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茅苍术无菌培养体系的构建
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　　摘要：以野生茅苍术种子为外植体，研究不同清水浸泡时间和氯化汞消毒时间对茅苍术种子无菌培养的影响和不
同培养基对茅苍术种子的影响。结果表明，清水浸泡０．５ｈ、０．１％氯化汞消毒１５～１８ｍｉｎ的消毒处理，污染率最低，与
其他处理比较差异达显著水平（Ｐ＜０．０５）。ＭＳ、１／２ＭＳ、１／４ＭＳ培养基间发芽率差异不显著。
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　　茅苍术［Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓｌａｎｃｅａ（Ｔｈｕｎｂ．）ＤＣ．］是菊科苍术
属多年生草本植物，以根茎入药，是我国传统中药材。茅苍术

性辛、苦、温，归脾、胃、肝经。临床上主要用于治疗脘腹胀满，

水肿，脚气痿辟，风湿痹痛，风寒感冒，雀目夜盲等。近年来对

茅苍术的综合开发使茅苍术的用途扩大，除药用外可用作各

种饮料的添加剂和加工工艺品香包［１］。

茅苍术，茎直立，上部分枝，株高一般３０～８０ｃｍ，性喜凉
爽较干燥气候，耐寒，幼苗最低能耐－１５℃低温，最适生长温
度１５～２２℃，怕高温高湿，茅苍术主要分布在海拔 ４０～
４００ｍ的丘陵山区，对土壤要求不高，喜丛生在疏松的砂质土
壤和富含腐殖质的土壤中。根际土壤多为酸性，ｐＨ在５左
右，极少弱碱性（ｐＨ值７．５），向阳山坡疏林下及少见阳光的
密林下皆可生长。现代《中药志》记录“茅苍术主产于湖北、

江苏及河南”。至今茅苍术主要分布于长江流域的江苏、安

徽、湖北、四川、浙江、江西等省，江苏茅山一带是茅苍术道地

药材的产区［２］。但长期以来，茅山野生茅苍术被掠夺性采

挖，野生资源面临枯竭。根据中国中医研究院中药研究所孙

宇章博士的遥感监测，茅山大茅峰、二茅峰和小茅峰的茅苍术

生物量为１２．１７～１０．０８ｋｇ，大约１００００余株［３］，茅山苍术面

临濒危和枯竭［４］。繁殖上茅苍术既可以用种子繁殖也可用

根茎繁殖，但种子的生命力较差，种子繁殖的繁殖系数低，用

根茎繁殖则需要大量根茎材料，而且品质易退化。通过组培

快繁技术能在短期内获得大量无菌苗，解决茅苍术种苗问题，

为大规模繁殖种苗提供有效途径。通过组培不仅能提供优质

茅苍术种苗，还可以在此基础上选育出高产优质的新品种。

本研究试图以种子为材料建立茅苍术无菌培养体系后深

入开展茅苍术组培快繁奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
试验所用茅苍术种子于２０１１年１１月采自句容茅山野生

苍术植株。

１．２　外植体预处理
首先在培养皿中放入大小适宜的滤纸，选取粒大饱满的

种子，用洗衣粉清洗后，放在滤纸上，加入适量清水浸泡［５－６］

（以刚好浸没种子为宜）。浸泡结束后，用流水反复冲洗，再

用蒸馏水冲洗２次，备用。
１．３　无菌播种形成无菌苗
１．３．１　种子无菌处理　种子清水浸泡时间设置０．５、５．０、
１２．０ｈ３个水平；茅苍术种子消毒灭菌采用常规的先７０％乙
醇浸泡后０．１％氯化汞浸泡的２次消毒方法。０．１％升汞浸
泡时间设置９、１２、１５、１８、２１ｍｉｎ５个水平。接种时每瓶培养
基接入１粒种子，每处理组合接１０～１５瓶，培养２５ｄ后，统
计污染率。

１．３．２　种子最优发芽培养基筛选　以“１．３．１”节试验筛选
出的最佳灭菌组合进行种子灭菌处理，接入 ＭＳ、１／２ＭＳ、
１／４ＭＳ３种发芽培养基［５］，每瓶培养基接入１粒种子，每处理
接１０～１５瓶，培养３６ｄ后，统计发芽率。发芽培养基均添加
琼脂７．５ｇ／Ｌ，白砂糖３０．０ｇ／Ｌ，培养基ｐＨ值调至５．８～６．２。
１．４　培养条件

光照度：２０００～２５００ｌｘ；光照时间：１２ｈ／ｄ；培养温度：
（２２±２）℃。
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１．５　数据统计方法
种子无菌播种污染率 ＝污染瓶数／接种瓶数 ×１００％；种

子无菌播种发芽率＝发芽瓶数／接种瓶数×１００％。

２　结果与分析

２．１　清水浸泡时间和氯化汞消毒时间对茅苍术种子无菌培
养的影响

表１结果显示清水浸泡时间和０．１％氯化汞消毒时间对
污染率的影响都达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）。
　　多重比较结果（表２）表明，３种清水浸泡时间处理间污
染率各处理差异均达到显著水平，其中０．５ｈ浸泡处理污染
率最低。

０．１％氯化汞５种消毒时间处理间，９、１２ｍｉｎ处理污染率
极显著高于１５、１８、２１ｍｉｎ处理；１５ｍｉｎ和１８ｍｉｎ处理污染率
显著高于２１ｍｉｎ处理。但在试验过程中也发现，当０．１％氯
化汞消毒时间为２１ｍｉｎ时，大多数茅苍术种子死亡，发芽率
极低，

表１　茅苍术种子无菌培养污染率方差分析结果

变异来源 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ值 Ｆ０．０１
清水浸泡时间 ２７４３．３３ ２ １３７１．６７ １９．１４ ８．６５
０．１％氯化汞消毒时间 ７１７６．６７ ４ １７９４．１７ ２５．０３ ７．０１
误差 ５７３．３３ ８ ７１．６７
总变异 １０４９３．３３ １４

表２　不同时间清水浸泡和氯化汞消毒处理对茅苍术种子培养污染的影响

清水浸泡时间

（ｈ）
平均污染率

（％）
０．１％氯化汞消毒
时间（ｍｉｎ）

平均污染率

（％）

１２．０ ６３．００ａＡ ９ ７８．３３ａＡ
５．０ ４４．００ｂＢ １２ ６３．３３ａＡ
０．５ ３０．００ｃＢ １５ ２８．３３ｂＢ

１８ ３８．３３ｂＢ
２１ ２０．００ｃＢ

　　注：同一列数据后不同大小写字母分别表示差异达０．０１和０．０５
显著水平。

说明消毒时间过长，已危害到种子萌发，不符合生产目的。所

以，适合的０．１％氯化汞消毒时间应选１５～１８ｍｉｎ。
２．２　不同培养基对茅苍术种子无菌培养的影响

将茅苍术种子按照清水浸泡 ０．５ｈ、０．１％氯化汞浸泡
１６ｍｉｎ处理后接种到 ＭＳ、１／２ＭＳ、１／４ＭＳ３种不同发芽培养
基上，培养３６ｄ。图１为１／２ＭＳ培养基培养的茅苍术的无
菌苗。

　　表３结果表明，ＭＳ、１／２ＭＳ、１／４ＭＳ３种发芽培养基对茅
苍术种子发芽率影响差异不显著，即任何一种培养基均可作

为茅苍术发芽培养基。

表３　不同发芽培养基下茅苍术种子无菌培养发芽率方差分析结果

变异来源 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ值 Ｆ０．０５
不同发芽培养基 ３３．３３ ２ １６．６７ ０．０７６９ ９．５５

误差 ６５０．００ ３ ２１６．６７
总变异 ６８３．３３ ５

３　讨论

３．１　不同清水浸泡时间对无菌播种污染率和发芽率的影响
张辉等［７］研究发现，水稻种子浸水后，矿物质和有机物

会渗到溶液中去，活力高的新种子外渗少，活力低的陈种子外

渗多。米粒浸泡液的离子浓度变化与发芽率呈极显著或显著

负相关。他们认为水稻种子和其他大多数植物种子都一样，

外渗离子浓度变化可反映细胞膜系统的完整性程度。种子浸

泡时间越长，外渗溶液离子浓度越高，此时细胞膜可能已破

损，其表面的菌体易渗入内部，造成污染率显著增加［７］。本

试验结果表明，茅苍术种子清水浸泡时间越长，污染率越高。

３．２　不同０．１％氯化汞消毒时间对无菌播种污染率和发芽
率的影响

种子表面灭菌的关键是选择合适的消毒剂和消毒时间。

因为消毒剂不仅能杀死微生物，也对种子产生一定的伤害。

常见的消毒剂有氯化汞、次氯酸钠、次氯酸钙、乙醇、过氧化

氢、漂白粉等，其中氯化汞杀菌能力最强，但对植物材料伤害

最大，不易除去，故采用氯化汞对种子消毒时应尽量缩短时

间［６－８］。在对茅苍术种子进行表面消毒时，１２～１８ｍｉｎ对其
伤害都不大。综合污染率和发芽率等指标，０．１％氯化汞消毒
时间以１５～１８ｍｉｎ为宜。

综上，以种子为外植体，用清水浸泡０．５ｈ后，７０％乙醇
浸泡３０ｓ，０．１％氯化汞消毒１５～１８ｍｉｎ，随即接种在１／２ＭＳ
中，３６ｄ后诱导出无菌苗，污染率低。
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