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太子参快繁技术的优化及同源四倍体的诱导与鉴定 

谢 燕，高山林 ，曾 杨，王 蔚，刘 蓁 
(中国药科大学，江苏 南京 210038) 

摘要：以太子参[Pseudostellaria heterophylla(Miq．)Pax]二倍体组培苗为实验材料，运用正交实验设计和组织培养 

方法，对太子参试管苗快速繁殖技术进行优化，并进行了同源四倍体的诱导与鉴定。结果表明，太子参最佳的繁殖 

培养基为含 1．0 mg·L 6一BA和0．2 mg·L NAA的 MS培养基；最佳生根培养基为含 0．1 mg·L～IAA、0．2 

mg·L NAA和 1．0 mg·L ABT或 0．2 mg·L IAA、0．2 mg·L NAA和 1．0 mg·L ABT的 1／2MS培养基。 

诱导同源四倍体的最佳处理方法为：用 0．2％秋水仙素处理 22 h或用 0．3％秋水仙素处理 12 h，所诱导的同源泉四 

倍体染色体数目为2n：4x=64条。 
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The optimization of rapid propagation technique and the induction and identification of 
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Abstract：The method of rapid propagation in tissue culture of Pseudostellaria heterophylla(Miq．)Pax 
was optimized by using orthogonal experiment． The autotetraploid induction and identification were 

carried out n vitro． The results indieated that the best multiplying medium was MS containing 1．0 

mg·L 6一BA and 0．2 mg ·L NAA．The strong root was induced on the 1／2 MS medium containing 

0．2 mg·L NAA．1．0 mg·L ABT and 0．1 or 0．2 mg·L IAA．The autotetraploid strains could 

be induced by immersing buds in 0．2％ colchicine solution for 22 h or in 0．3％ colchicine solution 

for 12 h．The chromosome number of autotetraploid strain was 2n=4x=64． 

Key words：Pseudostellaria heterophylla(Miq．)Pax；rapid propagation；autotetraploid；inducing； 
identificati0n 

太子参是石竹科植物孩儿参 (PseudosteUaria 

heterophylla(Miq．)Pax]的干燥块根，有益气健脾、 

生津润肺等功效；主治脾胃虚弱、食欲不振 、倦怠无 

力或神经衰弱 、心悸失眠。现代药理研究表明，太子 

参具有抗疲劳、抗应激、免疫促进、延长寿命、镇咳、 

抗病毒等作用  ̈』。近年来，太子参广泛应用于食 

疗保健品和化妆品的研制开发，市场需求不断增加。 

在实际生产中，长期采用无性繁殖方法进行太子参 

的繁殖，导致病毒病严重发生，药材产量和质量下 

降，因此有必要进行太子参品种选育和提纯复壮。 

有关太子参脱毒繁育技术已有报道 ，作者利用 

组织培养技术进行了太子参快速繁殖体系的优化， 

并对同源四倍体进行诱导和鉴定，以期从中选育出 

有效成分含量高、根部药材产量高的优良太子参品 

种 

1 材料与方法 

1．1 材料 

供试材料取自中国药科大学药用植物园。 

1．2 方法 

1．2．1 无菌苗的获得 取生长健壮的太子参外植 

体顶芽，肥皂水清洗 15 min，流水冲洗约 1 h，先置于 

75％酒精中浸泡30 S，后于0．1％HgC1 溶液中(加 

3—5滴吐温 一20)灭菌 15～20 min，无菌水冲洗 3 

次 ，接种于含2．0 mg·L～ 6一BA和0．2 mg·L 
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NAA的 MS固体培养基上。培养温度(25±1)oC； 

光照强度 1 500 lx，每天光照 12 h。 30 d后转代 

1次，约 60 d后，获得太子参无菌试管苗。 

1．2．2 培养基筛选 

1．2．2．1 繁殖培养基的筛选 根据文献报道 J， 

按 L。(3 )正交表设计实验，设置 A、B、C 3个因子 

为6一BA、NAA和 IAA浓度，A、B、C各因子的水 

平分别为0．5、1．0、2．0 mg·L～，0．0、0．1、0．2 

mg·L 和 0．0、0．1、0．2 mg·L～。将生长30 d的 

太子参无菌试管苗顶芽接种于添加了上述不同浓度 

激素的培养基中，培养条件同上。30 d后，以生长 

率为指标进行分析。 

1．2．2．2 生根培养基的筛选 按 L。(3 )正交表设 

计实验，设置 A、B、C 3个因子为 IAA、NAA和 ABT 

浓度，A、B、C各因子的水平分别为0．0、0．1、0．2 

mg·L一，0．0、0．1、0．2 mg·L 和 0．0、0．5、1．0 

mg·L一。将高约2 cm、含2～3个茎节的太子参试 

管苗接种于含上述不同浓度激素的培养基中，培养 

条件同上。30 d后观察根的状态，以根数和根长为 

指标进行分析。 

1．2．3 根尖染色体的观察方法 太子参试管苗在 

生根培养基上培养约 15 d，待根长至 0．5～1．0 cm 

时，切下幼根用于根尖细胞染色体观察。 

分别于上午 的8：30至9：00、9：00至9：30和 

9：30至10：00切取太子参的幼根 ，蒸馏水 冲洗 

3次，随机分组，于室温下分别置于不同浓度秋水 

仙素(0．1％、0．2％和0．3％)中预处理 2和5 h，水 

洗 3次，卡诺氏固定液0oC固定 2～24 h，用蒸馏水 

洗 3次，60~C下于0．2 tool·L HC1中离析不同时 

间(5 min、10 min和 15 min)，蒸馏水清洗后低渗 

0．5 h，改良苯酚 一品红染液染色 30 min，压片，用 

Olympus BX 40显微镜观察并摄影。 

1．2．4 多倍体的诱导和鉴定 

1．2．4．1 多倍体的诱导 切取生长 15～20 d的太 

子参试管苗顶芽分别于不同浓度秋水仙素(0．1％、 

0．2％和0．3％)中浸泡 l2、24、36、48和 60 h，无菌 

水冲洗3次，每处理25个芽，接种于含 1．0 mg·L 

6一BA和0．2 mg·L NAA的 MS培养基中。培养 

条件同上。30 d后统计各处理组芽的存活率。扩 

大繁殖后，建立株系并编号。 

1．2．4．2 多倍体的鉴定 将诱导所得株系在生根 

培养基中诱导生根，待根长至0．5～1．0 cm时切取 

根尖进行染色体鉴定，淘汰二倍体、嵌合体和非整倍 

体。在第 1次实验的基础上，调整不同浓度秋水仙 

素的处理时间，进行了第2次诱导实验，并统计各处 

理组的存活率和诱导率。 

2 结果和分析 

2．1 快速繁殖体系的建立和优化 

2．1．1 繁殖培养基的筛选 采用正交实验设计方 

法对太子参试管苗的繁殖培养基进行筛选，结果见 

表 1。 

表 1 太子参繁殖培养基筛选的正交实验设计及结果 
Table 1 Design and result of orthogonal experiment on multiplying 

medium selection ofPseudostellaria heterophylla(Miq．)Pax shoot- 
tips 

因子和水平 Factor and level 

6一BA浓 NAA浓 
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误差列 
Error 
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K2 

0．5 
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0．5 
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2．0 

2．0 
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1．82 
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l8．99 
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9 
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由表 1中的尺值分析可以看出，3个因素对生 

长 率的影响从高至低依次为NAA浓度 、IAA浓度 、 

6一BA浓度。方差分析结果显示，繁殖培养基中 

NAA和IAA的浓度对太子参试管苗的生长率有非 

常显著的影响，而6一BA的浓度也有显著影响(表 

2)。因此，根据实验结果可以确定，太子参繁殖培 

养基的最佳组合为 A B C。，即在 MS基本培养基中 

添加 1．0 mg·L～6一BA和0．2 mg·L～NAA。 

2．1．2 生根培养基的筛选 采用正交实验设计方 

法对太子参试管苗的生根培养基进行筛选，结果见 

表 3。 

由表 3中平均根数的 尺值分析可以看出，3个 

因素对太子参试管苗平均根数的影响从高至低依次 

< 、● v 

浓 

从 O 1 2 l 2 O 2 O l O O O O O O O O O 

O  1  2  O ● 2  O ● 2  

0  O  O  O  O  0  0  0  0  
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表2 太子参试管苗生长率的方差分析 
Table 2 Variance anal~sis of growing rate of Pseudostellaria 

heterophyila(Miq．)Pax plantlets 

A：6一BA浓度(mg·『_：)Corn·cnhaliou of 6-BA(mg·lJ )； 

B：NAA浓度(mg·l_‘)( 【1l̈¨1 I1I1I1 ot N、～(mg·l )；C： 

I、、浓度(illg·1 )(：【ll1t enllatioa of IAA(1ug·I )：D：误差 

列 For r{~[uum；SE：误謦 的隅均差平力和 Sum of square of 

el1fJJ l{_(2，2)=9．00，F【l̈5(2．2)=l9．00，Fo『1】(2，2)= 
99．(}《) 

为 NAA浓度 、AB．r浓度、1AA浓度 方差分析结果 

显示(表4)，生根培养基中 NAA和 ABT的浓度对 

太子参试管苗的平均根数有显著影响，而 IAA浓度 

无显著影响 所以，就平均根数这一指标而言，可以 

确定太子参生根培养基的最佳组合为 A，B c ，即 

以1／2 MS为基本培养基，添~lrio．1 mg·I 一IAA、 

0．2 mg·L一 NAA和 1．0 mg·L。。ABT： 

根据表 3中平均根长的 尺值分析可以看出，3 

个因素对太子参试管苗平均根长的影响从高至低依 

次为 NAA浓度、IAA浓度、ABT浓度。方差分析结 

果显示(表5)，生根培养基中NAA、IAA和 ABT的 

浓度均对太子参试管苗的平均根长有显著影响。所 

以，就平均根长这一指标而言，可以确定太子参生根 

培养基的最佳组合为A B C ，即以 1／2MS为基本培 

养基，添加0．2 mg·L～IAA、0．2 mg·L。。NAA和 

1．0 mg·L～ ABT。 

综合分析上述结果，根据单项分析的2组最佳 

激素浓度组合，太子参试管苗生根培养基中NAA和 

ABq、浓度可以确定为0．2 mg·L 和 1．0 mg·L～， 

IAA浓度可以确定为0．1或 0．2 mg·L～。 

2．2 根尖细胞染色体观察 

通过多次的实验和比较观察发现，太子参试管 

苗的根尖细胞在上午 8：30左右处于分裂旺盛时期， 

分裂中期细胞居多，染色体清晰可见，可确定这一时 

间段为太子参根尖细胞染色体观察的最佳取材时 

期；用0．2％秋水仙素溶液处理 5 h，并且在盐酸中 

离析 10 rain，能观察到分散较好、着色效果最佳的分 

裂相。因此，太子参试管苗根尖细胞染色体观察的 

实验步骤确定为：上午 8：30左右切取太子参试管苗 

表3 太子参试管苗生根培养基筛选的正交实验设计及结果 
Table 3 Design and results of orthogonal experiment on rooting medium selection of Pseudostellaria heterophylla(Miq．)Pax planfle~ 

实验号 
No． 

平均根数 Average number of root 

平均根 rage length of root 

因子和水平 Factor and level 

IAA浓 

度／／mg·L— 
Cone．ofIAA 

(A) 
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度／mg·L‘。 
Cone．ofNAA 

(B) 

ABT浓 

度／mg·L 
Conc．ofABT 

(C) 

误差列 
Error 

column 

(D) 

平均根数 
Average 
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of root 

平均根长／cm 
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length 

of root 

O．O 

O．O 

0．O 

O．1 

O．1 

O．1 

O．2 

O．2 

0．2 

64．3 

74．3 

70．1 

3．33 

l15．57 

107 07 

l68．92 

2()．617 

O．O 

O．1 

O．2 

0．0 

0．1 

O．2 

O．O 

0．1 

O．2 

46．3 

66．6 

95．8 

l6．5O 

9o．55 

20．48 

80．53 

29．99 

O．O 

O．5 

1．O 

O．5 

1．O 

O．O 

1．O 

O．O 

O．5 

66．2 

61．O 

81．5 

6．83 

l2．78 

17．98 

6O．8O 

16．007 

65．8 

70．8 

72．1 

2．1O 

21．2O 

33．71 

36．65 

5．150 

l1．3O 

1B．o0 

35．o0 

15．o0 

26．5O 

32．8O 

2O．o0 

22．1O 

28．o0 

· 208·7 

l6．18 

32．o6 

67．33 

2O．23 

39．33 

47．5l 

54．14 

49．09 

65．69 

B>C>A 

． 
391·56 B>A>C 

l  2  3  3  1  2  2  3  1  

l  2  3  4  5  6  7  8  9  
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的根，用蒸馏水洗净，0．2％秋水仙素溶液室温下处 

理5 h，卡诺 氏固定液0℃固定2～24 h，蒸馏水洗 

3次，于0．2 mol·L HC1中60℃离析 10 rain，蒸馏 

水清洗后低渗 30 rain，小心切取根尖 ，置载玻片中 

央，改良苯酚 一品红染液染色30 min后压片，显微观 

察并摄影。 

表4 太子参试管苗平均根数的方差分析 ’ 
Table 4 Variance analysis of average root number of Pseudostellaria 

heterophylla(Miq．)Pax plantlets l 

A：IAA浓度(mg·L )Concentration of IAA(mg·L )；B： 

NAA浓度(mg·L一 )Concentration ofNAA(mg·L )；C：ABT 

浓度(mg·L )Concentration of ABT(mg·L )；D：误差列 
Error column；SE：误差的离均差平方和 Sum of square of error． 
Pol0(2，2)=9．00，F0 05(2，2)=19．00，Po 0l(2，2)=99．00． 

表5 太子参试管苗平均根长的方差分析 
Table 5 Variance analysis of average root length of Pseudostellaria 

heterophylla(Miq．)Pax plantlets ) 

A：IAA浓度(mg·L一 )Concentration of IAA (mg·L一 )；B： 

NAA浓度(mg·L一’)Concentration ofNAA(mg·L )；C：ABT 

浓度(mg·L一 )Concentration of ABT(mg·L )；D：误差列 
Error column；SE：误差的离均差平方和 Sum of square of error． 

l0(2，2)=9．O0，ro 05(2，2)=19．O0， 0l(2，2)=99．O0． 

染色体观察结果表明，太子参二倍体试管苗的 

根尖细胞染色体数目为 2n=4x=32(见图 1)。 

2．3 多倍体的诱导与鉴定 

2．3．1 多倍体的诱导 用不同浓度秋水仙素处理 

太子参试管苗顶芽，诱导同源四倍体株系，诱导率和 

成 活率见表6。结果表明 ，用0．1％秋水仙素处理 

24 h、0．2％秋水仙素处理 12～24 h或 0．3％秋水仙 

素处理 12 h，同源四倍体的诱导率和试管苗存活率 

均较佳。为确定秋水仙素处理的最佳浓度和时间， 

根据上述实验结果进行 了第2次诱导实验 ，根据 

2次诱导实验的结果确定太子参试管苗同源四倍体 

53 

诱导的最佳处理方法为：0．2％秋水仙素处理 22 h 

或 0．3％秋水仙素处理 12 h。 

图 1 太子参二倍体试管苗根尖细胞染色体观察 
Fig．1 Chromosome observation of somatic cell of root-t．p from 

diploid plantlet ofPsemtostellaria heterop ／／a(Miq．)Pax 

表 6 不同浓度秋水仙素对太子参同源四倍体株系诱导效果的影响 
Table 6 Effects of different concentrations of colchicine on 

autotetraploid inducing of Pseudostellaria heterop l／a(Miq．)Pax 
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2．3．2 同源四倍体的鉴定 将诱导得到的多倍体 

株系在生根培养基上诱导生根，待根长至 0．5～1．0 

em时切取根尖，进行染色体鉴定，经 3次以上观察 

确认为四倍体的株系予以保留。观察可见(图 2)， 

太子参同源四倍体植株根尖细胞染色体数目为2n= 

4x=64条，染色体数目比二倍体增加了1倍。 

图2 太子参同源四倍体试管苗根尖细胞染色体观察 
Fig．2 Chromosome observation of somatic cell of root-tip from 

autotetraploid plantlet ofPseudostellaria heterophylla(Miq．)Pax 

3 讨 论 

植物激素的种类、浓度和配比对植物生长具有 

显著的影响，通过正交设计筛选太子参试管苗繁殖 

和生根培养基配方，能大大减少实验次数，增加实验 

准确度。结果表明，NAA对太子参试管苗的繁殖和 

生根都有明显影响，是太子参生长过程中不可缺少 

的激素之一；IAA和 ABT在太子参的生根过程起着 

不同的作用，作为植物内源生长素之一的 IAA，有促 

进植物细胞伸长的作用，因此，在以平均根长为指标 

时，IAA的最佳水平为0．2 mg·L～。 

染色体鉴定是多倍体育种过程中的重要步骤， 

为从诱导处理的群体中准确筛选出四倍体提供了可 

靠依据。不同植物种类的染色体观察所需的条件也 

各有不同。作者通过对取材时间、不同浓度秋水仙 

素的浸泡时间、解离时间的筛选确定了太子参根尖 

染色体观察鉴定的最佳条件。 

利用组织培养方法进行药用植物多倍体诱导， 

能够有效培育出药用成分含量高、药材产量高的优 

良株系，并且具有节省育种时间、大大加速育种进程 

的作用，这为解决目前野生药用植物资源日益减少、 

药用植物品质不断下降等问题提供了有效的方法， 

也为提高中药材的质量和产量提供了有效途径。采 

用秋水仙素诱导太子参同源四倍体，成功获得了多 

倍体株系，诱导效果良好，为下一步田间农艺性状和 

化学成分的测定奠定了基础。 
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