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艾纳香的组织培养

严　敏，刘　艳，汤洪敏
（贵州民族大学，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：以贵州药用植物艾纳香的叶片为材料，ＭＳ培养基为基本培养基，探讨影响艾纳香组织培养的因素，为艾纳
香的组织培养快速繁殖提供重要的参考依据。结果表明：外植体灭菌组合以０．１％氯化汞８ｍｉｎ＋７５％乙醇５ｓ最佳；
诱导愈伤组织培养基以ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ最佳，诱导率为８８．１７％；愈伤组织继代培养基以ＭＳ＋
６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ最佳；愈伤组织分化为芽的培养基以ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ最佳，
以试管苗（由野外艾纳香培育出的完整幼苗）叶片为外植体诱导愈伤组织，其分化率为９３％；芽继代培养基以 ＭＳ＋
６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ最佳，平均苗高４．３ｃｍ；ＩＢＡ有利于艾纳香的无根绿苗生根，以ＭＳ＋ＩＢＡ１．４ｍｇ／Ｌ
培养基培养，生根率为１００％。
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　　艾纳香（ＢｌｕｍｅａｂａｌｓａｍｉｆｅｒａＤＣ）为菊科艾纳香属植物，在
我国仅分布在贵州、云南、广东、广西等少数湿热地区［１］。艾

纳香叶提取的挥发油有特殊的清香，具有显著的抗菌、消炎、

消肿、止痛、止痒等作用［２］。艾纳香油的主要成分为 Ｌ－龙
脑，主要用途之一是提制冰片（艾片），冰片具通窍、散热、明

目、止痛等功能。艾纳香属多年生宿根植物，主要以宿根分株

繁殖，分生苗移栽成活率低；艾纳香利用种子育苗，种子结实

率低，休眠期长，发芽率低于５．８％［３］。这些情况导致艾纳香

种苗短缺，严重制约艾纳香大规模生产，因此必须研究艾纳香

的组织培养以快速获得批量种苗，扩大种植规模以满足日益

增长的市场要求。国内的报道主要着重在艾纳香药理研究

上［４－５］，所以对艾纳香进行植物组织培养是一条全面研究艾

纳香的重要途径。通过本项目的实施，以期为贵州省艾纳香

成功培育试管苗作参考，同时也可为贵州省其他特色药用植

物的组织培养快繁提供参考。

１　材料与方法

１．１　供试材料
来源于贵州省罗甸县，由贵州大学林学院熊中华副教授

鉴定。

１．２　培养基
ＭＳ培养基；以ＭＳ培养基为基本培养基，附加激素、白砂

糖３０ｇ／Ｌ、琼脂１３ｇ／Ｌ。所有培养基均在１．１ｋｇ／ｃｍ２、１２１℃
的灭菌锅中灭菌２５ｍｉｎ。
１．３　试验方法
１．３．１　艾纳香外植体的灭菌处理　将洗净的外植体叶片用
氯化汞和乙醇进行不同灭菌剂、不同时间的比较试验及相同

灭菌剂不同时间的比较试验，以筛选出外植体灭菌的最佳

处理。

１．３．２　艾纳香的接种
１．３．２．１　诱导接种　将已冲洗的外植体放入超净台中，并将
其灭菌，然后把叶片剪成大小为０．６ｃｍ×０．６ｃｍ的小块，接
入诱导培养基中，每瓶接种８块叶片。
１．３．２．２　愈伤组织继代接种　将由外植体诱导出的愈伤组
织接种于继代培养基中。

１．３．２．３　愈伤组织分化接种　将愈伤组织接入分化培养基
中，分化出芽。
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１．３．２．４　芽继代培养接种　将分化出的芽切分，转入继代培
养基，每瓶接５株左右。
１．３．２．５　生根壮苗接种　将继代培养出的具有３ｃｍ左右的
芽剪下来，接种在生根培养基中诱导生根。

１．３．３　培养气候条件　诱导愈伤组织阶段：将材料置于
２５℃ 条件下培养，前５ｄ在黑暗条件下，之后每天接受自然
光照。愈伤组织继代、愈伤组织分化、芽继代及生根壮苗阶

段：将材料置于２５℃条件下培养，接受光照。
１．３．４　ＮＡＡ与６－ＢＡ对组织培养效果的影响　以 ＭＳ为基
本培养基，探讨不同浓度 ＮＡＡ与不同浓度６－ＢＡ组合对诱
导愈伤组织、愈伤组织继代培养、愈伤组织分化、芽继代的效

果的影响。

１．３．５　生根壮苗试验设计　试验材料为从艾纳香叶片上诱
导的芽。经查阅相关文献可知，ＩＢＡ１．４ｍｇ／Ｌ的生根效果较
好［６］，所以生根培养基设计为ＭＳ＋ＩＢＡ１．４ｍｇ／Ｌ。

２　结果与分析

２．１　不同灭菌处理对艾纳香外植体的灭菌效果
２．１．１　单一灭菌剂的灭菌效果　由表１、表２可知，单独使
用乙醇灭菌没有效果，材料全部被污染。高浓度的氯化汞虽

然能降低外植体的污染率，但是外植体褐化严重，难以诱导出

愈伤组织。所以，单一灭菌剂对外植体的灭菌效果不佳。

表１　单独使用氯化汞对外植体叶片灭菌效果的影响

氯化汞浓度

（％）
时间

（ｍｉｎ）
污染率

（％）

０．１０ ７ １００
０．１０ ８ １００
０．１０ ９ １００
０．１５ ７ ８９．３
０．１５ ８ ８６．６
０．１５ ９ ８３．４

表２　单独使用乙醇对外植体叶片灭菌效果的影响

乙醇浓度

（％）
时间

（ｓ）
污染率

（％）

７５ ５ １００
７５ １０ １００
７５ ２０ １００
８０ ５ １００
８０ １０ １００
８０ ２０ １００

２．１．２　氯化汞和乙醇混合灭菌剂的灭菌效果　从表３可知，
最佳灭菌组合为０．１％氯化汞８ｍｉｎ＋７５％乙醇５ｓ。由于氯
化汞对外植体的伤害大，难以诱导出愈伤组织，所以其浓度不

宜增大，其作用时间也不宜延长。因为乙醇会使外植体褐化，

影响外植体诱导成愈伤组织，甚至使外植体死亡，所以在能灭

菌的情况下其作用时间越小越好。

２．２　愈伤组织的诱导试验结果与分析
２．２．１　不同浓度 ＮＡＡ与相同浓度６－ＢＡ组合对愈伤组织
诱导的效果　由表４可知，ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ
培养基最适合艾纳香诱导愈伤组织。

表３　氯化汞和乙醇不同配组对外植体叶片的灭菌效果

不同灭菌剂组合的灭菌时间

０．１％
氯化汞

（ｍｉｎ）

０．１５％
氯化汞

（ｍｉｎ）

７５％
乙醇

（ｓ）

８０％
乙醇

（ｓ）

污染率

（％）
褐化率

（％）

８ — ５ — ６ ５２．００
— ８ ５ — ５ ７０．００
８ — — ５ ６ ６８．００
— ８ — ５ ６ ７１．００

表４　不同浓度ＮＡＡ与６－ＢＡ配组对叶片愈伤组织诱导的影响

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

出愈数

（个）

出愈率

（％）

０．０５ ３．０ １２ １４．８１
０．１ ３．０ ８２ ８８．１７
０．２ ３．０ ９ １１．８４
０．２５ ３．０ ２０ ２４．３９

２．２．２　不同浓度６－ＢＡ和与相同浓度 ＮＡＡ组合对愈伤组
织诱导的效果　由表 ５可知，６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．１ｍｇ／Ｌ培养基最适合艾纳香诱导愈伤组织。

表５　不同浓度６－ＢＡ与ＮＡＡ配组对愈伤组织诱导的影响

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

外植体数

（块）

出愈数

（个）

出愈率

（％）

０．１ １．５ ７６ １１ １４．４７
２．０ ０．１ ７４ １５ ２０．２７
２．５ ０．１ ６９ ３１ ４４．９２
３．０ ０．１ ９３ ８２ ８８．１７

２．３　愈伤组织的继代培养试验结果与分析
２．３．１　不同浓度 ＮＡＡ和与相同浓度６－ＢＡ配组对愈伤组
织继代培养的影响　由表 ６可知，ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ
３．０ｍｇ／Ｌ处理的愈伤组织增殖倍数最高，为２９８倍，其褐化
率也相对最低，所以 ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ为最
佳继代培养基。

表６　不同浓度ＮＡＡ与６－ＢＡ配组对叶片愈伤组织继代培养的影响

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

２０ｄ后的
增殖倍数

褐化率

（％）

０．１ ３．０ ２．９８ １６．３２
０．２ ３．０ １．４３ １６．９１
０．３ ３．０ １．５７ １７．１２
０．４ ３．０ １．３５ １６．６３

２．３．２　不同浓度６－ＢＡ和与相同浓度 ＮＡＡ配组对愈伤组
织继代培养的影响　由表 ７可知，６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．１ｍｇ／Ｌ处理的愈伤组织增殖倍数最高，为３．２倍，为最适
宜愈伤组织继代培养的激素浓度

表７　不同浓度６－ＢＡ与ＮＡＡ配组对叶片愈伤组织继代培养的影响

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

２０ｄ后的
增殖倍数

褐化率

（％）

２．０ ０．１ １．６０ １５．８０
３．０ ０．１ ３．２０ １６．５３
４．０ ０．１ １．８０ １７．６２
５．０ ０．１ １．３４ １７．５９
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２．４　愈伤组织的分化培养结果与分析
２．４．１　不同浓度 ＮＡＡ和与相同浓度６－ＢＡ配组对愈伤组
织分化的影响　由表８可看出，随着 ＮＡＡ浓度的提高，芽分
化率呈先上升后下降的趋势，褐化率随之升高，只有在 ＮＡＡ
０．１ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ条件下，芽分化率最高，为４％。
所以，只有添加适宜浓度的ＮＡＡ，才能使芽分化率最大。

表８　不同浓度ＮＡＡ与６－ＢＡ配组对叶片愈伤组织分化的影响

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

分化率

（％）
褐化率

（％）

０．０５ ３．０ ０ ７９．８
０．１０ ３．０ ４ ８１．２
０．２０ ３．０ ０ ９０．０
０．２５ ３．０ ０ ９１．２

２．４．２　不同浓度６－ＢＡ和与相同浓度 ＮＡＡ配组对愈伤组
织分化的影响　由表９可看出，随着６－ＢＡ浓度的提高，芽
分化率呈上升的趋势，褐化率先降低后升高，只有在６－ＢＡ
３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ处理时，芽分化率最高为４％。所
以，只有添加适宜浓度的６－ＢＡ，才能使芽分化率达到最大。

表９　不同浓的６－ＢＡ与ＮＡＡ配组对叶片愈伤组织分化培养的影响

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

分化率

（％）
褐化率

（％）

１．５ ０．１ ０ ８８．０
２．０ ０．１ ０ ８２．１
２．５ ０．１ ０ ８９．３
３．０ ０．１ ４ ８０．１

２．５　芽继代培养试验结果与分析
２．５．１　不同浓度 ＮＡＡ和与相同浓度６－ＢＡ配组对芽继代
的影响　由表１０可知，芽在继代培养过程中，芽的增殖倍数
差异不大；其平均苗高呈先升后降再升的趋势。

表１０　不同浓度ＮＡＡ与６－ＢＡ配组对芽继代培养的影响

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

２０ｄ后的
增殖倍数

平均苗高

（ｃｍ）

０．０５ ３．０ ２．０ ２．６
０．１ ３．０ ２．６ ４．３
０．２ ３．０ ２．０ ２．７
０．２５ ３．０ ２．１ ３．１

２．５．２　不同浓度６－ＢＡ和与相同浓度 ＮＡＡ配组对芽继代
培养的影响　由表１１可知，不同浓度的激素组合对芽继代培
养的情况不同，以ＭＳ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ组合
为最佳组合，平均苗高４．３ｃｍ。

表１１　不同浓度６－ＢＡ与ＮＡＡ配组对芽继代培养的影响

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

２０ｄ后的
增殖倍数

平均苗高

（ｃｍ）

１．５ ０．１ ２．１ ３．１
２．０ ０．１ ２．０ ２．６
２．５ ０．１ ２．０ ２．７
３．０ ０．１ ２．６ ４．３

２．６　生根壮苗的试验结果与分析
经过生根培养基 ＭＳ＋ＩＢＡ１．４ｍｇ／Ｌ培养出来的幼苗，

１个月后生根率为 １００％，平均根长为 ４．３ｃｍ，平均苗高为
７．４ｃｍ。图１为生根培养基 ＭＳ＋ＩＢＡ１．４ｍｇ／Ｌ培养出来的
幼苗。

３　结论

本试验以艾纳香叶片为材料，筛选出最佳灭菌剂组合及

灭菌时间、诱导愈伤组织的最佳培养基配方、愈伤组织继代培

养的最佳培养基配方、愈伤组织分化的最佳培养基配方、芽继

代的最佳培养基配方、生根壮苗的培养基配方。从外植体的

灭菌到成为一株完整幼苗的过程中每一步都很重要，缺了任

何一个步骤本试验都无法成功。本试验结果表明，对外植体

进行灭菌的最佳组合为０．１％氯化汞 ８ｍｉｎ＋７５％乙醇 ５ｓ；
单独使用氯化汞或者乙醇对艾纳香灭菌效果不好。不同浓度

的激素组合对艾纳香叶片诱导愈伤组织情况不同，以 ＭＳ＋
６－ＢＡ３０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ组合为最佳组合，诱导率为
８８１７％；不同浓度的激素组合对愈伤组织继代培养的情况不
同，以ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ组合为最佳组
合；不同浓度的激素组合处理的艾纳香叶片愈伤组织分化为

芽的情况不同，以ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ组
合为最佳组合，以野外艾纳香叶片为外植体诱导出的愈伤组

织分化率为４％；以试管苗（由野外艾纳香培育出的完整幼
苗）叶片为外植体诱导出的愈伤组织分化率为９３％；不同浓
度的激素组合处理的叶片的芽继代培养情况不同，以 ＭＳ＋
６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ组合为最佳组合，平均苗
高４．３ｃｍ。ＩＢＡ有利于艾纳香的无根绿苗生根，以 ＭＳ＋ＩＢＡ
１．４ｍｇ／Ｌ培养基培养的生根率为１００％。
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