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［摘要］　目的：探索不同产地的博落回离体培养效果差异，为筛选最适博落回植株再生材料提供研究基础。

方法：采用植物组织培养技术对博落回叶片组织进行愈伤诱导及胚状体分化，并对结果进行分析。结果：安徽祁门、

湖南炎陵和湖南高坊产地分别在不同培养阶段与其他产地比诱导率和分化率最高。结论：湖南高坊和安徽祁门的愈

伤组织和胚状体的诱导及分化能力优于其他产地的样本。因此，不同产地叶片离体培养效果差异显著。
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血根碱（ｓａｎｇｕｉｎａｒｉｎｅ，ＳＡＮ）属于苄基异喹啉类
生物碱（ＢＩＡｓ），主要分布于罂粟科等植物中［１］。

ＳＡＮ具有调节畜禽类肠道菌群和抗炎促生长的作用，
已作为饲用抗生素的替代品在欧洲等地区广泛销

售［２］。目前血根碱只能从植物中提取，主要来源于

博落回 Ｍａｃｌｅａｙａｃｏｒｄａｔａ（Ｗｉｌｌｄ）ＲＢｒ。该植物属
于罂粟科博落回属植物，主要分布于中国、东亚、

北美洲和欧洲［３］。随着２００６年欧盟全面禁止在饲料

中添加抗生素使得市场对血根碱的需求逐年增长，

而博落回作为血根碱的主要来源植物因野生资源连

年大规模的人工采集后严重影响到了野生资源可采

收量。因此，我们找到一种新的血根碱来源的资源

获取途径是一个值得关注的技术。

植物组织培养是以细胞的全能性以及植物的再

生作用为理论基础建立的一种离体培养技术。植物

体细胞胚胎发生是植物组织或细胞在离体条件下，

·０２４１·



２０１７年１０月　第１９卷　第１０期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｏｃｔ２０１７　Ｖｏｌ１９　Ｎｏ１０

通过培养条件诱导不断产生非合子胚，并萌发成完

整植物体的形态发生过［４］。植物体细胞胚胎发生技

术已经被用于多种药用植物次生代谢产物生产，如

西洋参、刺五加、半夏、铁皮石斛等［５７］。通过该方

法能够获得遗传相对稳定的再生植株并且能够为遗

传转化和人工种子制作提供理想的实验体系。

本实验室前期通过对８个不同产地的博落回花
药进行组织培养并对诱导产生单倍体植株的因素进

行研究，建立了稳定高效的博落回花药离体培养以

及植株再生体系［８］。同时，我们在对博落回全基

因组测序植株进行离体培养时发现不同产地来源的

博落回叶片的愈伤诱导率具有明显差异，而这一现

象在其他植物中也有报道［９］。为了深入研究该现

象，我们以８个不同产地的博落回叶片作为外植体
进行组织培养，并对其叶片诱导成愈伤组织、愈伤

组织分化成胚状体以及胚状体分化成苗的现象进行

分析，为完善博落回体细胞胚胎发生体系提供技术

支撑。

１　材料与方法

１１试验材料及培养基配方

供试材料为不同产地的博落回叶片及对应编号

见表１，均采自湖南农业大学国家中药材生产（湖
南）技术中心的博落回种质资源圃。由来自８个不同
产地的野生博落回叶片经组织培养后而产生的博落

回再生植株。不同类型培养基配方见表２。

表１　博落回产地来源编号
产地 编号

浙江开化 ＭＣＫ

湖南高坊 ＭＣＧ

安徽祁门 ＭＣＱ

福建光泽 ＭＣＺ

贵州凯里 ＭＣＬ

贵州松桃 ＭＣＳ

重庆秀山 ＭＣＸ

湖南炎陵 ＭＣＹ

表２　培养基配方

培养基类型 ＭＳ ２，４Ｄ０５／ｍｇ·Ｌ－１ ６ＢＡ０５／ｍｇ·Ｌ－１ ＫＴ０５／ｍｇ·Ｌ－１ ＧＡ３１／ｍｇ·Ｌ－１ 蔗糖３％ 植物凝胶０３％

愈伤诱导　 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

愈伤增殖　 ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋

胚状体发生 ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋

分化　　　 ＋ － － － ＋ ＋ ＋

注：＋代表已添加该试剂，－代表未添加该试剂。

１２外植体培养的过程

从健康博落回植株上采集叶片，放入自封袋并

置于采样盒内，然后置于 ４℃的冰箱中冷藏 ３ｄ。
取出用无菌水浸泡 ３０ｍｉｎ，７５％酒精浸泡 １０ｓ，
再用无菌水冲洗 ３次，然后用 ０１％的 ＨｇＣｌ２（升
汞）浸泡７ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗 ５次。在超净
工作台下将叶片剪成约 ０５×０５ｃｍ２见方，然后
将其接种到愈伤诱导培养基上，每皿接种 ９个叶
片，每个产地接种３０皿，放在光照强度２０００ｌｘ、
光照时间１６ｈ·ｄ－１、恒温２５℃的恒温培养箱中进
行培养。经过４０ｄ的诱导培养后，统计其愈伤诱导
率，然后将形态健康的愈伤组织接种在增殖培养基

上进行继代增殖，每隔１０ｄ继代一次，继代２次后
将初步形成的愈伤组织分别接种在胚状体诱导培养

基和分化培养基上，每皿接种６块愈伤组织，每个
产地接种３０皿，放在光照强度 ２０００ｌｘ、光照时间
１６ｈ·ｄ－１、恒温２５℃的光照培养箱中进行培养，接

种在培养基上２０ｄ后统计其出胚率及分化率，每个
产地均重复三次。

１３实验观察及记录

在相应的培养基上培养一定时间后，统计愈伤

诱导率、胚状体发生率、分化率。相应的计算公式

如下：

愈伤诱导率＝产生愈伤组织叶片数
接种叶片总数

×１００％

胚状体发生率＝ 胚发生数

接种愈伤组织总数
×１００％

分化率＝ 不定芽数

接种愈伤组织（或胚状体）总数
×１００％

１４数据统计与分析方法

对不同产地的愈伤诱导率、胚状体发生率以及

分化率数据使用 ＳＰＳＳ１９０软件分别进行统计学分
析。采用３次重复实验数据的平均值±标准差并对结
果用Ｄｕｎｃａｎ’ｓｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ（邓肯多个范围测试）
方法进行分析，同一列不同字母表示显著性差异。

·１２４１·
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２　结果

２１不同产地叶片愈伤诱导率差异分析

博落回叶片经培养基诱导后产生愈伤组织（图

１）。表３为８个不同产地叶片的愈伤诱导率。结果
显示，在所有８个产地中，安徽祁门（ＭＣＱ）的愈伤
诱导率最高，达到了约４４９％；湖南高坊（ＭＣＧ）其
次，其愈伤诱导率约为３９４％；贵州凯里（ＭＣＬ）的
愈伤诱导率最低，只达到了约９６％；另外，编号为
福建光泽（ＭＣＺ）和贵州松桃（ＭＣＳ）的叶片未能诱导
出愈伤组织。

表３　不同产地来源的博落回叶片愈伤诱导率比较

编号 接种数 诱导率（％）

ＭＣＫ ２７０ ２８２±０８６ｄ

ＭＣＧ ２７０ ３９４±０７６ｆ

ＭＣＬ ２７０ ９６±０７８ｂ

ＭＣＱ ２７０ ４４９±０７８ｇ

ＭＣＺ ２７０ ００ａ

ＭＣＸ ２７０ １５８±１５６ｃ

ＭＣＹ ２７０ ３５１±１４７ｅ

ＭＣＳ ２７０ ００ａ

注：采用３次重复实验数据的平均值 ±标准差并对结果用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ方法进行分析，同一列不同字母表示显著性差异
（Ｐ＜００５，ｎ＝３）小写字母代表是在００５水平下比较，差异显著。

图１　叶片诱导成愈伤组织

２２不同产地来源对胚状体诱导的影响

博落回愈伤组织经诱导培养成胚状体（图 ２）。
编号为浙江开化（ＭＣＫ）、湖南高坊（ＭＣＧ）、贵州凯
里（ＭＣＬ）、安徽祁门（ＭＣＱ）、湖南炎陵（ＭＣＹ）、重
庆秀山（ＭＣＸ）的愈伤组织经过一段时间培养均有胚
状体产生（表４）。其中胚状体发生率最高的是湖南
炎陵（ＭＣＹ），达到了约３９４％，重庆秀山（ＭＣＸ）的

胚状体发生率最低，仅约为１５４％。

表４　不同产地来源的博落回胚状体发生率比较

来源 接种数 胚胎发生率（％）

ＭＣＫ １８０ １８８±１３５ｂ

ＭＣＧ １８０ ３０４±１６２ｄ

ＭＣＬ １８０ ２５８±０９８ｃ

ＭＣＱ １８０ ３５３±１２０ｅ

ＭＣＸ １８０ １５４±０７３ａ

ＭＣＹ １８０ ３９４±１３０ｆ

注：采用３次重复实验数据的平均值 ±标准差并对结果用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ方法进行分析，同一列不同字母表示显著性差异
（Ｐ＜００５，ｎ＝３）小写字母代表是在００５水平下比较，差异显著。

图２　愈伤组织培养成胚状体

２３不同产地来源愈伤组织分化成不定芽的影响

博落回愈伤组织分化成不定芽（图３）。６份供试
材料中所形成的愈伤组织经过分化培养基的培育，

均发现了不同程度的不定芽产生，但是总体而言其

分化成不定芽的几率都小于通过胚状体途径进行分

化。通过表５可以知道，不同产地来源的博落回的
愈伤组织分化成苗的能力是不相同的。其中分化率

最高的是湖南高坊（ＭＣＧ），约为２１５％，分化率最
低为重庆秀山（ＭＣＸ），仅约为３６％。

表５　不同产地来源的博落回愈伤组织分化率比较

来源 接种数 分化率（％）

ＭＣＫ １８０ ９１±１４５ｃ

ＭＣＧ １８０ ２１５±０６４ｅ

ＭＣＬ １８０ ５９±０７３ｂ

ＭＣＱ １８０ １３２±０３１ｄ

ＭＣＸ １８０ ３６±０４９ａ

ＭＣＹ １８０ ８３±０６１ｃ

注：采用３次重复实验数据的平均值 ±标准差并对结果用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ方法进行分析，同一列不同字母表示显著性差异
（Ｐ＜００５，ｎ＝３）小写字母代表是在００５水平下比较，差异显著。
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图３　为愈伤组织分化成不定芽

２４不同产地来源对胚状体分化成不定芽的影响

博落回胚状体分化成不定芽（图 ４）。通过表 ６
可知，通过胚状体发生的途径得到不定芽的几率都

比较高，即便是分化率最低的贵州凯里（ＭＣＬ）其分
化率都达到了约５４４％，湖南高坊（ＭＣＧ）的胚状体
的分化率甚至高达约９１４％，其他产地来源的博落
回组培产生的胚状体的分化率基本上都达到了５０％
以上。

表６　不同产地来源的博落回胚状体分化率比较

来源 接种数 分化率（％）

ＭＣＫ １８０ ７０５±１２ｃ

ＭＣＧ １８０ ９１４±０６５ｆ

ＭＣＬ １８０ ５４４±０５３ａ

ＭＣＱ １８０ ８５８±０８７ｅ

ＭＣＸ １８０ ６１６±０７３ｂ

ＭＣＹ １８０ ８２６±０４８ｄ

注：采用３次重复实验数据的平均值 ±标准差并对结果用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ方法进行分析，同一列不同字母表示显著性差异
（Ｐ＜００５，ｎ＝３）小写字母代表是在００５水平下比较，差异显著。

图４　为胚状体分化成不定芽

３　讨论

博落回具有较好的药用价值和广阔的市场前景，

利用植物组织培养等技术对博落回资源的可持续开

发及研究具有重要的意义。本课题组在前期研究中

已实现博落回植株再生、快繁以及花药离体培养并

初步建立了博落回遗传转化体系［８，１０］，为下一步的

博落回单倍体育种及分子育种提供了前期基础。本

研究在前期研究基础上进一步对不同产地的博落回

叶片离体培养效果差异进行研究，发现不同产地叶

片在不同阶段的离体培养效果差异显著。其中 ＭＣＱ
产地在第一阶段（叶片诱导产生愈伤）中诱导率最

高；ＭＣＹ在第二阶段（愈伤到胚状体阶段的胚状体）
中胚状体发生率最高；而 ＭＣＧ在另外两个阶段（愈
伤组织分化成不定芽和胚状体分化成不定芽阶段）

中分化率最高。这种差异现象的发生可能是由于不

同产地的博落回基因型不同导致的。在其他物种

中，研究人员发现［１１１４］在不同基因型的草莓离体

叶片中不定芽诱导再生率差异显著。除了草莓以

外，不同基因型对于辣椒的花药离体培养胚状体诱

导率具有决定性的影响［１５］。虽然本实验对不同产

地博落回叶片的离体培养效果进行了初步探索但是

并未关注每个阶段的增殖率，所以下一步将对不同

产地的博落回组培的愈伤组织及胚状体的增殖率进

行研究。同时，本实验仅对博落回叶片组织进行离

体培养，而未对茎段，叶柄，根等部位进行离体培

养，因此下一步将对这些部位的离体培养效果进行

探讨。另外，对于造成不同产地博落回离体培养效

果差异的原因及其机制将在下一步的实验中进行

探讨。
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防治的同时，也对害虫天敌造成了不利影响。研究

表明，群落结构相对简单的农田系统，不利于天敌

等节肢动物的生存和发展，作物更容易受害虫的危

害［８９］，且化学杀虫剂的使用对天敌等节肢动物也有

一定的影响［１０］。同时，在以往的调查中发现，博落

回连遍种植区，甘蓝夜蛾常间歇大暴发，本次调查

未发现甘蓝夜蛾，其原因有待进一步的研究。

在博落回推广栽培过程中，应重点对朱砂叶螨、

蚜虫、斜纹夜蛾和烟粉虱进行防治。同时，应加强

对草间小黑蛛、鳞纹肖蛸、八斑鞘腹蛛、茶色新园

蛛等天敌的保护和利用。在进行化学防治时，需要

合理选用杀虫剂，尽量选择对天敌尤其对蜘蛛目天

敌杀伤较小、靶标害虫抗性水平较低的杀虫剂。
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