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[摘要】 目的：筛选黄花蒿组织培养的配方，以寻求黄花蒿生长的最佳 自然条件。方法：在 MS基本培养基中添加不同激素， 

制备不同培养配方，筛选黄花蒿愈伤组织诱导与分化的最适培养基配方。结果与结论：诱导黄花蒿愈伤组织形成的最佳培 

养基配方为 MS+6-苄氨基嘌呤(6-BA)(2．0 mg／L)+激动素(KT)(2．0 mg／L)；诱导黄花蒿愈伤组织分化的最佳培养基配方 

为MS+6-BA(1．0 mg／L)+吲哚乙酸(IAA)(1．0 mg／L)。叶片诱导愈伤组织出愈时间最慢，出愈率较低，但其愈伤组织为胚性 

愈伤 组织，后期愈伤组 织的分 化率、出苗率都很 高，且不 易产生褐 变；带腋芽 的茎段诱 导愈伤组 织形 成最快 ，但 分化率不及 

叶片愈伤组织，易褐变，适于快速转入生根培养基中直接用于快繁；花序基本不形成肉眼可见愈伤组织，直接形成幼苗。 
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[Abstract】 Objective：To screen the formula of Artemisia Qnltll~tissue culture for the seeking of the best nature condi— 

tion for A．n，lnL growing． Methods： Adopt the MS basic culture medium with different horm one to screen the optimized 

culture medium formula for the induction and differentiation of callus．Results& Conclusion：MS+6-BA(2．0 mg／L)+KT 

(2．0 ms,'L)and MS+6一BA(1．0 mg／L)+IAA(1．0 mg／L)were the optimized culture medium formula for the induction and 

differentiation of callus，respectively．With the leaf blade inducing to form  callus，it recovered slowest and the induction 

rate was slowly．But its callus was embryogenic callus，and later period it showed high rate of differentiation and seedlings 

emergence，and also was not easy to have brown．While the stem sections with axillaries bud form  callus were exactly on 

the contrary，and they were suitable to take into the culture medium for taking root fast，directly to use for rapid propa— 

gation．The rachis didn't form  the callus that naked eye obviously and directly product seedling． 

[Key words】 Artemisia anruta；tissue culture；callus；differentiation；explant；culture medium；medical plant 

黄花蒿(Artemisia Qnlul~ L．)中含有多种挥发性和非挥发性 

药用成分 。挥发性成分主要为挥 发油 ；非挥发性成分主要有青蒿 

素，青蒿甲素、乙素、丙素，青蒿酸，香豆素，黄酮，豆甾醇，谷甾醇 

等。青蒿 素是具有过氧基团的新型倍 半萜 内酯 ，与 以往的抗疟药 

物不同，其结构中无 N原子，分子式为 C。5H 。 

中国药典 中记载的中药青蒿为菊科植物青蒿 (A．apiacea L．) 

和黄花蒿 ，具有清热截疟、驱风止痒的功效，用于伤暑 、疟疾、潮 

热、小儿惊风、热泻、恶疮疥癣等。青蒿素是从中药黄花蒿中分离 

出的抗疟有效单体，是与已知抗疟药完全不同的新型化合物[2-3]， 

被世界卫生组织称为“世界上惟一有效的疟疾治疗药物”H。它不 

仅是继氯喹、乙氨嘧啶、伯喹和磺胺后最佳的抗疟特效药，并且 

是所用抗疟药中起效最快、效果最好、毒性最低的 。传统中药 

多使用的是青蒿。目前，药用青蒿素主要来自青蒿植物提取物， 

其主要成分为青蒿素及其衍生物。制药行业中的青蒿原料主要 

来自田间栽培，无论是人工栽培还是天然青蒿中，青蒿素含量普 

遍偏低且非常不稳定，约为 0．1％～2％，采集时因受地理环境 、采 

集时期、采集部位 、气温和施肥水平等因素的影响，品质难以恒 

定 ，这为青蒿的加工增大了难度。为了探求青蒿素合成的稳定条 

件 ，已有多项对青蒿进行组织培养研究的报道『l2_ 81。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

野生黄花蒿的嫩叶、带腋芽茎段及花枝，采摘 自西南大学校 

园 内。 

1．2 不同外植体诱 导愈伤组织形成 

1．2．1 消毒 采取 黄花蒿 嫩叶、带腋 芽茎 段及花枝 ，在 自来水下 
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浸泡洗净 2~3 min，流水冲洗 30 min，用 75％的酒精浸泡 30 s， 

再用 0．1％的升汞处理 10 min，最后用无菌水冲洗 4次 ，用无菌 

纸吸干，备用。 

1．2．2 培养基 以MS为基本培养基，附以不同比例的激素[6一 

苄氨基嘌呤(6-BA)，激动素(KT)，吲哚乙酸(IAA)，2，4一二氯苯 

氧乙酸(2，4-D)]，见表 1。pH6．0~6．5，121℃高温灭菌 20 min。 

1．2．3 接种 在无菌条件下将已消毒的黄花蒿花序轴、花枝 、带 

腋芽茎段及叶片剪成约 0．5～1．0 cm见方的小块，分别接种于含 

不同激素组合的 MS培养基上，每组 6瓶，每瓶接 6～8块，在 24～ 

28℃弱光下培养 14 d，诱导愈伤组织的形成。以不加激素的 MS 

培养基为对 照。 

1．3 愈伤组织诱导芽的分化 

将所得愈伤组织分别转入含有 IAA+6一BA及 IAA+KT的不 ．． 
，’ 让 甲  

同激素组合(表 2)的芽分化培养基上，每 13光照 10 h，分化出 皇百禾 

芽。以不加激素的MS培养基为对照。 

表 1 诱导愈伤组织形成的不同激素的培养基 

表 2 诱导愈伤组织芽分化的培养基 

2．1 黄花蒿愈 伤组织诱 导 

结果表明，在没有外加激素培养的情况下 ，外植体很快就会 

死去。外加激素培养 7 d后，从外植体近轴面基部出现启动迹 

象，形成一些淡绿色的小突起 ，随培养时间的延长，小突起进一 

步膨大，为浅绿色、簇生、形状不规则。培养 14 d后进行统计，见 

表 3和表4。可以看出，当培养基中存在 2，4一D、6一BA或 KT、6一 

BA时，诱导作用明显不同。当6-BA、KT都为 2．0 mg／L时，诱导 

率最高，效果最好。在一定范围内，高浓度的激素促进愈伤组织 

快速分化，但浓度过高时促进作用减弱 ，甚至出现玻璃化褐化现 

象。所以，从试验结果中选择，相对适合黄花蒿愈伤组织诱导的 

培养基为 MS+6一BA(2．0 mg／L)+KT(2．0 mg／L)；随后进行了重 

复稳定性试验，效果很好。 

2．2 黄花 蒿愈伤组织诱导 芽的分化 

试验发现，同时附加不同浓度的6一BA和 IAA时，对芽诱导 

有效 ，结果见 表 5，相对适 合青蒿芽分化诱 导的培养基是 MS+6一 

表3 6一BA和 2。4一D不同浓度组合对黄花蓠愈伤组织诱导效果的影响 

注：外植体块数不包括被污染的 
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BA(1．0 mg／L)+IAA(1．0 mg／L)。 

表 5 I从 和6一BA不同浓度组合对黄花蒿芽分化诱导效果的影响 

3 讨论 

不同学者利用黄花蒿和青蒿的不同外植体进行诱导 ，发现 

黄花青蒿组织培养以花枝及花序轴诱导效果较好[3,91。本研究也得 

出基本相同的结论 ，带腋芽的茎段最宜诱导愈伤组织，花枝较 

次，叶片最差。但是在试验观察中发现，叶片诱导愈伤组织虽然 

很慢，但一旦诱导愈伤组织形成就长势良好 ，且不易出现褐化现 

象，其后期的分化效果也较好；而茎段诱导的愈伤组织茎段膨大 

较快 ，但后期分化较差；花枝则在其原有器官基础上直接生长发 

育，并很快形成组培苗，愈伤组织形成过程不是很明显。导致这 

些现象 的原因有如下几方面。 

3．1 胚性愈伤组 织与非胚性愈伤组织差异 

植物组培诱导经历了去分化、愈伤组织形成和再分化过程， 

在去分化形成愈伤组织时经历了启动期、分裂期和分化期。青蒿 

叶片去分化过程中启动期缓慢，一旦启动后分裂期很好 ，形成的 

愈伤组织致密且组织块大，分化时芽点多；通过镜检观察发现叶 

片诱导形成的愈伤组织属于胚性愈伤组织，细胞大小均匀、致 

密，后期分化是在愈伤组织基础上形成胚状体细胞团再分化形 

成植株的过程Bo-ll】。茎段去分化形成愈伤组织时启动期快，分裂 

形成好 ，茎段膨大迅速 ，茎段内愈伤组织充分 ，但在培养基上形 

成的愈伤组织块并不是很大，在后期分化效果也不是很好，分化 

芽点较少，镜检观察发现其愈伤组织属于非胚性愈伤组织，愈伤 

组织的细胞致密度不如叶片愈伤组织 ，大小均匀度也不够一致， 

愈伤组织块比较松散。试验中把茎段诱导形成的愈伤组织及时 

转入生根培养基 ，生根很快，而未及时转入生根培养的其后期分 

化效果不理想。对花枝诱导基本上看不到愈伤组织，观察到的是 

直接形成的幼苗植株 ，认为其诱导是直接的器官发生，不经历或 

很少经历脱分化阶段就直接发育成为幼苗，可以通过炼苗直接 

形成完整植株，是进行快繁的理想材料。 

3．2 分化差异 

如上所述 ，叶形成的愈伤组织属于胚状体的愈伤组织，分化 

时是在愈伤组织上形成不同器官原基，然后在原基的基础上形 

成根茎叶，分化时先形成芽，最后再形成根。茎段膨大的愈伤组 

织分化时表现为两种类型，一是及时转入生根培养基的茎段愈 

伤组织直接形成根，然后在根的基础上形成叶；二是茎段膨大的 

愈伤组织未及时转入生根培养基而是直接转入分化培养基，芽 

点形成慢 ，后期植株形成也较慢。从器官重新发生角度而言，茎 

段愈伤组织是直接从外植体细胞形成器官原基 ，继而发育成为 

器官，茎段 内愈伤组织一般是直接分化为根，再在根上形成不定 

芽，或者在不同部位形成芽和根 ，再通过维管束连接形成植株， 

在这个过程中由于茎段末端的愈伤组织不够大，形成的芽点原 

基与根原基不够充分，随着培养基成分的耗尽及培养过程中代 

谢物的累积，未能继续生长的反而转向衰亡状态 ，在一些组织块 

上 出现褐变组织。 

3．3 褐 变的影响 

褐变是植物多酚氧化酶的作用结果。叶诱导分化培养其褐 

变较少，但茎段诱导分化培养褐变现象较严重。这个现象与植物 

体内含有大量多酚类化合物有关旧，一般植物材料在切 口处的创 

伤会激活植物组织中的酚类化合物分泌，这些酚类物质一般都 

具有清除自由基、抗氧化的功能，同时也激活了植物组织中的多 

酚氧化酶(PPO)和过氧化物酶(POD)。PPO存在于天然植物的叶 

绿体、线粒体中 ，其天然状态是没有活性的，但将组织匀浆或损 

伤后，酶活性被激活，催化多酚氧化为醌 ，醌聚合并与细胞 内蛋 

白质的氨基酸反应，形成黑色素沉淀，促进细胞死亡。PPO是黑 

色素生物合成过程中的主要限速酶。但它的表达具有时空差异 

和组织特异性，一般在幼龄组织中表达，在成熟组织中不表达。 

POD是一类从植 物 、动物 、微生物 中提取出来 的氧化还原 酶 ，以 

血红素为辅基 ，参与生物体内的生理代谢1221。在生命活动过程中， 

POD主要催化分解生物体内的氧化物或过氧化物 ，氧化分解其 

他毒素123]，通过酶的作用可以部分消除代谢产生的有害物质。在 

组培初期 ，外植体的 PPO含量较低 ，再加之培养基激素的作用， 

能够部分抑制多酚氧化酶的活性 ，而且有害的代谢产物积累少。 

由于 PPO和POD的共同作用不至于让外植体全部褐变死亡，同 

时由于生长激素的作用启动了细胞分裂 ，使外植体恢复正常，随 

着培养的进行，细胞分裂增加，愈伤组织逐渐形成。 

但是在培养过程中，细胞代谢产物逐渐累积，其中包括有害 

物质，这些物质会进一步提高植物组织中 PPO和 POD活性『21】，甚 

至会改变植物体内 POD和 PPO的含量分布，这些改变与培养条 

件及营养成分的改变有关。PPO与 POD分别对细胞培养物褐化 

有促进和抑制作用，所以当PPO占上风时，就容易促进愈伤组织 

的褐变。另外，叶诱导的胚性愈伤组织和茎段诱导的非胚性愈伤 

组织 ，其多酚氧化酶的活性是不 同的。有资料表明124]，POD活性在 

非胚性愈伤组织中是胚性愈伤组织中的 1／3，而 PPO活性则相 

反。对于黄花蒿叶片与茎段诱导而言，我们认为可能叶片诱导的 

愈伤组织的 PPO活性较低。外植体褐变是由于 PPO和酚类物质 

引起的 ，其变化规律取决于 PPO活性和总酚含量的变化规律 ，其 

中酚类物质含量起决定性作用。另外，高温、强光照的培养条件 

会提高 PPO的活性，促进酚类物质的氧化 ，加速褐化。所以，在植 

物组培中，防治褐变是至关重要的一个环节。 

3．4 激素 的影响 

本试验所采用的几组培养基的差异，不外乎是激素的差异。 

IAA是天然生长素，2，4一D是人工合成的生长素，而KT和 6一BA 

都属于细胞分裂素。生长素的主要作用是促进细胞核分裂、细胞 

伸长及扦插不定根的形成，细胞分裂素主要促进细胞的分裂及 

芽的分化。不同激素组合具有协同作用，从而表现出增效作用， 

二者要合理调配才能很好地诱导愈伤组织形成。在进行烟草组 

织培养时发现，细胞分裂素和生长素的相互作用控制愈伤组织 

根、芽的形成。生长素／细胞分裂素的比值较高，诱导愈伤组织形 

成根，较低则诱导形成芽，而适中的比值可以维持愈伤组织不分 
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化圆。本研究结果表明，外加 KT和6一BA的培养基所形成的愈伤 

组织块较优。可能的原因是在外加细胞分裂素的作用下，启动了 

外植体自身激素的合成 ，与外加激素形成合适配比的激素组合 ， 

从而很好地诱导愈伤组织形成。在诱导愈伤组织芽分化过程中 

出现了一定的玻璃化现象，玻璃苗产生的最主要的原因是外加 

激素的比例不合适。在植物组织培养过程中，当细胞分裂素与生 

长素比例过高时，易导致玻璃苗产生嗍。因此，合理调配培养基中 

的激素配比是组织培养成功与否的关键。 

3．5 培养条件的影响 

首先是 pH值，培养过程中 pH值一般为 5．8-6．5，过高或过 

低都不利于黄花蒿愈伤组织的形成。其次是温度 ，大多数植物组 

织培养都在 23—27℃间进行 ，一般采用(25~2)oC，低于 l5℃时植 

物组织生长停止，高于35℃时植物生长不利。黄花蒿组织培养温 

度一般在(25~2)oC下较宜诱导愈伤组织形成p】，我们在培养过程 

中也控制在此温度范围内。另外还有光照，黄花蒿愈伤组织培养 

是在弱光下进行的，而诱导愈伤组织分化则要求在较强光照条 

件下 。由于黄花蒿属严格 的短 日照植 物 ，因此光 照时间不宜过 

长，一般控制在 10 h左右。还有水分的影响，水分太多培养基凝 

固不好 ，且易引起棉塞长霉，造成污染；水分过低，将使培养基干 

硬，不利于外植体接触或插进培养基，导致生长受阻。 

研究结果表明，诱导愈伤组织形成的培养基 以MS+6一BA 

(2．0 mg／L)+KT(2．0 ms／L)为最好，诱导愈伤组织分化的培养基 

以 MS+6一BA(1．0 mg／L)+IAA(1．0 mg／L)为最佳。对黄花蒿的不 

同外植体进行诱导，发现诱导胚性愈伤组织及分化效果最好的 

是叶，用于快繁生根的最好材料是带腋芽的茎段，而花序适于直 

接成苗，但由于采集时间受限，在应用上受到一定的限制。总之， 

本试验通过组培的手段来摸索适合黄花蒿生长的条件，为青蒿 

的进一步研究奠定了基础。 
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