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栽培薯蓣茎段离体再生体系的建立 

冯雯, 王玉国 

复旦大学生命科学学院, 上海 200438 

摘要  为建立栽培薯蓣(Dioscorea polystachya)组培再生体系, 以茎尖及茎尖下4个不同长度的茎段为外植体, 探讨了不

同浓度植物生长调节剂、培养基类型及茎段对腋芽诱导和植株再生的影响。结果表明, 培养基配比为MS+1.0 mg·L–1 

6-BA+0.5 mg·L–1 KT和茎尖下12–20 cm的茎段为栽培薯蓣不定芽诱导的最佳组合, 诱导率达90.0%; 继代培养最适培养基

配方为MS+0.5 mg·L–1 6-BA+0.05 mg·L–1 NAA+0.1 mg·L–1 KT, 低浓度NAA固定时, 增殖系数在一定范围内随着6-BA浓度

的升高而增高; 在相同外源激素条件下, 快繁生根采用DKW培养基明显优于常规1/2MS培养基, 生根率显著提高, 达

92.86%。添加1 mg PVP以及增加转接次数均能明显降低褐化率。该研究有效解决了栽培薯蓣种质资源离体稳定繁殖取材

部位优化的问题, 为规模化生产栽培薯蓣优质脱毒苗奠定了良好基础。 
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薯蓣(Dioscorea polystachya) (山药)为单子叶植

物, 隶属薯蓣科, 药食同源, 富含淀粉、多糖、氨基

酸和山药黏蛋白等营养物质, 以及皂苷元、尿囊素和

类黄酮等药用活性成分(Li et al., 2023)。山药最早记

载于我国《神农百草经》, 其栽培历史已有3 000多年, 

并在长江南北形成各具特色的地方栽培品种(杭悦宇

等, 1992)。近年来, 山药市场需求量逐年攀升, 但因

其块茎生长周期长, 且品质多与土壤、气候及栽培周

期等密切相关, 极易受到病毒侵染而影响产量和品

质, 大大缩短了生产寿命。病毒感染可造成块茎类作

物产量损失, 其中木薯(Manihot esculenta)产量损失

高达20%–90% (Terry and Hahn, 1980; Thresh et al., 

1994)。栽培薯蓣也不例外, 感染病毒后的瑞昌山药会

出现花叶斑驳、明脉, 光合作用能力下降, 导致品质受 

到显著影响(贺哲等, 2016)。目前, 栽培过程中病毒的

侵染使得山药品质在逐年轮作中不断退化。通过组织培

养获得山药脱毒苗是保护山药种质资源的重要途径。因

此, 山药组培苗规模化繁育是亟需解决的现实问题。 

长期以来, 在栽培山药的组培快繁研究中外植体

的选择非常重要。目前, 已有多个栽培薯蓣品种成功 

快繁, 如铁棍山药(平阿敏等, 2016)、佛手山药(刘金

英等, 2006)和利川山药(朱云芬等, 2015); 还有参薯

(D. alata)明淮2号山药(陈芝华等, 2018)及其同属物

种也有成功扩繁的报道 , 如盾叶薯蓣 (D. zingibe-

rensis)、D. belizensis、D. rotundata、D. cayenesis、

D. dumetorum、D. bulbifera和D. tokoro (Blunden et 

al., 1966; Cabanillas and Martins, 1978; Vander 

Zaag and Fox, 1981; Ng and Hahn,1985; Ng, 1988; 

李明军等, 2012; Ishizaki, 2021)。研究表明, 茎段作

为外植体进行组培扩繁, 其诱导率及萌发率明显优于

其它外植体(如零余子和叶片), 更有利于保持品种的

稳定性。但在具体组培实践中, 选择什么位置的茎段

更适合仍然不够明确, 且缺乏比较分析。对于栽培薯

蓣而言, 后续的多芽诱导、继代培养及不定根生长等

关键阶段, 仍需探索不同培养基和植物生长调节剂浓

度配比组合对成功获得脱毒苗的影响。本研究选用上

海崇明长期栽培的崇蓣1号为研究材料, 以茎尖及茎

尖以下不同部位茎段为外植体, 探究各个关键阶段植

株离体组织培养的最适条件, 优化栽培薯蓣组织培养

体系, 以期获得适合组培苗规模化生产的有效方法, 

·技术方法· 
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为实现长期无性繁殖导致病毒积累的块茎作物快速

修复和抗逆性强化提供技术支持。 

1  植物材料 

实验材料为上海崇明长期栽培的地方薯蓣(Dioscorea 

polystachya Turcz.)崇蓣1号。将带芽块茎移植到复旦

大学江湾基地栽培。 

2  培养基成分与培养条件 

2.1  取样及处理 

从生长健壮且无病虫害的栽培薯蓣植株上剪取不同

成熟度的茎段 , 包括茎尖、距离茎尖2–5 cm、5– 

12 cm、12–20 cm和20 cm以外的茎段作为外植体。

去除叶片得到单节外植体, 使用表面活性剂清洗茎段

以去除表面污垢, 用自来水冲洗30分钟。在超净工作

台上, 将上述不同长度茎段外植体用无菌水清洗后, 

再用新洁尔灭消毒液浸泡30分钟, 无菌水冲洗1遍, 

置于超净工作台上用乙醇消毒30秒至1分钟, 再用无

菌水冲洗1遍, 然后用0.1%升汞消毒8分钟(嫩枝条)

或12分钟(老枝条), 无菌水冲洗5遍, 用无菌纸吸干

水分。用无菌刀将茎段切成1 cm的小段, 按极性方向

迅速转接到多芽诱导培养基中, 每瓶接种2–3个小段, 

封好瓶口, 做好标记(品种、接种时间和接种次数), 转

入培养室中。培养条件: 温度(25±2)°C, 相对湿度为

65%–70%, 光照强度为28–32 µmol·m–2·s–1, 光照时

间为每天12–14小时。培养基pH5.8, 添加6 g·L–1琼脂

糖和30 g·L–1蔗糖。培养基高压灭菌温度为121°C。 

2.2  腋芽诱导 

取出茎段, 置于滤纸上吸干水分, 剪去茎段两端, 将

其接种到分别添加NAA (0和0.5 mg·L–1)、6-BA (0.5、

1.0、2.0和3.0 mg·L–1)和KT (0.5和0.1 mg·L–1)的MS

培养基上, 以不添加激素的MS培养基为对照。每瓶接

种3–4个外植体, 实验重复3次。在接种后30天记录并

统计茎段诱导分化情况。 

诱导率=(出芽外植体数/接种的外植体数)×100%; 

污染率=(污染的外植体数 /接种的外植体数)× 

100%; 

死亡率=(死亡的外植体数 /接种的外植体数)× 

100%。 

2.3  继代与生根 

取距茎尖12–20 cm茎段分化出的1 cm不定芽连带基

部组织的芽块, 接种于添加不同浓度的6-BA (0.2、

0.3和2.0 mg·L–1)、NAA (0.05、0.2和0.3 mg·L–1)以及

KT (0和1.0 mg·L–1)的1/2MS培养基上, 30天后统计

不定芽的增殖情况和转接不定芽的增殖系数。选取不

同培养基(DKW和1/2MS) (pH5.8), 不同浓度IBA (0.1、

0.3和1.0 mg·L–1)和NAA (0.05、0.1和0.3 mg·L–1), 以

1/2MS培养基为对照, 切取增殖分化的单株芽转入生

根培养基。每个培养基接种3–4个外植体, 设3次生物

学重复。45天后观察生根情况, 统计生根率并记录根

系生长状况。 

增殖系数=增殖芽数/接种数; 

生根率=(生根苗数/接种苗数)×100%。 

2.4  炼苗与移栽 

取根系发达的幼苗进行炼苗, 采用无蔗糖培养, 用特

制的坚硬透明塑料容器, 培养基质为蛭石和珍珠岩按

2:1 (v/v)的比例混合(厚度为2–3 cm), 附加营养液

(800–1 000 mL), 温度和湿度同多芽诱导。 

3  结果与讨论 

3.1  不同外植体及植物生长调节剂对芽诱导的影响 

以茎段为外植体的诱导率及萌发率明显优于其它外植

体(如零余子和叶片), 更有利于保持品种的稳定性。然

而, 茎段的获得方式包括直接截取和零余子催苗。零

余子催苗获得茎段的方式面临打破休眠的困难, 无法

大规模生产, 且存在茎尖小和接种效率低等问题(李

锐忠, 2005)。本研究通过直接截取的方式, 采用不同

位置茎段和不同浓度6-BA和KT组合(表1; 图1)进行

栽培薯蓣的茎段腋芽诱导。结果表明, 在5种茎段中, 

茎尖最为幼嫩, 极易在消毒阶段丧失活性, 即使存活

下来也会出现玻璃化, 在MS+1.0 mg·L–1 6-BA+ 

0.5 mg·L–1 KT培养基中死亡率最高, 达88.9%, 基本

不适用于芽诱导。随着外植体成熟度的提高, 距茎尖

5–12 cm的茎段死亡率显著低于茎尖和距茎尖2– 

5 cm的茎段, 且诱导成功率较高, 腋芽诱导效果最

佳; 而对于更为成熟的茎段, 距茎尖12–20 cm的茎

段在MS+1.0 mg·L–1 6-BA+0.5 mg·L–1 KT培养 
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表1  不同浓度6-BA与KT配比对栽培薯蓣不同部位带腋芽茎段诱导的影响 

Table 1  Effects of different concentrations of 6-BA and KT ratios on the induction of axillary bud stem segments in different 

parts of Dioscorea polystachya 

No. 
Length of stem  
segment (cm) 

6-BA 
(mg·L–1) 

KT 
(mg·L–1) 

Induction 
rate (%) 

Death 
rate (%) 

Pollution  
rate (%) 

Growth  
condition 

1  Stem tip 1.0 0.5 11.1 88.9 0 + 

2 2–5 1.0 0.5 68.4 15.8 5.3 +++ 

3 5–12 1.0 0.5 88.6 6.8 2.3 +++ 

4 5–12 2.0 0.5 54.1 4.2 4.2 +++ 

5 12–20 1.0 0.5 90.0 10.0 0 +++++ 

6 12–20 2.0 0.5 66.7 26.7 6.7 ++++ 

7 12–20 3.0 0.5 60.0 26.7 13.3 +++ 

8 >20 3.0 0.5 75.0 6.3 18.8 +++ 

加号(+)数量越多表示长势越好; 反之长势越弱。 

The more the number of plus signs (+), the better the growth, and vice versa, the weaker the growth. 
 

 
 

图1  栽培薯蓣再生体系的建立 

(A) 茎段外植体; (B), (C) 腋芽诱导; (D), (E) 继代苗; (F), (G) 不定根诱导; (H) 再生植株; (I) 炼苗。Bars=1 cm 

 
Figure 1  Establishment of a regeneration system for cultivated Dioscorea polystachya 
(A) Stem segment; (B), (C) Axillary buds induction; (D), (E) Subculture seedlings; (F), (G) Adventitious root induction; (H) Re-
generated plants; (I) Acclimatization. Bars=1 cm 
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基中出芽率最高(达90%), 但芽相对较小, 而更高浓

度的植物生长调节剂不利于生长。在诱导阶段, 污染

主要来源于外植体自身携带的内生菌, 在培养基中添

加抗生素能减少污染, 幼嫩茎尖和茎段在消毒时间较

短时消毒效果较好。随着外植体成熟度的提高, 污染

率有所升高, 距茎尖20 cm以外的茎段污染率最高为

18.8%。随着6-BA浓度的增加, 诱导率降低且污染率

升高。 

3.2  6-BA、KT及NAA组合对继代培养的影响 

将外植体诱导获得的幼芽从外植体茎节基部切下, 分

成单芽。用淮山药继代培养适用的高浓度6-BA 

(2.0 mg·L–1)和NAA (0.2或0.3 mg·L–1)培养时(李锐

忠, 2005), 继代苗中均出现黄叶玻璃化现象, 说明该

激素配比不适用于薯蓣的组织培养。我们参考怀山药

继代培养适用浓度(李琼等, 2004)并进行调整, NAA

浓度为0.05 mg·L–1、6-BA浓度为0.2 mg·L–1时, 增殖

系数为1.4; 随着6-BA浓度的增高, 增殖系数也有所

增高 ; 当6-BA浓度增至0.5 mg·L–1时 , 增殖系数为

1.7。在此体系中添加0.1 mg·L–1 KT, 增殖系数明显增

高, 为2.0 (表2)。 

3.3  不同基础培养基及植物生长调节剂浓度对生

根的影响 

在1/2MS培养基中添加低浓度NAA和 IBA, 当添加

0.2 g·L–1活性炭时, 生根率均不理想, 不超过64%; 不

添加活性炭, 即用较高浓度(1.0 mg·L–1)的IBA和较低

浓度(0.05 mg·L–1)的NAA, 生根率未得到改善。而此时

用DKW取代1/2MS, 崇蓣1号的生根效果最好, 根多

且粗壮 , 生根率达92%, 说明低浓度 (0.05 mg·L–1) 

NAA更适合生根培养, 而DKW培养基比1/2MS培养

基更有利于生根, 生根率达92% (表3)。 

3.4  讨论 

外植体的选择对于建立高效的组培再生体系非常重

要。山药组织培养可选用的外植体包括叶和叶柄

(Kohmura et al., 1995; Anike et al., 2012)、茎

(Nagasawa and Finer, 1989; Chen et al., 2003)、块

茎(Twyford and Mantel, 1996)、合子胚(Viana and 

Mantell, 1989)、茎尖(Baker and Phillips, 1962 )以及

零余子(李明军等, 2000)。栽培薯蓣多为怀山药, 在其

组培快繁中, 茎蔓、块茎和零余子均能诱导出不定芽

(王红娟等, 2006)。零余子、叶片及茎段在添加KT和 
 

表2  不同浓度激素对栽培薯蓣继代分化率的影响 

Table 2  Effects of different hormone concentrations on the subculture differentiation rate of cultivated Dioscorea polystachya 

No. 
6-BA 

(mg·L–1) 
NAA 

(mg·L–1) 
KT 

(mg·L–1) 
Subculture 
numbers 

Total bud 
numbers 

Propagation 
coefficient 

Growth  
condition 

1 2.0 0.2 0 70 Low Low + 

2 2.0 0.3 1.0 70 Low Low + 

3 0.5 0.05 0.1 70 140 2.0 ++++ 

4 0.5 0.05 0 70 121 1.7 +++ 

5 0.3 0.05 0 70 105 1.5 ++ 

6 0.2 0.05 0 70 98 1.4 ++ 

加号(+)数量越多表示长势越好; 反之长势越弱。 

The more the number of plus signs (+), the better the growth, and vice versa, the weaker the growth. 
 

表3  不同浓度激素对栽培薯蓣生根率的影响 

Table 3  Effects of different hormone concentrations on the rooting rate of cultivated Dioscorea polystachya 

No. Different media IBA (mg·L–1) NAA (mg·L–1) Active charcoal (g·L–1) Rooting rate (%) Growth condition

1 1/2MS 0.1 0.3 0.2 38.00 + 

2 1/2MS 0.3 0.1 0.2 64.00 ++ 

3 1/2MS 1.0 0.05 0 58.00 ++ 

4 DKW 1.0 0.05 0 92.00 ++++ 

加号(+)数量越多表示长势越好; 反之长势越弱。 

The more the number of plus signs (+), the better the growth, and vice versa, the weaker the growth. 
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NAA的培养基上均能产生愈伤组织且出愈率最高 , 

但用叶片诱导不能成苗(梁方刚等, 2001)。以山药茎

尖作为外植体得到的试管苗质量较好, 用0.3–2.0 mm

的茎尖培养, 病毒含量少, 在MS+0.5 mg·L–1 6-BA+ 

0.1 mg·L–1 NAA+0.1 mg·L–1 GA培养基上成苗率最高

(南怀林等, 2005)。但在佛手山药以块茎、叶片和茎

段作为外植体的比较中, 茎段作为外植体萌发率较

高, 叶片仅分化出愈伤组织且诱导时间长, 诱导率接

近0 (刘金英等, 2006)。本研究选择茎尖和不同位置的

茎段作为外植体, 均可诱导出不定芽, 以距茎尖12– 

20 cm的茎段诱导率最高(达90%)。 

外源细胞分裂素对体外芽再生至关重要(Liu et 

al., 2020)。而生长素对植物根尖再生非常关键(Mato-

sevich et al., 2020)。细胞分裂素/生长素的比值高促

进不定芽形成(Skoog and Miller, 1957; Long et al., 

2022)。本研究用NAA和6-BA作为外源激素, 结果表

明, 茎尖不适用于栽培薯蓣稳定性快繁, 茎尖的病毒

载量比其它外植体少, 但在消毒阶段易死亡或发黑, 

导致接种效率低。在尝试使用更低浓度的6-BA 

(0.5 mg·L–1)和KT (0.1 mg·L–1)后 , 茎尖存活率得到

显著提升(达89%), 显著改善幼嫩茎尖诱导困难的

状况。病毒载量随茎尖长度的增加而增高, 即污染率

随茎段成熟度的增高而显著升高。距离茎尖12– 

20 cm的茎段最适于初代培养, 适用于低浓度6-BA 

(1.0 mg·L–1)和KT (0.5 mg·L–1),诱导率达90%;而使用

高浓度 6-BA (2.0 mg·L–1)和NAA (0.2–0.3 mg·L–1), 

植株出现生长停滞和玻璃化现象, 表明植株内生理

失调, 植物细胞分裂与体积增大的速度超过干物质

生产和积累的速度, 而降低6-BA浓度后, 植株恢复

正常生长。 

继代培养是将前期诱导得到的苗分割成小块并

重新扩繁的过程。对于不同类型的山药由于其基因表

达的差异, 离体再生不同阶段的最适激素配比存在差

异(潘梅等, 2014; 陈芝华等, 2018)。在以往研究中, 

2.0 mg·L–1 6-BA 和 0.3 mg·L–1 NAA 适用于薯 蓣 , 

2.0 mg·L–1 6-BA+1.0 mg·L–1 KT+0.05 mg·L–1 NAA 

适用于参薯(潘梅等, 2014, 陈芝华等, 2018)。而上述

培养基均不适用于崇蓣1号, 在上述2个培养基配方

下, 生长特性表现为不长高、不爆芽及玻璃化。在外

源NAA浓度固定时, 植物的玻璃化程度随着6-BA浓

度的升高而明显加剧(Liu et al., 2017)。当NAA浓度

固定时, 随着6-BA浓度的增高, 增殖系数增大; 在MS+ 

0.5 mg·L–1 6-BA+0.05 mg·L–1 NAA培养基配方下, 添加

0.1 mg·L–1 KT比不添加KT薯蓣的继代生长状况更好。 

生根培养是当丛生芽苗增殖到一定数量时, 转到

生根培养基中形成完整的植株, 因而生根培养多使用

1/2MS或1/4MS培养基(刘也楠等, 2022)。DKW培养基

为中等浓度的培养基, 在一些藤本植物(如葡萄(Vitis 

vinifera))中, 将DKW作为基质培养基组培效果较好

(胡文斌等, 2018)。DKW与低浓度(0.05 mg·L–1) NAA

组合, 在IBA和NAA浓度固定的情况下, DKW培养基

比1/2MS培养基更有利于生根培养, 植株根系更粗壮, 

枝条更多。因此DKW更适用于栽培薯蓣的生根培养。 

大多数栽培薯蓣的组织培养过程中, 多芽诱导

和继代培养的最佳激素浓度比较相近, 但在生根培

养阶段, 佛手山药、利川山药和铁棍山药的最佳培养

基配方与大多数生根培养基配方并不相同。常规条件

下, 大多数栽培薯蓣多芽诱导阶段的适用培养基配

方为 0.5 mg·L–1 6-BA+0.05 mg·L–1 NAA或1.0 mg·L–1 

6-BA+0.5 mg·L–1 KT, 继代培养用低浓度6-BA (0.5– 

1.0 mg·L–1)和NAA (0.05–0.1 mg·L–1), DKW培养基配

合低浓度(0.05 mg·L–1) NAA适用于栽培薯蓣的生根

培养。 

褐化现象多由物理损伤导致末端酚类物质渗出, 

增加转接次数、加入抗氧化剂或降低光强均可减缓褐

化进程(Ammirato, 1984)。在栽培薯蓣培养过程中, 活

性炭和Vc抑制褐化效果不明显, 但添加1 mg PVP褐化

现象可得到缓解; 增加转接次数, 褐化程度明显降低。 

本研究以栽培薯蓣崇蓣1号的茎尖及茎尖以下不

同部位茎段为外植体, 调整不同浓度生长调节剂配

比, 建立并优化组织培养体系, 为探索栽培薯蓣规模

化育苗提供了技术支持, 确定了稳定繁殖外植体茎段

的具体选材位置, 发现DKW培养基在栽培薯蓣的生

根培养中具有优势, 可稳定地保护优良种质资源, 为

栽培薯蓣的遗传改良奠定了基础。 
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Establishment of an In Vitro Regeneration System for Stem  
Segments of Cultivated Dioscorea polystachya 

Wen Feng, Yuguo Wang* 

School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200438, China 

Abstract  To establish a tissue culture regeneration system for cultivated Chinese yam (Dioscorea polystachya), the 

effects of different concentrations of plant growth regulators, and stem segments on axillary bud induction and plant re-

generation were investigated with different concentrations of plant growth regulators, media types, and shoot tips and 

stem segments at four different positions under the shoot tip as explants. The results revealed that MS+1.0 mg·L–1 

6-BA+0.5 mg·L–1 KT hormone ratio and 12–20 cm stem segment under the stem tip were the best formulas for the induc-

tion of adventitious buds in D. polystachya, and the induction rate reached 90.0%. In the subculture, the optimal concen-

tration was MS+0.5 mg·L–1 6-BA+0.05 mg·L–1 NAA+0.1 mg·L–1 KT, and the proliferation coefficient increased with in-

creasing of 6-BA within a certain range when the low concentration of NAA was constant. With the same concentration of 

exogenous hormones, DKW medium was significantly better than the conventional 1/2MS medium, and the rooting rate is 

significantly improved, reaching 92.86%. Adding 1 mg PVP (polyvinylpyrrolidone) and increasing the number of transfers 

can significantly reduce browning. This study effectively solved the problem of optimizing the explant position for the sta-

ble of in vitro propagation of cultivated yam germplasm resources, laying a good foundation for the large-scale production 

of their high-quality virus-free seedlings. 

Key words  Dioscorea polystachya, stem segments, tissue culture, in vivo regeneration 
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