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黄花蒿组培快繁与种质离体保存的研究 

唐凤鸾， 韦记青，蒋运生，蒋水元，黄宁珍 ，韦 霄 
(广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所，广西 桂林 541006) 

摘要：以带侧芽的黄花蒿 rtemisia annua L．)茎段为外植体，以MS为基本培养基，进行组织培养和种质保存研究。 

结果表明，培养基 MS+6-BA 1．0 mg L +IBA 0．1 mg L 、MS+6-BA 0．5 mg L。+IBA 0．1 mg L 和 MS+NAA 

0．1 mg L。+IBA 0
．5 mg L。可分别用于黄花蒿的芽诱导、增殖和生根培养，培养20 d的增殖倍数为 5．5倍，生根率 

98．3％。培养基 MS+CCC 1．0 mg L～、MS+CCC 2．0 mg L～、MS+PPⅢ4．0 mg L 可用作离体保存，连续保存 200 d 

的存活率分别达72．3％、77．0％、69．2％。活力检测表明，黄花蒿种质经保存后的增殖、生根能力没有下降。因此， 

可通过诱导腋芽增殖建立黄花蒿快繁体系，及在培养基中添加 CCC或 PP 能使材料长期保存。 
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Rapid Propagation and Germplasm Conservation 

in vitro of Artemisia annua L． 
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HUANG Ning-zhen ， W EI Xiao 

(Guangxi Institute ofBotany，Guangxi Zhuangzu Autonomous Region and the Chinese Academy ofScience,Guilin 541006，China) 

Abstract：The rapid propagation and germplasm conservation in vitro ofArtemisia annua L．were studied using 

stem with ax~lary buds as explants cultured on Murashoga and Skoog(MS)basal medium．The buds could be 

induced successfully on M S medium supplemented with of 1．0 mg L’ 6-BA an d 0．1 mg L—IBA．The suitable 

medium  for bud multiplication Was M S medium supplemented with 0．5 mg L-16一BA and 0
． 1 mg L。。IBA．The 

buds coulde be proliferated by 55 times cultured for 20 days．The rooting medium  was M S medium  with 0．1 mg L。 

NAA and 05 mg L～IBA，accounting for 98_3％ of rooting．The M S medium supplemented  with CCC or PP333 

were found to be suitable for gerrnplasm conservation／n vitro．After preserved on M S+ CCC 1．0 mg L～．M S+ 

CCC 2．0 mg L an d M S+ PP3334．0 mg L～for 200 days，the survival rate of germplasm get to 72_3％ ，77．0％ and 

69-2％ ，respectively，and the ability of propagating and rooting of the plantlets was not decreased．All these 

results indicated that the rapid propagation system of A．t：~n／．／t2 had been established by inducted axillary buds， 

and the gerrnplasm could be conserved for a long tim e on M S med ium  supplement with CCC or PP333． 

Key words：A rtemisia annua L．；Tissues culture；Rapid propagation；Germplasm；／n vitro conservation 

黄花蒿 rtemisia annua L．)别名青蒿，为菊科 

蒿属 1 a生草本植物。其性寒味苦，为传统清热解 

毒药物，因含有青蒿素(Artemisini)而在药用植物中 

占有重要地位。青蒿素是一种新型倍半萜内酯，是 

继氯喹、乙氨嘧啶、伯喹和磺胺后最佳的抗疟特效 

药，它具起效快、效果好、毒性低等特性 ，对脑型 
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疟疾和抗氯喹恶性疟疾患者疗效尤为显著[3】，被世 

界卫生组织称为“世界上唯一有效的疟疾治疗药 

物”。 

利用现有技术人工合成青蒿素工艺繁杂，产量 

低且毒性大 。因而，目前主要还是采用植物提取 

青蒿素，但原植物中含量普遍较低，一般品系为 

0．01％～0．5％，而优良的单株系含量可达 1．2％ ～ 

1．5％ ]。黄花蒿主要利用种子进行繁殖，但种子 

繁殖可使青蒿素的含量下降 ，在组织培养中通过 

调节培养基和培养条件即可有效地解决这一问题。 

对黄花蒿 的愈伤组织培养[8]、不定芽及发根培 

养 已进行了探索，然而对诱导黄花蒿腋芽进行 

繁殖的报道很少，对种质离体保存研究则未见报 

道。 

因此，本研究通过诱导黄花蒿带芽的嫩枝直接 

形成小植株，进行种苗克隆化快速繁育，以在短时 

间内繁育出优良品种种苗，并探索黄花蒿种质在常 

温下长期离体保存的适宜培养基，为快速繁殖黄花 

蒿优良种苗和优良种质资源长期保存提供技术支 

持。 

1材料和方法 

1．1实验材料 

黄花蒿 rtemisia goTtTlga L．)种子为广西植物研 

究所选育出的 93004品系的种子。将种子播于塑 

料大棚中，当植株长到 30～50 cm时，取其带侧芽 

的嫩茎段为外植体。 

1．2黄花蒿无菌材料的获得 

取黄花蒿植株的嫩茎段用 自来水冲洗干净后， 

在超净工作台放人 75％酒精 中浸泡 30 S，转入 

0．1％ HgCl：溶液中消毒 6 rain，无菌水冲洗 5遍，将 

材料切成 1 cm左右的带侧芽小段，接人 MS培养 

基中培养，以获取无菌材料。 

1．3培养基及培养条件 

芽的分化、增殖诱导及试管苗的生根诱导均以 

Ms为基本培养基，添加不同浓度的植物生长调节 

剂6-BA、IBA、NAA，并附加蔗糖 30 g L。。；种质离 

体保存培养基为 MS添加不同浓度的 CCC(氯化 

氯胆碱 Chlorocholine chlorid，俗称矮壮素 )、PP 

(氯丁唑Paclobutrazol，俗称多效唑)和蔗糖20 g L～。 

此外，所有培养基均添加 0．5％的琼脂，pH值 5．8。 

将配制好的培养基分装于 200 ml的玻璃瓶 

中，每瓶50 ml，在 121℃下灭菌20 min。材料接种 

后均在温度 25±3℃，湿度 70％，日光灯连续光照 

12 h d～，光强 22．5～25．0 I．zmol m s。的条件下培 

养。 

1．4接种及统计 

种质保存试验各处理接种 15瓶，其它各试验 

每处理为 10瓶。每瓶接种 5个材料，设 3次重复。 

继代增殖和生根试验分别在培养20、25 d时进行 

观测统计，种质保存试验为每隔 30 d统计一次。 

使用 SPSS统计软件进行数据的分析。 

2结果和分析 

2．1快繁体系的建立 

2．1．1芽的分化诱导 

将在 M S培养基上培养的黄花蒿无菌材料，接 

种于培养基 Ms+6-BA 1．0 mgL。+IBA 0．1 mgL 

中进行初代培养。培养20～25 d后形成 3～5 cm 

高的丛生芽丛。 

2．1．2芽的增殖诱导 

将初代培养所得的黄花蒿丛芽切成长 1 cm左 

右带一个芽的节段，接种于添加 0．5～1．5 mg L。 

6-BA和 0～0．4 mg L。IBA的 MS培养基中，培养 

20 d时的观测结果见表 1。各培养基均能促进黄花 

蒿芽增殖，增殖速度与 6-BA的浓度有关，6-BA浓 

度为0．5～1．0 mg L。时比1．5 mg L。的增殖快，此外 

添加 IBA也能提高芽的增殖系数，但效果不显著。 

增殖系数最高可达 5．54。6-BA还能影响黄花蒿芽 

的生长质量，低浓度的6-BA能显著提高芽的高度 

和粗壮度，以0．5 mg L 6-BA最佳。从表 1还可看 

出，0．5 mg L～6一BA与0．1～0．4 mg L IBA联合使用 

能有效促进黄花蒿增殖和提高芽的质量，但在实际 

应用中，为了降低培养过程中可能出现的异常和突 

变，培养基中的生长调节剂浓度应尽可能地低，因 

此认为 6-BA 0．5 mg L 与IBA 0．1 mg L。的搭配为 

最佳。 

2．1．3试管苗的生根 

黄花蒿 斌管苗较易生根，在 附加不 同浓度 

NAA、IBA的MS培养基上均可长根。从表 2可 

知，在只加 NAA的培养基上，植株生根的数量较 

少，且较细，叶缘向下弯曲。IBA处理的植株生根 

率、根数、根长及粗壮度都比NAA处理的好，并且 

叶片平展浓绿，而 NAA和 IBA联合使用的效果更 

明显，在含NAA 0．1 mg L +IBA 0．5 mg L 培养基 
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上 的 生 根 率 达 9 8 ． 3 ％ ， 且 根 多 而 壮 ， 有 利 于 试 管苗

的移栽 (图 1 A ) 。 可 见 黄 花 蒿 的 生 根 培 养 以 M S +

N A A 0 ． 1 m g L
。

+ I B A 0 ． 5 m g L
。

为 较 理 想 的 培

养基 。

表 1 6 - B A
、

I B A 对 黄 花蓠芽增 殖 的影响

T a b l e 1 E ff e c t s o f 6 - B A a n d IB A o n b u d p r o l i f e r a t io n o f A r t e m is i a d H” “口

同列 数据后 不 同字母 表 示 差 异 显 著(JD < 5 ％ ) 。 D a t a f o l lo w e d b y d i ff e r e n t le t t e r s w it h in s a m e

c o lu m n a r e s i g n i fi c a n t ly d i ff e r e n t a t 5 ％ l e v e l ．

表 2 N A A
、

I B A 对黄 花蒿试 管苗 生 根 的影 响

T ab le 2 E ff e c t s o f N A A an d I B A o n r o o t in g o f A r t e m is i a 饿 托甜矗

A B C

图 1 黄 花 蒿生 根培养 和 种质 离体保存培养的生 长情况

F i g ． 1 R o o t in g an d g e r m p l a s m c o n s e r v a t io n in v i t r o o f A r t e m ／s ／a a PI ／
,

t ／／a L ．

A ． 生 根 培养 R o o t in g ；B ． M S 1
-

~ 6 0 d C o n s e r v a t io n i n v i t r o f o r 6 0 d a y s o n M S ；C ． 在 M S + C C C

2 ．0 m g L
‘ ’

上 保 存 2 0 0 d ． C o n s e r v a t i o n i n v i t r o f o r 2 0 0 da y s o n M S s u p p le m en t ed w it h 2 ．0 m g L
一 ’

C C C

?
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2．14试管苗的移栽 

将已生根的完整小植株试管苗，在室内打开瓶 

盖炼苗2～3 d，洗净根部的培养基后，以火烧土为 

移栽基质，于塑料大棚中移入营养杯中。4～5 d 

后，每天向叶面喷洒少量的水，30 d后成活率达 

100％ 

表3 CCC、PPⅢ对黄花蒿种质离体保存的影响 

Table 3 Effects of CCC and PP333 on conservation of 

ArtemisiatTwlnua in vt tro 

浓度 

Concentrations(mg L。 ) 

培养时间 存活率 

Culture days Survival rate(％) 

2．2离体保存 

2．2．1植物生长延缓剂的影响 

经延缓剂处理的材料比未处理的生长速度明 

显减慢，在未加延缓剂的 MS培养基上，材料生长 

快，节间长，植株高，茎上部很快在瓶内卷曲成团， 

60 d后植株老化变黄逐渐枯死(图 2B)，到 90 d时 

已无植株存活。而经延缓剂处理的植株较矮，节间 

短，茎增粗，叶色浓绿。可见延缓剂可降低黄花蒿 

试管苗的生长速度，从而减少营养消耗，延长保存 

时间。从 表 3可看 出，培 养基 中 CCC浓度 ≥ 

1-0 mgL。时，植株生长缓慢，而小于 1．0 mg L。时， 

植株生长速度加快，节间增长，茎变细，侧芽及根增 

多，但后期 成活 率降低。当 CCC 浓度 为 1．0、 

2．0 mg L。时，保存 200 d的成活率仍可达 70％以 

上，且苗生长较好(图 3C)。当培养基中 PPⅢ浓度 

为0．1～1．0 mg L。时，植株生长较快，茎细、根多，营 

养消耗快，以至叶片发黄，植株衰老较快，存活率较 

低。当PP， ，浓度为 4．0 mg L 时，植株生长缓慢，培 

养200 dff9植株高度仅有5．0 cnq左右，成活率为692％。 

2．2．2保存种质的活力检测 

保存200 d后，对部分黄花蒿种质进行增殖、 

生根能力检测。结果表明：经保存后的黄花蒿种质 

由保存培养基转接到增殖培养基上，经 8～10 d培 

养，材料开始萌芽，20 d时芽的平均高度仅有 

4．0 cm左右，增殖率为 3．5倍。再将增殖所获得的 

芽进行第二次继代培养，培养 20 d后芽高平均达 

4．8 cm，增殖率达 5．5倍。第二代即达到了没有经 

过保存培养材料继代增殖的效果，恢复了原有的繁 

殖能力。材料 回接到生根培养基后，生根率达 

96．8％，与未经保存材料的生根率相近。可见，当 

植物生长延缓剂 CCC≤2-0 mg L～、PP33]≤4．0 mg L。 

对离体保存黄花蒿材料的生长影响不大，在恢复培 

养两代后即可消除，因此，CCC、PP 能用于黄花蒿 

的离体种质的长期保存。 

3结论和讨论 

通过对黄花蒿试管苗的继代增殖、生根培养， 

获得了黄花蒿优良株系试管快繁技术。在试管苗 

繁殖中，应用单节培养的方法可以较大幅度地提高 

黄花蒿的繁殖速度，真正达到大量克隆化生产的目 

的，同时可减小黄花蒿试管苗在扩大繁殖过程中发 

生变异，从而保持各株系的遗传稳定性。黄花蒿芽 

增殖培养以6-BA浓度为0．5～1．0 mg L。时的增殖 

速度快，并有利于株高和茎粗生长，这与罗桂芬 

等【l 报道 6-BA浓度为O．5～1．0 mg 时，黄花蒿 

芽苗长势正常，整体效应好的结果一致；当浓度为 

1．5 mg L 时，繁殖速度下降，芽变细变矮(表 1)，这 

与寻 晓红口 报 道 黄 花蒿 的腋芽 茎 段 增殖 以 

2．0 mg L～6一BA效果最佳的结果差异较大。黄花 

蒿试管苗较易生根，在附加不同浓度 NAA、IBA的 

MS培养基上均可生根，且 IBA的效果比NAA好 

(表 2)，这与罗桂芬的试验结果相同 。在本研究 

建立的组织培养克隆技术条件下：黄花蒿试管苗增 

殖培养基以MS+BA 0．5 mg L +IBA 0．1 mg L 最 

好，每 20 d芽增殖 5．5倍，且能显著改善试管苗的 

品质，培 养 基 MS+NAA 0．1 mg L +IBA 

0．5 mg L。可明显提高生根率(98．3％)，改善根的质 

量和苗的性状，提高移栽成活率，可在今后生产上 

有效地应 用。培 养基 中添加 植物生长 延缓剂 

CCC、PP 可有效地延长黄花蒿种质的离体保存时 

间，当 CCC浓度为 1．0、2．0 mg L 和 PP 浓度为 

4．0 mg L 时，保存效果好，保存200 d材料的成活率 

分别达 72．3％、77．0％、69．2％。活力检测表明保存 

后的种质的增殖、生根能力没有下降，对黄花蒿种 

质的影响不大，在恢复培养第二代即可消除。保存 

过程中，随着保存时间的增加，培养基中营养成分 
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逐渐消耗，种质活力丧失，部分种质在保存过程中 

逐渐死亡。John认为种质离体培养保存过程中，当 

保存率下降到25％时，应转接至增殖培养基，进行 

增殖培养以恢复种质数量 。在本实验中，添加植 

物生长延缓剂 CCC和 PP瑚，保存 200 d后存活率 

均高于25％，尤其是 CCC为 1．0、2．0 mg L～、PP333 

为4．0 mg L 时，保存时间还可延长。 
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