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人参组织培养的多因子正交试验研究 
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摘 要：采用I~(34)正交设计分析比较了2．4-D，BA，NAA，KT4种激素浓度及其组合对人参组织培养的影响。 

经直观分析、方差分析和多重比较进行综合评价，确定人参愈伤组织诱导的最优培养基为 MS+2．4-D 

3 m L+BA 0．5 m#L+NAA O．5 ms／L+KTO．5 m#L，人参愈伤组织生长的最优培养基为MS +2．4-D 3 m#L十 

KT 1 mg／L，人参不定芽发生的最优培养基为 +BA 1 mr／L。 
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Study on Tissue Culture of Panax ginseng by 

Applying Orthogonal Design 
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(1．College of Biotechnology，Jilin Agricultural ， 蚋 130118，China；2．Agrotechnical 

Experiment Farm，Fufeng Town，C~ yang District，Changchun 130103，China) 

Abstract：The effects of 2．4．D，BA，NAA and KT in different combinations and different concentratiom 

on callus induction，growth and shoot propagation of Panax g／nsengwere studied by u~ins orthogonal de- 

sign L9(34)．The data subjected to visual analysis，variance analysis and multiple comparison．The results 

indicated the optimum media were：MS+2．4-D 3 mg／L+BA 0．5 me：／L+NAA 0．5 mg／L+KT 

O．5Ⅱ培／L for callus induction， MS+2．4-D 3 ms／L+KT 1 n ／L for callus and MS+BA 

1 ms／L for shoot propagation． 
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人参是我国传统的名贵中药材，其有效成分 

为人参皂苷，具有补气、益肺、强壮、滋补、抗疲劳 

等功效。随着社会的发展，人参市场需求量日益 

增加。目前，可通过细胞工程技术人为调节人参 

细胞培养物生长量及皂苷产量来缓解人参的供需 

矛盾。但是要获得优质高产的细胞培养物，对培 

养条件必须进行筛选，而且筛选的工作量较大。 

正交设计是一种高效、快速的多因素试验方法，早 

在20世纪70年代，我国就将正交设计应用于植 

物组织培养⋯，现在正交设计在多种植物的细胞 

培养条件筛选中已得到广泛应用[2-8]，但在人参的 

组织培养中尚未见报道。本试验应用正交设计探 

讨不同植物生长调节物质及其不同浓度组合对人 

参愈伤组织的诱导、生长及不定芽发生的影响，从 

而对其培养条件进行筛选，旨在为优化人参培养 

体系、进行大规模生产人参细胞培养物及人参皂 

苷提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

将人参 10 13龄实生苗(大田培育)，流水冲洗 

干净，1 s／L UgC12浸泡8 min。无菌水漂洗5次， 

取茎切成 1．0—1．5 cm茎段，每瓶接种5 6段。 

1．2 试验方法 

1．2．1 试验设计 采用 4因素 3水平即 (34) 

正交实验设计，各因素水平见表 1。 
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1．2．2 培养基和试验因素的选择 以MS为基 

本培养基，附加蔗糖 30 g／L，琼脂 6．5 g／L，pH值 

调到6．0(灭菌前)。根据经验选择2．4．D(A)，BA 

(B)，NAA(C)，KT(D)4种激素。按 t9(3 )正交实 

验方案添加到基本培养基中。每处理 10瓶，重复 

2次。 

1．2．3 培养条件 培养温度为(22士1)aI=，愈伤 

组织诱导为暗培养，愈伤组织生长与不定芽发生 

条件为光照1 500 2 000 l】【，光照周期为14 h。 

1．2．4 测定指标 在正交试验 t9(34)中，外植体 

经过一定时期的培养，分别计算愈伤组织诱导率、 

愈伤组织生长率及不定芽增殖系数l8 J。 

Tab 11．F因ac素tor与s a水nd平k№I mO／I． 2 结果与分析 Ie 1． 1E，、旧I - -H，。’ ， ．，。 
接种 1个月后，统计愈伤组织诱导率，将愈伤 

组织继代于相同的培养基。继代1个月后统计愈 

伤组织的生长情况。再经过2个月，统计不定芽 

的数量。试验结果见表2(表中数据为2次重复 

的平均值)。对数据进行直观分析、方差分析和多 

重比较。 

衰2 L。(34)正交试验方案及试验结果 

Table 2．Le(34)o附Io! aI design test and rosult 

2．1 直观分析 

2．1．1 愈伤组织诱导率 人参愈伤组织诱导率 

的直观分析见表3。根据极差的大小顺序：RA> 

RB>RC>RD排出影响愈伤组织诱导率的因素主 

次顺序为2．4．D>BA>KT>NAA，各因素的最优 

水平为 A3，B2，C2，D2，即 2．4．D 3 me／k，BA 

0．5 me／L，NAA 0．5 me／k，KT 0．5 me／k。 

2．1．2 愈伤组织生长 由表3可知，4因素的极 

差大小顺序为 RA>RD>RC>RB，因此，排出对 

愈伤组织生长影响作用的大小顺序为2．4．D> 

KT>NAA>BA。各因素最优水平为 A3，B2，C3， 

D3，即 2．4-D 3 m#L，BA 0．5 m#L，NAA 1 me／k， 

KT 1 me／k。 

衰3 直观分析结果 

Table3．Rosult ofVisual analysis 

注： ， z， ，分别为各因素水平1、水平2、水平3的均值，R为极差 

Note： l， 2， 3 indicate the average oflevel l，level 2 and level 3，respectively 骨indicates range 
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2．1．3 不定芽增殖 由表3可知，不定芽增殖率 

的极差大小顺序为 fuB>RC>RD>RA。由极差 

大小排出影响不定芽发生因素主次顺序为 BA> 

NAA>KT>2．4一D。各因素最优水平为A3，B3，c3， 

D3，即2．4一D 3 nw'L，BA 1 nw'L，NAA 1 nw'L，KT 

l nw'L。 

2．2 方差分析 

方差分析结果见表4。由表4可知：2．4一D对 

人参愈伤组织的诱导影响最大，2．4一D与BA都达 

到了极显著水平(P<0．01)。NAA的影响最小， 

但也达到了显著水平(P<0．05)。各因素的影响 

显著性依次为 2．4一D，BA，KT，NAA。对愈伤组织 

生长的影响以2．4一D的作用最大，达到极显著水 

平(P<0．01)，KT次之，达到显著水平(P< 

0．05)，BA和NAA的影响不明显。各因素影响显 

著性依次为2．4．D，KT，NAA，BA。对不定芽的发 

生BA影响最大，达到极显著水平(P<0．01)。 

2．4．D，NAA和 KT的影响不大，均未达显著水平 

(P>0．05)，其中NAA影响稍大一些。各因素的 

影响显著性依次为 BA，NAA，KT，2．4．D。方差分 

析的结果与直观分析的结果一致。 

裹4 方差分析结果 

Table4．Resu of Va lnce ana~sis 

注： **”代表极显署水平；“*”代表显署水平 

Note：“**”1 Ⅱd“*”indleatethe obvkn~ly sigr．ifieant diffeamaees棚埘 significant differenc~，respectively 

2．3 主效应因素的多重比较 的BA对芽的诱导率极显著地高于B．浓度的BA 

2．3．1 人参愈伤组织谤导 本试验结果表明，A 对芽的诱导率，B2极显著高于Bl的诱导率，B3显 

因素不同水平对愈伤组织的诱导差异显著。A2 著高于B2的诱导率。由此可见，无 BA时不定芽 

的愈伤组织诱导率显著地高于Al，而 A3的愈伤 的发生受到极显著的抑制，随着 BA浓度的提高， 

组织诱导率极显著地高于Al和 A2。由此可见， 不定芽显著增加。因此，较高浓度的BA有利于 

无2．4一D时愈伤组织的诱导受到抑制，2．4．D的浓 不定芽的发生。 

度变化对愈伤组织诱导的影响很大。较高浓度的 2．4 最优培养基的筛选 

2．4一D有利于人参愈伤组织的诱导。 经直观分析、方差分析与多重比较，确定人参 

2．3．2 人参愈伤组织生长 试验结果表明， 愈伤组织诱导的最优培养基为 Ms+2．4．D 

2．4一D的有无及浓度变化使愈伤组织增重的差异 3 rag／L+BA 0．5 mg／L+NAA 0．5 mg／L+KT 

达极显著水平。其中A2浓度的2．4一D愈伤组织 0。5 me／L；人参愈伤组织生长的最优培养基为 

的诱导率极显著地高于 Al浓度的2．4一D的诱导 Ms+2．4一D 3 mg／L+KT 1 nw'L；人参不定芽发生 

率，而 A3浓度的2．4-D又极显著地高于A2浓度 的最优培养基为Ms+BA 1 ne／L。 

的2．4．D诱导率。这说明，无 2．4．D时愈伤组织 ． ，。 ．． 

的生长受到显著的抑制，随2．4．D浓度的提高愈 

伤组织的生长显著地提高，因此，较高浓度的2．4一 植物生长调节物质对植物组织和细胞的增 

D有利于人参愈伤组织的生长。 殖、分化起着关键的作用[9]9。在植物组织和细胞 

2．3．3 不定芽的发生 试验结果表明，B3浓度 培养中，必须进行激素种类和浓度的配比试验，工 
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作量相当大。正交设计可以精简试验次数、克服 

在培养基配方设计上的盲目性、大大提高工作效 

率和试验的可靠性。正交设计等统计方法应用于 

植物离体培养的研究，国内最早见于广东省植物 

研究所的报道【3]3，后来相继应用于许多植物的离 

体培养，并取得良好的试验效果，但在人参组织培 

养中尚未见到用该方法的报道。本试验采用正交 

设计的方法，仅用较少的试验组合，通过统计学分 

析，明确了人参愈伤组织的诱导、生长及不定芽增 

殖的主要因素，同时分别优化筛选了最佳培养基， 

简化了研究方案，加快了研究进程。当然，正交设 

计是一种均一性设计，不可能包含所有处理组合， 

所以得到的最佳配方在实际中的表现不一定是最 

好的。 

本试验结果表明，在人参愈伤组织的诱导中 

各激素都产生了十分明显的影响，并且均随浓度 

的增加而加强。其中，以2．4．D、BA的作用最为 

显著，都达到了极显著水平，因此有必要对更低水 

平的2．4一D浓度或通过提高BA浓度来取代 2．4一 

D做进一步的研究，以减少产物中2．4一D的含量 

及降低成本。在人参不定芽的发生中，BA起了主 

导作用，但在实践当中，NAA的添加对不定芽的 

发生也具有十分重要的作用，不定芽发生的关键 

在于两者的配比，而在分析当中NAA的影响并未 

达到显著水平，可能是由于激素间交互作用较大。 

另外，从理论和实践上讲，各激素在植物离体培养 
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中的作用都有一个随浓度增加而加强、达到最高 

值后再随浓度增加而减弱的过程，而本试验各项 

结果均未出现下降现象，可能是由于各激素所取 

浓度范围较小的原因，因此应扩大激素浓度范围， 

再做进一步的研究。 
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