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蒙古黄芪组织培养及同源四倍体的诱导与鉴定 

陈兰兰，高山林 ，赵慧娜 

(中国药科大学，江苏 南京 210038) 

摘 要 通过蒙古黄苠组织培养技术的正交试验，确定了蒙古黄芪最佳繁殖培养基：MS+BAo．6 mg／I + 

IAA0．2 mg／I +PP 0．2 mg／I ；叶作为诱导愈伤组织的外植体优于茎，最适培养基：MS+BA2．0 mg／Lq- 

KT1．0 mg／I +NAA0．5 mg／I ；最佳生根培养基：1／2Ms+IAA 0．5 mg／I +IBA2．0 mg／I +ABT2．0 mg／I 。建 

立了蒙古黄芪快速繁殖体系；在无菌条件下利用秋水仙碱诱导蒙占黄芪，获得62个染色体加倍遗传稳定的变异 

试管苗株系，通过试管苗根尖染色体鉴定，对诱导获得的蒙古黄芪染色体加倍株系进行初步筛选，为进一步获得 

蒙古黄芪优良品系奠定基础。 
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蒙古黄芪 (Astragalus membranaceus Bge． 

砌r．mongholicus(Bge)Hsiao)为豆科黄芪属多 

年生草本植物，是膜荚黄芪的变种。黄芪始载于 

《神农本草经》，已有 2 000多年的药用史_1 J。现 

代药理研究表明，黄芪具有增强机体免疫功能， 

强心降压、降血糖、利尿、抗衰老、抗疲劳、抗肿 

瘤、抗病毒、镇静、镇痛等作用[2』。蒙古黄芪化学 

成分众多，主要含有皂苷、多糖、黄酮、以及氨基 

酸等多种成分[ 。 

随着保健药日益畅销，黄芪的用量越来越大， 

历史上商品黄芪以野生为主，但由于长期大量、无 

节制采挖，未注意对自然资源的保护，野生黄芪资 

源儿近枯竭，大面积成规模的野生黄芪资源已十分 

少见，加之，黄芪用种子繁殖，从播种到收获一般要 

3～5年，而且黄芪种子有硬实现象，出苗率低 

(30 ～40 )，病虫害严重。 

本文在优化蒙古黄芪组织培养技术的基础上， 

对蒙古黄芪进行了同源四倍体的诱导和鉴定，旨在 

为进一步选育高产、有效化学成分含量高的优良 

品种。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

供试材料蒙古黄芪种子由河北省唐山市农业 

科学研究所提供，栽培于中国药科大学实验苗圃。 

原植物经中国药科大学中药生物技术教研室鉴定 

为蒙古黄芪(Astragalus membranaceus Bge． r． 

rnongholicus(Bge)Hsiao)。 

1．2 方 法 

1．2．1 无菌材料的获得 选择饱满的黄芪种子， 

于30℃--40℃温水中浸泡4 h，在超净工作台上将 

材料置于 75 乙醇浸泡 30 S，再用 5 9／6次氯酸钠消 

毒 l5 min，无菌水冲洗 5次，接种于添加 6一苄基腺 

嘌呤 (6一BA)2．0 mg／I 、吲哚 乙 酸 (IAA) 

0．2 mg／l 的 MS培养基中，3 d后种子发芽，2O d 

后试管苗长势良好。 

1．2．2 繁殖培养基筛选试验 蒙古黄芪于添加 

6-BA2．0 mg／I 、IAA0．2 mg／I 的 MS培养基中继 

代 3次后发现试管苗有大量丛生芽，但苗瘦弱、细 

长，对繁殖培养基进行初步筛选，并在此基础上，以 

6一BA、IAA、多效唑(PP。∞)3种激素作为 3个因 

素，设计 3个水平做正交试验。 

以试管苗平均生长率[平均生长率一(20 d 

后材料重一接种时材料重)／接种时材料重]为衡 

量指标，筛选出最适繁殖培养基。试验因素水平 

见表 l。 

1．2．3 愈伤培养基筛选试验 分别以蒙古黄芪试 

管苗的叶和茎为外植体在添加不同浓度 6一BA、激 
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gation medium of Astragalus， P， 方m 球f E嚏c ltlembranac 上 c designed by I "(3 )orthogonal test 

动素(KT)和萘乙酸(NAA)的MS培养基上诱导 

愈伤组织，记录诱导率和生芽率等指标。 

1．2．4 生根培养基筛选试验 继代培养的试管苗 

长至 3～4 cm时转入添加不同浓度的 IAA、吲哚 

丁酸(IBA)、生根粉(ABT)的 1／2MS培养基中进 

行生根培养基筛选，进一步作正交试验分析，以生 

根率为衡量指标。试验因素水平见表2。 

Tab 2 The factors and levels of orthogonal test of rooting 

culture medium of Astragalus membranaceu．~Bge 

1．2．5 同源四倍体的诱导 取生长 2O d后的丛 

生芽作为无菌材料。试验条件：秋水仙素浓度 

(9／5)：0．1，0．2，0．3；浸泡时间(h)：12，24，36，48， 

6O；共设计 l5个处理，每处理 30棵单芽。1个月 

后统计各处理芽的存活率，将存活苗转接到繁殖培 

养基中继代培养，建立株系。 

1．2．6 根尖染色体鉴定 将诱导所得试管苗在生 

根培养基上诱发生根，约2O d后，待根长至0．5～ 

1．0 cm时，切取幼根作为试验材料。 

上午 9点左右切取幼根，在饱和对氯二苯溶液 

中浸泡 4 h后，用卡诺固定液 O℃固定 5 h，蒸馏水 

洗 3次，60℃水浴 0．2 mol／I 盐酸离析 10 rain，蒸 

馏水洗净低渗30 rain，切取根尖分生组织，置于载 

玻片上，滴加改良苯酚品红染色液，染色 30 min， 

压片，用“Olympus BX40”显微镜镜检。 

2 结果与分析 

2．1 繁殖培养基正交试验结果与分析 

正交试验结果与分析见表 3、4。 

tragalus membranacet~s Bge 

Note：FI n(】1(2，4)一 18．0，F1 0 05(2，d)一 6．94，FI《J 10(2，4) 

一 d．32 

从正交分析结果可以看出：3个【犬】素对生长率 

的影响次序为 A(6 BA)>C(PP 。)>B(IAA)。 

其中 6 BA的浓度与试管苗生 长率极显著相关，9 

种培养基中平均生长率最高达69．92 ，结合试管 

苗的生长状况可以确定黄芪的最佳繁殖培养基为 

A2 B： C2，即 MS+BA0．6 mg／I +IAAO．2 mg／[ + 

PP 0．2 mg／I 。用筛选得到的最佳培养基进行蒙 

古黄芪试管苗继代培养，繁殖效率高(图1)。 

2．2 诱导愈伤培养基筛选试验结果与分析 

在诱导愈伤培养基筛选试验中，分别以试管苗 

的I1f和茎作为外植体，设计了6种培养基，诱导率 

和直接分化率结果见表5。结果可见：(1)在各种 

激素浓度下，用叶作为外植体都优于用茎作为外植 
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Fig i Plantlets in the propagation medium of Astmgalus 

D1glllbl"ig1](．1( “ Bge 

体，后者在培养过程中存在不同程度的褐化现象， 

诱导愈伤能力较弱，诱导率最高为 42．11 。此 

外，叶作为外植体各种培养基中形成的愈伤组织都 

有直接分化出绿色芽，茎产生的愈伤颜色较淡且无 

新芽长出(图 2)。 

(2)愈伤在 BA为 2．0 mg／I 的培养基上的诱 

导率普遍高于 BA为 1．0 mg／I 的培养基，经过综 

合比较得出，5号培养基即 MS+BA2．0 mg／I + 

KT1．0 mg／I +NAA0．5 mg／I 是最适合外植体诱 

导愈伤的培养基。愈伤诱导率为9，1．44 ，直接分 

化出绿芽的出芽率为 36．66 。 

fUS Dlelll1)Ftllltl('eUS Bge 

Callus induced froln stem 

Fig 2 The callus induced from the leaf and stem of As 

tragalus lllellll37'(2ll~lg “ Bge 

2．3 生根培养基正交试验设计及结果表 

正交试验结果与分析见表 6，7。 

从正交分析结果可以看出：3个因素对生长率 

的影 响次序 为 A(IAA)>B(IBA)>C(ABT)。 

IAA的浓度与生根率极 著相关，蒙古黄芪生根 

需要较高浓度的生长素，这与包英华等l1]试验结果 
一 致，但随着生长素浓度的增加试管占基部会出现 

白色愈伤组织势必影响到试管苗的移栽存活率，结 

合试管苗生长状况，确定蒙古黄芪最适生根为 

A2B C ，即 5号培养基：1／2MS+IAA0．5 mg／I 4- 

IBA2．0 mg／I +ABT2．0 mg／I ，生根 率高达 

93．5 。高于文献报道水平，用筛选得到的最佳培 

养基进行蒙古黄芪试管苗生根培养，根生长状况 

良好。 

2．4 蒙古黄芪四倍体诱导试验结果 

蒙古黄芪四倍体诱导试验结果见表8。 

由结果可以看出，随着秋水仙碱浓度和浸泡时 

间增加，芽的死亡率亦增加，蒙古黄芪单芽在含 

2 二甲基亚砜和 0．2 秋水仙碱溶液浸泡 36 h效 
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Tab 6 The result of rooting culture medium of Astragalus 

m m  ”“c ells Bge designed by I (3 )orthogonal test 

Tab 7 Variance analysis of rooting culture medium of As 

tragalus monbFanaceus Bge 

Note：Fl -fJ1(2，4)= 18．0，F卜0 o5(2，4)一 6．94，F卜_()10 

(2，4)一4．32 

果最好，非常接近半数致死量，诱导率最高，可以确 

定诱导蒙古黄芪多倍体的最佳条件是在 2 二甲 

基亚砜和浓度为0．2 的秋水仙碱中浸泡36 h，四 

倍体诱导率高达39．99 。 

2．5 蒙古黄芪根尖染色体鉴定结果 

将诱导得到的株系在生根培养基上诱导生根， 

待根长为0．5～1．0 cnl时切取根尖，进行染色体鉴 

定，结果表明，蒙古黄芪二倍体植株根尖细胞染色 

体数目为2n=2x一16，四倍体植株根尖细胞染 

色体数目为2n=4X一32，染色体数目增加了1倍 

(图3)。 

经3次以上鉴定为四倍体的株系，予以保留繁 

殖，进一步进行田间农艺性状鉴定和化学成分的测 

定，以期从中选育出产量高，有效化学成分含量高 

的四倍体优良品系。 

Tab 8 The results of the experiments on buds with differ— 

ent concentration colchicines solution to induce the 

polyploidy of Astragalus membranaceus 13ge 

Polyploid(4n-~32) 

Fig 3 the Identification of the polyploid of Astragalus 

iglelrtlJron~2csus Bge 
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3 讨 论 

组织培养中激素的种类、浓度和配比对试验 

结果有相当大的影响。本试验采用正交设计试 

验方式，能够在传统的单因子比较方法的基础上 

容纳更多的因素和水平，大大减少试验次数，提 

高准确率。在繁殖培养基筛选过程中，蒙古黄芪 

生长旺盛且丛生芽较多，可能该植物体内含较多 

的植物内源激素，本研究用较低浓度的 6-BA和 

IAA配比，得到了非常好的培养效果。虽然高浓 

度的6-BA对丛生芽的诱导有利，但若长期使用 

含高浓度的6-BA培养基，芽生长过快，易出现玻 

璃化现象。在愈伤组织诱导试验中，选择叶片作 

为外植体优于茎，且愈伤诱导率和直接分化出芽 

的能力较高。 

Studies on Tissue Culture of 

在生根培养基筛选时发现，蒙古黄芪试管苗生 

根需要与高浓度的生长素配合使用，但过高的生长 

素又会使之产生畸形根，不利于生产移栽。 

根尖染色体鉴定是多倍体育种过程中的重要 

步骤之一，对试管苗根的预处理及水解的控制对制 

片的效果有很大的影响。 
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Astragalus M em branaceus Bge 

CHEN I an-lan，GA()Shan—lin，ZHAO Hui—na 

(China Pharrnaceutit‘al University，Nanjing 210038，China) 

Abstract The fittest media for rapid——propagation of Astragalus membranaceus was established by or—- 

thogonal test in tissue culture process．The results indicated that the strong green clump-buds could be 

induced on the MS media containing BA 0．6 mg／I ，IAA 0．2 mg／I and PP333 0．2 mg／I ．I．eaves were 

the best explants of inducing callus on the MS media containing BA 2．0 mg／I ，KT 1．0 mg／l ，NAA 

0．5 mg／I ．The strong root was induced on the 1／2MS media containing IAA 0．5 mg／I ，IBA 2．0 mg／I 

and ABT 2．0 mg／I ．The immersing buds in colchine solution，and 62 1ines of autotetraploid plants were 

obtained for further selection and breeding into new varieties for commercial production． 

Key words Astragalus membranaceus，Tissue culture，Callus，Autotetraploid 
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