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吴玲利
1, 柯镔峰

1, 龚春
2, 马英

1, 雷小林
2, 李建安

1,*

1中南林业科技大学经济林培育与保护教育部重点实验室, 长沙410004; 2江西省林业科学院, 南昌330013

摘要: 以白木通的带芽茎段为外植体, 研究植物生长调节剂对其离体培养及植株再生的影响, 建立了木通离体快繁技术体

系。结果表明: 带芽茎段的较佳消毒灭菌方法为75%的酒精浸泡30 s, 再用2%的次氯酸钠溶液浸泡15 min; 腋芽诱导的最适

宜培养基为WPM+1.0 mg·L-1 6-BA+0.5 mg·L-1 IAA+2.0 mg·L-1 GA3, 诱导率可达81.27%; 适合腋芽增殖的培养基为WPM+3.0 
mg·L-1 6-BA+0.1 mg·L-1 IBA, 增殖系数可达4.26; 最佳生根培养基为1/2MS+1.0 mg·L-1 IBA+0.5 mg·L-1 NAA+1.0 mg·L-1 GA3, 
生根率为82.18%。炼苗移栽到泥炭土:珍珠岩:蛭石=2:1:1的基质中, 成活率达76.0%以上, 该结果为木通的快繁提供了一条

新途径。
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Abstract: In order to establish the tissue culture and rapid propagation system of Akebia trifoliate var. austra-
lis, the effects of plant growth regulators on plant regeneration in vitro were studied using stems with axillary 
buds as explants. The results showed that the better disinfection method for stems with axillary buds was to use 
75% alcohol immersion 30 s, then use 2% NaClO immersion 15 min; the fittest medium for germination of 
stem axillary bud was WPM+1.0 mg·L-1 6-BA+0.5 mg·L-1 IAA+2.0 mg·L-1 GA3, with a 81.27% germination 
rate of axillary bud; the best medium for shoot multiplication was WPM+3.0 mg·L-1 6-BA+0.1 mg·L-1 IBA, the 
multiplication coefficient could reach 4.26; the best rooting medium was 1/2MS+1.0 mg·L-1 IBA+0.5 mg·L-1 

NAA+1.0 mg·L-1 GA3, with a 82.18% rooting rate. After the culture-bottle seedlings were transplanted into the 
matrix composed of peat soil, perlite and vermiculite (2:1:1), the survival rate was up to 76.0%. The research 
supplied a new way for rapid propagation of Akebia trifoliate. 
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白木通(Akebia trifoliata var. australis)为木通

科(Lardizabalaceae)木通属的半常绿藤本植物, 为
三叶木通的变种 ,  主要分布于江苏、浙江、江

西、广西、湖南、湖北、山西、四川等地(柳方

2004; 蒋岩等2011)。白木通的根、藤茎、果实均

可入药, 气微弱, 味苦而涩, 性微寒, 具有利尿、疏

肝益肾、清心泻火、通经散瘀、抗肿瘤之功效(高
慧敏和王智民2006)。目前关于白木通研究主要集

中在籽油的理化特性、木通属植物的资源分布、

外观性质的鉴定、化学成分分析及药理学研究等

方面(李丽等2010; 黄佩蓓等2014; 王超英和王承明

2015), 而对木通属植物育苗的研究方面还处于起

步阶段。雷可(2011)研究了扦插季节及茎段处理

对白木通成活率的影响, 结果表明3月份扦插成活

率最高, 其他季节扦插成活率低, 不利于白木通的

大量繁殖。组织培养是快速繁殖植物优良品种脱

毒苗的重要途径, 具有广阔的商业化前景。目前, 
木通属组织培养的报道仅有沈国林等(2007)利用

三叶木通的叶片、叶柄及茎段诱导愈伤组织, 但
愈伤组织并未分化出不定芽, 关于木通组织培养

获得再生植株的研究目前还未见报道。本文主要

研究了外植体的消毒、继代增殖、生根及移栽炼

苗等一系列过程, 获得了完整的木通组培苗, 为白

木通的工厂化育苗及遗传转化提供可能。
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材料与方法

1  材料

试验材料白木通[Akebia trifo1iata (Thunb.) 
Koidz. var. australis (Diels) Rehd.]采自江西省林科

院木通采穗圃。于2014年3~6月间的晴天上午, 选
取当年粗度适中无病虫害、半木质化的白木通茎

段, 喷水后带回实验室备用。

2  方法

2.1  外植体消毒

将采集的茎段去除叶片后, 用自来水冲洗10 
min左右, 再用适量的洗洁精水冲洗2遍, 自来水冲

洗干净后置于超净工作台中, 用75%的酒精、2%
的次氯酸钠溶液及0.1% HgCl2消毒灭菌, 设置不同

时间梯度如表1。消毒过程中用镊子不断搅动, 无
菌水冲洗5~6遍, 用无菌滤纸吸干茎段表面的水分, 
用无菌刀片切掉两端褐化的部分, 将单芽茎段接

种到初代培养基中, 15 d后统计污染率及褐化率。

为防止交叉污染, 每个培养瓶接种1个外植体, 每
个组合接种30瓶, 重复3次。污染率=污染外植体

数/接种外植体数×100%; 褐化率=褐化(死亡的)外
植体数/接种外植体数×100%。

2.2  腋芽诱导培养

将消毒好的腋芽茎段接种在含6-BA (0、
1.0、2.0 mg·L-1)、IAA (0、0.1、0.5、1.0 mg·L-1)
和GA3 (0、2.0 mg·L-1)的WPM培养基中进行腋芽

诱导, 暗培养5 d后转入光照条件下培养。培养30 
d后统计腋芽诱导率, 每个组合接种20个培养瓶, 
每个培养瓶接种3个外植体, 重复3次。腋芽诱导

率=(萌芽的外植体数/接种外植体总数)×100%。

2.3  继代增殖培养

将初代培养的腋芽切下后转接到含6-BA (0、
1.0、2.0、3.0 mg·L-1)和IBA (0、0.1、0.5 mg·L-1)
的继代增殖培养基中(表3)。在光照条件下培养35 d
后统计增殖系数。每个处理接种30瓶, 每瓶接种

1~2个不定芽, 重复3次。增殖系数=增殖后获得的

芽数/接种时的芽数。

2.4  生根培养

切取生长健壮、长势一致(高2~3 cm)的芽苗

接种在1/2MS含IBA (0、0.5、1.0、2.0 mg·L-1)、
NAA (0、0.5、1.0 mg·L-1)及GA3 (0、1.0 mg·L-1)的
培养基中进行生根培养(表4), 暗培养5 d后转到光

照培养下20 d后统计生根率及生根数。每个处理

接种30瓶, 每瓶接种1~2个芽, 重复3次。生根率= 
(生根的芽总数/接种芽总数)×100%。

2.5  培养条件

以WPM为基本培养基, 含蔗糖30 g·L-1 (生根

培养基为1/2MS培养基含蔗糖20 g·L-1), 琼脂6 g·L-1, 
pH值为5.5~5.8, 121 ℃高温灭菌20 min。光照强度

50~60 μmol·m-2·s-1, 光照时间14 h·d-1, 培养温度

(26±1) ℃。

2.6  炼苗移栽

将生根30 d后的试管苗打开瓶盖放在湿度为

60%~70%的人工气候箱中炼苗2 d, 用自来水洗净

根部的培养基, 然后移栽到泥炭土:珍珠岩:蛭石为

2:1:1的混合基质中, 在盆子上面用塑料薄膜封住

盆口放在温室中培养, 一周后揭取薄膜喷水保持

小环境相对湿度在80%以上, 30 d后统计移栽成

活率。

2.7  数据统计分析

数据采用SPSS 17.0软件进行方差分析和多重

比较分析(Duncan法)。

实验结果

1  消毒处理

如表1所示, 单独使用75%的酒精或0.1%的升

汞消毒效果均较差, 消毒时间过短污染率较高, 消
毒时间较长褐化率较高, 不利于腋芽的萌发。本

研究先用75%的酒精浸泡30 s, 再用2%的次氯酸钠

或0.1%的升汞消毒后效果较佳, 随着次氯酸钠或

者升汞消毒时间的增加污染率不断降低, 但当用

2%次氯酸钠及0.1%升汞的消毒时间高于15 min后, 
污染率虽为0, 但茎段褐化率达80%以上。同时, 比
较5%的次氯酸钠和0.1%升汞的消毒效果发现, 虽
然在相同的消毒时间内, 0.1%升汞的污染率低于

2%的次氯酸钠, 但褐化率远高于2%的次氯酸钠, 
因此, 适合白木通茎段的最佳灭菌消毒方法为75%
的酒精浸泡30 s, 再用2%的次氯酸钠浸泡15 min效
果较佳, 污染率及褐化率均较低(A9组)。
2  初代培养

将消毒好的白木通茎段接种在不同编号的培

养基中(表2), 暗培养3 d后转到光照条件下培养10 
d左右腋芽就开始萌发(图1-A), 继续培养20 d后腋

芽高度可达3 cm左右 (图1-B、C)。由表2可知, 在
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不添加任何植物生长调节剂的B1组不能使白木通

腋芽萌发, 当6-BA浓度为0时, 添加IAA和GA3也能

使木通茎段生长, 但长势较弱; 当6-BA浓度为1.0 
mg·L-1, IAA浓度为0.5 mg·L-1附加2 mg·L-1的GA3

时, 腋芽萌发率可达81.27%, 长势较好, 有利于后

期的继代增殖。随着6-BA浓度的增加, 腋芽诱导

率稍有降低, 也不利于腋芽的伸长生长。因此, 适
合木通茎段腋芽萌发的最佳培养基为: WPM+1.0 
mg·L-1 6-BA+0.5 mg·L-1 IAA+2.0 mg·L-1 GA3 (B6

组)。

3  继代增殖培养

将初代培养的腋芽切下接到继代增殖培养基

中, 由表3可知, 当6-BA浓度为0时, 随着IBA浓度的

升高, 白木通腋芽的增殖系数均为1; 当6-BA浓度

一定时, 随着IBA浓度的增加, 增殖系数先升高后

降低; 当IBA浓度一定, 随着6-BA浓度的升高, 增
殖系数整体升高, 6-BA浓度为3.0 mg·L-1时, 白木通

腋芽的增殖系数最高, 为4.26 (图1-D), 说明细胞分

裂素6-BA对白木通腋芽的增殖起主导作用, 而生

长素IBA对腋芽的增殖起协同作用。适合木通腋

芽增殖的最佳培养基配方为: WPM+3.0 mg·L-1 

6-BA+0.1 mg·L-1 IBA (C11组)。
4  生根培养

将增殖培养中2~3 cm的腋芽接种到生根培养

表1  不同消毒处理对白木通茎段的消毒效果

Table 1  The disinfection effect of different disinfection treatment on stem of A. trifoliate var. australis

编号 75%酒精处理时间/s 2%次氯酸钠处理时间/min 0.1%升汞处理时间/min 污染率/% 褐化率/%

A1    0   0   0 100.00 0
A2    0   0   5 100.00 0
A3    0   5   0 100.00 0
A4    0 10   0  63.32      3.65
A5    0 15   0   25.91    28.89
A6    0 20   0    3.98    76.78
A7 30   5   0  78.23      1.32
A8 30 10   0  52.14      3.91
A9 30 15   0    4.25      6.33
A10 30 20   0 0    83.77
A11 30   0   5   72.31    15.32
A12 30   0 10   48.23    34.63
A13 30   0 15     2.25    55.03
A14 30   0 20 0    89.32

        表中数据为平均值, 下表同。

表2  不同植物生长调节剂对白木通茎段初代培养的影响

Table 2  Effects of different plant growth regulators on primary culture from stem of A. trifoliate var. australis

编号 6-BA浓度/mg·L-1 IAA浓度/mg·L-1 GA3浓度/mg·L-1 腋芽诱导率/% 生长情况

B1 0 0 0   0 无腋芽长出

B2 0    0.1    2.0 45.26±3.56d 腋芽长势较弱, 较细

B3 0    0.5    2.0 70.68±2.87b 腋芽较长, 较细

B4 0    1.0    2.0 65.34±3.69c 茎段基部长愈伤组织, 叶片较大

B5     1.0    0.1    2.0 71.01±2.57b 腋芽较嫩, 较细

B6     1.0    0.5    2.0 81.27±2.63a 腋芽健壮, 长势好, 有利于继代培养

B7     1.0    1.0    2.0 75.32±3.45ab 茎段基部长愈伤, 腋芽较绿

B8     2.0    0.1    2.0 52.14±4.15d 腋芽短, 叶片较小, 有点卷曲

B9     2.0    0.5    2.0 68.33±2.67bc 腋芽较短, 芽较脆

B10     2.0    1.0    2.0 50.17±3.02d 基部长愈伤, 芽长势较差

        同一列中不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 下表同。
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基中进行根系诱导(表4), 15 d后基部有根系产生, 
继续培养15 d后根系较长(图1-E)。由表4可知, 在
未加植物生长调节剂的D1组中, 腋芽的生根率为0, 
在培养基中单一添加0.5 mg·L-1时的IBA也不能使

白木通腋芽生根。然后在培养基中添加了生长素

IBA及NAA结合后, 腋芽均可生根, 但根系较细, 腋
芽长势较差, 当在培养基中加入1.0 mg·L-1的GA3

后, 生根率和生根数整体增加, 生根的组培苗长势

较好, 更有利于炼苗移栽, 说明白木通在单一生长

素IBA下较难生根, 需要结合一定量的NAA及GA3

后可以达到理想的生根效果(图1-F)。因此, 适合

木通腋芽生根的最佳培养基为1/2MS+1.0 mg·L-1 
IBA+0.5 mg·L-1 NAA+1.0 mg·L-1 GA3, 其生根率可

达82.18% (D6组)。
5  炼苗移栽

将生根的白木通试管苗在湿度为70%~80%的

人工气候箱中炼苗2 d后, 用镊子夹出, 然后用自来

水冲洗干净根系的培养基, 移栽到泥炭土:珍珠岩:
蛭石=2:1:1的基质中(图1-G), 总共移栽50株, 1个月

后统计成活38株, 成活率达76%, 20 d后有新叶长

出, 3个月后苗高可达10 cm左右(图1-H)。

讨　　论

外植体消毒是植物组织培养的重要环节之一, 
获得无菌且具有生长活性的外植体是组织培养取

得成功的重要因素。白木通组织培养在初代培养

过程中存在污染及褐化严重问题, 因此, 控制污染

率及褐化率是白木通组织培养的关键。本研究发

现, 外植体选择时期直接影响木通的污染及褐化, 
在春季3月份, 白木通新梢茎段较嫩, 在灭菌过程

中容易褐化, 腋芽萌发率较低; 随着茎段木质化程

度的增加及腋芽的长大, 褐化率逐渐降低, 腋芽萌

发率较高, 且长势较好, 后期容易继代增殖, 这与

魏进莉等(2015)在紫叶狼尾草中利用带腋芽的节

间获得再生植株的研究相一致。因此, 采集当年4

图1  白木通组织培养及快速繁殖

Fig.1  Tissue culture and rapid propagation of A. trifoliate var. australis
A: 茎段初代培养; B、C: 茎段腋芽萌发; D: 芽苗的继代增殖; E、F: 芽苗生根; G: 试管苗移栽; H: 移栽成活的试管苗。

表3  不同植物生长调节剂对白木通继代增殖培养的影响

Table 3  Effects of different plant growth regulators on 

secondary proliferation culture of A. trifoliate var. australis

编号 6-BA浓度/mg·L-1 IBA浓度/mg·L-1 增殖系数

C1 0 0 1.00±0
C2 0 0.1 1.00±0
C3 0 0.5 1.00±0
C4 1.0 0 1.76±0.21d

C5 1.0 0.1 1.98±0.23d

C6 1.0 0.5 1.16±0.29e

C7 2.0 0 2.83±0.34c

C8 2.0 0.1 4.12±0.37a

C9 2.0 0.5 3.30±0.25b

C10 3.0 0 3.07±0.42b

C11 3.0 0.1 4.26±0.33a

C12 3.0 0.5 2.91±0.24bc
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月份半木质化的茎段是白木通组织培养最佳季节, 
当白木通茎段完全木质化后虽然褐化率降低, 但
是茎段带大量的病菌, 在初代培养过程中极易污

染, 灭菌时间过长, 茎段腋芽会停止生长甚至死

亡。在灭菌试剂选择方面, 单独使用0.1%的升汞

及2%的次氯酸钠效果较差, 外植体先用75%的酒

精浸泡30 s再用2%的次氯酸钠消毒15 min污染率

仅为4.25%, 褐化率为6.33%, 总体消毒效果较佳, 
这与霍朗宁等(2015)在树莓‘沙尼’带芽茎段中的研

究基本相似。本研究通过0.1%的升汞做对比发现, 
0.1%的升汞虽然能使污染率降低到最低, 但褐化

率远高于2%的次氯酸钠, 所以在白木通茎段消毒

灭菌过程中用75%的酒精和2%的次氯酸钠是较好

的选择。

在本试验中, 初代培养后期或继代增殖培养

中偶有内生菌污染现象。通常由于外植体的内生

菌潜伏在植物组织较深处, 在培养后期偶尔会在

培养基上出现(姚娜和赖志强2010)。前人研究表

明, 内生菌污染在前期会导致试管苗生长缓慢、

增殖率低, 更会导致试管苗死亡及后期移栽困难

(周俊辉等2002)。本研究发现白木通木质化程度

高的茎段带有内生菌, 对于白木通内生菌污染问

题, 我们尽量选择半木质的茎段作为外植体, 在后

期继代过程中发现有污染的腋芽, 应及时剔除污

染的试管苗, 以防影响其他的试管苗, 至于内生菌

的抑制及清除还需以后在抗生素选择方面做进一

步的研究。

继代增殖是组织培养的关键, 找到适宜的增

殖培养基配方, 才能达到组培快速繁殖的目的(李

秋玲等2014)。在腋芽继代增殖过程中, 6-BA和

IBA组合是最常用的方法(Al Malki和Elmeer 2010; 
Zhang等2013)。在白木通腋芽继代增殖培养中发

现, 添加6-BA和IBA能促进腋芽增殖, 在试验中单

独加入IBA不能使腋芽增殖, 单独使用6-BA可以使

腋芽增殖, 增殖系数可达3.07, 但腋芽长势较弱, 不
利于后期的生根培养, 附加0.1 mg·L-1的IBA后不但

增殖系数提高, 而且腋芽生长快、长势好, 更有利

于后期生根培养, 说明6-BA在白木通继代增殖过

程中起主导因子, IBA起协同作用, 6-BA在一定浓

度范围内随着浓度的升高, 腋芽增殖系数也升高; 
这与姜傲芳等(2007)在薜荔(Ficus pumila)中的研

究结果相一致。

在生根培养中发现培养幼嫩、健壮、叶片较

多的芽苗是生根的前提, 培养时间太久芽苗木质

化程度高的不利于生根培养, 这与谭晓风等(2013)
在油桐试管苗生根的结果相似。本研究选用

1/2MS培养基, 发现白木通试管苗的生根效果更

好, 说明降低无机盐的浓度更有利于根的诱导, 这
与罗士伟和许智宏(1987)在无籽西瓜生根试验中

的结果相一致。在植物生长调节剂配比方面发现, 
单独使用IBA不能使白木通试管苗生根, 在培养基

中加入0.5 mg·L-1的NAA后, 生根率明显提高, 但
NAA浓度过高生根率反而降低, 基部长愈伤组织, 
这与洪震等(2015)在秀丽野海棠试管苗生根过程

中的研究相一致, 说明NAA对白木通的生根有明

显的促进作用。白木通腋芽较难生根, 在IBA与

NAA组合下生根率仍低于70%, 还未达到工厂化

育苗的标准, 后期在生根培养基中加入1.0 mg·L-1 

表4  不同植物生长调节剂组合对白木通生根的影响

Table 4  Effects of different combination of plant growth regulators on rooting of A. trifoliate var. australis

编号 IBA浓度/mg·L-1 NAA浓度/mg·L-1 GA3浓度/mg·L-1 生根率/% 生根数/条               根系生长情况

D1 0 0 0   0 0 无根系产生

D2 0.5 0 0   0 0 基部膨大, 无根系产生

D3 1.0 0.5 0 55.26±2.15c 1.9±0.3d 根系较细, 生长慢

D4 2.0 0.5 0 57.05±2.22c 2.1±0.2d 基部有愈伤产生, 长势弱

D5 0.5 0.5 1.0 69.21±4.08b 2.9±0.3c 根系较好, 较粗, 后期生长快

D6 1.0 0.5 1.0 82.18±3.63a 4.9±0.4a 根系较多, 较粗, 健壮, 生长快

D7 2.0 0.5 1.0 76.30±3.27a 4.2±0.3a 根系较多, 较粗, 基部长愈伤

D8 0.5 1.0 1.0 63.23±4.23b 3.6±0.3b 根系较短, 较粗

D9 1.0 1.0 1.0 56.24±2.91c 3.1±0.2b 根系较短, 基部产生少量的愈伤

D10 2.0 1.0 1.0 50.10±3.55c 2.8±0.2c 根系较粗, 愈伤化严重
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GA3后, 试管苗的颜色及长势明显好于未加GA3的

培养基配方, 而且生根率也提高到82.18%, 根系较

粗较长。本研究从茎段无菌材料的获得、腋芽诱

导、继代增殖培养及生根整个过程首次成功建立

了白木通带芽茎段的再生体系, 为白木通的工厂

化育苗及遗传转化打下基础。
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