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摘 要:目前中药莪术的组织培养研究涉及外植体处理、愈伤组织诱导、不定芽诱导、丛生芽增殖、试管

苗生根及炼苗移栽等不同阶段,但对外植体自身激素、组培过程激素积累、组培前后成分变化以及组培

苗易玻璃化等问题尚无研究明确解释。对莪术的组织培养研究进行归纳和综述,以期为中药莪术的快

速繁殖提供一定参考。
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  莪术为姜科姜黄属植物蓬莪术Curcuma
 

phaeocaulis
 

Valeton、广西莪术Curcuma
 

Kwangsiensis
 

S.G.Leeet
 

C.F.
Liang或温郁金Curcuma

 

wenyujin
 

Y.H.Chen
 

et
 

C.Ling
的干燥根茎,主要分布于我国四川、浙江、广西、广东、云南

等地。莪术主要以根茎入药,味辛、苦,性温,归肝、脾经,具
有破血行气、消积止痛、活血化瘀等作用。除此之外,莪术

主要成分莪术油在抗肿瘤、抗血栓方面疗效显著,且具有抗

早孕、抗菌、保肝、抗银屑病等作用[1-3]。但是中药莪术主要

以根茎进行繁殖,耗时长,而组织培养可大大缩短繁殖时

间,使植物离体快速繁殖,扩大繁殖量,且耗材少。组织培

养是生物技术的重要组成部分,其应用越来越广泛,因此研

究学者开展了对莪术的组织培养研究。目前,国内学者对

中药莪术进行组织培养所用的材料一般为蓬莪术、广西莪

术以及温郁金,也有一部分学者对印尼莪术、南岭莪术进行

了组织培养研究。但不同的莪术品种在组织培养不同阶段

培养基的组成存在差异,培养效果也有一定的差异。目前

国外研究学者对中药莪术的组织培养研究较少,主要集中

于对姜科姜黄属植物姜黄Curcuma
 

longa
 

L.的组织培养研

究[4-7]。本研究对中药莪术组织培养的外植体处理、愈伤组

织诱导、不定芽诱导、丛生芽增殖、试管苗生根及炼苗移栽

等不同阶段研究进行总结和归纳,以期能够建立莪术组织

培养的最佳培养方式,为莪术的快速繁殖提供一定参考。

1 外植体材料来源、预处理及表面灭菌
  

对莪术进行组织培养,首先要有适宜的外植体。大量

文献显示[8-21],最常用的外植体材料主要有2种:一种是莪

术根茎上萌动的芽,一种是莪术根茎上芽的芽尖。除此之

外,还有一些其他来源,如花瓣、花萼片、叶片、茎以及块茎

等。
  

对莪术根茎上萌动的芽进行预处理时,笔者认为,多数

是先将根茎上1~5cm的芽切下,用清水洗去萌动芽带的泥

土,再用中性肥皂水、洗衣粉溶液或0.1%高锰酸钾溶液浸

泡5~15min,最后用流动的清水冲直至干净。王晓慧等[11]

则是先用清水清洗萌动芽2h,再用无菌水清洗4次。
  

对莪术根茎上芽的芽尖进行预处理时,汪洪等[15-16]首

先将莪术根茎上的须根和泥土清理干净,置于4℃冰箱2周

后拿出,埋在50%多菌灵800倍液处理过的细沙苗圃中,并
放在室温和高温下促进芽的萌发,待芽长至约10cm时,切
取1~2cm 茎尖。吕德任等[17]则是先从根茎上切下5~
10cm芽,用清水冲洗,待剥离叶鞘后,再切取2cm芽尖于洗

洁精中浸泡10min,最后用清水冲干净。
  

对外植体表面灭菌时,笔者认为,多数是采用乙醇和氯

化汞共同灭菌的方法。首先用75%乙醇浸泡,浸泡时间依

据具体的外植体而定,倒去乙醇,无菌水清洗3~6次,再用

0.1%~0.2%氯化汞浸泡6~12min,之后无菌水清洗3~6
次,基本上可以达到灭菌要求,最后将无菌外植体接种到不

同培养基上进行培养。
  

笔者认为,中药莪术的外植体主要为地下组织,通常比

地上组织消毒困难,因此,在具体操作时要根据材料的大

小、幼嫩、质地等差异做出判断后,再选择适宜的消毒剂种

类、浓度和消毒时间,不可生搬硬套。消毒的最佳效果应以

最大限度地杀死外植体上的微生物,而又对外植体的损伤

最小为好。
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2 愈伤组织诱导试验
  

大量文献显示[11-13,15-16,18],诱导莪术愈伤组织的外植体

材料多来自于无菌苗的不同部位,一般接种于添加2,4-二
氯苯氧乙酸(2,4-D)、6-苄基腺嘌呤(6-BA)、激动素(KT)、
萘乙酸(NAA)等生长调节剂的 MS基本培养基上诱导愈伤

组织的发生。
  

王晓慧等[11]认为无菌苗的不同部位做外植体诱导愈伤

组织时,以茎基部1cm茎尖诱导率最高,可达95%。研究得

出:MS+2.4-D2.0mg/L+KT5.0mg/L为愈伤组织诱导的

最适培养基;MS+2.4-D1.0mg/L+KT0.5mg/L为愈伤组

织的最适继代培养基;MS+KT5.0mg/L+NAA0.3
 

mg/L
为愈伤组织的最适分化培养基。

  

陈丽萍、张丹媚等[12-13]分别以莪术的叶、块茎、根作为

诱导愈伤组织的外植体,发现叶的诱导效果最好,并且在

MS+2.4-D1.0mg/L+6-BA0.5~1.0mg/L+NAA0.3
 

mg/L诱导培养基上诱导率最高,达到96%。根的最适诱

导培养基为 MS+2.4-D1.0mg/L+6-BA1.0mg/L。
  

汪洪等[15-16]以不定芽作为诱导愈伤组织的外植体接种

在 MS+6-BA
 

1.0mg/L+KT3.0mg/L中诱导率最高。
  

李春斌等[18]对莪术试管苗不同部位进行愈伤组织诱

导,结果显示只有试管苗基部诱导出了可以继代和分化的

愈伤组织,其他部位如叶片、叶鞘及根的愈伤组织诱导并不

理想。因此该实验以试管苗基部为外植体进行诱导,得出:
MS+2.4-D1.0mg/L+KT4.0~6.0mg/L为愈伤组织诱导

的最适培养基;MS+2.4-D1.0~2.0mg/L+KT0.2~
0.5mg/L 为 愈 伤 组 织 继 代 的 最 适 培 养 基;MS+ KT
4.0mg/L+NAA0.2mg/L为愈伤组织分化的最适培养基。

  

由此可知,目前诱导莪术愈伤组织诱导效率较好的外

植体材料为莪术茎基部1cm茎尖、莪术试管苗基部、莪术不

定芽以及莪术的叶。

3 不定芽诱导试验
除了经过愈伤组织再生外,通过不定芽诱导的方式也

可以获得莪术再生苗。不定芽诱导是指不定芽可以直接从

外植体表面受伤的或没有受伤的部位直接分化出来。此途

径可以使无性系后代保持原品种,也可以很好地保持母株

的优良品质。在对莪术的组织培养研究中,研究学者对不

定芽诱导的最适培养基进行了探索。
  

杨小多等[8]将无菌外植体莪术根茎上的萌动芽接种在

添加不同浓度6-BA、吲哚乙酸(IAA)或2.4-D的 MS基本

培养基上,发现不定芽在 MS+6-BA5.0mg/L上出现得最

早,约1周即可出现,并且诱导出的芽健壮,长势好。张慧

英、唐秀桦等[19-20]则是将无菌外植体莪术根茎上的萌动芽

接种在添加不同浓度6-BA、IAA或KT的 MS或1/2MS培

养基上,发现 MS+6-BA3.0mg/L最适合不定芽的诱导,且
6-BA的诱导效果大于KT。当6-BA浓度不变时,全量 MS
培养基的诱导效果优于1/2MS培养基的诱导效果。

  

王晓慧等[11]研究了生长素和细胞分裂素配合使用对不

定芽诱导的影响,最终发现 MS+6-BA3.0mg/L+IAA1.
0mg/L产生不定芽的时间最短,增殖倍数达到3.2倍。

  

吕德任、汪洪等[15-17]切取0.6~0.8mm的无菌茎尖,接
种在 MS+6-BA2.0mg/L+NAA0.5mg/L的培养基上,诱
导效果最好。吕平等[9-10]则将0.8cm2×0.8cm2 的无菌莪术

根茎作为外植体进行不定芽诱导试验,发现不定芽诱导分

化的最适培养基为 MS+6-BA1.0mg/L+NAA0.5mg/L,
诱导率可达80%,长势良好。张丹媚等[13]也进行了 NAA
与6-BA的配合使用,发现 MS+NAA0.01mg/L比 NAA
与6-BA配合使用的诱导效果更好,不定芽的诱导率达到

100%。
  

在不定芽的诱导试验中,除了常用的6-BA、IAA、KT、
NAA外,还有用到玉米素(ZT)和噻重氮苯基脲(TDZ)。张

施君等[14]发现 MS+TDZ0.05mg/L对不定芽的诱导效果

比BA更好,诱导率达到90%,每个外植体可以产生4~5
个芽,诱导效果显著。李春斌等[18]则将莪术试管苗基部约

1cm作为外植体进行不定芽的诱导,研究了多种细胞分裂

素与生长素的配合使用效果,最终发现 MS+ZT4.0mg/L
+IAA0.5~1.0mg/L适用于不定芽的诱导。

  

由此可知,6-BA为不定芽诱导常用的植物生长激素,
但不同植物生长激素的配合使用有时候比单一激素的诱导

效果好,这为我们今后的研究提供了方向。

4 丛生芽增殖试验
  

目前报道的增殖试验方法多采用莪术无菌芽或芽尖作

为外植体进行增殖,从而实现无菌苗扩增的目的。丛生芽

增殖是将顶芽或腋芽萌发形成的丛生芽分割成单芽,接种

到几代培养基进行培养的方法。该方法不经过愈伤组织的

再生,是最能使无性系后代保持原品种特性的一种增殖方

式,而且成苗速度快,繁殖量大。
  

杨小多等[8]将诱导后的3~4cm的萌动芽作为外植体,
以 MS为基本培养基,添加不同浓度的6-BA、NAA,最终发

现各组浓度的增殖状况有显著差异,以 MS+6-BA2.0mg/L
+NAA0.5mg/L的配比最为合适,增殖倍数达到3.0,且单

芽可生成粗壮根系。
  

王晓慧等[11]以无菌芽为外植体,在基本培养基 MS中

添加不同浓度的6-BA和IAA的组合,发现 MS+6-BA3.
0mg/L+IAA1.0mg/L产生丛生芽的时间短,增殖效果最

好,增殖倍数为3.2倍。
  

张丹媚、陈丽萍等[12-13]将无菌幼芽作为外植体,以 MS
为基本培养基,添加不同种类与不同浓度的生长素和细胞

分裂素,选取的植物激素为6-BA、KT、NAA,发现 MS+6-
BA3.0mg/L+NAA0.1mg/L+KT1.0mg/L为最适增殖培

养基,增殖倍数为3.55倍。此外,发现6-BA、NAA对芽的

增殖效果优于KT的增殖效果。
  

汪洪等[15-16]增殖外植体为脱毒莪术苗,在MS基本培养

基上分别附加1~6mg/L的6-BA进行统计观察,发现 MS
+6-BA3.0mg/L增殖最适宜,增殖倍数达3.0。并且发现,
6-BA浓度在2~4mg/L之间时,增殖倍数随着6-BA浓度

的增加而增加,当6-BA浓度在5~6mg/L之间时,增殖倍

数随着6-BA浓度的降低而降低。6-BA浓度为3mg/L和

4mg/L时,增殖效果无明显变化。
  

吕德任等[17]以无菌芽为外植体,首先在 MS基本培养
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基上分别添加2mg/L的6-BA、KT、TDZ,5天后开始萌芽,
发现 MS+TDZ2.0mg/L增殖倍数最高,为3.99倍,MS+
KT2.0mg/L的增殖倍数最低,为2.08倍。然后以 MS+
TDZ2.0mg/L为基本培养基,研究了不同糖浓度对增殖的

影响,发现糖为30g/L时,增殖倍数达到3.92倍,且芽生长

良好。作者还研究了不同浓度的TDZ对增殖的影响,选取

了0~1.0mg/L之间的6个浓度水平,在TDZ0.4mg/L时

增殖效果最好,增殖倍数为4.11倍,且芽健康粗壮。
  

张慧英等[19]选取的增殖试验外植体是约1cm 的无菌

单芽,并以 MS+6-BA3.0mg/L为基本培养基,分别附加不

同浓度的 NAA、吲哚丁酸(IBA)、氯化胆碱(CC)、多效唑

(MET)。最终发现,MS+6-BA3.0mg/L+CC10mg/L为最

适增殖培养基,增殖倍数达7.7倍,并且苗健康粗壮。还发

现CC和 MET对芽的增殖效果优于NAA和IBA,并且CC
与 MET对芽长成的无菌苗有复壮效果。

  

唐秀桦等[20]以无菌芽为外植体,以 MS为基本培养基,
首先添加不同浓度的6-BA 和 KT,发现当6-BA 浓度为

3.0mg/L时,增殖效果最好为8.9倍。然后以 MS+6-
BA3.0mg/L为基本培养基研究了不同糖浓度对芽增殖的

影响,最终得出:MS+6-BA3.0mg/L+糖3%+琼脂0.4%
最适于增殖培养,增殖倍数为8.8倍。

  

由此可知,研究学者在丛生芽增殖阶段用到的植物生

长激素种类比较多。在今后的研究中,我们可以选用一些

统计学方法来筛选最适丛生芽增殖培养的激素组合,例如

正交设计、响应面等方法,这样筛选出来的激素组合更全面

更有说服力。

5 试管苗生根试验
  

莪术试管苗的移栽需要试管苗有健壮的根系才能保证

苗的成活率。大量文献显示[8-16,19-21],莪术试管苗容易生根,
在不添加任何激素的 MS培养基上即可生根,但是根比较

细弱,不易成活,所以多在 MS或1/2MS基本培养基上加入

NAA。生根效果不但好,而且根粗壮,易于莪术试管苗移栽

成活。
  

杨小多等[8]发现莪术试管苗在基本培养基 MS中也可

以生根,但是耗时长,需要20~30天,而且根长势差。在

MS培养基上附加不同浓度的6-BA 和 NAA,当 MS+6-
BA2.0mg/L+NAA0.5mg/L时,不仅丛生芽增殖效果好,
芽健壮,而且有粗壮根系生成,生根率达100%,易于移栽。

  

汪洪等[15-16]切取3~5cm单芽,接种到附加不同浓度的

6-BA和NAA的 MS上,12d出现根,以 MS+6-BA1.5mg/
L+NAA2.0mg/L+糖3%+琼脂5.0g/L生根效果最好,
生根率达100%。

  

陈丽萍、张丹媚等[12-13]选取长3~5cm的丛生芽作为外

植体,以1/2MS为基本培养基,添加不同浓度的6-BA和

NAA,发现随着 NAA浓度的增大,根的数量增多,并且根

的长度逐渐缩短健壮。含6-BA的培养基比没含6-BA的培

养基芽的生根数量多。因此,得出1/2MS+6-BA0.5mg/L
+NAA1.0mg/L最适于根的诱导。

  

王晓慧等[11]切取增殖培养基中生长约1月的丛生芽作

为生根外植体,以 MS为基本培养基,附加不同浓度的

IAA,发现MS+IAA1.0mg/L生根效果最好,1个月后即可

移栽。
  

吕德任等[21]取高约3cm 的无菌芽,以 MS+活性炭

0.5g/L为基本培养基,附加不同浓度的 NAA,发现 NAA
浓度为0时,也可以生根,但是根出现的时间晚。当 MS+
NAA0.5mg/L+活性炭0.5g/L时,生根率达100%,且移

栽成活率达100%。
  

张慧英等[19]选取健壮、茎粗、叶色浓绿的试管苗单株为

外植体,以 MS为基本培养基,附加不同浓度的 NAA 或

IAA,在培养基中均加糖3%、琼脂0.4mg/L,发现 MS+
NAA2.0mg/L生根多,较健壮,平均单株生根数为5.2条,
移栽成活率达90%以上。唐秀桦等[20]也得出同样的结果,
同时也研究了CC和 MET对生根试管苗壮苗的影响,发现

生根试管苗在 MET1.0mg/L的壮苗处理后,移栽成活率达

100%。
  

张施君等[14]发现在 MS+TDZ0.3mg/L下芽不仅增殖

效果好,而且会明显产生不定根,因此,该试验并未用生根

培养基进行生根试验,而是将增殖试验获得的生根苗接种

到1/2MS基本培养基上,进行1个月的壮苗,待试管苗健

壮、叶浓绿时,进行炼苗移栽,成活率达98%以上。
  

吕平等[9-10]将长2~3cm的无根苗作为外植体,以 MS
或1/2MS为基本培养基,附加不同浓度的NAA,发现随着

NAA浓度的增加,根健壮,发育良好。并且当NAA浓度不

变时,1/2MS比 MS的生根效果好。因此得出最适生根培

养基为1/2MS+NAA0.5mg/L,移栽成活率达90%以上。
  

由此可知,试管苗生根试验最常用的激素是NAA。生

根试验用的植物激素比较单一,在今后的研究中可以尝试

其他激素或不同激素组合的生根效果。试管苗在炼苗移栽

前,生根试验是非常重要的一步,试管苗的生根以生根数

多、根健壮为佳。

6 试管苗的炼苗移栽
  

大量文献显示[8-10,12-18,20-21],莪术试管苗移栽之前需要炼

苗,方法多为将生长健壮,根系发达的试管苗移出培养室,
置于室温室放置,再将瓶盖打开进行炼苗。杨小多[8]、张丹

媚[13]、李春斌[18]等在打开瓶盖后,注入少量清水以淹没培

养基来进行炼苗。经过3~5天,将试管苗取出,用清水小

心清理干净根部的培养基以备移栽。杨小多等[8]用稀释1
 

000倍的多菌灵溶液浸泡试管苗5min后再用清水清理根部

培养基,最后将清理干净的试管苗移栽于经过灭菌的栽培

基质中。
  

不同研究者使用的栽培基质略有不同。唐秀桦等[20]用

的栽培基质是黄泥+腐质土+沙子的混合基质;陈丽萍、张
丹媚等[12-13]用的栽培基质是V蛭石∶V沙土∶V腐殖土=
1∶1∶1的混合基质;吕平[9-10]、张施君[14]、李春斌[18]等用的

栽培基质是河沙基质;汪洪等[15-16]用的栽培基质是经消毒

的珍珠岩、河沙及腐质土等量混合的基质;吕德任等[17,21]用

的栽培基质是V河沙∶V表土∶V椰糠=1∶1∶1的混合

基质;杨小多等[8]设计了3种不同栽培基质以期筛选出最

佳移栽基质,发现经0.4%高锰酸钾消毒灭菌的 V腐蚀土
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∶V河沙=3∶1的混合基质最好。
  

炼苗移栽,需要搭建拱膜和遮光网,保湿保温,待数周

后再逐渐揭网。
  

笔者认为,将已经生根的莪术试管苗及时移栽是十分

关键的工作。试管苗是在无菌、有营养供给、适合光照、温
度和100%相对湿度的环境中生长,因此刚出瓶的试管苗对

外界环境不太适应,稍有不慎便会造成大量试管苗死亡。
所以对刚出瓶的试管苗要给予细心的照顾,适当的温度、弱
光照、高的空气湿度、适宜的基质及对病虫害的有效控制是

提高试管苗成活率的关键。
  

目前,中药莪术的炼苗移栽技术已经成熟,但并未见研

究学者将莪术的组培苗大量种植于大田,实现生产化。中

药莪术组织培养实现生产化将是我们今后需要继续研究的

方向。

7 结语
  

组织培养技术可以在不受植物体其他部分干扰下研究

培养部分的生长和分化的规律,并且可以利用各种培养条

件影响其生长和分化,以解决植物资源短缺等问题。在莪

术的组织培养研究中,主要集中于莪术愈伤组织诱导,不定

芽诱导,丛生芽增殖、试管苗生根最适培养基的筛选以及试

管苗的炼苗移栽方面,在此过程中设计了多种培养基,附加

了不同的生长调节剂,但是用于组织培养的莪术组织本身

自带的激素对其各阶段培养是否存在一定影响尚不得而

知。此外,莪术组织的各阶段培养连续进行,激素不断积

累,这个因素是否会影响下一阶段最适培养基激素组合的

筛选;莪术进行组织培养前后,主要成分以及含量是否发生

明显变化,植株是否发生变异;莪术组培苗易玻璃化,如何

做到高效获得莪术健康组培苗,缩短培养时间等,这些都是

我们需要不断探索改进的问题,以期能够建立中药莪术组

织培养的最佳培养方式,为其快速繁殖提供一定参考。
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