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广藿香叶盘法高效再生体系主要影响因素的研究
莫小路１∗,欧阳蒲月２,曾庆钱１,黄珊珊１

(１．广东省中药研究所,广州５１０５２０;２．广东食品药品职业学院,广州５１０５２０)

摘　要:广藿香是重要的芳香药用植物,利用基因工程技术对广藿香进行品种改良,需要建立一个高效的广

藿香植株再生体系.该研究以广藿香无菌苗叶片为材料,将叶盘外植体分别置于不同条件下培养,观察、统计

其再生植株的数量及生长状况.通过研究１５~５０d的苗龄、第２~４节上的叶及培养基中２,４ＧD、NAA、BA
和 KT的浓度和配比等因素对广藿香叶盘再生植株的影响,在此基础上优化培养条件,建立广藿香高效再生

体系.结果表明:广藿香无菌苗的苗龄、叶片在茎上的着生位置以及培养基中的植物生长调节物质浓度和配

比都对广藿香的植株再生有显著影响;优化培养条件为以培养３０d的广藿香无菌苗顶芽下第２对展开叶片切

割的叶盘为外植体,在含０．１mg􀅰LＧ１ NAA和０．５mg􀅰LＧ１BA的 MS培养基中培养２８d,叶盘的不定芽发生

频率达到１００％,单个叶盘的平均再生芽数为９６．５个,经生根培养及温室炼苗,再生植株的移栽成活率达到

９６％.广藿香叶盘植株再生体系的建立为其基因转化研究及优良品种的快速繁育奠定了基础.
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Maininfluentialfactorsforefficientplantregeneration
systemestablishedfromleafＧdiscofPogostemoncablin
MOXiaoＧLu１∗,OUYANGPuＧYue２,ZENGQingＧQian１,HUANGShanＧShan１

(１．GuangdongResearchInstituteofTraditionalChineseMedicine,Guangzhou５１０５２０,China;

２．GuangdongFoodandDrugVocationalCollege,Guangzhou５１０５２０,China)

Abstract:Pogostemoncablinsyn．P．patchouli,isaperennialbushyherbintroducedfromSoutheastAsiaandhas
beenextensivelycultivatedinSouthChina,forbothutilizationinpharmaceuticalandperfumeindustry．PatchouliculＧ
tivatedindifferentregionshasdiversemorphologicalcharacteristicsandessentialoilconstituents,whichinfectits
therapeuticpropertiesdirectly．Itisnecessarytoestablishedacultivarwithhighqualityofessentialoil．Thisstudy
aimstoestablishanefficientsystemofplantregenerationfromtheleafＧdiscofPogostemoncablin．Theleavesofin
vitropatchouliseedlingswereusedasmaterials．Theeffectsofdonorplant’sage,leafpositionandtheconcentration
ofplantgrowthsubstancesusedsingleorcombinedonplantregenerationofP．cablin werestudied．Theresults
showedthatlowconcentration’sbenzylaminopurine(BA)combinedwithnaphthaleneaceticacid(NAA)inducedthe
highfrequencyofprolificadventitiousshootsregenerationdirectlyfromleafwithlessorwithoutcallus,theageofdoＧ
norplantandpositionofleafonstembotheffectedthefrequencyofshootregenerationandthemeannumberof
shoots．Thehighefficientplantregenerationsystemwasestablishedfromleafdiscexplantspreparedfromtheleaves
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ofthesecondnodesofthirtyＧdayoldＧinvitroplant．TheculturemediumfortheprolificshootinducingwasMSculＧ
turemediumsupplementedwith０．１mg􀅰LＧ１NAAand０．５mg􀅰LＧ１BA．Theregenerationfrequencywas１００％and
themaximummeannumberofshootperleafdiscwas９６．５．Regeneratedshootswereelongatedandrootedonthehalf
strengthMSmediumwith０．５mg􀅰LＧ１GA３and０．１mg􀅰LＧ１NAA．Therootingfrequencywas１００％．Theplantlets
withwellＧdevelopedrootsweresuccessfullyacclimatizedinthegreenhouse,andplantedinthefieldwithasurvival
rateof９６％．TheestablishedplantregerationsystemfromleafＧdiscofP．cablinwouldlayfoundationforthegene
transformationofP．cablinanditsfastbreedingforgoodcultivars．
Keywords:Pogostemoncablin;leafＧdisc;plantregeneration

　　广藿香(Pogostemoncablin)为唇形科刺蕊草

属植物,原产于菲律宾、马来西亚等东南亚国家,现
在我国广东、海南和云南等地都有栽培,因在广东栽

培供药用的历史最为悠久,故名“广藿香”.广藿香

是广东道地药材之一,具有芳香化湿、温中止呕、发
表解 暑 (国 家 药 典 委 员 会,２０１０)及 抑 菌 抗 病 毒

(Yangetal．,２０１３;莫小路等,２０１１)等功效,是“藿
香正气丸(水)”、“抗病毒口服液”和“藿胆丸”等中成

药的主要原料;从广藿香中提取的精油除用于医药

原料外,还广泛应用于香料和化妆品工业,近来还应

用于绿色农药的生产开发上(莫小路等,２００４).
广藿香主产于广东的肇庆、阳春和湛江地区以

及海南省,各产地的广藿香品质差异较大(Wuet
al．,２０１０;罗集鹏等,２００２),广藿香主要靠扦插繁殖

育苗,长期的无性繁殖带来的品种退化、病虫危害等

问题日趋严重,而广藿香罕见开花,难以用传统遗传

育种方法培育优质品种.运用基因工程技术进行品

种改良是现代农业的发展趋势之一,通过基因工程

技术可以将其药用成分合成的控制基因转化到生长

快速的广藿香品种中,从而获得高产、高药效成分的

改良品种.在植物基因转化方法中,农杆菌介导的

叶盘法转化是使用最广、最有效的方法之一,而通过

叶盘外植体建立高效的植株再生体系是实现叶盘法

转化的前提条件(Wedzonyetal．,２０１４).尽管国内

外通过广藿香叶片、茎段外植体获得再生植株的研

究有 诸 多 报 道 (Swamyetal．,２０１４;林 小 桦 等,

２００７;莫小路等,２００８),而针对叶片转化的高效植株

再生体系的研究则少有报道.因此,本项目对广藿

香叶盘再生植株的影响因素进行研究,为叶盘法转

化和优质广藿香品种的快速繁育奠定基础.

１　材料与方法

１．１材料

１．１．１植物材料　按莫小路等(２００８)培养广藿香无

菌苗,每隔５０d继代培养１次,培养基为附加０．１
mg􀅰LＧ１ NAA的 MS培养基.培养条件为(２６±１)

℃,１６h光照/８h黑暗.

１．１．２ 试 剂 　萘乙酸(NAA)、２,４Ｇ二氯苯氧乙酸

(２,４ＧD)、激动素(KT)、６Ｇ苄氨基腺嘌呤(BA)、吲哚

丁酸(IBA)、赤霉素(GA３)、蔗糖及 MS培养基配制

所需的各种大量、微量元素均购自广州威佳生物科

技有限公司,琼脂粉购自广州环凯生物科技有限

公司.

１．２方法

１．２．１培养基制备　以 MS为基本培养基,按实验设

计添加不同的植物生长物质,加 入 ３％ 的 蔗 糖、

０．６５％的琼脂粉,调整pH 为５．８,加热搅拌至沸腾

后,将培养基以每瓶约３０mL的量分装至３００mL
容量的组培瓶中,１２１ ℃,０．１MPa灭菌２０min,冷
却后备用.

１．２．２不同植物生长物质对广藿香叶盘的愈伤组织

生成和植株再生的影响　分别添加不同植物生长物

质,配制１０组愈伤组织诱导培养基(表１).取继代

培养３０d的广藿香无菌苗顶芽下的第３对展开叶

片(面积约１５mm×１０mm),在无菌条件下切成５
mm×５mm 大小的叶盘,分别置于各组诱导培养基

上,每组１０瓶,每瓶放置５个叶盘,于(２６±１)℃黑

暗培养.每隔７d观察１次,不定芽萌出后移至１６h
光照/８h黑暗培养.３０d后统计愈伤组织形成和不

定芽形成的外植体数,计算愈伤组织的发生频率、不
定芽再生频率及每叶盘的平均出芽数.

愈伤组织发生频率＝形成愈伤组织的叶盘数/
接种的叶盘数×１００％

不定芽再生频率＝产生不定芽的叶盘数/接种

的叶盘数×１００％
每叶盘的平均出芽数＝所有叶盘生成的不定芽

总数/接种的叶盘数量

１．２．３广藿香苗龄、叶片外植体的位置对不定芽再生
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表１　植物生长物质对广藿香叶盘愈伤组织形成及植株再生的影响

Table１　EffectsofplantgrowthsubstancesoncallusinductionandplantregenerationofPogostemoncablin

培养基
编号
No．of
medium

植物生长物质及浓度
Plantgrowthsubstances
andtheirconcentrations
(mg􀅰LＧ１)

愈伤组织颜色
Colorofcalli

愈伤组织质地和生长状态
Statusandqualityofcalli

愈伤组织发生的频率
Callusinduction

frequency
(％)

不定芽发生频率
Shootregeneration

frequency
(％)

A ２,４ＧD０．０５＋KT０．５ 黄色
Yellow

中间较硬,外部疏松;愈伤覆盖叶盘,生长旺盛
Fragileappearance,compactheart;calluscover
wholeleafdisc

９６ ０

B ２,４ＧD０．２＋KT０．５ 黄白色
YellowＧwhite

疏松;仅在叶盘边缘生成
Fragile;callusformedinleafdiscedge

８４ ０

C ２,４ＧD０．２＋BA０．５ 白色
White

疏松、表面湿润;覆盖叶盘,生长旺盛
Fragileandwet;calluscoverwholeleafdisc

９６ ０

D NAA３．０＋KT２．０ 黄白色
YellowＧwhite

疏松;在叶盘边缘生成,量少
Fragile;alittlecallusformedinleafdiscedge

５４ ０

E NAA２．０＋BA０．５ 黄白色
YellowＧwhite

表面颗粒状;叶盘边缘生成,量少;有不定芽
Granularappearance;alittlecallusformedin
leafdiscedge,withadventitiousbud

５６ ０

F NAA１．０＋BA０．５ 黄白色
YellowＧwhite

颗粒状、较紧密;有少量不定芽
Granularandcompact;withafew
adventitiousbud

７０ ２８

G NAA０．５＋BA０．５ 黄色
Yellow

较紧密;愈伤量少;有不定芽
Compact;alittlecalli,withadventitiousbuds．

７２ ６６

H NAA０．１＋BA０．５ 黄绿色
YellowＧgreen

湿润,极少量;有大量不定芽
Alittlewetcalli,withlargeamountofadventiＧ
tiousbuds

２４ ９４

I BA０．５ 黄色
Yellow

未见愈伤组织
Nocallusformed

０ ８４

J NAA０．１＋BA１．０ 灰褐色
Grey

较硬,紧密;有少量不定芽
Hardandcompact;withafewadventitiousbuds

１２ ２３

图１　植物生长物质对广藿香愈伤组织的形成和植株再生的影响　A．在 H 培养基上培养１５d的叶盘愈伤组织;B．在 C培养

基上培养３０d的叶盘愈伤组织;C．在F培养基上培养３０d的叶盘愈伤组织;D．在G培养基上培养３０d的叶盘愈伤组织;E．在E培养基

上培养３０d的叶盘愈伤组织及不定芽;F．在 H 培养基上培养３０d的叶盘上的不定芽;G．在I培养基上培养４０d的叶盘上的不定芽.

Fig．１　EffectsofplantgrowthsubstancesoncallusinductionandplantregenerationofPogostemoncablin　A．fifteenＧdayＧoldcallus
inmediumH;B．ThirtyＧdayＧoldcallusinmediumC;C．ThirtyＧdayＧoldcallusinmediumF;D．ThirtyＧdayＧoldcallusinmediumG;E．ThirtyＧdayＧoldcalＧ
lusandadventitiousbudsinmediumE;F．adventitiousshootsfromThirtyＧdayＧoldleafdiscinmediumH;G．AdventitiousshootsfromFortyＧdayＧoldleaf
discinmediumI．

的影响　分别以继代培养１５~５０d的广藿香无菌

苗茎上第２~４对叶片为外植体,在无菌条件下切成

５mm×５ mm 大小的叶盘,置于含０．１ mg􀅰LＧ１

NAA 和０．５mg􀅰LＧ１BA 的 MS培养基上,于(２６±

１)℃,黑暗培养２１d后,移至光照培养７d后,统计

有不定芽分化的叶盘数及每个叶盘生成的不定芽数

量,同２．２方法计算叶盘不定芽的萌发频率、每叶盘

的平均出芽数.采用SPSS(１７．０)软件进行数据统
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计及数据间的差异显著性分析.

１．２．４再生植株的壮苗及生根培养　待叶盘上长出

的不定芽高１．５~２cm 时,分别转移至含０．５mg􀅰

LＧ１ GA３、０．１mg􀅰LＧ１IBA 和０．１mg􀅰LＧ１NAA 的

１/２MS培养基上,于(２６±１)℃,１６h光照/８h黑暗

条件下培养３５d,统计再生苗的高度,计算生根率.
生根率＝生根的无菌苗数量/接种的无菌苗数

量×１００％
１．２．５ 再生植株移栽试验　经壮苗、生根后,将苗高

３~５cm 的广藿香再生植株从培养瓶中取出,洗净

根部的固体培养基,种植于温室内带自动感应喷水

设备的珍珠岩基质育苗床进行炼苗.前２周每天喷

施稀释５倍的 MS液体培养基１次,接着２周每天

喷施稀释１０倍的 MS液体培养基１次,之后只喷

水,４周后移栽大田,计算移栽成活率.
移栽成活率＝移栽大田的株数/移栽的瓶苗株

数×１００％

２　结果与分析

２．１植物生长物质对广藿香叶盘愈伤组织的形成和

植株再生的影响

AＧJ组培养基上的广藿香叶盘在培养后第１５
天有了明显变化,其中 A和C组的大部分叶盘及B
组的少量叶盘周围开始有黄白色的愈伤组织形成;

F、G和 H 组的部分叶盘边缘也有少量愈伤形成,但
多为黄绿色,结构较紧密(图１:A),D和J组的部分

叶盘褐化,J组有少量形成愈伤组织但很快褐化;３０
d时 A和C组的愈伤组织旺盛,大部分愈伤团直径

在２cm 以上(图１:B),F和G组叶盘形成的愈伤组

织结构相似,呈明显颗粒状,在愈伤团中有少量的不

定芽萌出(图１:C,D),而E组叶盘只在边缘有少量

颗粒状愈伤,同时有不定芽萌出(图１:E),H 组叶盘

仅有极少量愈伤组织,叶盘大部分被密集的不定芽

覆盖(图１:F);而I组叶盘几乎未见愈伤组织分化,
而是在叶盘边缘分化出大量不定芽(图１:G);H 和

I组的不定芽发生频率都很高,但I组单个叶盘再生

的不定芽数量较少,为１５~２５个,且不定芽发育不

整齐;而 H 组中每个叶盘上的不定芽密集整齐,单
个叶盘再生的不定芽数量最多,在１２０个以上;J组

仅少量叶盘有愈伤组织生成且都褐化.各组的愈伤

组织和再生芽的情况见表１.

２．２外植体植株的培养时间和叶片位置对广藿香叶

盘不定芽分化的影响

每个不同时期的叶片分别接种了１０瓶,每瓶３
个叶盘,表２数据为３０个叶盘的统计和计算结果,
结果显示:作为外植体材料的广藿香苗的培养时间

和叶片在茎上的位置对叶盘不定芽分化的影响极显

著,培养３０d的广藿香无菌苗的不定芽发生率及单

个叶盘上的不定芽数量都高于１５d和５０d的广藿

香苗;而对于茎上不同位置的叶片,则是顶芽下第

２、３对展开叶的不定芽的发生频率都很高,但第２
对叶片平均每个叶盘上的不定芽数量(９５．５)却显著

高于第３对叶片(６４．５).

表２　无菌苗的培养时间及叶片位置对

广藿香叶盘不定芽分化的影响

Table２　Effectsofageofdonorplantandleafpositionon
adventitiousshootproliferationofPogostemoncablin

项目
Item

叶片外植体在茎上的位置
(自顶芽以下)

Leafpositiononthenode
ofplant(fromshootapex)

苗龄
Ageofdonor
plant(d)

１５ ３０ ５０

不定芽发生频率
Regeneration

frequency(％)

第２节
The２ndnode

２３．３ １００ ４６．７

第３节
The３rdnode

３６．７ ９３．３ ５０

第４节
The４thnode

４０ ５３．３ １６．７

不定芽的
平均数量/
叶盘∗

Meannumber
ofshoot/
LeafＧdisc∗

第２节
The２ndnode

１．７±
０．３６Bc

９６．５±
１．２６Aa

６．３±
０．７８Ab

第３节
The３rdnode

３．４±
０．８３Ab

６４．５±
１．５５Ba

５．２７±
０．９１Ab

第４节
The４thnode

４．５±
０．３７Ab

２２．６±
０．６４Ca

１．１３±
０．４６Bc

　注:∗ 数据为３０个重复的平均值±标准误,大写字母不同表示同列中各组

数据的差异极显著(P＜０．０１),小写字母不同表示同行中各组数据的差异极

显著(P＜０．０１)
　Note:Datashownaremeanvalues±standarderrorsfrom measurementsof
３０leafdiscs．Incolumns,differentcapitalsindicatesignificantdifferences(P＜
０．０１)betweenleafpositions,lowercasesindicatesignificantdifferences(P ＜
０．０１)betweenagesofdonorplants．

２．３广藿香再生植株的壮苗及生根培养

将叶盘诱导生成的高度约为２cm 的无根苗转

移至添加植物生长物质的各组培养基中,培养约１５
d,无根苗开始分化出根,３５d统计生根率及再生植

株的高度,结果见表３,图２.结果显示:广藿香无根

苗在添加了０．５mg􀅰LＧ１ GA３ 和０．１mg􀅰LＧ１IBA、

NAA的１/２MS培养基上的生根率达到１００％,每
株分化出的根数量都在１０条以上,在未添加植物生

长物质 的 １/２ MS 培 养 基 上 的 生 根 率 也 能 达 到

９６．７％,但每株生根数量较少,为３~５条.培养基

中添加０．５mg􀅰LＧ１ GA３ 能有效促进茎的生长,添
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表３　添加植物生长物质对广藿香再生苗生根的影响

Table３　Effectsofplantgrowthsubstanceon
therootinducingofPogostemoncablin

植物生长物质及浓度
Plantgrowthsubstances
andtheirconcentrations

(mg􀅰LＧ１)

再生苗的生根率
Frequencyof

rooting
(％)

再生苗的平均高度
Meanheightof

regeneratedseedling
(cm)

GA３０．５＋IBA０．１ １００ ３．２
GA３０．５＋NAA０．１ １００ ３．８

GA３０．５ ９３ ２．８
— ９６．７ ２．３

图２　生根培养初期(A)及培养３５d后(B)的广藿香

Fig．２　RootinductionofPogostemoncablininthe
beginning(A)andafter３５Ｇdayculture(B)

加０．５mg􀅰LＧ１ GA３ 和０．１mg􀅰LＧ１ NAA 的１/２
MS培养基是广藿香的最适壮苗及生根培养基.
２．４再生植株移栽试验

采用带自动喷淋系统的育苗床进行广藿香的温

室炼苗,试验３批共３００株瓶苗,在育苗床炼苗期

间,有１２株苗未能成活.主要原因是在自动喷淋的

育苗温室里的湿度较大,育苗床内的部分弱小瓶苗

会因烂根等原因而死亡,８周的温室炼苗后,成活率

为９６％,苗高达１５cm.经炼苗后,移栽至大田的广

藿香苗成活率达１００％(图３).

３　讨论与结论

植物生长调节剂 BA 能促进植物细胞分裂、诱

图３　炼苗４周(A)和移栽大田３周后

的广藿香再生植株(B)
Fig．３　RegeneratedplantletofPogostemoncablinplanted
ingreenhousefor４weeks(A)andinfieldfor３weeks(B)

导组织分化,在植物离体培养中广泛应用于愈伤组

织不定芽分化诱导和芽增殖培养.在本研究１０组

培养基中,在添加了BA 的培养基上大部分叶盘有

一定的不定芽分化;此外,在 A、B、C组以及E、F组

培养基上形成的愈伤组织在转移到含０．５mg􀅰LＧ１

BA 的培养基后２０~３０d,也有不定芽分化.但在

仅含有BA的培养基上,叶盘外植体分化的不定芽

数量较少.在仙茅(Tomas,２００７)、石竹(Kantiaet
al．,２００２)以及产精油植物野薄荷(Phataketal．,

２００２)和罗勒(Dodeetal．,２００３)等植物离体培养

中,在含 BA 的培养基中添加 NAA 都能促进叶外

植体的不定芽分化.本研究E、F、G、H 和J组培养

基均含有 NAA 和 BA,但 只 有 低 浓 度 的 BA 与

NAA配合能促进广藿香叶盘不定芽发生,在含BA
０．５mg􀅰LＧ１和 NAA０．１mg􀅰LＧ１的 MS培养基上,
叶盘的不定芽发生率达 １００％.Sugimuraetal．
(２００５)报道提高培养基中的 NAA浓度会降低广藿

香的芽分化频率,而BA 浓度过高(１．６mg􀅰LＧ１)则
抑制不定芽的数量.本研究中,最低浓度的 NAA
(０．１mg􀅰LＧ１)与BA(０．５mg􀅰LＧ１)配合,能获得最

高的叶盘不定芽诱导频率,而 NAA 的浓度提高至
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１．０~２．０mg􀅰LＧ１时,则促进叶盘的脱分化,形成愈

伤组织,与Sugimuraetal．(２００５)的研究结果一致.
建立高效的植株再生体系是叶盘法转化的一个

先决条件.植株再生可以通过直接器官发生的途径

或间接器官发生途径(经过愈伤组织)获得再生器官

(芽或根),再经诱导培养发育成完整植株.国内外

报道的广藿香离体培养研究,大部分植株再生都是

通过间接器官发生途径,即需要经过愈伤组织的培

养,再将愈伤组织转移至分化培养基上诱导芽分化

和植株再生(Misra,１９９６;Sugimuraetal．,２００５).
直接器官发生途径与间接发生途径相比,其优势首

先表现在培养周期上,其次是能保持原植物的遗传

稳定性,因为不经过愈伤组织再分化的阶段,再生植

株产生变异的几率更小.本研究中,在 H 组培养基

上的叶盘获得高频的再生芽即是通过直接器官发生

途径,叶盘上只有极少量的愈伤组织生成,大大缩短

了再生植株的培养周期.
植物的器官发生与植物的发育时期和细胞所处

的生理状态有直接关系.本研究的结果表明,广藿

香的苗龄和叶片的生长状态(部位)对叶盘的不定芽

再生能力都有显著影响.继代培养时间太短或者太

长,都会降低广藿香无菌苗的叶盘不定芽再生频率;
而同一时期植株中,幼嫩叶片的不定芽再生频率以

及单个叶盘的不定芽数量都要比较老的叶片高,这
可能是因为幼嫩器官对培养基中的生长调节剂更为

敏感.此外,我们在分离第２节上叶盘的再生芽时,
观察到有少量的苗已长出细根,因此推测这些再生

苗可能是通过体细胞胚的途径直接发育成的,而体

胚直接发育的植株再生途径用于植物转化将更为有

效,可以避免多细胞起源的再生带来的假阳性转化,
但要明晰这些体细胞胚形成的原因及控制条件还需

要做进一步的研究.
通过本研究确定的广藿香叶盘法高效植株再生

体系是以继代培养３０d的广藿香无菌苗的顶芽下

第２对展开叶为叶盘外植体,在含０．１ mg􀅰LＧ１

NAA和０．５mg􀅰LＧ１BA的 MS培养基上培养３０d
(暗培养,至不定芽萌发后转移至１６h光照/８h黑暗

培养),再转移至生根培养基上培养３５d,经温室炼

苗,移栽成活率达９６％.
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