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[摘要 ] 为研究硝酸铈对盾叶薯蓣快速繁殖的影响, 采用以盾叶薯蓣茎段为外植体, 在其愈伤诱导培养基、丛

生芽培养基及生根培养基中添加不同浓度的 C e3+ . 结果表明, 含 Ce3+为 5 m g /L的培养基可显著提高愈伤组织

诱导率, 含 C e3+ 1 mg /L的培养基丛生芽诱导率最高; 1~ 15 mg /L的 C e3+ 对盾叶薯蓣组培苗生根有明显的促进

作用, 5mg /L的 Ce3+显示出最强的促进效应.可以认为, 一定浓度 Ce3+对诱导愈伤组织生长、丛生芽萌发及不定

根生长有促进作用, 但高浓度的 Ce3+均对其呈现抑制效应.
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Abstrac t: To study the effec t o f rare earth Ce( NO
3

)
3

on rap id clona l propagation o fDio scorea zing iberensis. U sing stem s

o fD ioscorea z ingiberensis as explants, different concentrations of Ce ( NO3 ) 3 w ere supp lem ented to them edium ( 1 /2M S

+ 0. 5 m o l/L IBA ) to study the effec t of Ce3+ on the ca llus induction m edium, adventitious bud in itia l m ed ium and

adventitious root m edium. The ca llus induction w as stim ulated by 5 0 mg /L Ce3+ ; 1 0m g /L Ce3+ stimu la ted the bud

initial induction; wh ile 1~ 15 mg /L stimu la ted adventitious root. The callus induction adventitious bud in itia l and roo-

ting w as stim ulated by the low concentra tions of ra re earth e lements, but h igher concentration inhibited them.
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稀土元素具有特殊的理化性质. 研究表明一定浓度的稀土元素有利于作物对营养元素的吸收和叶绿

素的合成
[ 1, 2]

,对植物生长具有一定的调节和刺激作用
[ 3- 5]

.近年来, 稀土元素在组织培养上的应用性研

究也有一些报道
[ 6, 7]

.

盾叶薯蓣 (D ioscorea zing iberensis C. H. W r igh t) 是我国特有种, 其根状茎中富含薯蓣皂苷元 ( D iosge-

n in) ,是合成甾体激素药物的前体
[ 8]

.由于过去对盾叶薯蓣大量无节制地采挖, 致使野生资源遭到严重破

坏,濒临枯竭, 且人工栽培的盾叶薯蓣也面临着种质退化现象. 应用植物组织培养技术进行药用植物的快

速繁殖,恢复其优良品质, 是当前人们关注的热点.

本试验对盾叶薯蓣成熟茎段进行离体培养,在愈伤组织诱导和生根培养的过程中添加一定浓度的稀

土 Ce
3+

,观察稀土元素对愈伤组织诱导和生根的影响, 旨在筛选适合盾叶薯蓣茎段愈伤组织诱导及生根

培养的最适 Ce
3+
浓度.
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1 材料和方法

1 1 材料

实验材料取自江苏省中国科学院植物研究所 (经江苏省中科院植物研究所徐增莱副研究员鉴定 ) ,移

栽至实验室,成活后取成熟茎段做诱导材料.培养基中所用各种试剂均为分析纯, C e ( NO3 ) 3为化学纯试

剂,配成 1m g /mL的母液,灭菌待用.

1 2 盾叶薯蓣离体茎段愈伤组织的诱导

1 2 1 外植体处理

将成熟茎段流水冲洗 12 h后,再用肥皂液洗去表面污物,蒸馏水洗净;于 70%酒精中消毒 30 s, 再用

0 1%升汞消毒 8~ 10m in,无菌蒸馏水冲洗 5~ 6次, 用无菌滤纸吸去表面水分, 将茎剪成 1 cm左右的

小段.

1 2. 2 愈伤组织与丛生芽的诱导

愈伤组织与丛生芽诱导均采用 M S+ 6- BA 2 0 m g /L+ NAA 0 1 mg /L基本培养基, 在上述培养基的

基础上添加不同浓度的 C e
3+
进行诱导、分化培养,浓度设置为 0 1、0 5、1、5、10、15、20、30 m g /L共 7个梯

度,以不加 Ce
3+
的作为对照, 每瓶接种 10个茎段, 每个处理各 3瓶, 调节 pH 值 5 8~ 6 0, 光照强度

2 000 lx,光暗均为 12 h /d.接种 30 d后统计出愈率、外植体褐化率及培养后愈伤组织的质量.

将诱导成功的愈伤组织继续进行生芽分化,每瓶接种 10个愈伤组织,每个处理各 3瓶, 40 d后统计愈

伤组织丛生芽分化率、褐化率.

1 3 生根培养

待芽长至 2 cm左右时,转至以 1 /2M S+ 0 5 m ol /L IBA的基本培养基中, 添加不同浓度的 C e
3+
进行

生根培养,以不加 Ce
3+
元素的作为对照,浓度设置为 0 5、1、5、10、15、20、30m g /L共 7个浓度梯度,以不加

Ce
3+
的作为对照,每处理均重复 5次,每瓶接入 6株外植体.培养温度 ( 25 1) 左右, 光照强度 2 000 lx,

光暗均为 12 h /d.接种后观察组培苗的生根时间, 培养 15 d后分别统计生根率、单株发根条数、新根条

数等.

2 结果与分析

2 1 Ce
3+
对盾叶薯蓣愈伤组织形成和生长的影响

离体茎段接入培养基后,实验发现不同浓度 C e
3+
处理对外植体的膨大时间基本无影响,在接种后 5~

6 d左右,茎段两端均开始膨大.添加 Ce
3+
处理的茎段愈伤组织的形成均早于对照 1~ 2 d. 从实验结果看,

各浓度的 C e
3 +
处理对盾叶薯蓣离体茎段愈伤组织的诱导率、褐化率及增殖的影响较为明显 (见表 1) .

Ce
3+
对盾叶薯蓣离体茎段愈伤组织的诱导率影响比较明显,在 5 mg /L时,愈伤组织的诱导率为 87 4% ,

为对照的 1 5倍; 经 SPSS 17 0统计软件包分析,在 0 5~ 5 m g /L时愈伤组织的诱导率与浓度呈显著正相

关 (R = 0 983, P < 0 01) ;在 5~ 10 mg /g浓度处理下,均与对照之间达到极显著差异 (P < 0 001). 随浓度

的增加则表现出抑制作用, 当浓度为 30 mg /L时, 愈伤组织的诱导率为 16 1%, 仅为对照的 29% (P <

0 001).在 0 5~ 30m g /L范围内愈伤组织的诱导率与浓度呈极显著负相关 (R = - 0 735, P< 0 01) .

低浓度的 Ce
3 +
处理可以显著降低愈伤组织的褐化率, 在 5 m g /L处理时愈伤褐化率最低, 只有

13 8%, 较对照低;但高浓度处理组则表现为明显的褐化现象, 在培养 25 d左右, 15 mg /L处理的愈伤组织

呈黄色,质地较为疏松, 25 m g /L浓度处理的愈伤组织表面出现褐色现象 (见图 1) ,在 30m g /L的处理时褐

化率最高,达到 67 0%,与对照相比达到极显著差异 (P < 0 001) . 在试验的浓度范围内, 愈伤组织质量变

化明显 (见表 1) ,在 5 mg /L浓度处理时,愈伤组织平均质量达到 0 427 g,是对照的 3 8倍,但随 C e
3+
浓度

的增加愈伤组织的质量也表现为下降趋势, 在浓度 30 m g /L时, 愈伤组织平均质量达到 0 098 g, 较对照

低,整体表现为显著负相关 ( R= - 0 598, P < 0 05).

2 2 Ce
3+
对盾叶薯蓣茎段芽的分化的影响

愈伤组织接种 30 d左右开始有不定芽出现, 实验发现, C e
3 +
对愈伤组织幼芽的诱导率没有显著影响,

但对幼芽的分化率影响较明显 (见表 1) , 0 5m g /L和 1m g /L的 Ce
3+
处理能明显促进芽的分化,芽的分化
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率分别为 82%和 94. 5% ,分别是对照的 1 19倍和 1 37倍.当浓度大于 15 m g /L时则表现出抑制作用,浓

度越高,抑制作用越强,当浓度达到 15 m g /L时,芽的分化率为 40 6% ,芽的诱导率与浓度表现为显著负

相关 (R = - 0 893, P < 0 01) .

表 1 不同浓度 C e3+对盾叶薯蓣愈伤组织形成和生长的影响

Tab le 1 E ffects o f d ifferent concentra tion of C e3+ on the ca llus form ation and g row th ofD. z ing iberens is C. H. W right

C e3+浓度 / (m g /L) 茎段数 /个 愈伤组织诱导率 /% 愈伤褐化率 /% 愈伤组织平均质量 /g 芽分化率 /%

0( ck ) 80 58 61 32 03 0 112 68 93

0 5 80 63 00* 29 00* 0 124 82 00* * *

1 80 61 10* * 21 06* * * 0 242* 94 5* * *

5 80 87 34* * * 18 80* * * 0 427* 79 3* *

10 80 73 0* * * 37 13* 0 358* 82 4* * *

15 80 76 4* * * 31 20* * 0 158 40 6* * *

20 80 43 6* * * 48 00* * * 0 121 47 3* * *

30 80 16 12* * * 67 0* * * 0 098 35 4* * *

注: * 表示 P < 0 05, * * 表示 P < 0 01, * * * 表示 P < 0 001

图 1 不同浓度 C e3+处理对盾叶薯蓣愈伤组织诱导的影响

F ig. 1 Effect of C e3+ on the ca llus induction o fD io scorea zingiberensis

a. 1 mg /L C e3+处理; b. 15 m g /LC e3+处理 (愈伤疏松 ) ; c. 25 m g/L Ce3+处理 (褐化 )

2 3 Ce
3+
对盾叶薯蓣试管苗生根的影响

将诱导产生的约 2 cm左右的不定芽从愈伤组织上切割下来, 接种到生根培养基上继续培养. 15 d后

即开始测量发根率及发根数,隔天 1次,直至第 40 d结束.由表 2可知,添加 Ce
3+
浓度在 0 5~ 5 m g /L对

根的诱导没有影响,但当 Ce
3 +
浓度超过 10m g /L时开始表现为抑制作用, 在 Ce

3+
浓度为 30m g /L时生根

率最低,生根率与 C e
3+
浓度表现为极显著负相关 (R = - 0 917, P < 0 01) . 试验发现,在 5 m g /L时生根效

果达到最佳,显著高出对照 (P < 0 01) ,且明显高于其它浓度的处理,且根系明显较对照粗壮, 须根产生较

多.随着浓度的增加, 试管苗的生根率逐渐降低,发根条数逐渐减少,当 Ce
3+
浓度达到 30 m g /L时,部分苗

基部与根甚至出现褐化现象, 表现为明显的抑制作用, C e
3+
浓度与发根数表现为显著负相关 ( R =

- 0 507, P < 0 05) .

表 2 C e3+对盾叶薯蓣试管苗生根的影响

Table 2 Effects o f different concentra tion of Ce3+ on the roo ting ofD ioscorea z ing ib erensis

C e3+浓度 / (m g /L) 接种数量 /株 生根率 /% 单株发根均数 /条 新根均长 / cm

0( ck) 40 100 1 70 0 95

0 5 40 100 2 25* 1 01

1 40 100 3 73* * * 1 65* * *

5 40 100 5 21* * * 1 71* * *

10 40 87 06* * * 4 85* * * 1 60* * *

15 40 67 47* * * 3 62* * * 1 43* * *

20 40 58 05* * * 2 84* * 1 24*

30 40 40 21* * * 1 41 1 10

注: * 表示 P < 0 05, * * 表示 P < 0 01, * * * 表示 P < 0 001.
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在生根培养第 25 d后即开始测量发根长度,隔天一次, 直到第 44 d结束. 由表 2可见, Ce
3 +
在 1~

20 m g /L浓度处理时促进根系生长效果明显,根系长度显著高于对照. 经 SPSS17 0统计软件包分析发现,

与对照组相比均有显著差异 (P< 0 05).表明适当浓度的 Ce
3+
处理能加快根组织细胞的分裂和伸长.

3 讨论

3 1 Ce
3+
对愈伤组织培养及不定芽分化的影响

稀土元素对植物生长能起一定调节和刺激作用, 是促进植物生长的有益元素
[ 9- 11]

. 卢萍, 鲁宽科
[ 11]

等的研究发现,低浓度的 Eu
3+
能促进黄连、大黄愈伤组织的生长

[ 12]
.

本实验在 M S基本培养基的基础上,添加一定浓度的稀土元素 Ce
3+
来诱导盾叶薯蓣成熟茎段愈伤组

织的形成与芽的形成分化. 实验结果显示:添加一定浓度的 C e
3 +
能促进盾叶薯蓣茎段愈伤组织的形成、生

长及丛生芽的分化, 0 5m g /L和 1m g /L的 Ce
3+
处理能明显促进芽的分化,随浓度的增高则表现为抑制作

用,且愈伤组织的褐化率随处理浓度的升高而表现为增大趋势.这可能与高浓度的 Ce
3+
通过与细胞壁物

质紧密结合,使细胞壁变成黑色有关
[ 13]

.对于诱导愈伤组织而言,添加 C e
3+
的最佳浓度为 5 m g /L,对于促

进丛生芽分化则以 1m g /L为最佳.

3 2 Ce
3+
对盾叶薯蓣试管苗生根效应的影响

根系是植物吸收水分和营养、合成有机物的主要器官,根系的生长发育和生理活动直接影响着植物整

体的生长发育和生理活动.稀土元素能促进根系的生长和不定根的发生, 影响细胞的分化和根的形态建

成.宋卫平
[ 14]
等利用 10~ 30 m o l/L La( NO3 ) 3或 Eu(NO3 ) 3处理可明显加快白沙枇杷组培苗根愈伤组织

的形成和不定根的分化,显著提高生根率和促进根系的生长发育. 本试验表明, 在盾叶薯蓣茎段组织培养

中添加一定浓度的 C e
3+
元素对盾叶薯蓣组培苗生根有明显促进作用.这为解决盾叶薯蓣组培苗快速繁殖

过程中生根困难的问题提供了一定的理论依据,具有一定的应用价值. 组培苗不定根的生根数与稀土元素

浓度成正相关,但高浓度的 Ce
3+
处理则盾叶薯蓣组培苗生根具有明显抑制作用,并且明显引起组织褐化.

这主要是因为高浓度的 C e
3+
削弱了 SOD等保护酶等对活性氧的清除能力和增加了对植物细胞伤害的可

能性有关
[ 15]

.

我国稀土资源丰富,是世界上稀土第一资源国, 我国也是世界上使用和出口药用植物资源最多的国

家, 在药用植物组织培养过程中添加适宜的稀土元素, 并与目前正在开展的 GAP标准化栽培相结合, 对

真正实现国家倡导的资源的可持续利用具有非常重要的意义.
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