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魔芋块茎脱毒高效快繁体系的构建 
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摘 要：以花魔芋块茎的中部组织为外植体，在 12种培养基上诱导愈伤组织，筛选出M11(Ms+6一BA 1．5m 1 + AA 0 15 mg／L)为 

诱导愈伤组织最适培养基，诱导率达 100％；以带单芽的愈伤组织块为外植体，在 5种培养基上进行芽的分 化，M9l MS+6一BA 1．0 

m L+NAA 0．1 mg／L)为芽分化最适培养基，分化率达 100％；MI1为有效芽苗率最高的培养基，有效芽苗率达31．1％；随着继代 

次数的增加，脱毒率明显的提高，脱菌、毒率分别达 100％、92．9％。 
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System establishment of plant virus-free regeneration 

from tuber explants of Amorphophallus konjac 

wu Yi xin ．SUI Qi—inn ，XIE Qin—hua2，CHEN Hai 121 

(1．Cash Crop ResearchInstitute，Yummn Academy ofAgricultutalSciences，Yunnan Kumning 650205，China；2．Instituteof Biotechnolo~v，Yunnon 

Normal University，Yunnan Kunming650031，China；3．Key Laboratory for Plant Pathology of Yunnan Province，Yunnan Kumning 650201，China) 

Abstract：Small tubers were inoculated in M1一M12 12 kinds of nKxtia，Ml1(MS+6一BA 1．5 mg／L+NAA 0 15 mg／L)Illediurr was suitable for 

callus induction，the induction rate reached 100％ ；Explants v,-el3E．buds．Buds were inoculated in M8一M12 5 kinds of media．M9‘：MS+6-BA 1．O 

H I +NAA 0．1 m异／L)medium was suitable for differentiation ofbuds，the differentiation rate reached 100％；Mll medium was suitable h 娟 一 

cient seedling induction 。the efiqciency of-seedling rate reached 31．3％ ：Rate of virus—free becallle lr gh t}l number of mbeulture．the disease-flee 

andthe virtls．free rate reached lOo％ ．92．9％ ． 

Keywords：Amorphophallas版 如 ；Amorphophallus konjac K．Koch；virus—free 

从 20世纪 80年代中期到现在，魔芋界人士经 

过 l0多年的共同努力，使魔芋产业初步形成种植 

业、初加工、深加工和销售相配套的初具规模的产 

业⋯1。云南魔芋种植面积由20世纪90年代初的不 

足3333 hm2发展到 1999年的 1万 hm2，近年来发展 

到 1．3万 hm2以上 J。主要在山区种植，正常产量 

60 000 kg／hm2
，收入 6～7．5万元，经济效益十分显 

著，是农村产业结构调整、增加农民收入的较好项 

目，已被列入云南省生物资源开发的重要内容之一。 

云南省内也相继建立了一些较现代的加工企业，对 

原料有较大的需求。但是在魔芋作物从零星种植的 

传统生产模式向规模化、集约化生产方式转变过程 
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中，病害成为严重的制约因素，即在栽培面积扩大 

后，白绢病(Sclerotium rolfsii Sacc)和软腐病(Erwinia 

carotovora)日趋严重，又因魔芋的腐霉病原菌能传病 

毒，魔芋病毒病(KMV)近年来也危害加重。由于种 

植魔芋投资高，时间长，而上述前2砷病害常造成毁 

灭性损失，农民的风险大，常常连投资都难于收回， 

阻碍了产业的发展。 

近年来，在病害防治方面，国外由于魔芋种植面 

积不大，研究较少，日本过去主要采用轮作，现亦采 

用常规的防治技术，效果不明显；中国常采用轮作、 

消灭病株、合理施肥、高畦栽培等栽培技术，施用五 

氯硝基苯、代森铵、甲基托布津 、甲基溴等药剂防治 

措施。但难以从根本上控制病害，抗病品种虽然作 

为重要措施提出，由于品种资源的局限性，目前尚未 

发现能抗这两种病的资源 。 

针对白绢病(真菌病害)、软腐病(细菌病害)和 
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病毒病发生严重的问题。又因魔芋主要用作食品、 

医药及保健品的原料，又是无性繁殖的作物。通过 

应用植物细胞工程的方法，进行魔芋愈伤组织培养 

脱毒，筛选出无病毒植株，同时去除真菌、细菌和线 

虫，恢复其种性，由于不需用化学药剂防治，减少了 

污染，是一条有效的魔芋病害防治途径，为无公害魔 

芋种植提供保证。 

魔 芋 (Anugrphophallus konjac)是 天 南 星 科 

(Amceae)魔芋属(Amorphophallus Blume)多年生草本 

植物，也是蔬菜作物，可作食用、药用和工业用。花 

魔芋(Amorphophallus konjac K．Koch)分布最广，以其 

为开发价值的品种，也是最重要的栽培种_4 J。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

选择生产上推广的花魔芋，健壮、无病的块茎作 

外植体。 

1．2 培养条件 

以 MS为基本培养基，设计 8种培养基 M4、M5、 

M6、M7、M9、M10、M11、M12，以 M1l5 j、M2t 、 

M3[’ ]
、M8[9]为对照，进行 比较试验(表 1)。培养 

基依不同的实验 目的，附加不同浓度的细胞分裂素 

6一BA和生长素 NAA、食用白糖 3O L、琼脂 5．5 rdL、 

活性炭(AC)0．1 g／L[10]。培养基用自来水配制，pH 

调至 5．8后，分装于 350 mL的罐头瓶中，每瓶 4o 

mL，封口后，在温度 121℃下灭菌 20 min。 

1．3 方法 

1．3．1 材料处理 用小刀轻轻刮去花魔芋块茎上 

的泥土，放在干净的瓷缸里，在瓷缸 口蒙上一层纱 

布，然后放在水龙头下流水冲洗 3O～60 min。凉干 

后，再放在 0．03％优氯净溶液里浸泡 1 h，捞出室内 

凉放 1个月后备用。 

1．3．2 消毒处理 用手术刀薄剥去块茎外植体的 

表皮，按以下 3种不同处理方法消毒(表 2)，接种在 

M1～M12共 12种培养基上。15 d后，分别调查不同 

处理方式下，外植体的污染率(污染的外植体数／接 

种的外植体数)和坏死率(坏死的外植体数／接种 

表 1 不同激素浓度培养基配方 

)k l M。dia t}1 difierent c~lcentrdtiot!-s of l／ormones 

培养基 组成成份 培养基 组成成份 
Medium Concentration(mg／L) Medium Concentration(mg／I ) 

M1 MS+6 BA0 5+ AAo．5 M7 MS+6一BA1．0+ “ 2．0 

M2 MS+6一BAO．5+N 1．O M8 MS+6．13AO 5+N O．1 

M3 MS+6 BA1．O+ A1．O M9 MS+6．BA1．O+ AAO．1 

M4 MS+6 l3A0．5+ AA1．5 Ml0 MS+6一lIAl 5+N 0 l 

M5 MS+6 BA0 5+ ．O Mll MS+6 BA1．5+ AAO．1： 

I6 MS+6一BA1．0+、AA1．5 Ml2 MS+6．．1lA2．0+NAA0．1 

的外植体数)。确定外植体的最佳消毒方式。 

1．3．3 愈伤组织诱导 按处理 1消毒过的外植体， 

在无菌条件下，将块茎按表层组织和中部组织，切成 

1～2 cm3的小块，分别接种于 M1～M12共 12种培 

养基上。在室内弱光和温度 20℃下进行愈伤组织 

诱导。研究不同激素组合和不同取材部位外植体对 

块茎愈伤组织诱导频率的影响。同种外植体的不同 

取材部位在 12种培养基上，培养 40 d统计出愈伤 

组织诱导率(诱导出愈伤组织的外植体数／接种的外 

植体数)。 

1．3．4 不定芽分化 将诱导培养基上产生的愈伤 

组织，分别转入不同激素浓度 M8～M12共 5种培养 

基中，在 22±2℃，光照强度 1000 Ix，每 日光照 10 h 

下进行芽的分化培养。研究不同激素组合和外植体 

的不同取材部位对不定芽发生频率的影响。培养 

25 d，统计出不定芽分化率(分化出不定芽的外植体 

数／接种的外植体数)和成苗率(分化出有效芽数／接 

种的外植体数)。每次继代时，将带芽点的愈伤组织 

切成 1个芽的小愈伤组织块，连续继代 5次。研究 

不同继代次数对不定芽分化率和脱毒率的影响。 

1．3．5 病毒检测 将继代 1、3、5次长出的有效芽 

苗(发育成的完整植株)各取 15株的H-P片送至本所 

植物病毒实验室进行黄瓜花叶病毒(CMV)和魔芋花 

叶病毒(I~rv)两种病毒病原的检测。 

本实验用普通电镜负染方法进行病：毒检测鉴定。 

表2 外植体的消毒处理方法 

Table 2 Sterilization for ex-plants 
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表 3 不同消毒处理和时间对外植体培养的影响 

Table 3 Effect of sterilization and time On explants 

2 结果与分析 

2．1 外植体消毒方法的筛选 

将不同消毒处理的花魔芋块茎表层组织和中部 

组织切割成小块分别接种于 M1～M12共 12种培养 

基上，不同浓度和时间的消毒处理对外植体生长分 

化的影响(表 3)。较高浓度和较长时间对外植体生 

长有较大的抑制和杀伤作用，较低浓度和较短时间 

对外植体消毒效果不好。适宜的浓度和时间的配 

合，才能取到较好的结果。块茎先用 75％酒精浸泡 

1 min，无菌水清洗2次，每次5 min；再用 0．1％升汞 

浸泡 12～15 min，无菌水清洗 3次，每次 5 min为最 

佳消毒方法。 

2．2 取材部位和培养基对愈伤组织诱导的影响 

将消毒后的花魔芋块茎按表层组织和中部组织 

切割成小块，接种在诱导愈伤组织培养基上(图 1)， 

接种后在切块周围迅速形成一个水圈，切块慢慢变 

成黄褐色，前半个月几乎无变化，20 d左右，切块表 

面陆续裂开，从中挤出 1至多个呈瘤状愈伤组织 ，白 

色或微带绿色。此后愈伤组织生长较快，40 d左右 

大小可达 2～4 cm(图 2)。外植体在 12种培养基上 

均能产生愈伤组织，但不同外植体愈伤组织的发生 

频率均差异显著。同一取材的外植体在不同的培养 

基上愈伤组织的诱导率也存在显著差异。试验结果 

见表 4，在 6一BA为 0．5 m#L的 M8、M1、M2、M4、M5 

第一组培养基中，随着 NAA的浓度增加，愈伤组织 

诱导频率逐渐下降；块茎外植体表层组织在 NAA为 

图 1 接种的块茎外植体 

Fig．1 Tuber explant of inoculation 

表4 不同外植体和培养基对愈伤组织诱导的影响 

Table 4 Effect of different explmltS and media on callus induction 

注：1=块茎外植体表层组织 ；2：块茎外植 【{】部组第{。 

Note：One Center tubers of explants： lI1= Exaerior tubers of ex— 

plants． 

1．0 mg／L的 M2培养基 中，愈伤 组织诱导 率达 

57．1％；块茎外植体中部组织在 NAA为0．5 L、 

1．0 mg／L的 M1、M2培养基中，愈伤组织诱导率达 

50％；在第一组 5个培养基中，均达较高值。在 6一 

BA为 1．0 mg／L的 M9、M3、M6、M7第二组培养基中， 

随着 NAA的按相同的浓度倍数增加，愈伤组织诱导 

频率也逐渐下降；块茎外植体表层组织在 NAA为 

0．1 mg／L的 M9培养基中，愈伤组织诱导率达 75 

％；块茎外植体中部组织在 NAA为0．1 L的 M9 

培养基中，愈伤组织诱导率达 90．5％；在第二组 4 

个培养基中，居较高。第二组培养基 M9在增加 6一 

BA浓度后，愈伤组织诱导率比第一组培养基 M2提 

高较多。说明较高浓度的6一BA和低浓度的 NAA是 

诱导魔芋块茎愈伤组织的主要因素。在 NAA为0．1 

L时，6一BA／NAA比值为5、10、15、70的 M8、M9、 

图 2 块茎中部组织诱导的瘤状愈伤组织 

Fig．2 Tubercular callus initiated from e~mter of tuber 
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图 3 愈伤组织表面形成的粉红色芽 

Fig．3 Callus formed pink buds 

MIO、MI1、M12培养基中，随着比值的升高，愈伤组 

织诱导频率逐渐下降；只有 6．BA／NAA=10的M11、 

M9培养基，块茎外植体表层组织 、中部组织愈伤组 

织诱导率分别达 90％、100％，为最高值；M9培养 

基次之。说明只有在 6一BA与 NAA配比最适合，才 

能达到愈伤组织的最佳诱导频率。在同一种培养基 

M11、M9中，块茎中部组织愈伤组织诱导率分别为 

100％、90．5％，而块茎表层组织愈伤组织诱导率分 

别为90％、75％，中部组织愈伤组织诱导率明显高 

于表层组织的。说明在选用块茎为外植体时，取块 

茎中部组织能获得较高的愈伤组织诱导频率。 

2．3 取材部位和培养基对不定芽分化的影响 

将 Ml】培养基诱导形成的愈伤组织，每块切割 

成带 1个芽的小愈伤块，分别接入分化 M8～MI2共 

5个培养基中培养。经过培养 25 d左右，愈伤组织 

继续生长扩大，在愈伤组织的表面形成许多粉红色 

芽点(图 3)；同时，少数不定芽(有效芽)继续生长， 

生根发育成完整的小植株；未生长成小植株的不定 

芽留作继续分化(图4)。从表 5看出，外植体小愈 

伤块在 5个培养基中，均能分化出不定芽，少数有效 

芽能生根再生成小植株；同一来源的外植体在不同 

的培养基上不定芽分化能力有显著差异。不同来源 

图4 继代培养中胚性愈伤组织再生植株又增殖新的愈 

伤组织 

Fig．4 Regeneration of plantlets flx~ln embryogeneic callus in subculture． 

sho~Sng new callus proliferation at s~tl'oe time 

的外植体在不同的培养基上不定芽分化能力差异不 

大。在 6一BA／NAA比值为 10的 M9、M11培养基中， 

不定芽分化频率均较高；块茎的表层组织和中部组 

织诱导的愈伤外植体在 M9培养基上不定芽分化率 

最高，都达 100％；每一外植体分化的平均芽数最 

多，分别为3．8个和 5．8个；但成苗率稍低一点，分 

别为 26．2％和 21．4％。MI1培养基次之，但成苗 

率最高，分别为 37．8％和 31．3％，再生的小植株最 

多。在其余 M8、MIO、MI2培养基中，随着6一BA浓度 

的增加，不定芽分化频率略有提高。说明6一BA是不 

定芽分化的必要条件。 

2．4 继代培养次数对脱毒率的影响 

继代培养是获得大量无性繁殖系的必要措施。 

取块茎外植体中部组织诱导的愈伤组织连续 5次在 

M9培养基上进行继代培养，第 5代愈伤组织的分化 

能力与第 1代的相似，见表 6。说明愈伤组织适于 

继代培养。由于魔芋花叶病毒和黄瓜花叶病毒在愈 

伤组织分布不均衡，通过多次挑取大量的细胞是可 

以提高脱毒的效果。真菌、细菌污染的外植体在培 

养过程中可完全筛选掉；脱菌率达 100％。随着继 

表 s 不同外植体和培养基对不定芽分化的影响 

Table 5 Effect of different explants and media on differentiation of adventitious buds 

注：l：块茎外植体表层组织；2：块茎外植体中部组织。 

Note：One：Centertubel'~of explants；Two：Exteriortubel~of e ants 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


726 西 南 农 业 学 报 19卷 

代培养次数的增加，脱毒率明显提高；继代培养达第 

5代时，脱毒率最高，达 92．9％。说明愈伤组织细 

胞分化的速度远远快于病毒复制的速度，继代培养 

的过程也是不断脱毒的过程。 

3 讨 论 

3．1 外植体的选择 

有关魔芋脱毒的研究，国内外尚未见有正式报 

道。魔芋属薯芋类，与其它一些薯芋类作物相比，它 

是多年生无性繁殖作物，3年才收获，繁殖系数低。 

近年来，已检测到田间魔芋植株带毒较多。由于长 

期以来对魔芋病毒缺乏认识，未能在生产上引起重 

视。魔芋的块茎具有较强的离体生长能力，短期内 

细胞能大量增殖。这一特点 ，对魔芋脱毒技术的实 

用化十分有利。 

在组织培养中，外植体的选择是关键，它决定组 

培成功已否。魔芋属植物的根、块茎、匍匐茎 、根状 

茎、幼芽(主芽、侧芽)、芽鞘、嫩茎 、茎尖、叶、鳞叶、叶 

柄、花序(花茎、花药)、边芋和种子 卜 ，即任何部 

位的组织均可以诱导形成植株。但花魔芋的块茎、 

鳞片和叶柄较花茎 、花药 、根、叶片和芽易培养【 。 

由于一个大块茎可以得到几千个离体组织块，建立 

的无性繁殖可避免个体间的基因型差异，以选块茎 

外植体为佳。本试验即使是采用相同的外植体，但 

由于外植体取材的部位不同，以致诱导培养的效果 

也都不尽一致，块茎中部组织愈伤诱导率能明显高 

于表层组织的，块茎中部组织为块茎愈伤诱导的最 

佳外植体。这是由于母本植株或外植体的生理状 

况、营养和环境条件以及特殊成份的差异所致。 

3．2 培养环境因素中光与温度的影响 

培养环境中主要的影响因素为光与温度。从本 

试验的结果表明，在愈伤诱导、芽分化和生根过程 

中，对光的要求都不一样；在室内弱光下能产生出最 

高的诱导率，随着光强增加可提高芽的分化率和生 

根率。魔芋的愈伤组织诱导率对温度的反应较为敏 

感。较低的温度(20 oc)有利于块茎愈伤诱导。 

3．3 植物激素及其组合对两步培养的影响 

植物激素是培养基中的关键物质，对组织培养 

起关键作用。在培养基各成分中，：}亡以植物激素所 

产生的影响显著，但植物激素只有配合使用适当，才 

能诱导愈伤组织、丛生苗的形成等合乎理想的变 

化[25j。花魔芋的块茎和试管苗的叶柄对含 6一BA和 

NAA培养基的反应较好。本试验第一步培养设计 

了 12种培养基 ，第二步培养设计 『．14种培养基。 

在魔芋器官发生过程中，细胞分裂素以6一BA作用显 

著，在 0．5～2．0 mg／L范围均有利于块茎愈伤组织 

的诱导，以 1．5 mg／L处理效果最好；但还需要生长 

素 N从 协调作用，以0．1、0．15 mg／L作用效果最显 

著。培养基 MI 1(MS+6一BA 1．5 mg／L+NAA 0．15 

m#L)上的块茎愈伤诱导率高于 M1l ]、M2[ 、 

M3 卜 j培养基上的，培养基 MI1块：茎愈伤诱导率比 

对照 M1提高 54．2％～75．56％，：匕对照 M2提高 

16．67％，比对照 M3提高0～73％。培养基 M9(MS 

+6 BA 1．0 mg／L+NAA 0．1 mg／L)上愈伤组织芽分 

化率高于 M1 E · 、M2E 、M8E ]培养基上的，培养基 

M9芽分化率比对照 M1提高 92．74％ ～100％，比 

对照 M2提高 100％，比对照 M8提高 6．2％；且 M9 

培养基上的芽分化率为 100％也高于张兴国等 ]报 

道的结果，提高了 10％～44．9％。 

3．4 组织培养与材料褐变 

魔芋在离体组织培养中，组织会出现褐化，是多 

酚类化合物材料常有的现象，产生的致死性褐化物， 

造成培养失败，为防止褐变和有害物质的积累，常在 

培养基中添加 0．1％Vc和 0．1％PVP，对防褐化有 
一

定作用 ，王敬驹等研究表明，活性炭 AC的防褐 

效果优于 Vc和半胱氨酸，吸附有害物，并在植物组 

织培养的许多方面都有积极作用，能防止褐变的有 

害物质的积累，降低其不利影响。同时，遮光培养也 

可降低褐变程度。 
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