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白术叶片再生植株和丛生芽快繁的研究 
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摘 要：白术是菊科的一种重要药用植物。为满足白术的药用需求，扩大其资源供应．避免传统开荒育 

苗种植模式对生态环境的破坏，为白术的大规模3-厂化育苗及获取药用次生代谢产物提供有效的途 

径和方法，笔者以白术叶片为外植体经愈伤组织再生植株和丛生芽增殖两种方式建立了白术无茵苗 

的快速繁殖技术。分析了不同植物激素种类和浓度对白术叶片再生植株及丛生芽增殖的影响．研究 

了温度和光照条件对 白术叶片愈伤组织褐变的影响。研究结果显示在培养基 MS+6-BA1 

mg／L+NAA0．2 mg／L上白术丛生芽增殖倍数最高，可达 4．45倍：以白术的叶片愈伤组织诱导及再生植 

株的最佳培养基为MS+KT 1mg／L+NAA0．2 mg／L，愈伤组织诱导率可达96．7％；芽分化率为90％。不 

同的细胞分裂素种类与浓度处理差异显著，在白术叶片的愈伤组织诱导中．KT的效果要优于 6-BA． 

但在丛生芽增殖中则表现出高浓度的6．BA要优于KT。白术叶片愈伤组织继代培养中褐变程度与温 

度、光照条件有关，1000 lx光照强度，20+0．5℃的温度条件下继代培养能有效控制褐变。 
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Abstract：A tractylodes macrocephala is an important medicinal herb belonging to the family compositae．In 

order to provide efficient pathway for commercial production of Atractriodes macrocepha!a,obtain medicinal 

secondary metabolite to meet great demand in herbal medicine，and avoid environment destruction induced 

by tradition cuhivation mode of destroying native vegetation，a method for rapid micropropagation of 

Atractylodes macrocephala through plant regeneration by leaf and direct shoot multiplication were 

established in the paper．The effect of different cytokinin and concentration on callUS introduction from leaf 

and direct shoot multiplication and the influence of different light and temperature on subcuhured callus 

browning were investigated．The results showed that the highest rate of direct shoot multiplication f4．55 per 

bud)was formed at MS+6-BA1 mg／L+NAA0．2 mg／L．The optimal substrate for callus introduction and 

plant regeneration from leaf was MS +KT l mg／L+NAA0．2 mg／L where the highest callus introduction 

(96．7％)and proliferation (90％)were obtained．Different cytokinin and variable concentration had 

significant differences．The effect of KT on callus induction and proliferation was superior to 6-BA， 

whereas 6一BA was more efficient than KT at higher concentration of 2mg／L on direct shoot multiplication． 
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Callus browning was related to different treatments of temperature and light，and it was availably controlled 

when cultured under 1 000 lx light intensity and 20~0．5℃ temperature． 

Key words：a tractylodes macrocephala rapid propagation，Callus induction of leave，Regeneration 

白术 tractylodes macrocephda Koidz．)系菊科 

(Compositae)苍术属(,4 tractylodes DC．)植物，为中国传 

统药用植物，具有健脾益气、燥湿利水、止汗安胎等功 

效。近年来的研究表明白术有利尿、抗肿瘤、抗菌消 

炎、抗糖尿病、抗衰老等作用[1-31。由于药用价值高，市 

场需求量大，统计显示其年用量居全国中药材第七 

位。白术的野生资源很少，其市场供应主要来源于人 

工栽培，但是白术栽培中面I临种植周期长，种质混杂， 

病虫害较多，从而降低了白术的产量和品质，影响了 

资源供应。白术性喜凉，适宜于海拔较高的山地生长， 

又忌连作，需不断开荒育苗，因此对天然植被的破坏 

较大，不利于种植地的生态环境保护。利用组织培养 

技术进行白术无菌苗的快速繁殖和工厂化生产，一方 

面能够为白术人工栽培提供优质健康种源，改变品种 

混杂状况和减少病虫害的侵袭，提高白术种植的经济 

效益：另一方面也能够避免对天然植被的破坏，降低 

白术种植中的环境成本。此外，建立白术的高效快繁 

技术，也有利于利用生物工程技术进行白术药用次生 

代谢产物的开发与研究。虽然白术组织培养已有一定 

研究 ，但是均未达到工厂化生产的标准，已有报道 

中仅下胚轴的愈伤组织诱导频率较高，但分化频率并 

不高，且下胚轴取材不如叶片方便，需消耗种子，成本 

较高，不利于白术无菌苗的工厂化生产。对快繁而言 

较适宜的外植体是叶片，但是叶片的愈伤组织诱导和 

分化的研究较少，且已有报道中叶片的愈伤组织诱导 

和分化频率并不高，因此笔者在前人研究的基础上， 

探讨了白术叶片愈伤组织的增殖、分化以及生根情 

况，筛选了白术丛生芽快繁的适宜培养基；分析了不 

同细胞分裂素种类和浓度对白术叶片及丛生芽增殖 

的影响，以及温度和光照对白术叶片愈伤组织增殖的 

影响。以期建立高效的离体快繁技术来获得性状稳定 

的白术苗，为_丁厂化生产提供理论依据，同时。有助于 

抛弃传统的生态破坏型种植方式，保护白术种植区的 

植被和生态环境。 

1材料和方法 

1．1材料来源 

供试材料采自四川省乐山市沙湾区海拔 1600 m 

的白术种植地，2005年 1O月选取白术健壮二年生植 

株的叶片和种子，材料取回后在成都生物所组培室进 

行试验。 

1．2 方 法 

1．2．1叶片的愈伤组织诱导和分化 取幼嫩叶片，用 

75％乙醇溶液漂洗 30 S，加入 10％次氯酸钠溶液浸泡 

消毒 5 rain，无菌水冲洗 3~4次，再置于0．1％氯化汞 

溶液中浸泡消毒 10 min，无菌水冲洗 5次后剪成 

0．3 0．5em大小，叶背面向下接入培养基中，每种培养 

基处理重复5次，共接种30个外植体，观察愈伤组织 

的生长情况，统计愈伤组织诱导率。选取生长良好的 

愈伤组织转入分化培养基中分化不定芽，每种培养基 

处理重复5瓶，共接种20个愈伤组织块，统计愈伤组 

织分化率。 

1．2．2丛生芽增殖 选取粒大、饱满的白术种子用水浸 

泡过夜，2％消洗灵浸泡 lOmin，无菌水冲洗3次后， 

剥去种皮，用75％乙醇溶液漂洗 30 S，加入 10％次氯 

酸钠溶液浸泡消毒5min，无菌水冲洗3~4次，再置于 

0．1％氯化汞溶液中浸泡消毒 15 min，无菌水冲洗4 5 

次。将消毒好的白术种子在已灭菌的滤纸上吸干水 

分，置于未添加植物激素的MS培养基中预培养。 
一 周后，种子在培养基上萌发出幼苗，待苗高 

1~2cm时，在无菌条件下用剪刀或解剖刀切割成带芽 

原基的小块，转入添加了不同激素水平的MS培养基 

中培养，每种培养基处理重复5次，共接种20个外植 

体。30d后统计其增殖情况，观察芽苗生长情况。继续 

切割丛生芽转入新鲜培养基中继代繁殖，选取长势良 

好的丛生芽接入生根培养基中再生植株。所有的接种 

材料均置于温度为25+0．5℃的生物气候室中培养， 

光照时间为 12h／d，光照强度为2000 Ix。 

1．2．3白术叶片愈伤组织继代培养中褐变的控制 白 

术叶片诱导出的愈伤组织继代增殖过程中易褐变，可 

能与材料体内次生代谢物的旺盛分泌有关。因此进行 

了不同光照、温度条件对白术叶片愈伤组织增殖中褐 

变程度的影响研究。将诱导出的直径约为O．5 cm的愈 

伤组织分别置于4种不同的培养条件处理下继代培 

养，处理 1：1000 Ix光照强度，温度为20+0．5℃，处理 

2：2000 b【光照强度。温度为25+0．5℃，处理3：2000 

b【光照强度，温度为30+O．5℃，处理4：将愈伤组织置 

于暗培养，温度为20+O．5℃；每种处理重复5次，共接 

种3O个外植体。统计愈伤组织增殖与褐变情况。 

l3 移栽方法 

待白术苗长有健壮发育良好的新根，出苗高 
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3--4cm时，揭开封u膜，在光下炼苗 2～3 d，取出，洗净 差分析。 

试管苗基部的琼脂，栽培于含珍珠岩和蛭石 (1：1比 2结果与分析 

例)的小钵中，浇透水，薄膜覆盖保湿，温度控制在 2．1不同激素组合对白术叶片愈伤组织和分化率、生 

22~26℃，1周后揭去漳膜，每隔 7 d左右喷 1次营养 根的影响 

液。 如表 1和图 1所示，白术的叶片除了在不添加任 

1．4数据分析 何激素的 MS和 MS+KTl+2、4D的培养基上不出愈 

所有数据用 SPSS(10．O)统计软件进行单因素方 外，在其余培养基上均有不同程度的愈伤组织生长。 

表 1不同激素组合对叶片愈伤组织诱导和分化的影响 

垫薹基绳呈 堑菱墨 蕉 堑 些蜜墼 当垒窒 查垡 堡墼 塾 壅 
1 MS 30 0 0E 20 O 0D 

2 KT0．1+NAA0．2 30 8 0．267D 20 8 0．4BC 

3 KT0．5+NAA0．2 30 22 0．733B 20 1 5 0
．75AB 

4 KT1+NAA0．2 30 29 0，967A 20 18 0
，9A 

5 KT2+NAA0．2 30 15 0．5C 20 13 0
．65B 

6 6-BA0．I+NAA02 30 2 0．067E 20 4 02C 

7 6-BA0，5+NAA0．2 30 10 0．333CD 20 9 0．45BC 

8 6-BAI+NAA0．2 30 12 0．467CD 20 16 0
．8A 

9 6-BA2+NAA0．2 30 1 3 0．433CD 20 5 0 25C 

10 6-BAI+KT0．I+NAA0．2 30 26 0．867AB 20 7 0 35BC 

11 6-BAI+KT0．1+NAA1 30 27 0．9AB 20 J 3 0．65B 

12 KT1+2、4D2 30 0 0E 20 0 0D 

注：表中不同的字母表示处理问显著性荠异，通过 LSD检验获得。 
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培养基编号 

1 2 

细胞分裂素浓度 

图 l培养基对白术叶片愈伤组织诱导和分化率的影响 图2不同浓度的KT与 6-BA对白术叶片愈伤组织诱导和分化率的影响 

生成的多为浅黄色、致密或半致密、表面呈颗粒状的 

愈伤组织块(见图3)，但在MS+6．BAI+KT0．I+NAA1 

上生成黄白色，半透叫，质地疏松的愈伤组织块，增殖 

速度快。不同激素组合对叶片愈伤组织诱导率差异显 

著 (p<0．05)。MS+KTl+NAA0．2、MS+6-BA1+KTO． 

I+NAA0．2和 MS+6．13A1+KT0．1 、『AA1与其它处理 

相比能显著促进叶片的出愈，但三者问的诱导效果差 

异不显著，因此它们都可以作为叶片愈伤组织诱导的 

适宜培养基，在实际工厂化培养中可核算用量和成本 

选取。在MS+KT1+NAA0．2培养基上，愈伤组织诱导 

和分化率最高，增殖速度较快，约 50 d左右分化不定 

芽 (见图4)，且不需转入生根培养基即可生根成苗 

(见图5)。如表 l和图2所示，不同浓度的细胞分裂 

素 KT和BA对白术愈伤组织的两导和分化存在差 

异，当NAA浓度为O．2 mg／L时，低浓度的细胞分裂 

素表现出较低的诱导率和分化率，在0．1～1．0 mg／L范 

同内随着KT和 6-BA浓度的上升，诱导率和分化率 

上升，两者均表现出浓度为 l mg／L时诱导率与分化 

率要高于其它浓度，高浓度(2 mg／L)时则表现出下降 

趋势。方差分析显示，KT的叶片愈伤组织诱导率与分 

化 率要显著 高于 6-BA (p<O．05)，KT浓度范围在 

0．1一一2．0 mg／L问的诱导效果经检验有显著差异，但分 

化效果无明显差异。 

2．2不同激素组合对白术丛生芽快繁的影响 

如表 2所示，MS+6．BAI+NAA0．2培养基能显著 

促进芽的增殖(p<O．05)，增殖倍数最高，达到4．5倍。 

在 培 养 基 Ms十l 1十NAAO．2和 MS+6．BAI+KT0． 

1+NAAO．2上的增殖倍数也较高，分别为 3．75和 3．5 
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倍，但两者间的增殖效果经方差检验无明显差异。细 

胞分裂素 KT和 6-BA的增殖效果差异显著。当NAA 

为0．2 mg／L，低浓度(O．5～1 mg／L)的6-BA和 KT间的 

增殖效果没有显著差异，但是在高浓度 (2 mg／L)时 

6-BA的效果要显著高于KT(p<O．05)。将丛生芽转入 

生根培养基中即生成较多的根。也有一部分丛生芽在 

继代培养基中能直接生根成苗。 

表2不同激素组合对白术丛生芽增殖的影响 

培养基 接种芽数 出芽总数 芽增殖倍数 
MS 2O 2l E 1．05E 

K ．5+NAA0．2 20 49CD 2．45CD 

KTI+NAA0．2 20 75B 3．75B 

K-I2+NAAO．2 2O 39D 1．85D 

6．BA0．5+NAA0．2 20 53C 2．65C 

6．BA1+NAAO．2 2O 89A 4．45A 

6．BA2+NAA0．2 20 66C 3．3C 

6．BA1+KTO．1+NAAO．2 2O 7OB 3．5OB 

注：表中不同的字母表示处理间显著性差异，通过 LSD检验获得 

2．3白术叶片愈伤组织增殖中褐变的控制 

4种处理方式对愈伤组织的增殖速率(以愈伤组 

织直径表示)、褐变的愈伤组织数及褐变时间的影响 

差异显著(p<O．05)，处理2和处理3显示在光照一致 

(2000 Ix)的条件下，愈伤组织在25℃培养时要较 

30"C明显降低愈伤组织的褐化率，可见温度升高不利 

于愈伤组织的生长。与处理2、3比较，处理 1和4显 

著降低了褐变的愈伤组织数(p<O．05)，出现褐变时间 

较晚。而处理 1和4在温度一致(20℃)的条件下，处 

理4显著降低了愈伤组织的生长速度(p<O．01)，说明 

适宜的光照对愈伤组织的生长是必需，暗培养虽然显 

著降低愈伤组织的褐变数(p<O．05)，但对愈伤组织的 

生长不适宜。因此可认为处理1对白术叶片愈伤组织 

增殖的褐变控制效果最好，白术叶片在较强的光照 

(2000 Ix)和较高温度(25℃)条件下诱导出愈伤组织 

后，增殖继代培养时可适当降低光强和温度，以利于 

愈伤组织的增殖和生长，提高分化成苗的基数。 

2．4移栽 

白术无菌苗的根系只要发育良好，移栽成活率较 

高，在生根培养基 1／2MS+NAA0．1和 1／4MS+NAA0．2 

上均能达到 9O％以上。 

3讨论 

实验显示不同的培养基组成对叶片愈伤组织诱导 

表 3不同温度与光照处理对叶片愈伤组织增殖及褐化的影响 

注：表中愈伤组织直径以30d为期统计所得的平均值±SD(n=5)，不同的字母表示处理间显著性差异，通过LSD检验获得。 

图 3叶片诱导的愈伤组织 图4愈伤组织分化出不定芽 图 5叶片再生檀株 

和分化率、丛生芽增殖的影响差异显著，对叶片愈伤组 

织诱导和分化适宜的培养基为Ms̈  1+NAAO．2，在 

培养基MS+6一BA1 mg／L上丛生芽增殖倍数最高。不 

同的细胞分裂素种类与浓度处理间差异显著，在白术 

叶片的愈伤组织诱导中，KT的效果要优于6-BA，但 

在丛生芽增殖中则表现出BA要优于KT。这说明在 

白术中，BA的芽分化效果更明显，而KT则更容易诱 

导愈伤组织的生长。不同的激素组合导致的诱导率和 

分化率的差异除了与不同激素本身的作用强度有关 

外，可能与植物内源激素的种类与数量有关。 

白术叶片诱导的愈伤组织在继代培养时较易褐 

变，可能是叶片中多酚氧化酶(PPO)活性较高或是作 

为酶底物的次生代谢产物如酚类物质分泌过多所致， 

PPO氧化酚类物质成红褐色的醌类物质，影响植物材 

料的正常生长，严重时导致植物材料的死亡【 。有研 

究认为温度过高、光照过强都会加重褐变【9】。实验结 

果也显示白术叶片愈伤组织继代培养中褐变程度与 

温度、光照条件有关。在暗培养条件下，虽然褐变程度 

较轻，但不利于愈伤组织的快速增殖，光照条件以弱 

光为好；培养温度以2O℃左右为宜，温度过高会加重 
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褐变发生，这与李焕秀等人的研究结果一致，李焕秀 

等用 6种 同的撷处理来研究其对苍溪梨外植体褐 

变和成活的影响，结果发现低温处理对降低褐变有一 

定作用[91。 

以叶片为外植体诱导愈伤组织速度快、特别是在 

MS+6一BA1+KT0．1+N从 l培养基上获取的愈伤组织 

疏松，增殖稳定且迅速，能够作为植物细胞悬浮培养 

和获取药用次生代谢产物的材料。 

实验通过丛生芽增魑和叶片愈伤组织诱导和再 

生植株建 了门术兀菌阿的快速繁殖体系，对白术实 

现_ll 化育苗及药用次生代谢产物研究提供了实验 

依据，同时也有利于避免传统栽培模式刘 天然植被和 

生态环境的破坏。 
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