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北细辛叶柄愈伤组织的增殖培养及器官分化研究 
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摘  要：目的  研究北细辛 Asarum heterotropoides 叶柄愈伤组织增殖培养、再生芽分化及不定根诱导的最适条件，建立高效的愈

伤组织培养和再生体系。方法  以北细辛幼嫩叶柄诱导出愈伤组织，于含不同质量浓度 6-苄基腺嘌呤（6-BA）和萘乙酸（NAA）

的增殖培养基中扩大培养，选取嫩绿致密的愈伤组织接种在不同激素浓度配比的分化培养基上诱导再生芽及不定根，经驯化后移

栽。结果  愈伤组织增殖较适培养基为 1/2 MS＋0.40 mg/L 6-BA＋0.10 mg/L NAA，在含 0.40 mg/L 6-BA＋0.05 mg/L NAA的 1/2 MS
培养基中再生芽分化率最高，无激素添加的 1/2 MS 培养基适于壮苗培养，不定根诱导最适培养基为 1/4 MS＋0.25 mg/L IBA。

结论  确定北细辛愈伤组织增殖及分化的最适培养基及激素水平，建立了完善的北细辛再生体系，成功获得再生植株。 
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Proliferation and organ differentiation of petiole-derived callus in Asarum heterotropoides 
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Abstract: Objective  To screen the optimum conditions of proliferation, regenerated bud differentiation, and adventitious roots 
induction of Asarum heterotropoides petiole-derived callus so as to establish the effective system for callus proliferation and 
regeneration. Methods  Petiole-derived calli were subcultured in the proliferation medium supplemented with different concentration 
of 6-BA and NAA. Then green and compact calli were chosen to culture in differentiation medium with different exogenous hormones 
for the induction of regeneration bud and adventitious roots. After being acclimated, regenerated plants were transplanted. Results  
The effective callus proliferation medium was 1/2 MS supplemented with 0.40 mg/L 6-BA and 0.10 mg/L NAA, then 1/2 MS medium 
supplemented with 0.4 mg/L 6-BA and 0.05 mg/L NAA was suitable for regenerated bud differentiation while regenerated buds grew 
better in 1/2 MS medium without any hormone. The medium of 1/4 MS supplemented with 0.25 mg/L IBA was best for the induction of 
adventitious roots. Conclusion  The optimum culture conditions of callus proliferation and differentiation in A. heterotropoides are 
determined to establish the regeneration system and obtain the regenerated plantlet successfully. 
Key words: Asarum heterotropoides (Maxim.) Kitag.; callus proliferation; differentiation of regenerated bud; regeneration system 
 

北细辛 Asarum heterotropoldes Fr. Schmidt var. 
mandshuricum (Maxim.) Kitag. 为 马 兜 铃 科

（Aristolochiaceae）多年生草本植物，又名辽细辛、

烟袋锅花、东北细辛、细参等[1]，其味辛性温，有

祛风散寒、通窍止痛、温肺化痰等作用[2]，为我国

传统中药。近年来，由于过度采挖和生态环境的破

坏以及生长周期长，导致北细辛的野生资源严重匮

乏[3]。北细辛人工栽培多采用种子繁殖和分株繁殖

2 种方式，种子繁殖通常需要 5～6 年后才可采收而

分株繁殖则存在繁殖系数低的问题，一定程度上限

制了北细辛的推广应用。比较而言，组织培养具有

繁殖速度快、繁殖系数高等特点，可望在短期内繁

殖出大量性状一致的优良种苗，以缓解北细辛资源

紧缺的局面，目前，已建立细辛属植物如大花细辛、

华细辛、汉城细辛和皱花细辛的快繁体系[4-6]，而有

关北细辛组织培养方面仅有愈伤组织诱导的报道[7-10]， 
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但多以根状茎[7-8]或叶片[9]为外植体，并且尚未建立

完善的再生体系。 
基于课题组的前期研究结果[10]，本研究以北细

辛幼嫩叶柄为外植体诱导得到的愈伤组织为试验材

料，探讨不同浓度的 6-苄基腺嘌呤（6-BA）和萘乙

酸（NAA）对愈伤组织增殖的影响，同时筛选愈伤

组织再生芽和不定根分化的最适培养条件，建立高

效的北细辛再生体系，使北细辛种苗的规模化生产

成为可能，为北细辛种质资源的离体保存及可持续

利用提供保障。 
1  材料与方法 
1.1  材料 

样品取自黑龙江省中医药大学药用植物园和黑

龙江省森林植物园药物园，经笔者鉴定为北细辛

Asarum heterotropoldes Fr. Schmidt var. 
mandshuricum (Maxim.) Kitag.。将其幼嫩叶柄经

70%乙醇和 0.1%升汞处理后用于无菌接种[10]。 
1.2  方法 
1.2.1  叶柄愈伤组织的诱导与增殖  将无菌外植体

切成 0.5～1.0 cm 的小段，接种于添加 0.6 mg/L 6-BA
和 0.15 mg/L NAA 的 1/2 MS 培养基中。出愈后每 15
天继代 1 次，继代培养 3～4 次后移至含不同质量浓

度 6-BA 和 NAA 的 1/2 MS 培养基中进行增殖培养。

培养基中附加 30 g/L 蔗糖，调 pH 至 5.8，121 ℃高压

湿热灭菌 20 min。培养温度（25±1）℃，相对湿度

50～60%，光照强度 30 μmol/(m2·s)，光照时间 16 h/d。 

1.2.2  不定芽的诱导及壮苗培养  选取嫩绿且结构

致密的愈伤组织，以 1/2 MS 为基本培养基，6-BA
和 NAA 协同使用，以 2 因素 5 水平的正交试验进

行不定芽诱导，观察并统计不定芽的诱导率及每块

愈伤组织产生芽的数量。 
不定芽生长 4～6 周后，从基部切下接种到无激

素添加的 1/2 MS 培养基上进行壮苗培养。 
1.2.3  再生芽的生根培养  当分离的不定芽长至 2～
3 cm 时，将其接种至添加不同浓度吲哚丁酸（IBA）

（0、0.1、0.25、0.5 mol/L）的 1/2 MS 或 1/4 MS 生根

培养基中，培养 30 d 后统计生根率、生根数。 
1.2.4  移栽炼苗  移栽前将再生苗移到自然环境下

锻炼 2～3 d，然后开口练苗 1～2 d。取出再生小苗，

用清水洗掉根部附着的培养基，然后移栽至腐殖质、

草炭土和蛭石等比例混合的灭菌基质中。保持环境

温度 20 ℃左右，相对湿度 90%～100%。 
移栽成活率＝移栽成活数/总移栽数 

2  结果与分析 
2.1  叶柄愈伤组织的增殖 

以北细辛幼嫩叶柄为外植体，接种于含 0.6 mg/L 
6-BA 和 0.15 mg/L NAA 的 1/2 MS 诱导培养基上，培

养 7～12 d 即可诱导出黄绿色的愈伤组织（图 1-a）。
继代培养过程中，切口处会逐渐出现褐化现象，愈伤

组织生长缓慢（图 1-b）。愈伤组织增殖培养时，不

同质量浓度组合的 6-BA 和 NAA 影响愈伤组织的增

殖状况，由表 1 可以看出，6-BA 和 NAA 分别为 0.40 

 
a～c-叶柄愈伤组织  d～g-不定芽分化  h、i-壮苗培养  j-无激素 1/2 MS 生根培养  k-1/4 MS＋IBA 0.25 mg/L 的生根诱导  l-驯化移栽 
a—c-callus derived from petioles  d—g-differentiation of shoot  h, i-strong seedling cultivation  j-rooting in 1/2 MS without exogenous hormone  
k-rooting in 1/4 MS with IBA 0.25 mg/L  l-acclimatizating and transplanting 

图 1  北细辛叶柄愈伤组织的器官分化 
Fig. 1  Organ differentiation from petiole-derived callus of A. heterotropoides 
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表 1  不同质量浓度外源激素对愈伤组织增殖的影响 
Table 1  Effects of exogenous hormones at different concentration on callus proliferation 

处理 6-BA/(mg·L−1) NAA/(mg·L−1) 愈伤组织状况 

1 1.00 0.25 淡绿色，致密，褐化较严重，增殖较缓慢 

2 0.80 0.20 绿色，致密，褐化严重，增殖缓慢 

3 0.40 0.10 深绿色，较致密，褐化情况改善，增殖迅速 

4 0.20 0.05 愈伤组织基本无增殖 
 
和 0.10 mg/L 时，愈伤组织增殖迅速，褐化情况明显

改善，且结构致密，颜色深绿（图 1-c）。 
2.2  北细辛不定芽诱导及壮苗培养 

图 2 表明，愈伤组织在只添加 6-BA 的分化

培养基中不能诱导出不定芽，而 6-BA 与 NAA 组

合使用时，可分化出一定数量的再生芽。研究发

现，当分化培养基中 6-BA 的质量浓度高于 0.4 
mg/L 时，愈伤组织严重褐化甚至死亡，不能用于

芽的分化培养。0.3 mg/L 6-BA 与 0.04～0.07 mg/L 
NAA 协同作用，虽可诱导出不定芽，但增殖极其

缓慢，继代过程逐渐玻璃化（表 2）。比较而言，

在含 0.4 mg/L 6-BA 和 0.05 mg/L NAA 的 1/2 MS
培养基中，不定芽再生率最高，为 60%，愈伤组

织表面产生大量的不定芽（图 1-d～f），每个愈伤

组织大约产生 35 个不定芽，芽长势较好，可以正

常生长展叶，叶色嫩绿（图 1-g～h）。因此，1/2 MS＋
0.4 mg/L 6-BA＋0.05 mg/L NAA 是叶柄愈伤组织

再生芽分化的最佳培养条件。 
壮苗培养时，再生芽在不添加任何激素的 1/2 

MS 中，叶柄快速伸长生长，叶片增大变厚，叶色

由浅绿色变为深绿色（图 1-i）。 
2.3  不同质量浓度 IBA 对再生芽生根的影响 

由图 3 可以看出，壮苗后的再生芽在有无 IBA
的 1/4 MS 或 1/2 MS 培养基中，均可在再生芽基部

出现白色的突起，随后逐渐发育成不定根。比较发

现，1/4 MS 培养基添加 0.25 mg/L IBA 时，再生芽

的生根率最高，为 85.7%，平均生根数为 9～10 条，

出根时间短（表 3），形成的不定根也较粗（图 1-k）。
而在 1/2 MS 培养基中，无论有无 IBA，不定根诱导

所需天数均较长，且不定根长势较弱，不适于生根

培养（图 1-j）。 
将驯化后再生苗移栽至腐殖质、草炭土和蛭石

等比例混合的基质中，12 d 后小苗叶片伸展，并在

基部长出新叶（图 1-l）；移栽 5 周后，不定根长出

大量侧根。移栽成活率达 90%。 

   
 

图 2  不同质量浓度 NAA 对北细辛不定芽再生率的影响 
Fig. 2  Effects of NAA at different concentration on 
adventitious shoot regeneration 

表 2  外源激素对北细辛不定芽分化的影响 
Table 2  Effect of different exogenous hormones on 
adventitious shoot differentiation in A. heterotropoides 

质量浓度/(mg·L−1)
6-BA NAA

芽长势 愈伤状况 叶片生长情况

0.3 0 — 增殖快、结构致密  
0.3 0.04 芽无增殖 增殖缓慢、质地松散  
0.3 0.05 芽无增殖且玻璃化 增殖缓慢、质地松散  
0.3 0.06 芽玻璃化严重 增殖缓慢、质地松散  
0.3 0.07 芽无增殖 增殖缓慢、质地松散  
0.4   0 — 增殖快、结构致密  
0.4 0.04 芽增殖缓慢 增殖缓慢、质地松散 不展叶 
0.4 0.05 芽增殖迅速 增殖缓慢、质地松散 展叶正常 
0.4 0.06 芽无增殖 增殖缓慢、质地松散 展叶困难 
0.4 0.07 芽无增殖 增殖缓慢、质地松散 — 

  
图 3  IBA 质量浓度对北细辛生根率的影响 

Fig. 3  Effects of different concentration of IBA on rooting 
rate 
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表 3  不同培养条件对北细辛不定根分化的影响 
Table 3  Effect of different culturing conditions on adventitious root differentiation in A. heterotropoides 

处理 
培养基 IBA/(mg·L−1) 

生根数 生根天数/d 再生苗生长情况 

1/2 MS 0 2.00±0.41 20～25 根较细，再生苗长势好 
 0.10 1.33±0.58 20～25 根长势弱，叶尖发黄 
 0.25 1.33±0.57 ＞25 根长势极弱，叶尖变黄且坏死 
 0.50 — — 无根，叶尖变黄，坏死严重 
1/4 MS 0 1.40±0.55 15～20 生根细少，展叶较正常 
 0.10 2.43±0.53 15～20 根数多，基部有新叶迅速生出 
 0.25 9.50±0.53 8～10 根数多粗且长，再生苗长势快 
 0.50 1.33±0.57 ＞20 根少，叶尖变黄 

 
3  讨论 

植物组织培养时植株再生可由外植体直接（丛

生苗）或间接（愈伤组织分化）等 2 种途径获得， 
间接途径需先后经历愈伤组织诱导、增殖及分化等

过程，其中愈伤组织诱导是再生体系建立的前提，

而愈伤组织增殖状况则直接影响着繁殖系数的高

低。大量研究表明外源激素在愈伤组织的诱导与增

殖中起到重要作用，但它可能只是作为脱分化、再

分化等发育信号，还须通过内源激素水平来发挥其

调控作用[11]。只有各种外源激素浓度比例适中，才

可能保持内源激素的某种平衡，指令特定的细胞分

裂或分化。本研究发现，若采用愈伤组织诱导时的

激素组合即 0.6 mg/L 6-BA 和 0.15 mg/L NAA，愈伤

组织增殖过程将出现褐化现象，继续升高激素质量

浓度，愈伤组织褐化更加严重，不利于愈伤组织的

增殖。较低的激素组合（0.4 mg/L 6-BA 和 0.1 mg/L 
NAA）下增殖的愈伤组织状况良好，可产生一定量

的愈伤组织。推测不同外源激素质量浓度配比导致

不同的内源激素水平，继而产生不同的增殖效果。 
本研究发现紧凑致密、颜色嫩绿的愈伤组织利

于再生芽的分化（图 1-c），George 等[12]认为器官发

生主要在氧气环境不足的条件下进行，Das 等[13]则

认为紧凑致密的愈伤组织细胞聚集，可以更有效地

合成叶绿素，从而为不定芽的生长提供物质基础。

外源激素是影响愈伤组织分化的重要因素，较高质

量浓度的细胞分裂素促进芽的形成，而同时应配合

使用低质量浓度的生长素[14]。北细辛叶柄愈伤组织

增殖时 6-BA（0.4 mg/L）与 NAA（0.1 mg/L）的最

佳质量浓度比例为 4∶1，再生芽分化时则为 8∶1
（0.4 mg/L 6-BA 和 0.05 mg/L NAA），而不含生长素

或生长素浓度过低时分化的芽少且长势弱，进一步

说明细胞分裂素与生长素比例高利于再生芽的分

化。若长时间保持较高质量浓度的细胞分裂素，虽

有利于提高增殖系数，但再生芽往往细弱，且不易

生根[15]。本研究将剥离的不定芽转接到不添加任何

外源激素的 1/2 MS 培养基中，获得了生长速度快、

健壮的再生芽，为成功地生根培养奠定基础。 
一般认为矿质元素浓度较低时，有利于生根[16-17]。

本研究也发现大量元素量较低的 1/4 MS 培养基

更适合不定根的诱导，与已有的生根培养研究结

果一致[18-20]。生长素类 NAA 与 IBA 经常用于不

定根的诱导，但 NAA 具有促进细胞分裂扩大的作

用，在组织培养过程中容易形成愈伤组织且使材料老

化[21-22]，而 IBA 则对不定根的诱导效果较好[23-24]。

本研究以 0.25 mg/L IBA 的生根效果较为理想，根

系发育良好、粗壮、无愈伤。生根后的组培苗移

栽前须经历炼苗驯化过程，使之逐渐适应自然环

境条件。基于本研究完善的再生体系，已成功获

得再生植株，使北细辛种质资源保存及新种质创

制成为可能。 
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