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一种器官发生途径再生黄草乌的方法

(57)摘要

本发明提供了一种器官发生途径再生黄草

乌的方法，涉及植物组培技术领域；所述方法以

黄草乌的带节茎段为外植体，通过初代培养获得

无菌新芽，以新长出的叶片为对象，通过诱导愈

伤组织的形成、分化，再到壮苗、生根，获得了再

生植株。经本发明所述方法，愈伤组织诱导率为

78％；对愈伤组织进行增殖和分化，增殖率可达

到3倍以上，5次继代后，分化率接近70％；将产生

的芽培养1个月后可形成高约2cm左右的芽；将其

接种到生根培养基上1个月后，平均生根率可达

为87.5％。本发明为今后黄草乌种质资源的挖掘

奠定基础，对黄草乌种苗的工业化生产，建立敲

除毒性基因的遗传转化体系技术支撑，具有重要

的理论和实践意义。
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1.一种器官发生途径再生黄草乌的方法，其特征在于，包括以下步骤：（1）以消毒后的

黄草乌带节茎段为外植体，接种于初代培养基中进行初代培养，得无菌叶片；所述初代培养

基由4MS培养基、NAA  0.1~0.2  mg/L、6‑BA  1.0~2.0  mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L组成，pH

值为5.8；

（2）将所述无菌叶片置于愈伤组织诱导培养基中进行愈伤诱导，得愈伤组织；所述愈伤

组织诱导培养基由MS培养基、2,4‑D  4mg/L、噻苯隆3mg/L、IBA  1.5  mg/L、6‑BA  2mg/L、蔗糖

20g/L和琼脂5.6g/L组成，pH值为5.8；

（3）将所述愈伤组织接种至愈伤组织增殖和分化培养基中进行增殖分化，得绿色芽点；

所述愈伤组织增殖和分化培养基由MS培养基、KT  2.5mg/L、6‑BA  3mg/L、蔗糖30g/L和琼脂

5.6g/L组成，pH值为5.8；所述愈伤组织在所述愈伤组织增殖和分化培养基上每21d转接一

次，连续转接4次，而后再继续进行增殖分化；

（4）将所述绿色芽点置于不定芽生长培养基进行不定芽的生长培养；所述不定芽生长

培养基由WPM培养基、NAA  0.2mg/L、6‑BA  1 .0mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L组成，pH值为

5.8；

（5）将长至高1.8~2.5cm的不定芽接种到生根培养基上进行生根培养，得黄草乌再生植

株；所述生根培养基由1/2MS培养基，蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L组成，pH值为5.8。

2.根据权利要求1所述方法，其特征在于，步骤（1）所述消毒包括：将清洗干净的黄草乌

带节茎段，在无菌环境中，先用体积百分含量为75%的酒精消毒1  min，再置于质量百分含量

为0.2%的HgCl2中浸泡10min，然后用无菌水冲洗5次。

3.根据权利要求1所述方法，其特征在于，步骤（1）所述初代培养的温度为25±3℃，光

照强度为20~40μmol/（m2·s），光照时间为12h/d。

4.根据权利要求1所述方法，其特征在于，步骤（2）将所述无菌叶片的四周修剪成长和

宽分别为0.5cm和0.5cm的大小后，放入所述愈伤组织诱导培养基中进行愈伤诱导。

5.根据权利要求4所述方法，其特征在于，所述愈伤诱导的温度为25±3℃，光照强度为

10~20μmol/（m2·s），光照时间为12h/d。

6.根据权利要求1所述方法，其特征在于，所述增殖分化的温度为25±3℃，光照强度为

20~40 μmol/（m2·s），光照时间为12h/d。

7.根据权利要求1所述方法，其特征在于，步骤（4）所述不定芽的生长培养的温度为25

±3℃，光照强度为20~40μmol/（m2·s），光照时间为12h/d。

8.根据权利要求1所述方法，其特征在于，步骤（5）所述生根培养的温度为  25±3℃，光

照强度为20~40μmol/（m2·s），光照时间为12h/d。

9.根据权利要求8所述方法，其特征在于，所述生根培养的时间为1个月以上。
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一种器官发生途径再生黄草乌的方法

技术领域

[0001] 本发明属于植物组培技术领域，具体涉及一种器官发生途径再生黄草乌的方法。

背景技术

[0002] 黄草乌(Aconitumvilmorinianum)为毛茛科乌头属多年生草本植物，又称草乌，为

我国特有，主要分布于云贵高原。黄草乌的块根是云南特色药材，长期以来一直被用于镇痛

抗炎。当前，黄草乌野生主产区仍把引种、驯化黄草乌的野生资源作为发展草乌种植业的主

要手段。盲目地收集引种、毁灭性采挖野生黄草乌，已造成其分布区不断萎缩，其野生种质

资源受到严重破坏。此外，黄草乌的药用部位根状茎含有剧毒，每年因误食黄草乌而导致中

毒的事件频频发生。乌头属植物的毒性高低与其植株在生长过程中积累的主要次生代谢产

物“双酯型二萜生物碱”的含量多少有关，需经过特殊处理以获得低毒性的水解产物才可入

药，而且该过程费时费力，增加了成本。通过生物技术手段建立黄草乌的组培快繁体系，满

足种植行业对种苗的大量需求，可缓解黄草乌野生资源的生存压力；通过基因工程手段对

其具毒性的次生代谢产物主要合成基因进行技术敲除，获得“无毒”或“低毒”的黄草乌植

株，对确保食用草乌人群的人身安全、降低种植区域相关用药企业的成本投入和提高种质

资源的利用效率都具有积极的意义。目前，构建适于敲除次生代谢产物主要合成基因的遗

传转化体系，关键是建立经由愈伤组织路径的植株再生体系。

发明内容

[0003] 有鉴于此，本发明的目的在于一种器官发生途径再生黄草乌的方法，为今后黄草

乌种质资源的挖掘奠定基础，对黄草乌种苗的工业化生产，建立敲除毒性基因的遗传转化

体系技术支撑，具有重要的理论和实践意义。

[0004] 为了实现上述发明目的，本发明提供以下技术方案：

[0005] 本发明提供了一种器官发生途径再生黄草乌的方法，包括以下步骤：(1)以消毒后

的黄草乌带节茎段为外植体，接种于初代培养基中进行初代培养，得无菌叶片；所述初代培

养基以4MS培养基为基本培养基，还包括：NAA0.1～0.2mg/L、6‑BA1.0～2.0mg/L、蔗糖20g/L

和琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0006] (2)将所述无菌叶片置于愈伤组织诱导培养基中进行愈伤诱导，得愈伤组织；所述

愈伤组织诱导培养基以MS培养基为基本培养基，还包括：2 ,4‑D4mg/L、噻苯隆3mg/L、

IBA1.5mg/L、6‑BA2mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0007] (3)将所述愈伤组织接种至愈伤组织增殖和分化培养基中进行增殖分化，得绿色

芽点；所述愈伤组织增殖和分化培养基以MS培养基为基本培养基，还包括：KT2.5mg/L、6‑

BA3mg/L、蔗糖30g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0008] (4)将所述绿色芽点置于不定芽生长培养基进行不定芽的生长培养；所述不定芽

生长培养基以WPM培养基为基本培养基，还包括：NAA0.2mg/L、6‑BA1.0mg/L、蔗糖20g/L和琼

脂5.6g/L，pH值为5.8；
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[0009] (5)将长至高1.8～2.5cm的不定芽接种到生根培养基上进行生根培养，得黄草乌

再生植株；所述生根培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括：蔗糖20g/L和琼脂5.6g/

L，pH值为5.8。

[0010] 优选的，步骤(1)所述消毒包括：将清洗干净的黄草乌带节茎段，在无菌环境中，先

用体积百分含量为75％的酒精消毒1min，再置于质量百分含量为0.2％的HgCl2中浸泡

10min，然后用无菌水冲洗5次。

[0011] 优选的，步骤(1)所述初代培养的温度为25±3℃，光照强度为20～40μmol/(m2·

s)，光照时间为12h/d。

[0012] 优选的，步骤(2)将所述无菌叶片的四周修剪成长和宽分别为0.5cm和0.5cm的大

小后，放入所述愈伤组织诱导培养基中进行愈伤诱导。

[0013] 优选的，所述愈伤诱导的温度为25±3℃，光照强度为10～20μmol/(m2·s)，光照

时间为12h/d。

[0014] 优选的，步骤(3)中所述愈伤组织在所述愈伤组织增殖和分化培养基上每20～30d

转接一次，而后再继续进行增殖分化。

[0015] 优选的，所述增殖分化的温度为25±3℃，光照强度为20～40μmol/(m2·s)，光照

时间为12h/d。

[0016] 优选的，步骤(4)所述不定芽的生长培养的温度为25±3℃，光照强度为20～40μ

mol/(m2·s)，光照时间为12h/d。

[0017] 优选的，步骤(5)所述生根培养的温度为25±3℃，光照强度为20～40μmol/(m2·

s)，光照时间为12h/d。

[0018] 优选的，所述生根培养的时间为1个月以上。

[0019] 本发明提供了一种器官发生途径再生黄草乌的方法，以黄草乌的带节茎段为外植

体，通过初代培养获得无菌新芽，再以新长出的叶片为对象，通过诱导其愈伤组织的形成、

分化，再到壮苗、生根(图1)，获得了经由器官发生路径形成的再生植株。在本发明中，经过

愈伤诱导后，诱导得到的愈伤组织块疏松，淡黄色颗粒状，诱导率约为78％；将获得的淡黄

色疏松颗粒状愈伤组织转移至愈伤组织增殖和分化培养基，1个月后愈伤组织块的边缘会

分化出绿色的芽点，同时愈伤组织也在增殖，增殖率可达到3倍以上，连续继代培养4次后，

绿色芽点的出现率可达36％(分化率)，随着继代次数的增加，分化率也会提高，到第5次继

代后，分化率接近70％，且有少量的植株出现；将愈伤组织分化后得到的绿色芽点转接到不

定芽生长培养基上，培养1个月后可形成高约2cm左右的芽；将长至高约2cm左右的芽接种到

生根培养基上，15d左右开始生根，培养1个月后，平均生根率可达为87.5％。本发明为今后

黄草乌种质资源的挖掘奠定基础，对黄草乌种苗的工业化生产，建立敲除毒性基因的遗传

转化体系技术支撑，具有重要的理论和实践意义。

附图说明

[0020] 图1为愈伤分化诱导及分化过程，其中A：叶片；B‑D：愈伤组织；E‑G:不定芽；H：丛

芽；I：再生植株；

[0021] 图2为黄草乌再生植株。
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具体实施方式

[0022] 本发明提供了一种器官发生途径再生黄草乌的方法，包括以下步骤：(1)以消毒后

的黄草乌带节茎段为外植体，接种于初代培养基中进行初代培养，得无菌叶片；所述初代培

养基以4MS培养基为基本培养基，还包括：NAA0.1～0.2mg/L、6‑BA1.0～2.0mg/L、蔗糖20g/L

和琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0023] (2)将所述无菌叶片置于愈伤组织诱导培养基中进行愈伤诱导，得愈伤组织；所述

愈伤组织诱导培养基以MS培养基为基本培养基，还包括：2 ,4‑D4mg/L、噻苯隆3mg/L、

IBA1.5mg/L、6‑BA2mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0024] (3)将所述愈伤组织接种至愈伤组织增殖和分化培养基中进行增殖分化，得绿色

芽点；所述愈伤组织增殖和分化培养基以MS培养基为基本培养基，还包括：KT2.5mg/L、6‑

BA3mg/L、蔗糖30g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0025] (4)将所述绿色芽点置于不定芽生长培养基进行不定芽的生长培养；所述不定芽

生长培养基以WPM培养基为基本培养基，还包括：NAA0.2mg/L、6‑BA1.0mg/L、蔗糖20g/L和琼

脂5.6g/L，pH值为5.8；

[0026] (5)将长至高1.8～2.5cm的不定芽接种到生根培养基上进行生根培养，得黄草乌

再生植株；所述生根培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括：蔗糖20g/L和琼脂5.6g/

L，pH值为5.8。

[0027] 本发明以消毒后的黄草乌带节茎段为外植体，接种于初代培养基中进行初代培

养，得无菌叶片；所述初代培养基以4MS培养基为基本培养基，还包括：NAA0.1～0.2mg/L、6‑

BA1.0～2.0mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8。本发明外植体优选采自无病虫害、

生长健壮的黄草乌。本发明对所述外植体进行消毒，所述消毒包括：将清洗干净的黄草乌带

节茎段，在无菌环境中，先用体积百分含量为75％的酒精消毒1min，再置于质量百分含量为

0.2％的HgCl2中浸泡10min，然后用无菌水冲洗5次。本发明在所述HgCl2浸泡过程中，不断摇

晃使灭菌均匀(包括培养瓶内壁)，然后用无菌水冲洗5次，并反复摇动以洗掉残留升汞，防

止其对外植体的毒害作用。本发明将消毒过的外植体(带单个芽的茎段)接种到初代培养基

上，进行初代培养，培养3个月后获得新长出的无菌芽及叶片，每瓶放置1个带芽茎段。本发

明所述初代培养的温度优选为25±3℃，光照强度优选为20～40μmol/(m2·s)，光照时间优

选为12h/d。本发明所述初代培养基中，细胞生长素NAA和细胞分裂素6‑BA的联合使用可发

挥诱导初代培养时芽的出现和叶的分化及长大，为后续实验提供材料，联合使用优于单独

使用的诱导效果。

[0028] 本发明将所述无菌叶片置于愈伤组织诱导培养基中进行愈伤诱导，得愈伤组织；

所述愈伤组织诱导培养基以MS培养基为基本培养基，还包括：2,4‑D4mg/L、噻苯隆3mg/L、

IBA1.5mg/L、6‑BA2mg/L、蔗糖20g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8。本发明优选将所述无菌叶片

的四周修剪成长和宽分别为0.5cm和0.5cm的大小后，放入所述愈伤组织诱导培养基中进行

愈伤诱导。经过本发明所述愈伤诱导后，1个月可见明显的愈伤组织形成，诱导得到的愈伤

组织块疏松，淡黄色颗粒状，诱导率约为78％。本发明所述愈伤诱导的温度优选为25±3℃，

光照强度优选为10～20μmol/(m2·s)，光照时间优选为12h/d。在本发明中，所述浓度的2,

4‑D、IBA、噻苯隆和6‑BA多种细胞生长素和细胞分裂素的联合使用，能够更加高效的诱导愈

伤组织的形成，更易获得较易分化的愈伤组织。
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[0029] 本发明将所述愈伤组织接种至愈伤组织增殖和分化培养基中进行增殖分化，得绿

色芽点；所述愈伤组织增殖和分化培养基以MS培养基为基本培养基，还包括：KT2.5mg/L、6‑

BA3mg/L、蔗糖30g/L和琼脂5.6g/L，pH值为5.8。本发明将所述愈伤组织接种至愈伤组织增

殖和分化培养基上后，优选每20～30d转接一次，而后再继续进行增殖分化，否则愈伤组织

会褐化。本发明所述增殖分化的温度优选为25±3℃，光照强度优选为20～40μmol/(m2·

s)，光照时间优选为12h/d。本发明中，所述增殖分化1个月后愈伤组织块的边缘会分化出绿

色的芽点，同时愈伤组织也在增殖，增殖率可达到3倍以上；连续继代培养4次后，绿色芽点

的出现率可达36％(分化率)；随着继代次数的增加，分化率也会提高，到第5次继代后，分化

率接近70％，且有少量的植株出现。在本发明中，所述浓度的KT和6‑BA两种细胞分裂素的联

合使用，可进促进愈伤组织的增殖并获得绿色芽点，进一步的分化获得不定芽。

[0030] 本发明将所述绿色芽点置于不定芽生长培养基进行不定芽的生长培养；所述不定

芽生长培养基以WPM培养基为基本培养基，还包括：NAA0.2mg/L、6‑BA1.0mg/L、蔗糖20g/L和

琼脂5.6g/L，pH值为5.8。本发明所述不定芽的生长培养的温度优选为25±3℃，光照强度优

选为20～40μmol/(m2·s)，光照时间优选为12h/d。利用本发明所述不定芽生长培养基进行

生长培养，1个月后可形成高约2cm左右的芽。

[0031] 本发明将长至高1.8～2.5cm的不定芽接种到生根培养基上进行生根培养，得黄草

乌再生植株；所述生根培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括：蔗糖20g/L和琼脂

5.6g/L，pH值为5.8。本发明所述生根培养的温度优选为25±3℃，光照强度优选为20～40μ

mol/(m2·s)，光照时间优选为12h/d。在所述生根培养基上进行15d左右的生根培养，就开

始生根，培养1个月后，平均生根率可达为87.5％。

[0032] 本发明对上述所有培养基的制备方法并没有特殊限定，优选的将各成分添加至基

础培养基(溶液态)中，再利用基础培养基(溶液态)进行定容，混合均匀，调节pH值至5.8，灭

菌备用。本发明对上述所有培养基中的成分来源并没有特殊限定，利用本领域的常规市售

产品即可。

[0033] 下面结合实施例对本发明提供的一种器官发生途径再生黄草乌的方法进行详细

的说明，但是不能把它们理解为对本发明保护范围的限定。

[0034] 实施例1

[0035] 一、外植体获取

[0036] 2016年6月在黄草乌种植基地，剪取无病虫害、生长健壮的黄草乌上部植株插入水

中带回实验室备用。将黄草乌的带节茎段取下来，用清水冲洗干净后置于无菌超净工作台

上，先用75％酒精消毒1min，然后放置在0.2％HgCl2中进行灭菌，灭菌10min，灭菌过程中不

断摇晃使灭菌均匀(包括培养瓶内壁)，然后用无菌水冲洗5次，并反复摇动以洗掉残留升

汞，防止其对外植体的毒害作用。

[0037] 二、初代培养

[0038] 将消毒过的外植体(带单个芽的茎段)接种到培养基上，进行初代培养，培养3个月

后获得新长出的无菌芽及叶片。每瓶放置1个带芽茎段。培养温度为25±3℃，光照强度20～

40μmol/(m2·s)，光照12h/d。所述的初代培养基为：每升含萘乙酸(NAA)0.2mg、6‑苄基腺嘌

呤(6‑BA)1.0mg、蔗糖20g、琼脂5.6g，其余为4MS培养基，灭菌前调整pH至5.8。

[0039] 三、愈伤组织的诱导
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[0040] 以初代培养获得的无菌叶片为对象，将单个叶片的四周修剪成约0.5cm×0.5cm左

右的大小放入愈伤组织诱导培养基进行愈伤诱导。培养1个月可见明显的愈伤组织形成，诱

导得到的愈伤组织块疏松，淡黄色颗粒状，诱导率约为78％。培养温度为25±3℃，光照强度

10～20μmol/(m2·s)，光照12h/d。所述的初代培养基为：每升含二氯苯氧乙酸(2,4‑D)4mg、

噻苯隆(TDZ)3mg、吲哚丁酸(IBA)1.5mg、6‑苄基腺嘌呤(6‑BA)2mg、蔗糖20g、琼脂5.6g，其余

为MS培养基，灭菌前调整pH至5.8。

[0041] 四、愈伤组织的增殖和分化

[0042] 将获得的淡黄色疏松颗粒状愈伤组织转移至愈伤组织增殖和分化培养基，1个月

后愈伤组织块的边缘会分化出绿色的芽点，同时愈伤组织也在增殖，增殖率可达到3倍以

上。但如果不及时转接，愈伤组织会褐化，转接周期以21d为宜。连续继代培养4次后，绿色芽

点的出现率可达36％(分化率)。随着继代次数的增加，分化率也会提高，到第5次继代后，分

化率接近70％，且有少量的植株出现。所述的愈伤组织增殖和分化培养基为：每升含激动素

(KT)2.5mg、6‑苄基腺嘌呤(6‑BA)3mg、蔗糖30g、琼脂5.6g，其余为MS培养基，灭菌前调整pH

至5.8。

[0043] 五、不定芽的生长

[0044] 将愈伤组织分化后得到的绿色芽点转接到不定芽生长培养基上，培养1个月后可

形成高约2cm左右的芽。所述的不定芽生长培养基为：每升含萘乙酸(NAA)0.2mg、6‑苄基腺

嘌呤(6‑BA)1.0mg、蔗糖20g、琼脂5.6g，其余为WPM培养基，灭菌前调整pH至5.8。

[0045] 六、生根培养

[0046] 将长至高约2cm左右的芽接种到生根培养基上，15d左右开始生根，培养1个月后，

平均生根率可达为87.5％(图2)。所述的生根培养基为：每升含蔗糖20g、琼脂5.6g，其余为

1/2MS培养基(仅MS的大量元素减半，其余成分不变)，灭菌前调整pH至5.8。

[0047] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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图2
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