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摘  要：巴戟天（Morinda officinalis How）为茜草科巴戟属植物，其干燥根入药，能够强健筋骨、滋补肾阳、祛风除

湿，是中国四大南药之一，在我国主产区主要通过扦插繁殖，品种选育过程中往往受到植物病毒的干扰，造成植物生

长受到抑制、产量及品质下降。因此，以巴戟天的组织培养脱毒为目的，对巴戟天进行组织培养脱毒研究，从而提高

巴戟天的产量及质量，对保护巴戟天种质资源及巴戟天的工厂化育苗提供技术支撑，具有重要的现实意义。利用巴戟

天茎段为外植体，建立高效、稳定的巴戟天组织快繁体系，筛选出适宜的植株再生途径。以 1/2 MS 为基础培养基，利

用巴戟天茎段腋芽诱导丛生芽获得巴戟天的脱毒苗并成功驯化移栽，通过 PCR 技术对巴戟天组培苗与移栽苗进行病毒

检测。结果表明，以巴戟天半木质化茎段作为外植体诱导形成腋芽最优，最适培养基为 1/2 MS+6-BA 0.2 mg/L，腋芽

诱导率为 70%；以巴戟天腋芽诱导丛生芽，最适培养基为 1/2 MS+6-BA 0.2 mg/L，丛生芽诱导率达到 86.36%，生长状

况良好；适宜生根的培养基为 1/2 MS+IBA 0.5 mg/L，生根率达 100%；组培苗移栽于草炭土-珍珠岩 1∶1 的基质中炼

苗 8 d 成活率最高，达到 93.3%；经过反转录 PCR 检测巴戟天组培苗与移栽苗中黄瓜花叶病毒-巴戟天株（Cucumber 

mosaic virus isolate Morinda officinalis How, CMVMO），结果显示组培苗成功脱毒。本研究通过直接器官发生途径，成

功培育出巴戟天脱毒苗，建立了巴戟天体外快繁再生体系，不仅提高了巴戟天的产量和品质，为南药巴戟天种苗的脱

毒快繁及商业化生产育苗提供参考。 
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Abstract: Morinda officinalis How is a plant of the Rubiaceae, whose dried roots are used as medicine It can strengthen 
bones and muscles, nourish kidney-yang and remove wind and moisture. It is mainly distributed in Guangdong, Guangxi, 

Fujian and Hainan provinces. It is one of the four major southern medicines in China. In the main production areas of 
China, it is mainly propagated by cuttings. In the process of variety breeding, it is often disturbed by plant viruses. The 

viruses are transmitted and accumulated in plants through asexual propagation of plants, resulting in the inhibition of 
plant growth and the decline of yield and quality. Therefore, for the purpose of tissue culture detoxification of M. offi-
cinalis, the tissue culture detoxification research of M. officinalis was carried out. Thereby improving the yield and 
quality of M. officinalis, which is beneficial to the protection of M. officinalis species. It is of great practical significance 

to provide technical support for quality resources and the factory-based seedlings of M. officinalis. Using the stem seg-
ments as the explants, an efficient and stable M. officinalis tissue rapid propagation system was established, and suitable 
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plant regeneration methods were screened out. Using 1/2MS as the basic medium, M. officinalis stem axillary buds were 

used to induce clustered buds to obtain the virus-free seedlings and successfully domesticated and transplanted, the virus 
detection of M. officinalis tissue culture seedlings and transplanted seedlings were carried out by PCR technology. The 

semi-lignified stem segments as the explants were suitable to induce axillary buds, the most suitable medium was 
1/2MS+6-BA 0.2 mg/L, and the axillary bud induction rate was 70%. Taking the axillary buds to induce fascicled bud, 

the most suitable medium was 1/2MS+6-BA 0.2 mg/L, and the fascicled bud induction rate was 86.36%. The suitable 
medium for rooting was 1/2MS+IBA 0.5 mg/L, with a root rate of 100%. The tissue culture seedlings were transplanted 

in the 1∶1 peat soil-perlite matrix for 8 days with the highest survival rate, reaching 93.3%. The reverse transcript PCR 

was used to determine the Cucumber mosaic virus isolate M. officinalis How (CMVMO) in the tissue cultured seedlings 

and transplanted seedlings, the plantlets of M. officinalis How detoxified was obtained. In this study, virus-free seed-
lings of M. officinalis were successfully cultivated through direct organogenesis, and an in vitro rapid propagation and 
regeneration system of M. officinalis was established, which would not only improve the yield and quality of M. offici-
nalis, but also provide a reference for virus-free rapid propagation and commercial production and seedling raising of M. 
officinalis. 

Keywords: Morinda officinalis How; detoxification; rapid propagation; direct organogenesis; virus detection 
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巴戟天（Morinda officinalis How）为茜草科

巴戟天属植物，多年生藤本，其干燥根入药，是

我国的“四大南药”之一，具有补肝肾、强筋骨

的作用[1]。其主产于广东、福建等地，在我国主

要通过扦插繁殖，病毒通过植物的无性繁殖在植

物体内传递及积累，最终造成植物生长受到抑制、

产量及品质下降[2-3]，因此，加强对巴戟天组织培

养技术的研究具有十分重要的意义。本课题组在

前期研究中对花叶病巴戟天进行病原鉴定，确定

该病原为黄瓜花叶病毒-巴戟天株（Cucumber 
mosaic virus isolate Morinda officinalis How, 
CMVMO） [4]。目前，对于防治病毒病害没有特

别有效的防治药物，脱除病毒是提高植物产量和

品质最有效的方法，张晓丽等[5]发现脱毒苗在生

长过程中各方面指标如形态指标、生理特性均优

于非脱毒苗，且产量也会显著提高。常见的脱病

毒方法包括低温脱毒、温热脱毒、利用组织培养

技术脱毒、化学脱毒等[6]。其中，利用组织培养

技术脱除植物病毒简便、易行，目前使用该技术

进行植物脱毒的有半夏（Pinellia ternata）、大蒜

（Allium sativum）、姜（Zingiber officinale Rosc.）

等[7-9]。因此，加强对巴戟天组织培养技术的研究

具有十分重要的意义。 

通过器官发生途径进行组织培养是药用植物

组织培养的主要方式，指一定条件下通过诱导外

植体产生不定芽等器官，经过扩繁、诱导生根、

炼苗移栽等步骤发育成为完整植株。器官发生途

径有 2 种，根据组织培养过程中是否需要诱导愈

伤组织，又分为直接器官发生途径和间接器官发

生途径[10]。目前巴戟天的组织培养技术主要通过

间接器官发生途径，即利用巴戟天外植体诱导出

愈伤组织，通过愈伤组织诱导不定芽从而获得巴

戟天的组培苗，这种组织培养方法存在许多问题，

例如培养时间比较长，培养基配方繁多，繁殖系

数低，増殖困难，继代生长周期长，缺少建立经

济效率高、成本低的标准化生产体系等。与其相

比，直接器官发生途径不需经过愈伤组织阶段，

周期更短，且期间发生的变异少，能很好地保留

植株的遗传特异性，特别适用于需要维持遗传稳

定性的道地药材种苗的培育[11-13]。利用直接器官

发生途径建立巴戟天组织培养技术体系的研究迄

今鲜有报道。故本研究选用组织培养技术以获得

巴戟天的脱毒苗，通过直接器官发生途径，以巴

戟天茎段材料直接诱导生芽，建立巴戟天的组织

培养技术体系的快速繁殖方法，为巴戟天种苗的

工厂化生产提供研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

巴戟天小叶黑蕊型植株与大叶型植株均收集

自广东省德庆县，移栽至华南植物园种质资源圃。

经广州中医药大学丁平研究员鉴定为茜草科植物

巴戟天的植株。 
1.2  方法 

1.2.1  外植体的消毒接种  取两年生的巴戟天样

品，将其茎分为 3 部分，距离顶端 20 cm 以内为

幼嫩茎段，距离顶端 20~40 cm 处为半木质化茎

段，距离顶端超过 40 cm 的部位为完全木质化茎
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段。切除叶片后置于超净工作台中，用 75%酒精

棉片，擦拭其表面，将巴戟天茎段切成带有节位

的长度约为 2~3 cm 的小段，为了筛选出巴戟天的

最佳消毒部位和消毒方法，将其使用 0.1%氯化汞

将巴戟天幼嫩、半木质化及木质化茎段分别消毒

5.5 ~8.0 min，无菌水漂洗 3 次。处理后，于无菌

条件下接种至 1/2 MS 培养基上，于接种后第 2 天

开始记录污染数。20 d 后统计污染率和成活率（污

染率=污染苗数/接种苗数100%，成活率=成活苗

数/接种苗数100%）。 

1.2.2  腋芽的诱导分化  将消毒处理后的巴戟天

茎段分为幼嫩部位、半木质部位、全木质化部位，

分别接种于含不同浓度及组合植物生长调节剂的

培养基中。培养 30 d 后观察结果，记录腋芽诱导

率以及腋芽诱导状况，筛选出诱导腋芽的最适部

位与最适培养基（腋芽诱导率=产生腋芽的外植体

数/接入外植体总数100%）。 
1.2.3  丛生芽的增殖培养  将培养 30 d，诱导出

的腋芽从茎段上切下，接种于不同类型培养基中，

接种 20 个外植体，培养 30 d 后观察结果。记录

丛生芽诱导率以及丛生芽生长状况（丛生芽诱导

率=产生丛生芽的腋芽数/接入腋芽总数100%）。  
1.2.4  组培苗的生根与移栽  （1）生根培养。将

培养 30 d，诱导出 1.5 cm 左右高的丛生芽苗转接

到不同类型的生根培养基中，每瓶 3~4 个芽苗，

共转接 4 瓶。在培养室中培养 30 d 后，统计其生

根率和根系生长状况（生根率=生根的单苗数/接

种单苗总数100%）。（2）炼苗与移栽。当组培

苗根系长度大于 2 cm 后，将完成生根的组培苗连

组培瓶移出培养室，保持温度 20~25 ℃、相对湿

度 60%左右，闭盖置于室温自然光条件下放置

3 d，然后打开瓶口，自然光下炼苗 5 d 或 8 d。将

炼苗结束的巴戟天组培苗从组培瓶中移出，使用

清水洗净根部残留的培养基，将根部浸泡于稀释

的多菌灵溶液中 5 min，再用流水冲洗 4 min。处

理后移栽至 4 种不同栽培基质的育苗杯中，每

1~2 d 喷施 1 次水，30 d 后记录移栽存活率（移栽

存活率=成活苗数/移栽总苗数100%）。 

1.2.5  组培苗与移栽苗的病毒检测  以脱毒组培

苗与移栽苗为试验组，田间感病巴戟天为阳性对

照组，取各组幼嫩叶片各 0.1 g 提取总 RNA 后进

行反转录，利用设计的 3 对特异引物进行 RT-PCR

检测。反应体系为 2×Pfu Master Mix 10 μL，上游

引物 1 μL，下游引物 1 μL，ddH2O 6 μL，cDNA

模板 2 μL，PCR反应程序为 94 ℃ 1 min 30 s，94  ℃

20 s，50~60  20℃  s，72  60℃  s，30 个循环，72  ℃

5 min 得到最终样品。PCR 产物用琼脂糖凝胶电

泳进行观察。 
1.3  数据处理 

试验数据采用 SPSS 20.0 软件进行单因素方

差分析（ANOVA）。 

2  结果与分析 

2.1  不同消毒处理对茎段消毒效果的影响 

不同消毒处理对巴戟天茎段的污染率及成活

率均有一定的影响。随氯化汞消毒时间的延长，

幼嫩茎段的污染率及成活率成反比，而半木质和

全木质茎段的污染率和成活率均逐渐下降（表 1）。

对于巴戟天幼嫩茎段，消毒 8 min 的污染率最低，

且成活率在 4 组中最高，达到 35.12%，因此消毒

8 min 为巴戟天幼嫩茎段消毒的优选方法。对于半

木质茎段，消毒 5.5 min 的成活率最高，接种 21

个外植体成活 10 个，成活率达 47.62%，但是污

染率偏高，达到 47.62%；0.1%氯化汞消毒 8 min

的污染率最低，只有 38.33%，但是成活率也最低，

只有 30.00%，综合考虑污染率及成活率 2 个指标，

最终选定 0.1%氯化汞溶液消毒 6 min 为巴戟天半

木质化茎段消毒的优选方法。对于巴戟天的全木

质化茎段，消毒 8 min 的污染率最低，消毒 5.5 min

的成活率最高，综合考虑污染率及成活率 2 个指

标，最终选定 0.1%氯化汞溶液消毒 6 min 为巴戟

天全木质化茎段消毒的优选方法。综上，虽然消毒

时间组内之间没有显著差异，但比较 3 个部位巴戟

天的消毒效果，半木质部位污染率较低，成活率较

高，优选其为巴戟天组织培养的外植体部位。 

2.2  不同部位茎段对腋芽诱导能力的影响 

比较巴戟天不同部位茎段的平均腋芽诱导数

及腋芽生长状况，结果如表 2 所示。巴戟天的半

木质化茎段平均腋芽诱导数大，生长较快，平均

腋芽诱导数为 1.90 个，一个生长点可见多个腋芽，

与幼嫩部位及全木质化部位差异显著（P< 0.05）。

幼嫩部位的平均腋芽诱导数低于半木质化部位，

高于木质化部位，半木质化部位的平均腋芽诱导

数最低，每个生长点仅长一个腋芽。因此最终筛

选巴戟天半木质化茎段可作为巴戟天组织培养的

理想材料来源。 

2.3  不同类型培养基对腋芽诱导能力的影响 

比较半木质化巴戟天茎段在 3 种不同类型培 
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表 1  巴戟天茎段不同消毒处理的消毒效果 
Tab. 1  Effect of different disinfection treatment on M. officinalis How stem segment disinfection 

编号 
No. 

部位 
Position 

消毒时间 
Disinfection time/min

接种数 
Number of inoculation

污染率 
Pollution rate/% 

成活率 
Survival rate/% 

1 5.5 20 84.681.221abc 10.329.014kl 

2 6.0 17 88.899.624ab 5.569.624kl 

3 7.0 15 73.3311.54bcdef 26.6711.550fghij 

4 

幼嫩茎段 
 

8.0 23 39.283.089hijkl 35.129.165cdefghij 

5 5.5 21 47.628.244defghijkl 47.628.244abcdefgh 

6 6.0 23 44.0511.34efghijkl 48.219.941abcdefgh 

7 7.0 26 42.134.007ghijkl 38.425.612abcdefghij 

8 

半木质茎段 
 

8.0 13 38.3312.58hijkl 30.008.660efghij 

9 5.5 26 61.585.621cdefgh 50.005.560abcdefg 

10 6.0 22 58.933.094cdefghi 49.947.230abcdefg 

11 7.0 19 58.7213.75cdefghi 42.068.364abcdefghi 

12 

全木质茎段 
 

8.0 25 56.4810.43defghij 36.112.408abcdefghij 

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: The different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05). 

 
表 2  不同部位茎段腋芽诱导情况 

Tab. 2  Induction of the axillary buds of M. officinalis  
How in different sites 

部位 
Position 

外植体个数 
Number of 

explants 

平均腋芽诱导数 
Average number of 

axillary buds induced 

腋芽生长情况 
Axillary bud growth

幼嫩 

茎段 

30 1.370.56bc 10~15 d 长出白色芽

点，每个生长点长一

个芽点，顶芽大多只

有一个生长点 

半木质 

化茎段 

30 1.900.55a 10~15 d 长出白色芽

点，每个生长点长一个

芽点，有时可见多个

全木质 

化茎段 

30 1.170.38bc 15~20 d 萌芽，每个

生长点长一个腋芽，

部分生长点不萌芽

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: The different lowercase letters in the same column indicate 

significant difference(P<0.05). 

 
养基中的腋芽诱导率及其生长状况，结果显示组

间并没有明显差异（表 3，图 1）。以巴戟天半木

质化茎段为外植体，接种于含有 6-BA 0.2 mg/L

的 1/2 MS 培养基中，茎段的节点处长出腋芽，腋

芽生长状况良好（图 1A），巴戟天半木质化茎段

诱导腋芽在 MS 培养基中生长状况不佳，芽苗瘦

弱（图 1B），在含有 6-BA 0.2 mg/L 的 MS 培养

基中诱导腋芽出现透明玻璃化现象（图 1C）。 

2.4  不同类型培养基对丛生芽诱导能力的影响 

以 1/2 MS 培养基为基础培养基，利用不同浓 

表 3  不同培养基中巴戟天茎段腋芽的生长状况 
Tab. 3  Growth of axillary buds of M. officinalis  

How in different media 

培养基
Culture 
medium

植物生长调节剂
Plant growth 

regulator 

腋芽诱导率 
Rate of axillary buds 

induced/% 

腋芽生长情况
Axillary bud 

growth 

 
56.6723.09a 芽苗瘦弱、生长

状况不佳 

MS 

0.2 mg/L 6-BA 73.3311.54a 芽苗出现玻璃

化现象 

1/2 MS 0.2 mg/L 6-BA 70.0010.00a 芽苗生长状况

良好 

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: The different lowercase letters in the same column indicate 

significant difference (P<0.05). 
 

度配比的 6-BA 与 NAA 筛选出适合诱导巴戟天茎

段丛生芽的培养基。对巴戟天茎段丛生芽在不同

类型培养基中生长状况进行统计，结果如表 4 和

图 2 所示。6-BA 0.2 mg/L 的 1/2 MS 培养基丛生

芽诱导率达到 83.33%，丛生芽生长状况良好，叶片

呈现深绿色；当 6-BA 的浓度升高到 0.5 mg/L 时，

丛生芽的诱导率反而下降到 46.67%，与另外 2 组

有显著差异性，丛生芽生长缓慢，叶片蜷缩并且

出现玻璃化现象；在 0.5 mg/L 6-BA 的基础上再

添加 0.2 mg/L 的 NAA，丛生芽的诱导率有所上升，

可达 73.33%，丛生芽的生长状况有所改善，但是部

分丛生芽叶片玻璃化的现象仍然存在。 

2.5  不同生根培养基对巴戟天生根的影响 

分别以 1/2 N6、N6、1/2 MS 为基础培养基，添 



972 热 带 作 物 学 报  第 44 卷 

         
                    A                                 B                                 C 

 

A：添加 0.2 mg/L 6-BA 的 1/2 MS 培养基；B：MS 空白培养基；C：添加 0.2 mg/L 6-BA 的 MS 培养基。 
A: 1/2 MS medium supplemented with 0.2 mg/L 6-BA; B: MS blank medium; C: MS medium supplemented with 0.2 mg/L 6-BA. 

图 1  巴戟天半木质化茎段腋芽诱导生长情况 
Fig. 1  Growth of semi lignification axillary buds of M. officinalis How 

 
表 4  不同培养基巴戟天茎段丛生芽的生长状况 

Tab. 4  Growth of fascicled buds of M. officinalis How in different media 

培养基 
Culture medium 

植物生长调节剂 
Plant growth regulator 

丛生芽诱导率 
Rate of fascicled buds induced/%

丛生芽生长情况 
Fascicled buds growth 

0.2 mg/L 6-BA 83.335.77ab 生长状况良好、呈深绿色 

0.5 mg/L 6-BA 46.6720.81c 出现玻璃化现象，叶片蜷缩，生长缓慢 

1/2 MS 

0.5 mg/L 6-BA+0.2 mg/L NAA 73.335.77ab 部分生长状况良好、部分出现玻璃化现象

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: The different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05). 

 

 
 

图 2  巴戟天腋芽诱导丛生芽生长状况 
Fig. 2  Growth of fascicled buds of M. officinalis How 

 

加不同浓度配比的 IBA，筛选出适合巴戟天芽苗

生根的培养条件。统计巴戟天芽苗移入不同类型

培养基的诱导生根率及生根情况，结果见表 5 和

图 3。巴戟天芽苗在添加 0.5 mg/L IBA 的 1/2 N6

及添加 1.0 mg/L IBA 的 N6 培养基中，未出现生

根现象，且巴戟天芽苗在 N6 培养基中生长状况

较差，出现叶子掉落，萎黄的情况，说明 N6 培

养基并不适合巴戟天芽苗生根；而在添加不同浓

度 IBA 的 1/2 MS 培养基中均可生根，但在 IBA

浓度超过 1.0 mg/L 的 1/2 MS 培养基中出现气生

根现象。 

2.6  不同类型基质对组培苗炼苗移栽的影响 

待巴戟天芽苗在瓶中长至 4~5 cm 后，从组培

室移至室外炼苗 5 d 或 8 d 后移栽至含有不同类型 

表 5  巴戟天芽苗的生根情况 
Tab. 5  Sprout rooting situation of M. officinalis How 

培养基 
Culture medium 

植物生长调节剂 
Plant growth regulator 

生根率 
Rooting rate/%

1/2 N6 0.5 mg/L IBA 0de 

N6 1.0 mg/L IBA 0de 

0.5 mg/L IBA 100abc 

1.0 mg/L IBA 100abc 

1/2 MS 

1.5 mg/L IBA 100abc 

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: The different lowercase letters in the same column in-

dicate significant difference (P<0.05). 

 
基质的育苗杯，统计移栽苗的存活率（表 6）。就

炼苗时间而言，经过 8 d 炼苗时间的移栽苗存活

率明显高于 5 d 组。几种基质中，当炼苗 5 d 时，

草炭土与珍珠岩比例 1∶1 的组培苗成活率最高，

达到 88.90%；当炼苗时间为 8 d 时，草炭土比珍

珠岩 1∶1 和草炭土比蛭石 1∶1 这 2 种基质的成

活率最高，均为 93.33%。因此最佳基质为草炭土

比珍珠岩 1∶1 和草炭土比蛭石 1∶1。 

2.7  巴戟天组培苗与移栽苗脱毒效果评价 

利用 RT-PCR 方法检测巴戟天脱毒苗与田间

感病巴戟天的病毒情况，结果如图 4A 所示，根

据黄瓜花叶病毒-巴戟天株（Cucumber mosaic virus 
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                                        A                            B 

         
                             C                        D                       E 

 

A：添加 0.5 mg/L IBA 的 1/2 N6 培养基；B：添加 1.0 mg/L IBA 的 N6 培养基；C：添加 0.5 mg/L IBA 的 1/2 MS 培养基； 

D：添加 1.0 mg/L IBA 的 1/2 MS 培养基；E：添加 1.5 mg/L IBA 的 1/2 MS 培养基。 
A: 1/2 N6 medium supplemented with 0.5 mg/L IBA; B: N6 medium supplemented with 1.0 mg/L IBA; C: 1/2 MS medium supplemented 

with 0.5 mg/L IBA; D: 1/2 MS medium supplemented with 1.0 mg/L IBA; E: 1/2 MS medium supplemented with 1.5 mg/L IBA. 
图 3  不同培养基中巴戟天丛生芽的诱导生根状况 

Fig. 3  Rooting of fascicled buds of M. officinalis How in different media 
 

表 6  巴戟天不同基质炼苗移栽结果 
Tab. 6  Transplanting results of M. officinalis How in different substrates 

编号 
No. 

基质 
Substrate 

比例 
Proportion 

炼苗时间  
Seedling time/d 

数量 
Quantity 

移栽存活数 
Survival number 

移栽存活率 
Survival rate/% 

5 17 15 88.9010.18acd 1 草炭土、珍珠岩 1∶1 

8 15 14 93.3311.55abc 

5 15 7 46.6711.55bf 2 草炭土、蛭石 1∶1 

8 15 14 93.3311.55abc 

3 草炭土、蛭石、珍珠岩 1∶1∶1 5 18 13 72.219.624cde 

4 红土、蛭石 1∶1 8 16 11 68.8910.18de 

注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 
Note: The different lowercase letters in the same column indicate significant difference (P<0.05). 
 

 
 

A：田间感病巴戟天病毒检测结果；M：DNA marker D (100~2000 bp)；1~5：第一对引物 CMVMO1 扩增产物；6~10：第二对引物 CMVMO2

扩增产物；11~15：第三对引物 CMVMO3 扩增产物。B：巴戟天脱毒苗病毒检测结果；M：DNA marker C (100~1200 bp)；1、5、9：

小叶黑蕊型巴戟天组培苗；2、6、10：小叶黑蕊型巴戟天移栽苗；3、7、11：大叶型巴戟天组培苗； 

4、8、12：大叶型巴戟天移栽苗。 

A: Detection results of virus in field susceptible M. officinalis How; M: DNA marker D (100-2000 bp); 1-5: CMVMO1 amplification of the 
first primers; 6-10: CMVMO2 amplification of the second primer; 11-15: CMVMO3 amplification of the third primer. B: Detection results of 

virus in detoxification seedlings of M. officinalis How; M: DNA marker C (100-1200 bp); 1, 5, 9: Tissue culture seedlings of M. officinalis 
How with small leaves and black stamens; 2, 6, 10: Transplanting seedlings of M. officinalis How with small leaves and black stamens; 3, 7, 

11: Tissue culture seedlings of M. officinalis How with large leaves; 4, 8, 12: Transplanting seedlings of M. officinalis How with large leaves. 

图 4  RT-PCR 病毒检测结果 
Fig. 4  RT-PCR virus detection results 
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isolate M. officinalis How, CMVMO）设计的 3 对

引物均可对黄瓜花叶病毒-巴戟天株进行检测，第

二对引物 CMVMO2 的特异性最佳。与阳性对照

相比，巴戟天组培苗与移栽苗均未检测出特异性

高亮度条带，说明该组织培养体系所诱导的巴戟天

脱毒苗可成功脱除 CMVMO 病毒（图 4B）。 

3  讨论 

近年来关于巴戟天组织培养技术的报道有很

多，且选择的培养方式不尽相同。其中陈煌等[14]

以巴戟天茎尖或茎节段为试验材料，成功建立了

一套巴戟天优质种苗快速繁育应用的组培技术

体系。林美珍等[15]以巴戟天幼胚为外植体诱导愈

伤组织，再由愈伤组织分化成完整植株，并诱导

出多倍体巴戟天。巴戟天是广东的道地药材，必

须要保持巴戟天的品种特性，因此本研究选用直

接器官发生途径建立巴戟天组织培养体系，本

方法不经过愈伤组织阶段，具有极强的遗传稳

定性。 

研究表明，利用巴戟天不同部位茎段作外植

体，对其消毒效果也会有所不同。使用相同的消

毒处理方法，半木质化茎段的污染率较低，成活

率相对较高，若巴戟天茎段太幼嫩会对氯化汞不

耐受，从而降低成活率，而全木质化茎段污染的

主要来源为真菌污染，主要表现为培养基上生长

白色的霉菌。巴戟天表面被有绒毛，容易带有真

菌及细菌且不易消除，其中以全木质化茎段表面

最为粗糙，是其污染率较高的主要原因。另外，

选择不同部位茎段作为外植体，其腋芽的发生情

况也不相同，茎段不同取材部位诱导腋芽能力由

强到弱依次为半木质部位、幼嫩部位、全木质部

位。以巴戟天茎段为材料诱导腋芽，数量多，基

数大，增殖快，容易诱导成功，能为巴戟天种苗的

工厂化生产提供研究基础。该结果与黄宁珍等[16]、

陈伟等[17]的结果一致。本研究以巴戟天茎段为材

料诱导腋芽，并进一步增殖，其诱导最适培养基

为添加 6-BA 0.2 mg/L 的 1/2 MS 培养基。巴戟天

常规的外植体材料包括叶片及茎段等，分化能力

较差，丛生芽诱导率较低。本研究以巴戟天半木

质化茎段诱导出的腋芽为材料，其分化能力较

强，为理想的巴戟天丛生芽诱导来源。以茎段诱

导的腋芽为外植体，接种于添加 6-BA 0.2 mg/L

的 1/2 MS 培养基上（与诱导茎段腋芽的培养基

相同），丛生芽的诱导率达到 86.36%。巴戟天移

栽到疏松透气、偏酸性的土壤可提高其移栽成活

率，故选用偏酸性的材料作为培养基质[14]。草炭

土中富含有机质，质地松软，呈微酸性，但其缺

乏保水性。珍珠岩和蛭石在农业育苗中均有改善

土壤、增加土壤透气性、保水保湿等作用。但由

于二者保水效果好，过度添加反而导致基质中水

分过多，使植株死亡。农业上巴戟天种植通常使

用红土[18]，但红土黏性较大，透气性差，土质偏

重，不能和珍珠岩很好地混合，易导致根系腐烂。

因此，在巴戟天组培苗移栽初期，最好选择草炭

土与珍珠岩或蛭石混合使用，既保水又有透气性。 

研究结果还表明，选用 1/2 MS 培养基作为

基础培养基，其生根效果要比选用 N6 培养基的

好，这与肖祖飞等 [19]对樟树、张琨等 [20]对黄花

菜、刘丹等[21]对附子的研究结果一致，且巴戟天

芽苗在 N6 培养基中生长状况较差，出现叶子掉

落，萎黄的情况，推测为 N6 培养基中大量元素

含量较低导致。此外，本研究还通过 RT-PCR 的

方法检测巴戟天脱毒苗中黄瓜花叶病毒-巴戟天

株（CMVMO），结果发现巴戟天脱毒苗已彻底脱

除病毒，近年来，组织培养技术已广泛应用于对

中草药脱毒培养[22]。因此，本研究认为通过组织

培养技术可以实现巴戟天的脱毒培养与快繁，为

巴戟天种苗的脱毒快繁与工厂化生产提供参考。 

由于本研究主要针对农家品种巴戟天大叶型

巴戟天与小叶黑蕊型巴戟天，使得本研究结果不

一定适用于其他品种巴戟天，有一定的局限性。但

利用本研究结果，可为农家品种巴戟天的脱毒快繁

技术在生产上的运用提供参考，为巴戟天的种质资

源保护、脱毒扩繁、品种改良等提供理论依据。 

4  结论 

本研究以巴戟天茎段为材料，经 75%乙醇预

处理后的茎段用 0.1%氯化汞溶液消毒 5.5 min 为

巴戟天茎段消毒的优选方法；以巴戟天半木质部

位作为外植体接种的腋芽诱导能力最强；巴戟天

茎段诱导腋芽的最适培养基为添加 0.2 mg/L 

6-BA 激素的 1/2 MS 培养基；巴戟天茎段诱导丛

生芽的最适培养基为添加 0.2 mg/L 6-BA 激素的

1/2 MS 培养基；诱导巴戟天芽苗生根的最佳培养

基为添加 0.5 mg/L IBA 激素的 1/2 MS 培养基；巴

戟天组培苗的最适移栽基质为草炭土∶珍珠岩

1∶1 和草炭土∶蛭石 1∶1 的基质。通过组织培

养技术可以实现巴戟天的脱毒培养与快繁。 
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