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藏药马尿泡茎段快繁体系及分化过程体内生物碱变化研究 
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摘  要：目的  以马尿泡 Przewalskia tangutica 种子无菌苗带腋芽茎段为材料，建立了马尿泡的茎段快速繁殖体系。方法  在无菌

条件下，将生长 30 d 左右的马尿泡种子无菌苗剪成 2～3 cm 长的带腋芽的茎段接种在不同的芽增殖培养基和生根培养基上，筛选

出最适合芽增殖培养基和生根培养基，并利用 HPLC 法测定组培苗不同部位和愈伤组织的 4 种托烷类生物碱的量。结果  筛选出

最适合芽增殖培养基为 MS＋6-BA 2.0 mg/L＋NAA 0.5 mg/L，诱导率最高为 96.67%，最适合不定芽生根培养基为 MS＋NAA 0.5 

mg/L，根的诱导率最高，为 71.67%。利用 HPLC 法测定试管苗不同部位 4 种生物碱量的结果表明，根中总生物碱量最高，高达

141.25 μg/g。愈伤组织中总生物碱的量低于根、茎、叶中总生物碱的量。结论  马尿泡组培苗不同部位总生物碱的量和不同种类

生物碱占总生物碱的比例不同，表明器官建成或脱分化过程可能影响马尿泡组培苗植株体内生物碱的合成和积累。 
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Changes of alkaloids in Tibetan medicine Przewalskia tangutica during tissue 
culture and differentiation of its stem rapid propagation system  
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Abstract: Objective  To establish the stem rapid propagation culture system of Prezewalskia tangutica using aseptic seedling of P. 

tangutica as materials. Methods  The stems from one month aseptic seedling were inoculated on Muragshige and Skoog media 

supplemented with different phytohormones to select the optimum medium for inducing differentiation of the adventitious buds and roots. 

Furthermore, the contents of four active alkaloids were measured with HPLC. Results  The optimum medium was MS + 6-BA 2.0 mg/L + 

NAA 0.5 mg/L for inducing the propagation of the adventitious buds. The adventitious roots could be induced on MS + NAA 0.5 mg/L 

media. The inductivity was 71.67%. The HPLC data suggested that the content of total alkaloids is highest in root (141.25 μg/g). The 

content of total alkaloids in callus was lower than those in roots, stems, and leaves. Conclusion  The contents of total alkaloids in 

different fractions of P. tangutica seedlings are different, and the proportion of different alkaloids in total alkaloids is different, which 

indicates that the formation and dedifferentiation of organ can influence the contents of alkaloids in P. tangutica seedlings. 
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马尿泡 Przewalskia tangutica Maxim. 又名矮莨

菪，是茄科（Solanaceae）马尿泡属 Przewalskia 

Maxim. 植物，为我国西部特有植物；生长于海拔

3 200～5 000 m 的高山砾石地及干旱草原。在《晶 
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珠本草》中有记载，它是藏药中的常用药，其根和

种子及全草均可做药用，具有镇痛、解痉、杀虫、

消炎等药效，用于胃肠痉挛疼痛、白喉、炭疽；外

用疮疡、皮肤瘙痒[1-2]。1984 年，肖培根等[3]对茄科

中的三分三、唐古特山莨菪、马尿泡等 54 种植物的

托烷类生物碱有效成分进行分析，结果发现马尿泡

中托烷类生物碱的量高，可以直接作为工业生产该

类药物的原料。伴随着马尿泡药用价值的发现，大

量野生资源被挖掘，一方面造成了马尿泡野生资源

面临濒危，另一方面也造成了严重的生态破坏[4]。

近年来研究表明，东莨菪碱作为一些药物合成的重

要中间原料，也使得该化合物在国际市场上的需求

增长很快，是莨菪碱的 10 倍[5-7]。选用化学合成的

方法存在成本高、生产周期长、合成有效成分的产

量较低[8]。因此，对高产东莨菪碱的马尿泡野生资源

进行合理的开发研究，了解其高产东莨菪碱的机制，

可能是解决东莨菪碱供求矛盾的有效途径，也是间

接保护传统藏药资源，保护生态环境的有效办法。 

目前，国内外对马尿泡的研究主要集中在细胞

学、系统学、植物化学、组织培养等方面[4,9-12]。有

关马尿泡组织培养的研究主要以野生芽为材料，受

季节性限制且野生芽经消毒后不易存活，繁殖速率

低等问题，严重限制该植物资源的开发利用[4]。传

统的器官再生途径存在遗传变异大，可能会影响其

体内生物碱的合成代谢，对后续研究产生影响。因

此，建立在种子无菌苗基础上的茎段组织快速繁殖

体系能够有效地解决上述问题。本实验对于保护马

尿泡植物资源、实现可持续利用，研究次生代谢物

质生物合成机制、实现工业化生产等，具有一定的

参考价值。另外，为利用基因工程对马尿泡进行遗

传改造，培育高产东莨菪碱的转基因植株或生物反

应器提供了研究基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

马尿泡种子于 2013 年 9 月 16 日采自青海省果

洛州兴海县，海拔为 4 200 m（东经 99.9°，北纬

35.7°），采集样品由中国科学院西北高原生物研究所

陈世龙研究员鉴定为马尿泡 Przewalskia tangutica 

Maxim.，取少数种子保存于青藏高原标本馆。 

1.2  方法 

1.2.1  种子无菌苗繁殖体系由本实验室建立，生长

旺盛。 

1.2.2  马尿泡茎段快速繁殖体系  在无菌条件下，

将种子无菌苗取出，切取带有腋芽的茎段接种在含

有不同激素的 MS 培养基中（表 1），每瓶接种 5 个

外植体，重复 6 次。培养条件：培养温度（25±2）

℃，光照强度为 3 000 lx，12 h/d 光照条件下培养。 

1.2.3  马尿泡愈伤组织  由本实验室继代保存获得。 

1.2.4  基本培养基  MS 培养基，附加 8%琼脂和

30 g/L 蔗糖，pH 5.8。 

表 1  不同植物激素组合对马尿泡不定芽诱导和增殖的影响 

Table 1  Effects of different phytohormone combination on inductivity and multiplication rates of P. tangutica adventitious buds 

激素配比 
培养基编号 

6-BA/(mg·L−1) NAA/(mg·L−1)
外植体个数  诱导率/%  增殖系数  生长情况 

I1 1.0 0.0 30 90.00±16.73 3.42±0.75 ＋ 

I2 1.0 0.2 30 86.67±10.33 2.83±0.65 ＋＋ 

I3 1.0 0.5 30 73.33±39.33 2.02±1.17 ＋＋ 
I4 1.0 1.0 30 57.50±27.88 3.31±1.41 ＋＋ 
I5 2.0 0.0 30 70.00±10.95 2.36±0.51 ＋ 

I6 2.0 0.2 30 83.33±15.06 2.26±0.83 ＋＋ 

I7 2.0 0.5 30 96.67± 8.16 2.21±0.40 ＋＋＋ 

I8 2.0 1.0 30 43.33±23.38 3.74±1.83 ＋＋ 

I9 3.0 0.0 30 96.67± 8.16 2.04±0.10 ＋ 

 I10 3.0 0.2 30 85.00±11.83 2.19±0.16 ＋ 

 I11 3.0 0.5 30 68.33±18.35 3.17±0.66 ＋＋ 

 I12 3.0 1.0 30 80.00±12.65 2.44±0.45 ＋＋ 

 “+++”表示生长旺盛、芽体健壮、叶不卷曲；“++”表示芽体健壮，但叶边缘稍微卷曲；“+”表示生长不旺盛 

The developmental state of plantlet of P. tangutica was showed by different sign: “+++” is best, “++” express good, “+” express most of buds were not 

capable of generate new buds 
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1.2.5  HPLC 法测定马尿泡不同组织中生物碱  将

组培苗从三角瓶中取出，洗干净根上带有的琼脂，  

按照根、茎、叶的组织类型收集，45 ℃烘干，密封，

4 ℃低温保存材料。定量测定参考王环等[11]的测定

方法。 

2  结果与分析 

2.1  不同质量浓度激素对马尿泡芽增殖的影响 

将带有腋芽的茎段转接至添加不同质量浓度的

细胞分裂素和生长素的基本 MS 培养基上，实验结

果表明（表 1），6-BA/NAA 值为 4 时，从腋芽部位

诱导出不定芽的诱导率最高，为 96.67%，增殖系数

为 2.21。比值过高或者过低都不利于芽的分化。实

验发现，在不添加 NAA 只添加 6-BA 的培养基中部

分腋芽能产生不定芽，但不定芽的叶片黄化，且极

易产生分支，不能持续生长，表明 NAA 对不定芽

的正常生长发挥重要作用，最终筛选出最适合腋芽

分化培养基为 MS＋6-BA 2.0 mg/L＋NAA 0.5 

mg/L。在最适培养基上，腋芽基部靠近培养基部位

在接种后 2 周左右会产生少量浅绿色的愈伤组织，

腋芽伸长，3 周左右在愈伤组织周围陆续产生不定

芽，成簇生长，芽体健壮（图 1-A）。 

 
A-腋芽处分化出不定芽  B-生根分化  C-再生植株  D-愈伤组织 

A-adventitious buds induced from axillary bud  B-rooting 

differentiation  C-regenerated plantlet  D-callus 

图 1  马尿泡组织培养的不同阶段 

Fig. 1  Different phases of tissue culture of P. tangutica 

2.2  不同质量浓度 NAA 对马尿泡不定芽生根的影响 

将诱导产生的不定芽接种在含有不同质量浓度

NAA 的培养基中，结果如图 2 所示，在一定范围内，

随着 NAA 质量浓度的不断升高，不定芽上诱导产

生不定根的数量和诱导率都有所提高。当 NAA 质

量浓度为 0.5 mg/L 时，第 3 周左右，不定芽上陆续

产生不定根，第 4 周统计，相对其他处理诱导率最 

 

图 2  不同质量浓度 NAA 对马尿泡茎段生根的影响 

Fig. 2  Effects of NAA with different concentration on 

rooting of P. tangutica stems  

高为 71.67%，平均每个外植体上产生 3.25 个不定

根（图 1-B），且组培苗生长健壮（图 1-C）。 

2.3  HPLC 测定马尿泡组培苗不同部位和愈伤组

织中 4 种托烷类生物碱的量 

利用 HPLC法测定马尿泡组培苗不同部位和愈

伤组织中 4 种托烷类生物碱的量，结果表明（图 3），

除愈伤组织中没有检测到山莨菪碱外，其他组织中

均检测到 4 种生物碱活性成分，与野生植株相比，

生物碱总量明显低于野生植株，仅为野生植株的百

分之几。对马尿泡组培苗不同组织和愈伤组织中 4

种托烷类生物碱量的比较发现，组培苗根中总生物

碱的量最高，高达 141.25 μg/g，但不同类型生物碱

在不同组织中的量变化特征存在差异，如东莨菪碱

的量从高到低顺序为叶＞根＞茎＞愈伤组织，而阿

托品的变化顺序为根＞愈伤组织＞茎＞叶。这一结

果与王环等[11]测定的野生植株中地上部分 4种生物

碱的量均明显低于地下部分的结果不一致，问题可

能在于其组织培养微环境对体内生物碱合成通路的

关键酶产生影响而导致的。 

 
不同字母表示差异显著 (P＜0.05) 

Significant differences were expressed by differrent lowercase (P < 0.05) 

图 3  马尿泡组培苗不同组织中 4 种托烷类生物碱的量 

Fig. 3  Contents of four alkaloids in different tissues of P. 

tangutica seedlings 
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3  讨论 

植物激素在植物离体条件下器官再生途径中

扮演着重要的角色，一般认为细胞分裂素/生长素 

的比值高有利于芽的分化，比值低有利于根的分

化，合适的激素配比是诱导植株再生的重要条件

之一[4]。本实验建立了种子无菌苗基础上的茎段快

繁体系，筛选出最适合芽增殖培养基为 MS＋6-BA 

2.0 mg/L＋NAA 0.5 mg/L，诱导率最高为 96.67%，

最适合不定芽生根培养基为 MS＋NAA 0.5 mg/L，

根的诱导率最高，为 71.67%，能够在短时间内培育

出长势一致的幼苗，连续继代培养可以有效保存马

尿泡的种质资源。马尿泡野生种子→种子无菌苗→

再生苗的种质资源保存途径与传统的器官再生途径

相比，可以实现野生种子在 4 ℃低温条件下的长期

保存，并保证需要时在短期内可以获得长势一致的

试管苗供研究使用，为马尿泡种质资源的长期保存

提供了有效途径，同时也可能为其他面临濒危的高

原特有药用植物资源的种质资源保存提供一个可行

的途径。 

郑光植等[13]通过对茄科药用植物三分三的组

织培养研究，反驳了曾经普遍被人们接受的茄科

植物根是莨菪碱和东莨菪碱惟一或者主要合成部

位的结论，提出了任何药用植物细胞或者组织在

离体条件下都具有“母体”那种合成药用成分的

能力的观点。研究表明，外植体的选择不仅影响

愈伤组织、发状根和再生植株的诱导率，也对培养

细胞和发根中的次生代谢产物的量产生影响[14-18]。

能否提供具有合成生物碱全能性的试管苗材料是

后续对马尿泡植物进行遗传改良，获得高效生产

东莨菪碱的转化植株或生物反应器，研究生物碱

合成调控机制的基础。本实验利用 HPLC 法对马

尿泡组培苗不同组织中 4 种托烷类生物碱的量测

定结果表明，组培苗根中总生物碱量最高，高达

141.25 μg/g，不同类型生物碱在不同组织中的量

的变化特征存在差异，这可能与器官建成过程中

基因的差异性表达有关，但根、茎、叶都具有合

成 4 种生物碱的能力。植物组织器官培养是广泛

用于合成药用植物次生代谢产物的主要手段，如

生产紫杉醇的细胞培养[19]、生产生物碱和多糖的

铁皮石斛的原球茎培养（微器官繁殖）[20]、生产

托品烷类生物碱的天仙子双基因转化发根培养
[16]，都取得了很好的研究成果。大量研究表明，

次生代谢产物在植物体内的合成存在位置差异，

如莨菪碱和东莨菪碱的量在曼陀罗不同器官存

在差异 [21]，控制东莨菪碱合成的关键酶基因 H6H

主要在颠茄根的中柱鞘细胞高效表达[22]。本实验

对进一步研究马尿泡次生代谢产物生物合成机

制，实现资源的可持续利用和工业化生产具有一

定的参考价值。 
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