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摘 要 以催眠睡茄腋芽为外植体建立快繁体系，利用秋水仙素进行催眠睡茄四倍体诱导，并将其与二倍体 

进行了初步的形态学和细胞学方面的比较。结果发现：催眠睡茄二倍体(2n=2x--48)最适增殖培养基为MS+ 

6-BA 0．5 mg／L+NAA 0．05 m#L；生根培养基为 1／2 MS+IBA 0．2 mg／L；四倍体(2n=4x=96)诱导率因秋水仙素浓 

度和处理时间的不同而异，其中用O．5％的秋水仙素对丛生芽浸泡处理 48 h诱导率最高，诱导率可达 13．79％。 

四倍体与二倍体相比：叶片明显变厚，颜色加深，叶片气孔及其保卫细胞大小增大，气孔密度减小，且保卫细胞 

内叶绿体数目增加。 
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Abstract An effective protocol for plant generation was developed from axillary shoot of Withania somnifera 

(L．)Duna1．Tetraploid (2n=4x--96)was inducted in Withania somnifera (L．)Dunal by using colchicine treatment 

method．Comparison ofplants between tetraploid and diploid(2n=2x=48)by morphology and cell method．The re- 

suits showed that the proper media M S+6一BA 0．5 mg／L+NAA O．05 mg／L+3％ sucrose is for multiplication，an d 

1／2MS+IBA 0．2 mg／L+1．5％ sucrose for rooting．Th e induction rate oftetraploid in vitro depended on concentra- 

tion of colchicine an d duration of treatm en t．Th e highest induction rate of tetraploid，13．79％ ，was obtained from 

in vitro plantlets with O．5％colchicine for 48 h．Tetraploid of Withania somnifera was characterized by thicker 

leaves an d deeper colours；Its size ofstomata an d guard cell were larger an d the density ofstomata was lower than  

diploid． 

Keywords Withania somnifera(L．)Dunal，／n vitro，Rapid propagation，Tetraploid，Induction 

催眠睡茄属茄科(Solanaceae)睡茄属(Withania)植 

物，高约 1．5 m，叶为卵形，花绿色或灰黄色，浆果为 

红色。它的别名众多，如印度人参、南非醉茄、心叶青 

牛胆、冬樱桃等。主要生长在印度、南非、巴基斯坦等 

地。催眠睡茄用于印度草医学已有 3 000多年历史， 

可全草入药，其中主要的药用成分集中在植株的根 

部。催眠睡茄主要用作壮阳药和肝脏滋补品。临床和 

动物实验证明它可用于治疗支气管炎、哮喘 溃疡、 

衰弱、失眠、老年痴呆、焦虑、认知和神经混乱、帕金 

森症等。在抗菌、抗炎症、细胞毒和细胞免疫等方面 

表现出显著的生理作用 (Archana andNamasivayam， 

1998；Devi，1996；Dhuley,1998；Davis an d Kuttan, 

2002)。新的研究发现它还具抗癌作用和放射增敏作 

用，即低剂量放疗便可增加癌细胞的死亡，从而减少 

放疗副作用(Sharad et a1．，1996)。此外，催眠睡茄含有 

大量铁，可用于贫血症(Davis and Kuttan，1998)。随着 

催眠睡茄的在保健及医药中的应用，市场前景非常 

广阔。 

目前，国内外对催眠睡茄的研究大多集中在其 

二倍体药理应用方面，而在通过倍性育种提高其药 

用成份方面的研究尚属空白。本研究结合组织培养 

和多倍体诱导技术，一方面建立催眠睡茄离体快繁 
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体系，为其工厂化生产育苗提供理论支持；另一方 

面，利用秋水仙素溶液离体诱导，摸索最适的诱导条 

件，并获得四倍体突变类型，为今后催眠睡茄倍性育 

种以及由此获得单株药用成份更高的多倍体新种质 

等相关研究打下基础。 

1材料与方法 

1．1外植体的准备及培养条件的选择 

供试材料为我校农业综合开发实验室从印度引 

种的催眠睡茄( 肌 s0mnifera(L．)Duna1)，选择 

田间当年生、健壮枝条上带腋芽的茎段为外植体，常 

规表面消毒，接种到 MS培养基上。 

以 MS培养基为增殖培养基，植物生长调节剂 

选择 6-BA (0．1 mg／L、0．5 mg／L、1 mg／L)和 NAA 

(0．02 mg／L、0．05 mg／L、0．1 mg／L)，组合成 9个浓度 

梯度(表 1)，蔗糖为 3％，pH 5．6--．5．8，卡拉胶 0．6％： 

1／2 MS培养基为生根培养基，植物生长调节剂选择 

IBA(0 mg／L、0．2 mg／L、0．5 mg／L)和 NAA(0 mg／L、 

0．1 mg／L、0．2 mg／L)，组合为 9个浓度梯度(表 2)， 

蔗糖为 1．5％，pH 5．6---5．8，卡拉胶0．6％。培养温度为 

25℃±2℃，光照强度 1 500-2 000 Ix，光照时间 

1o~12 lYd。 

表 l增殖培养基的植物生长调节剂浓度 

Table 1 Concentrationofplantgrowthregulatorsformultiplication 

6-BA(rag／L) 0．1 0．1 0．1 0．5 0．5 0．5 1 1 1 

NAA(mg／L) 0．02 0．05 0．1 0．02 0．05 0．1 0．02 0．05 0．1 

表 2生根培养基的植物生长调节剂浓度 

Table 2 Concentrationofplantgrowth regulatorsfor rooting 

1．2四倍体 的诱导 

利用秋水仙素溶液浸泡法对丛生芽进行处理，设 

定0．1％、0．2％、0．3％、0．4％、0．5％、0．6％等 6个处理浓 

度。从刚长出来的 1 cm的生长健康旺盛的丛生芽上 

取 0．3加．5 cnl的茎尖分别浸泡 24 h、48 h和 72 h后， 

用无菌水清洗3~5次，接种到增殖培养基上。待新生 

的茎尖长至 3～5 cm，转入生根培养基中生根。 

1．3四倍体与二倍体倍性鉴定及比较 

染色体数目检测采用改良压片法进行染色体数 

目检测(李懋学和陈瑞阳，1985)。 

形态学特征比较主要是比较四倍体与二倍体之 

间在植株形态、生长势、叶色、气孔特征、叶绿体数 目 

等方面的差异。随机统计在 16倍物镜 10个视野的 

气孔数目及在 40倍物镜下统计 50对保卫细胞叶绿 

体数 目(张凌媛等，2005)，计算单位面积平均气孔数， 

并进行方差分析。 

2结果与分析 

2．1植物生长调节剂对催眠睡茄增殖和生根的影响 

以带腋芽的茎段作为外植体，培养 20 d左右就 

可获得高 1~2 cm健壮的无菌苗，把它们切割下来分 

别接种在培养基 M。 上。实验表明，M 增殖培养基 

(MS+6一BA0．5 mg／L+NAA0．05 mg／L+3％sucrose)最 

利于催眠睡茄丛生芽的分化和生长，芽的分化率最 

高，可达 90~,4以上，而且长势也最旺盛(图 la)。M。、M， 

和M。号培养基上情况类似，愈伤生长不好，颜色多呈 

淡黄色，少数为绿色，芽分化率相对较低，在这三种培 

养基中，M4的分化率要比另外两个略高：M3培养基 

中，愈伤较好，但分化率低；M 号培养基上愈伤较大， 

多为绿色，也有较好的分化，分化率为 83％不及 M 的 

高：M2、h 和M9号培养基上愈伤都比较好，但分化却 

不太好，特别是 M。，分化出许多畸形的簇状叶片，很 

难长大形成独立的再生小植株。生根培养基的筛选结 

果表明：在没加激素的 1／2MS培养基上长出的根少且 

细，很难移栽存活。在含有 mA的培养基上，一个星期 

左右就能长出2~3条健壮的小根，一个月左右就能长 

到4-6 cm长，而且还有须根长出，移栽存活率可达 

90％以上(图 lb)。而加入了NAA的培养基，长出的根 

虽也健壮，但通常都伴有愈伤，且容易从植株上脱落 

下来，从而降低了存活率。因此最好的生根培养基为 

号培养基(1／2 MS+IBA 0．2 mg／L+1．5％sucrose)。 

2．2不同浓度和处理时间对催眠睡茄四倍体诱导的 

影响 

采用了秋水仙素处理丛生芽的方法对催眠睡茄 

进行了四倍体诱导(表 3)。结果发现，催眠睡茄经秋 

水仙素处理后，生长速度明显减慢。在 0．1％ ．6％这 

几个浓度中，用 0．5％的秋水仙素溶液处理 48 h诱导 

率最高，且得到了较多的纯合体，纯合体诱导率为 
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孔保卫细胞长度和气孔密度上存在明显的差异(图 

4)，四倍体的气孔长度明显大于二倍体，长度为二 

倍体的 171．72％，保卫细胞中的叶绿体数 目明显增 

多，为二倍体的 188．87％，气孔密度下降，为二倍体 

的 55．83％。经方差分析，各项指标均达显著水平 

(表 4)。 

b 

d 

图4四倍体及二倍体气孔密度及叶绿体数 目 

注：a-四倍体气孔密度；b：二倍体气孔密度；c：四倍体叶绿体；d：二倍体叶绿体 

Figure 4 Density ofstoma and chloroplasts oftetraploid and diploid 

Note：a：Density ofstoma oftetraploid；b：Density ofstoma ofdiploid；c：Chloroplasts oftetraploid；d：Chloroplasts ofdiploid 

表 4四倍体和二倍体气孔差异显著性比较 

Table 4 Comparison ofsignificance ofdifference ofst0mata between tetraploid and diploid 

注 ：表 中数据为平均值±标 准差 ；数孚后 的大 、小写字母表不显著水平为 0．0l和 0．05 

Note：The dataismeans+SD；Th e capitalletterandlowercaseafterthenumbersmean the sign ificantlevelis0．0l and0．05 

3讨论 了2-3 cm，此时用去生根正好。 

3．1催眠睡茄离体快繁研究 3．2催眠睡茄四倍体的诱导、鉴定及其形态学比较 

增殖系数和增殖周期一直是人们关心的问题， 组织培养和秋水仙素诱导技术相结合培养植物 

只有增殖速度快，在生产实践中才有应用价值。本试 多倍体在短期内可以达到改良植物品种和丰富种质 

验表明：通过合适的细胞分裂素和生长素的浓度组 资源的目的(谭德冠等，2005)。本试验采取了此种方法 

合，催眠睡茄组培可以取得理想的增殖效果。如组培 虽然获得催眠睡茄的纯合多倍体，但在此过程中也出 

苗用于扩繁，两星期转接一次，而用于生根则一个月 现了嵌合体现象，如果对嵌合体没有及时的分离，很 

转接一次，因为在两个星期时，丛生芽的增长率达到 容易发生回复突变，在以后的试验中，希望能找到一 

了最大值，而在一个月左右时，丛生芽大部分都长到 种比秋水仙素诱导催眠睡茄效果更好的诱导剂。 
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植物多倍体的鉴定方法从原理上是依据其外在 

和内在的特征特性衍生而来的。在本文中，一般而 

言，可以形态外形观察为基础，组织化学、叶绿体计 

数为辅助，细胞学观察染色体数来确定(王丽艳和梁 

国鲁，2004)。在本文中，不仅用改良压片法观察催眠 

睡茄染色体加倍，而且对其叶片下表皮进行观察，发 

现保卫细胞大小，单个保卫细胞中叶绿体数量和气 

孔密度等都有了明显的变化，从而从形态学对催眠 

睡茄倍性变异作了鉴定，为以后催眠睡茄的倍性鉴 

定，找到了简易的、可靠的形态学辅助参数。 

3．3催眠睡茄 四倍体的应用前景 

多倍体在植物中广泛存在，由于其具有一些独 

特的性质，历来受到广大育种工作者的重视。由于同 

源多倍体更易直接与经济效益相关，因此多倍体育 

种研究主要集中在同源多倍体尤其是同源四倍体上 

(邓云等，2006)。同源多倍体构成基因多次重复基础 

上的可靠遗传系统，提高了基因功能的保险性，显著 

降低了突变和隐性基因纯合表现的可能性，在严酷 

的 自然条件下为生存竞争提供了稳定的系统空间 

(Soltis and Soltis，2000)，增强了其抗逆境的能力。多 

倍体由于基因倍增、基因组冲击而引起基因表达变 

化，因此不仅会使原有的次生代谢产物含量提高，还 

可能会产生新的次生代谢产物(Soltis and Soltis，1999； 

Dhawan and Lavania，1996)。对于药用植物，这一点有 

非常重要的影响。目前人们利用这一点，成功地运用 

到了药用植物上，已得到几十种优品质的多倍体药 

用植物(乔传卓和崔熙，1981)，如丹参、当归、杜仲、福 

录考等。催眠睡茄作为一种多用途的药用植物，开展 

多倍体育种，是培育含更高药效成分和更强抗性的 

催眠睡茄新品种的一条非常重要的途径。本研究建 

立了催眠睡茄离体快繁体系并结合秋水仙素诱导技 

术得到了催眠睡茄的四倍体植株，丰富了种质资源， 

为我国优质催眠睡茄的保存和推广提供了条件。由 

于同源多倍体对种问、属间远缘杂交的可交配性有 
一

定的促进作用，本研究由体细胞人工加倍所得的 

同源四倍体，还可用作远缘杂交的桥梁。 
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