 1 9 7 8 年利用三七根茎诱导 出愈伤组织闭
,

重点在次级

代谢物皂贰的工业化生产研究
。

我们于 1 9 8 9 年初在国内外首次获得三七试管苗
.

199 1 年刘

瑞驹等亦获得三七试管苗 1[]
,

但未见详细报道
.

1 材料与方法

L I 材料

试验材料
“

文山三七
”

由南雄县科委和信宜县大成镇提供
.

1
.

2 方法
1

.

2
.

1 培养基 试验了不同培养基的效果
,

选用 M S 〔幻为基本培养基 ; 附加蔗糖 3%
、

琼脂

0
.

8%
, p H S

.

so 培养基用常规方法消毒灭菌
,

各培养基的附加激素配比如下
:
( 1) 脱分化诱

导愈伤组织培养基
: a

.

2
,

4一D O
.

5 (单位 m g L/
,

下同 ) ; b
.

2
,

4一 D 1
.

0 ; c
.

2
,

4一 D

0
·

5+ 6 B A 1
.

0 ; d
·

6B A 1
.

0 (分别简称为 M .S
,

M S ` ,

M S
` ,

M S 。 ,

下同 )
。

( 2 ) 分化培养基
:

e
.

2
,

4一D 0
.

2+ 6 B A 1
.

0+ N A A 2
.

0 ; f
.

2
,

4一 D 0
.

2+ 6B A 2
.

0 + N A A O
.

5 ; 9
.

6 B A 1
.

0

+ KT 0
.

5+ A d 0
.

5+ G A :
2

.

0 ( G A :

抽滤灭菌
,

在培养基消毒灭菌后加入
,
M S i 相同 )

.

(3 ) 生

根培养基
: h

.

认 ^ 0
.

5+ i队 0
.

5 ( i / 2珊
,

蔗糖 1
.

5% )
; 1

.

6 B ^ 1
.

0+ KT 0
.

5+ A d o
.

5+ G A : 2
.

0

+ M E T 2
.

0 〔M E T (M
u l u 一 E f f e c t T ir az ol e) 称为多效哇〕; .j N A A .0 5+ 6B A 2

.

0+ M E T 2
.

5

(蔗糖 2% + 活性炭 0
.

25 % )
。

1
.

2
.

2 培养条件 愈伤组织的诱导和继代在黑暗条件下进行
,

分化和生根培养在 1 0 00 ~

1 5 0 0 L x
的光照条件下进行

,

每天光照 10 h ,

温度 27 土 2℃
.

1
.

2
.

3 外植体 外植体选用生活力旺盛的组织
,
4种外植体分别是

:
去胚乳的幼胚 , 叶刚

1 99 1一 12一 2 4 收稿
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平展的幼苗
; 一年生和二年生的休眠芽 (地下根茎 ) ;

二年生的未开花的伞形 花序 (包括花

托
、

花栖及花器等 )
。

种子
、

休眠芽和花序 自采集后贮藏于 4℃冰箱内 5 ~ 03 天后接种
.

1
.

2
.

4 接种及调查方法 先将外植体表而清洗
,

用 75 %酒挤消毒后
,

经 0
.

2%氯化汞 l 次

或 再经 l %次氯酸钠 2 次消毒
,

吸干水后
,

用刀 片切开 外植体接种
,

每瓶接种材料 8 块
,

每

处理 1 0一 2 0 瓶
,

每 l ~ 2 月继代转移 一次
。

一9 8 5 年 l 月至 1 9 9 0 年 8 月共接种材料 1 5 批
,

调查愈伤组织诱导率
,

研 究试管苗再生途径
,

计算成苗率
。

2 结果与分析

株
,

2
.

进行 15 次接种
,

接种 I G2 并瓦共 3 ` g G块
二

至 1 9 91 年 8 月统计获 3 批试管苗共 2 2 14

现将结果分述如下
:

不同消毒方法污染率对比

表 l 不同消毒处理污染率及其愈伤组织诱导率比较

消毒时问
处理

—
-

—

—
一——

接帅块数 污染块数 (% ) 产生愈伤组织块数 (另 )

了5%酒精 0
.

2环氯化汞 1% 次氯酸纳

1 2 0
“

2 0
`

0 19 2 1 9 2 ( 1 0 Q) 0 ( 0 )

2 1
’
3 0

即
3 0

`
0 12 8 1 6 ( 1 2

.

5 ) 0 ( 0 )

3 1
’

2 0
,

5
,

1 1 0 4 1 2 0 ( 1 0
.

8 7 ) 4 8 0 ( 4 3
.

4 )

4 ]
`

1 8
`

4
`

4 9 6 1 2 0 ( 2 4
.

1 9 ) 2 6 4 ( 5之
.

3 2 )

5 1
`

1 5
`

4
`

1 5 7 6 4 2 1 ( 2 6
.

9 ) 5 6 9 ( 3 6
.

0 1 )

6 1
`

1 1
`

4
`

2 0 0 4 0 ( 2 0 ) 7 2 ( 3 6 )

从表 1可见
,

处理 l
、

2 为一次消毒
,

其余为 2 次消毒
.

1 次消毒均无愈伤组织产生
.

处

理 1 消毒不彻底
,

全部污染
; 处理 2 在氯化汞中消毒时间较长

,

污染率较低
,

但毒害大
,

无

愈伤组织产生
。

2 次消毒减少氯化汞的处理时间
,

但增加了次抓酸钠处理
:

污 染率较低
,

毒

害减少
,

愈伤组织诱导率高
.

其中处理 3 污染率最低
,

愈伤组织诱导率较高
.

所以 2 次消毒

方法较好
。

2
.

2 不同外植体愈伤组织诱导率比较

表 2 四 种外植体污染率与愈伤组织诱导主比较

外植体部位 接种块数 污染块数 (瑞 ) 产生愈伤组织块数 (%
.

)
.

成苗效

种胚 2 2 4 1 12 ( 5 0 ) 0 ( 0 ) 0

幼苗 7 12 7 2 ( 10
.

1 1 ) 3 2 0 ( 5 0 ) 3

休眠芽 魂0 6 16 8 ( 3 3
.

8 7 ) 1 2 8 ( 3 9
.

0 2 ) l

花丁节 2 2 C 4 5 6 0 ( 2 4
.

7 3 ) 8 5 6 ( 5 0
.

2 3 ) 2 2 10

·

此 项 百 分比 为减阶污 染 J龙教 后的比作i

表 2 结果表叫
,

花序与幼苗污染率低而愈 伤组织诱导率高
,

其中花序的分化成 苗数最

多
.

:

ll’ 甘
、

数的 , 9
.

2 8%
。

花序足从合适的外植 {,:t
。

2
.

3 不同诱 导培养基愈伤组织诱导率比较

在 卜 15
. ,

卜, S
、 .

卜下凡
。

和 M s 四 下
、

}
,

之尹; 飞乒J停养从上接种数分别为 1
、

18 0
. 。 1 0

,

1 0 1 6和 3 5 2 块
,

愈 汽
乙
i工乡{诱仆冷互 (旦

_

) f犷: 次为 卜1 5
.

( ! 弓
.

8 7 ) 卜 、 f s
。

( 4 0
.

9 1> 入下S
。

( 3 4
.

2 9 ) > 入丁5
.

( 1 5
.

9 1 )
。

19卜。 年 1 2 月曾洲杏花 ) i`外爪体在 3 种培 养入〔仁生长 1 5 0 尹二的净幼长虽 (排处理 21 瓶 )
,

诱

针 杯仁、次力 入俗
.

(份
.

5 ) 卜 M圣;
。

:(5 了
.

5 ) 二) M凡
.

( : 。
.

吕3 )
,

与上述结果 }川 J
。

但愈伪组织 平均
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每瓶增长童 (单位 s/瓶 )却依次为 州`
.

( 2
.

4 5)> 州`
.

( 1
.

6 > 1) M s
.

( 0
.

95)
.

这些结果表

明飞扩峨一D 0
.

5
.

mg八时诱导率最高
, 6 B A 与 2

,
4ee D 配合使用时对愈伤组织增重有一定的

促进作用
。

2
.

4 不同诱导培养基所产生愈伤组织的性质

附加 2
,
弓- D 的 M .S 与 叫` .

诱导的愈伤组织外形差别不大
,

颜色较浅
,

顶部带白色
,

边

缘部分透明
,

偏浅黄色
,

较松散
。

附加 2
,
4ee D 和 6B A 的 M民诱导愈伤组织生长盘大

,

颜

色偏浅灰色
,

较结实
。

单独使用 6B A 的 M昌 诱导率低
,

愈伤组织容易转为揭色而死亡
.

不同来源的愈伤组织分化途径有所不同
:
M s

. ,

M .S 来源的愈伤组织在黑暗条件下可直

接产生胚体或经 M S
.

诱导再经 叫旧
.

或 M S ,

分化培养则产生不定芽
,

这两种途径均能获得试

管苗 ; 而州`
. ,

M氏 来源的均未见有分化
。

2
.

5 不定芽发生与任状体发生两种分化途径成苗率对比
.

诱导培养基与分化培养签相互作用
。

能通过不定芽发生或胚状体发生途径培育成苗
。

农 3 不同诱导培并签与分化培养攀相互作用的结果

诱导培养签 分化培养签 愈伤组织块数 有分化的块数 是否使用 侧` ` 成苗数

a . 46 4 3 2 + 5

f 4 8 0 10 4 + 2 1

一 648 19 2 + 12 57

b .
2 24 0 一 0

f 2 00 0 一 0

一 2 88 1 6 + 9 29

c e
l吕4 0 一 0

f 2 00 0 一 0

一 4 1 6 0 一 0

d .
`

120 。 一 O

f 1 20 0 一 0

一 56 0 一 0

不定芽发生是经 M S
.

诱导
,
2个月后产生的愈伤组织转人分化培养基

`

M s冶或 M tS 上
,
3

一 4个月后有芽与叶的分化 (见图版 1 )
,

这种不定芽较结实地与母体愈伤组织相连
,

叶片

较厚
,

头部较大
,

少根或无根
,

经 州污 .

培养可抽茎成苗 (见图版 2)
,

但成苗率低
,

我们试

验各种增殖的培养基
,

但未见芽的增殖与芽丛的产生
.

从表 3数据见
,

13 6 块 ( 17 瓶 ) 愈

伤组织分化仅获试管苗 26 株
.

胚状体发生 (见图版 3
,
4

,

5
,

6) 是经 翻`
.

或 M S . 暗培养 5 个月
,

亦有个别继代 16 个

月后的愈伤组织直接分化出胚状体
。

.

胚状体产生于与培养基接触的边缘带浅黄色的松散愈

伤组织
。

在解剖镜下
,

可见有完整的胚状体
,

有明显的二极性即有根端与芽端的分化
,

胚

状体与母体组织容易分离
,

符合胚抹体发生的两个主要特点闭
.

胚状体在 MS
`

上迅速成熟
,

有芽 ; 叶和根的分化
,

说明 M S .

适合胚状体的发育
,

其中 G人
。

起促进长叶成苗的作用
。

在

直接诱导出胚状体的 20 8块 ( 26 瓶 ) 愈伤组织共获得试管苗 2 18 6 株
,

占总数的 99
.

18 肠
.

其中 1 9 9 0 年 8月接种在 1 9 9 1 年分化的 6 瓶愈伤组织分化率最高
,

共获得 2
_

i 拍 株试管

苗
,

占总数的 96
.

“ %
,

其中 3 瓶最高的分别获得 90 7 , 7 38 和 44 2株
。

这些都说明通过胚

状体发生途径有获得大量植株的潜力
,

可以达到快速繁殖的目的
。

另一方面
,

有一部分胚状体发育崎形或生活力弱而不能发育成完整苗
。

1 9 9 1年 8 月统
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计的 2 14 。株试管苗中
,

减除污染苗 1 13 株和一部分死亡和或为仅有叶或仅有根的不完整

苗
,

最终获得完整试管苗 5 06 株
。

所以提高完整苗比例是以后研究重点之一
2

.

6 M E r 对生根壮苗的作用

1 9 8 9
,
19 9 0年在含 LA A 和 BI A 的生根培养基 M S h 上培养试管苗 74 株

,

经 4~ 5个月

后未能诱导生根
,

而且生长势衰落
,

部分叶片枯萎
,

这些情况与三七多年生草本植物每年

春萌发
,

至秋后地上部分枯萎的生长习性有关
.

19 9 1 年在生根培养基中加入生长调节剂

M E r 见到生根壮苗的效果
。

1 9 9 1 年 8 月在出苗 8 个半月后统计在各培养墓上的完整植株

的生长情况 (见表 4 )
.

表 4 不同培养基中
,

试管苗生长情况的比较

培养墓 总苗数 存活数 (另) 有叶苗数 (% ) 完整植株数 (% )

j 8 2 1 6 5 2 ( 8 3
.

59 ) 60 9 ( 9 3
.

4 0 ) 3 7 8 ( 5 7
.

9 7 )

1 1 4 3 7 2 ( 50
.

3 5 6 ) 69 ( 95
.

8 3 ) 3 6 ( 5 0 )

9 1 17 6 56 5 ( 4 8
.

0 4 ) 3 2 5 ( 5 7
.

52 ) 9 2 ( 1 6
.

2 8 )

h
.

7 4 3 0 ( 40
.

54 ) 5 5 ( 7 4
.

32 ) 1 6 ( 2 1
.

62 )

总计 2 2 1 4 1 3一9 ( 5 9
.

5 8 ) 1 0 5 8 ( 8 0
.

2 1 ) 52 2 ( 3 9
.

5 8 )

’

为 一9 8 9
,
一9 90 年统计出苗 8 个月后数 场

表 4 说明
:
M jS 上存活率与完整苗率最高

; M S正其次
; M s .

上培养时间最长 ( 自分化后

一直留在 M s .

上 )
,

存活率较低
,

完整苗率最低
;
M hS 上存活率最低

,

成苗率也较低 , M场

与 sM
.

二种培养基 比较仅是前者比后者多加 M E T ,

而存活率
、

有叶率及完整苗率却大为提

高 , M s ,与 M S 比较因前者无 G A
: ,

与 M卫T 无抵触作用
,

完整苗率高于后者
;
在图版 了, 8

,

9 见试管苗在含 M ET 的生根培养基上生长良好
,

复叶完整
,

根系发达
.

这些都表明 M卫 T 起

到促进生根与壮苗作用
。

2
.

7 试管苗移栽及植株成活率

19 9 1年 9~ 11 月在 3 次移栽试验中
,

由于试管苗处于生长状态
,

不是在育苗季节
,

另

外空气湿度与土壤含水量不易控制
,

成活率较低
.

统计在移苗 15 天后共 62 株苗的成活率

为 29
.

0 3%
,

但仍然表现出从 M S , 中移栽的苗较好
,

成活率 ( % ) 依次为 M s , (妊
.

86 ) > MS
.

( 12
·

5) > MS
.

(9
.

1 )
.

进一步应把试管苗移至产区
,

寻找合适的季节与生长条件
.

3 讨论

我们于 1 9吕9 年初获三七试管苗 9 株
,

属国内外首次
,

19 9 0 年获 6 5 株
,

19 9 1年获 2 1 4 0

株
.

从这几年的研究中明确了以下几个间题
:

3
.

1 幼嫩花序是试管苗较合适的外植体

未开花的幼嫩花序外植体污染率较低而愈伤组织诱导率高
,

愈伤组织继代时间长
,

生

长势稳定
,

可直接诱导出胚状体
,

分化成苗率最高
.

并且取材时不影响田间生长
,

容易一

次取到大蚤的外植体
.

适合作为试管苗的外植体
.

3
.

2 诱导培养墓中
, 2 ,

4一D 关键因素

在含 2
, 弓一 D 0

.

5 和 1
.

。 ( gm / )L 的诱导培养基 中
,

愈伤组织诱导率高
,

可以直接诱导

出胚状体
,

分化成苗率高
。

经 2
,

4一 D 0
.

s m g / L 时诱导的愈伤组织也可经分化培养产生不

定芽而成苗
。

所以认为诱导培养基中 2
, 4一D 是关键因素

。
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3
.

3 寻找胚状体产生的条件
,

以达到快速繁殖的目的

胚状体产生的条件初步探索可能与培养基的成分 [’. ` ·

门黑暗长期培养条件 t’3
、

外植体来

源及前处理
、

培养基渗透压等有关
。

当培养基的外源激素 2 ,
4一 D 与内源激素达到相对平衡时

,

是分化胚状体的必要条件
。

黑 暗条件是诱导胚状体的主要条件
,

黑暗培养 5 个月后才见胚状体的产生
,

继代 16 个月仍

有分化能力
。

花序与幼苗两种外植体在同样培养条件下只有花序诱导出胚状体
,

除与花序

外植体来源不同外
,

还可能与花序曾经冷藏处理有关
,

而刘瑞驹等却从幼苗外植体诱导出

胚状体 l1t
。

试验中还观察到长期停留在培养基的愈伤组织产生胚状体的频率较高
,

这可能因

培养基水分减少
,

较高的渗透压利于胚状体的诱导形成
。

所以寻找胚状体产生的最佳条件
,

`

并获得大量的
、

健壮的胚状体是获得大量试管苗的

关键
。

3
.

4 形成植株的过程要成苗与促根并进

分化培养基 sM
`

中
, G人 .

对促进胚状体成熟与成苗起关键作用
,

使之有根与叶的初步

分化
.

生根培养基 MsJ 或 M S 含 M E T ,

促进壮苗与生根
,

植株上部不会太繁茂早衰
,

植株

变矮壮
,

根系加强
.

所以试管苗初步分化后
,

要立即转入生根培养基
。

M卫
J

r 是一种良好的植物生长延缓剂
,

对水稻等多种作物再生苗壮苗与生根有促进作

用 [,,
`〕 ,

在本试验中 卜任汀 对三七壮苗生根的效应亦是明显的
。

3
.

5 三七试管苗繁殖的主要技术和程序

通过 1 9 8 8~ 1 9 9 1 年的研究
,

三七试管苗繁殖技术主要包括
:

外植体的选择
,

胚状体的

诱导
,

生根壮苗等关键步骤
.

由于受生长季节的限制
,

整个周期约需一年半左右的时间
,

控

制试管苗的壮苗生根和持续旺盛生长
,

使用 M卫T 是实现一次性供苗的关键
.

为建立试管苗工厂化生产研究
、

T下基础
,

主要程序总结如下
:

第 1 年 7 ~ 8 月采用幼嫩

花 序接种在 M s
。

或 M S 。

培养基上
;
愈伤组织继代至第 2年 1月份后陆续产生胚状体

; 1一 5

月将胚状体转至 M s `

上成熟分化出根和叶
; 3~ 7 月转移至 M SJ 或 M匀上生根壮苗 ; 在第 3

年春 1 ~ 2 月进行苗床移栽 ; 2 ~ 3 月间移入大田生长
.
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