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丹参同源四倍体新物种的培育

高山林 徐德然 蔡朝晖 朱丹妮
’

(遣传育种研究室
; ’

中药理论研究室 )

摘 要 应用组织培养技术进行人工诱导丹参多倍体的研究
。

结果表明
:

在组织培养条件下添

加 10 ~ 5 0 PPm 秋水仙碱
,

是诱发丹参多倍体的行之有效的方法
。

通过试管苗根尖染色体显微鉴定
,

确证所获得的多倍体为同源四倍体
。

对经 3 次以上镜检确认为四倍体的试管苗进行了移栽及 田间

农艺性状初步鉴定和主要化学成分测定
。

结果表明
,

所获的四倍体植株均不同程度地表现 出多倍体

植株的典型特征
,

主要化学成分含量亦大多高于原植株 可望进一步选育成新品种
。

关扭词 丹参 ;组织培养
;
多倍体

丹参临以
扭血 二边勿仲力众刀 B im ge )是唇形科鼠

尾草属植物
,

根入药
,

是治疗冠心病 的重要药

物
,

具有祛窟止痛
、

活血通经
、

清心除烦的功

效
,

是面广量大的常用中药材 〔’ 〕
。

丹参药材生产主要采用种子和分株切段

繁殖
,

种子繁殖年限长
,

一般二年后 才能采

收
,

因此生产上多采用分株切段繁殖
。

由于长

期以来
,

很少进行品种选育和提纯 复壮工作
,

致使丹参品种种性退化
,

药材产量和质量下

降
,

化学成分不稳定
。

为了提高丹参药材的产

量和质量
,

我室从 ] 9 87 年开始
,

进行了丹参

组织培养多倍体育种技术的研究
,

旨在应用

组织培养技术进行丹参多倍体新品种或新品

系的诱导和选育
,

从而使多倍体具有的根茎

叶巨大性在药材生产中得 以充分利用
,

并结

合有效成分的测定
,

进一步选育出有效成分

含量高
,

根部药材粗大
,

产量高的优良品种
。

应用组织培养技术进行多倍体育种在我

国刚刚起步
,

分别在构祀图
、

百 合川
、

党参 4[]

等植物上取得成功
,

获得了新物种类型
,

实践

证明不失为一种育种新技术
。

材料和方法

1
.

1 组织培养材料和方法

丹参组织培养材料取 自本校植物园资源

圃
,

取丹参 (肋白二 斑故~
h浏 B un ge )种子放在

7 5 % 乙 醇中消毒 1 m in
,

转入 2 %次氯酸钠 中

消毒 15 m in
,

然后用无菌水冲洗 5 次
,

接种在

l / Z M S 培养基上无菌萌发
,

15 d 后获得无菌

苗
二

在 M S 培养基上继代并繁殖丛生芽
,

作诱

导多倍体试验材料
。

继代培养
、

诱导多倍体培

养均每天光照 12 h
,

光强 12 0 0 L u x ,

日光灯光

源
二

培养室温度 25 士 I C
。

继代时间 30 d 左

右

1
.

2 人工诱导多倍休的方法

取无菌丹参试管苗的丛生芽 ( 0
.

5 c m 直

径大小 )接种在添加不同浓度秋水仙碱的 M S

培养基上一个 月
,

诱 导多倍体组织
,

一个月

后
,

将培养物接种 在不加秋水仙碱的 M s +

B A 1 m g / L
,

I A A .0 5 m g / L 培养基上
,

促进分

化成苗
,

并按三角瓶号编号建立株系
,

经过两

代继代扩大培养后将各株系试管苗转接在生

根培养基上诱导生根
,

待根长 0
.

5 c m 以上时

切取根尖
,

进 行染色体 鉴定
,

并进行显微摄

影
二

经 3 次以 上鉴定确认为四倍体的株系予

以保留并扩大 繁殖
,

同时将 获得的四倍体试

管苗移栽到田 间
,

供进一步进行根部药材化

学成分含量测定
。
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1
.

3显徽鉴定方法

切取刚萌发试管苗根 0
.

5c m 左右
,

在蒸

馏水中冲洗 3 次
,

放入 0
.

1 %秋水仙碱溶液

中处理 1
.

s h
,

取 出后用蒸馏水洗 3 次
,

再放

入卡诺固定液 中固定 Z h
,

然后依次用 95 %

与 7 0 % 乙 醇
、

蒸馏水 各洗 3 次
,

再用混和酸

( 4 5 %醋酸
,

1 m o l 盐酸
、

l %硫酸按 1 0 0 , 10

: 1 混和 )于室温下离析 80 m in
,

最后水洗 3

次
,

放入 70 %乙醇中保存供镜检
。

镜检时取

根尖 2一 3 条
,

置于载玻片中央
,

小心切取根

尖 0
.

1 c m
,

加改 良苯酚 品红染液一滴
,

0
.

s h

后 盖上盖玻片并轻压轻敲 至根 尖压成 一薄

层
,

用 日本产奥林 巴斯 B H
一

2 型显微镜进 行

观察并摄影
。

1
.

4 四倍体株 系农艺性状的初 步鉴定

将经过三次 以上根尖显微镜 鉴定确认

为四倍体 ( 4n 一 2 8) 的株系试管 苗移栽到 田

间
,

和原诱导植株栽在同一块地里进行农艺

性状的比较鉴定
,

观察记载株型
、

长势
、

叶型
、

整齐度
、

叶片长宽
、

气孔大小
、

叶面粗糙程度
、

茎部色译
、

粗细
、

分莫性
、

开花期
、

育性株高等

14 个农艺性状
,

作 为进一步 田间选 育的依

据
。

2 结果分析

2
.

1 丹参四倍体诱导试验

为了探索组织培养条件下诱导丹参多倍

体的有效方法
,

我们采用不同浓度的秋水仙

碱添加到 M S 培养基中
,

再分别接种丹参试

管苗幼嫩丛芽诱导多倍体芽或组织
。

丛芽接

种一周后产生组织增殖
,

但是其生长速度不

同程度地受到秋水仙碱的抑制
,

一个月后将

各处理芽或组织转代到不含秋水仙碱的培养

基上
,

促使其产生正常芽
,

并诱导成植株
。

经

二次继代
,

各株系形成群体后对各株系诱导

生根
,

用根尖进行染色体鉴定
,

结果见表 1
。

aT b 1
.

E x
ep

r i m e n st o f i n d u e i n g OP l y P l o 记 . 健心护。

T t e 吕 t m e n st

C o n Ce n t r a t i o 们

o f co l e h i e i n e 。

PP m

In
oc

U la t
ed

b U d S
G t o w t h h a b i t

o b at i n
ed I n d u e i n g r a t i o

.

t e t r a p x说 d %

6 1一 0

6 1一 l ::
6 1一 2 1 0

n o r m压 l

】盛助 t i n h i b i t
ed

m e d认 1 i n in b i t e d

s o r n e b u d s d i曰

6 1一 3 5 0

6 1一 4 1 0 0

5 0

5 0

s e r i o U S i n hi b i t
ed

5 0 % b u d s d阁
8 0 % b u d s d i ed

从表 1结果可见
,

培养基中添加 10 PP m

以上秋水仙碱时有诱导多倍体的效果
,

其 中

添加 10 PP m 秋水仙碱处理中诱导率最高
,

达

6 %
,

试管苗生长被抑制
,

部分死亡
; 添加 50

p P m 秋水仙碱时丛生 芽被 明显抑制
,

一 半死

亡
,

导致相对诱导率较低
,

因此从本实验结果

来看
,

诱导丹参多倍体的秋水仙碱适宜剂量

范围为 10一 5 0 p p m
o

2
.

2 根 尖染 色体鉴定

为了获得较佳染色体鉴定效果
,

我们进

行了适宜取材时间
、

离析方法
、

时间等筛选试

验
。

经试验筛选摸索条件
,

找出了较佳的丹参

试管苗根尖染色体鉴定方法
,

并摄成显微照

片 (见图 l
,

2 )
。

同时
,

切取根尖在超净工作台

上进行
,

以确保被鉴定的植株保持无菌状态
,

以便进一步对 已鉴定植株扩大繁殖
,

供参加

田间农艺性状鉴定
。

2
.

3 四倍体植株农艺性状 的初步鉴定

对经 3 次以上显微鉴定确认是四倍体的

株 系
,

进行了加速 繁殖
,

生根 后移栽到 田间

(每个株系 10 一 20 株 )
。

定期对各株系生长情

况
、

农艺性状进行初步观察记载
,

作为性状鉴

定和品系选育的依据 (见表 2 )
。

从表 2 可见
:

四倍体植株和原丹参植株相 比
,

各种农艺性
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状均发生明显的变化
。

Fi`
.

3
.

h Te e h n a ge o f le af le l in P OlP yl o i d y s

F她 1
.

以 l po i do f s
.

m边初斤加刃 Zn =Zx一 1 4( x9 0 0 0)

F妞 2
.

e Tt r aP l o i do f召
.

用边么厅厄刃 Zn =4 x =2 8( X9 0 0 0)

2
.

3
.

1 叶部形状 变化 四倍体植株叶型出

现五出复叶和九出复叶二种变异
,

复叶面积

( 以顶小叶面积为代表 ) 也比原植株大
,

是其

1
.

7一么 5 倍
,

同时叶子普遍比原植株厚
,

叶

面粗糙 (见 图 3 )飞气孔略大
。

2
.

3
.

2 株型和 生长势 四倍体植株普遍比

原植株生长 势旺而浓绿
,

茎杆粗壮
,

植株高

(见图 4
,

5 )
,

根部药材比原植株粗大
。

2
.

3
.

3 育性 变化 四倍体植株花序明显缩

短
,

育性普遍下降或不育
。

以上三个方面的农艺性状变化完全符合

一般多倍体植株所表现的典型性状— 巨型

性 s[]
,

因此
,

田间农艺性状的观察鉴定结果进

一步证明了所获得的五个株 系确 实是多倍

体
。

F 19 4
.

O r i颐n a l P l a n 一 ( d i Pl o id )

, i吕 5
.

o b at i n ed t e t r a P l o i d P l a n t



4期 高山林等
:

丹参同源四倍体新物种的培育 2 2 7

此外
,

从表 2 中可见
,

尽管所获得的四 个

株系经显微鉴定都是 四倍体
,

但是从农艺性

状
、

育性等方面株系间存在差异的现象表明
,

在组织培养条件下
,

除了人工诱导发生的染

色体倍数性变化外
,

还存在着其他方 面的体

细胞遗 传变异
,

其原因和培养基中添加的激

素
、

生长素以及继代过程中多次脱分化
、

分化

过程有关
,

这种较多的遗传变异将给育种者

带来更多选择育种的机会
。

T a b 2
.
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( Z x 一 14 )

6 1一 2一 2 2

( 4 x 一 2 8 )

6 1一 2一 3 0
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6 1一 3一 6

( 4 x = 2 8 )
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9
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7
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3 讨 论

3
.

1 多倍体在药用植物育种中的特殊地位

药用植物是一类具有特殊用途的经济植

物
,

一般以其根
、

茎
、

叶等器官 为收获对象供

药用
,

而且大部分通过营养繁殖生产药材
,

而

多倍体植株 由于 染色体加 倍
,

往 往具有根
、

茎
、

叶的巨大性
,

即根茎叶产量较高
,

这样较

好地满足 了药材生产的要求
。

尽管多倍体植

株往往带来育性下降
,

不能结实或较少产生

种子
,

但对于以营养繁殖 为主的药用植物来

说则影响不大
。

另一方面
,

由于多倍体染色体

加倍
,

由染色体上基因调控 的有效化学成分

含量往往较正常二倍体高
。

据我们所获得的

四个四倍体丹参株系根部药材所做的有效成

分初步测定表明
,

大部分四倍体株系 隐丹参

酮和丹参酮 卜 A 的含量 比原植株有不同程

度的提高
。

再结合田间农艺性状的测定
,

可望

从中选出优良品种
。

3
.

2 应用组织培养技术诱 导多倍体的优越

性

组织培养是生物技术中较成熟的应用技

术
,

用其人工诱导多倍体与常规植株或种子

诱变方法相比
,

具有明显的优越性
。

首先
,

在

组织培养条件下
,

可以反复地大批量地在培

养瓶 中诱导处理植物愈伤组织
、

丛芽等
,

从而

大大提 高了诱变成功率
,

这在植株上或种子

处理 中无法办到
。

组织培养中把秋水仙碱加入培 养基
,

对

丛芽或愈伤组织进行诱变
,

可以做到剂量稳

定可靠
,

方法简便 易行
,

诱变处理时间长
,

因

此诱变效果好
,

诱 导变异类 型多
,

选择余地

大
。

同时
,

组织培养条件下诱变后的植株
,

用

试管苗进行根尖染色体鉴定 比在田间诱变后

挖取根部逐株鉴定简便得多
,

可以在短期内

快速鉴定大批量株系
,

从而筛选出多倍体
。

最

后
,

经显微鉴定确认的多倍体植株
,

可以立即

应用组织培养技术在短期内迅速繁殖出数以

十万株以上试管苗
,

进行田间鉴定
、

生产试验

和示范推广
,

而且繁殖出来的种苗纯度高
、

质

量好
,

没有病虫害
,

这对提高药材产量和质量

十分有利
。
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s u e e u l t u r e f o r i n d u e i n g op l y Pl o i d y
.

T h
e e h r o m o s o m e o f o b at i n e d P la n t le st w a s d e t e r m i n e d b y m i e r o -

cs o Pl c o bse r
va ti o n

.

F o u r l i n e s w e r e a u t o t e t r a PI苗 d P la n如
.

A f te r r e
pe

a te d e h r o m o s o m a l d e t e r m i n a t i o n s

fo r t h r e e t i m se
, t h e f o u r li n e s w e r e t r a n s Pl a n t e d i n t h e 至j e ld s f o r id e n t i f i e a t i o n a n d o bs e r v a t io n i n a g r o -

n o m ie e h a r a e t e r i s t ie s
.

T h e o b扭 i n e d i n f o r m a t io n d e m o n s
,

t r a t e d t h a t t h e se l i n e s s h o w
e d th e t y P ie a l e h a r -

a e et sr o f t e t r a P lo i d lP a n t
.

T h e m a i n e h e m i ca l e o n s t i t u e n t in r oo t o f et t r a P l o i d y w a s s ig n if i c a n t ly h ig h e r

t h a n t h a t i n o r i g in a l P l a n t
.

I t 15 h o ep f u l t o d e v e
l o P n e w v a r ie t i e s o f s

.

m 议砚护 , 丙初
J
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K e y w o r
ds s 以是初 执边勿泞无翻卫 B u n g e ; T i ss u e e u l t u r e ; P o l y P lo id y

【文摘 0 3 9】大吸结扎左冠脉后全心性去甲肾上腺

素和膝普三确酸的耗闷 荣 沛
,

戴德哉
,

张蛟娥
.

中国药理学报
,

1 9 9 2 ; l a ( 4 ) : 3 3 3

结扎大鼠左冠脉的心梗模型
,

观变心肌内 N E 和

A PT 的排空
,

梗死区 中二者的排空均呈双相性
。

N E

的排空速率常数为 K , 一 0
.

7 1 h 一
’

和 K Z一 0
.

o l s h
一 ’ ;

A T p 排空速率常数为 K i 一 0
.

5 2 h
一 `

和 K玉= 0
.

0 2 6

h 一 ’ 。

非梗死区 N E 的排空呈单相而持久
,

速率常数为

K 3 ~ .0 0 1 8 h
一 ’ ; A PT 的排空呈一过性

。

普蔡洛尔及维

拉帕米均可改善 N E 和 A T P 的耗竭
。

2芝; ( 8 ) : 3 4 4

以无水乙醉或甲苯为反应介质
,

用 日一 氨基巴豆

酸甲酷和间硝基苯亚甲基乙酞 乙酸乙酷合成尼群地

平:为二级反应
,

速度常数分别为 2
.

76 只 1 0
一 ’

和 3
.

90

沐
、

1 0 一 Z L
·

m o l
一 1 ·

m i n l 。

【文摘 O峨O】尼群地平合成的化学动力学 翁元凯
,

黄 山
,

盛以虞
,

马继革
.

中 国医药工 业杂 志
,

1 9 92
;

【 文摘 。 4 11 沙参类的研究 ,
.

多抽的含 t 测定 屠

眺飞
,

徐 国钧
,

徐路珊
,

金蓉莺
·

中草药
,

1 9 92
; ” ( 7 )

:

3 5 5

应用分光光度法测定 28 种 (亚种
、

变种 )沙参类

药材的多糖含量
。

展枝沙参等 10 种沙参中多糖含量

高达 5 0 %以上
,

为沙参类药材的品质评价提供了依

据
。


