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丹参杂交育种及其异源四倍体的诱导与鉴定
＊
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摘　要　通过杂交育种技术对丹参的两个不同品种进行杂交 , 得到的子一代试管苗经同工酶电泳分析 , 根

据亲本与子代之间农艺性状的差异 ,鉴定得 h-1 等几个杂交种株系。并进行了杂交株系田间农艺性状观察比较

及根部药材主要有效化学成分的 H PLC 测定。对杂交种 F1代大量扩繁后 , 采用秋水仙碱进行化学诱导异源多

倍体 ,并鉴定所得诱导株系。试验结果表明秋水仙素浓度为(10 ～ 15)μg/ g 是诱导多倍体的最适宜浓度 , 并鉴定

得到 hz4-3、hz4-11 等 7 个异源四倍体株系。为进一步选育异源多倍体优良品种奠定了基础。
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　　丹参(S alvia Milt iorrhiz a B unge)又名紫丹

参 、赤参 ,为唇型科鼠尾草属多年生草本植物 ,药用

其根及根茎。丹参性味苦 ,微寒 ,归心肝经 ,具有祛

痉挛 、止痛 、活血通络与清心除烦之功效。临床上

用于胸腹刺痛 ,热痹疼痛 ,疮疡肿痛 ,心烦不眠 ,月

经不调 ,经闭痛经;肝脾肿大 ,心绞痛[ 1] 。临床疗效

确切 ,为常用重要中药材之一 。许多治疗心血管疾

病的中药配方和中成药 ,丹参都是主要成分之一 ,

因此丹参的临床需求量巨大。

丹参的多倍体育种研究早有报道[ 2] 。目前丹

参药材的供应仍以人工种植为主 ,主产区有山东 、

陕西 、河南等省 。市场上一般将山东丹参称为红丹

参 ,山东丹参是人工种植的丹参里最接近于野丹参

的一个品种 ,其有效化学成分含量也明显比紫丹参

高 ,但其农艺学外观性状 、产量却不及人工种植的

陕西等地的紫丹参品种 ,陕西等地的紫丹参具有根

茎粗大 、生长快速等优势 ,但其化学成分含量相对

较低 。有鉴于此 ,作者实验室对这两种特点鲜明的

丹参品种进行了杂交育种及其异源四倍体的诱导

研究工作 。以期研究和利用丹参不同类型品种的

杂交优势 ,同时探讨培育产量高 ,化学成分高的异

源四倍体新品种途径 。

1　材料

丹参原材料分别取自陕西商洛孝义西北药材

种苗站与山东沂蒙丹参基地 ,经中国药科大学遗传

育种教研室鉴定为唇型科鼠尾草属草本植物丹参

(S alvia Mil tiorrhiza Bunge)。

2　方法

2.1 　丹参 F1代杂交种的获得

2.1 .1 　亲本田间苗的建立 　取原材料直径在

0.7 ～ 1 cm 粗 、颜色紫红 、无病虫害的丹参根作种

根 ,湿沙于温室(16 ～ 20)℃藏至翌春。早春 3月左

右 ,将种根切成 5 ～ 8 cm 小段 , 按行距株距深度

35 cm ×25 cm ×6 cm 的规格 ,将切好的种根竖着

放入穴中 ,一穴一段 ,尖端朝下 ,覆土 2 cm 。

2.1.2　丹参杂交　采用单交育种法 ,以父本或母本

的选择不同从而进行不同组合的正反杂交。在6 ～ 7

月两者花期相遇时 ,在母本花蕾未展开前即开花前

1 d ,用镊子轻轻地把母本的雄蕊去掉 ,套上塑料薄膜

隔离袋做好标记 ,在开花的当天上午8 ～ 11时进行授

粉 ,并于第二天进行2次授粉 ,授粉后8 d左右揭除隔

离袋;待果实成熟期采摘小坚果 ,洗净晾干。

2.1.3　子一代无菌材料的建立及扩繁　将得到的

子一代种子以1%的升汞溶液消毒 15 ～ 20min ,无菌

水浸洗 3 次以上 ,接入到 MS 培养基上 , 于(25±

1)℃,光强 1 000 ～ 1 500 lx 条件下光照培养 1个月

后获得无菌苗。繁殖试管苗的培养基为 MS +

0.4mg/L 6-BA ,0.1 mg/L IAA ,30 g/L 蔗糖 , pH 值

为 5.8 ～ 6.0 ,在恒温 ,光照 16 h/d条件下 ,新继代繁

殖的无菌苗在 10 ～ 15 d后即长出丛生芽。
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2.1.4　杂交子一代的过氧化物同工酶谱分析

2.1.4.1 　仪器与试剂　北京一六仪器厂生产的

DDYⅢ2型电泳仪 ,台式高速离心机 、微量进样器 、

芬兰可调移液器 、染色液 、T ris-甘氨酸缓冲液等 。

2.1.4.2　方法　采用 2个缓冲系统的双垂直板不

连续 PAGE 凝胶电泳 。取新鲜的 F1 代试管苗嫩

叶作为材料。染色液成分为:抗坏血酸70.4 mg ,

联苯胺溶液(2 g 联苯胺溶液 18 ml温热冰醋酸中 ,

再加入蒸馏水 72 m l)20 m l , 0.6%(或 1.2 %)过氧

化氢 20 ml , 蒸馏水 60 m l。分离胶浓度 7.5%

(pH8 .9)浓缩胶浓度 3.0%(pH6 .7),分离胶缓冲

液为 Tris-HCl(pH8 .9),浓缩胶缓冲液为 Tris-

HCL(pH6.7),电极缓冲液为 Tris-甘氨酸缓冲液

(pH8 .3)。每孔点样量为 20 μl供试酶溶液 。在

4℃冰箱内电泳 3 ～ 5 h ;电流 I 为浓缩胶

10 ～ 15 mA ,分离胶为 20 ～ 30 mA 。

2.2　丹参异源多倍体的诱导与鉴定

2.2.1　化学诱导异源多倍体　将已鉴定为杂交种

的F1 代株系作为材料 , 诱导多倍体的培养基为

MS ,添加5 ,15 ,30 ,45 ,60 μg/g 5种不同浓度的秋水仙

碱 ,25～ 35 d后获得的愈伤组织切成0.5 cm直径团块

接种到 MS+0.4 mg/L 6-BA ,0.1 mg/ L IAA的繁殖

培养基上 ,置于(25±1)℃下光照培养 1个月。

2.2.2 　生根培养　将试管苗从繁殖培养基上取

出 ,分成单株或单芽接种到生根培养基(1/2M S +

0.2 mg/L IBA +0.1 mg/ L BA)上 15 d 后即陆续

长出幼根形成植株。

2.2.3　多倍体的鉴定　于 8:00 ～ 11 :00 AM 切取

丹参试管苗的嫩根尖[ 3] ,蒸馏水洗净 ,用 0.2%的

秋水仙碱溶液在 25℃下浸泡 5 h 后 ,在无水乙醇-

冰醋酸(3 ∶1)中冰箱固定过夜 ,用蒸馏水洗 3次 ,

60℃下以 0.2 mo l/L 盐酸处理25 min ,蒸馏水洗净

并于其中低渗 60 min ,小心切取根尖 ,置载玻片中

央 ,加改良苯酚品红染液一滴 ,染色 60 min 后 ,压

片 ,镜检采用奥林巴斯 BH-2显微镜进行观察并采

集图象 ,并保存 。

2.2.4　亲本与杂交株系间的农艺性状及主要化学

成分含量的比较

2.2.4.1 　仪器与试剂 　超声波清洗器(上海产

CQ-250),安捷伦 1100高效液相色谱仪 , SPD-10A

紫外检测器;甲醇为色谱纯(江苏汉邦科技有限公

司),双重蒸馏水自制 ,其他试剂均为分析纯 ,对照

品丹参酮 II-A 购自中国药品生物制品检定所。

2.2 .4.2 　方法　化学成分的测定采用外标工作曲

线法 ,丹参酮 II-A 分离条件为:ODS(4 .6 mm ×

250 mm)5 μm 柱 ,流动相为甲醇∶水=75 ∶25;流

速 1 ml/min ,检测波长为 270 nm ;以微量进样器精

密吸取上述对照品溶液 2.5 ,5.0 , 7.5 ,10 .0 , 12.5 ,

15.0 μl ,分别进样测定 ,经回归处理得浓度和峰面

积的回归方程;农艺性状主要考察植株高度 ,茎粗 ,

根长 ,根粗 ,根干重等指标。

3　结果

3.1 　杂交 F1代和亲本的过氧化物同工酶谱分析

结果

亲本陕西丹参(dh)×山东丹参(dz)及其 F1

代在过氧化物同工酶图谱上共出现了 12条酶带

(图 1),标记为 10个位段 ,其中亲本 dh 与 dz在酶

带出现的位置上有明显差异 ,表明两者间在遗传上

存在的不同 ,这也印证了这两丹参品种在品种特征

上的差异 。图谱显示在 H-1 酶带中我们可以清晰

的见到在其父本中出现过的第 9位置 2条带 ,而此

2条带在母本 dz中是不存在的 ,很显然 h-1得到了

来自父本的基因 ,由此可以判断 h-1是由杂交所得

到的 F1代杂交种。同样可以看到的是 z-13 、h-7 、

z-19带型综合了双亲本 dh 、dz的谱带特征 ,兼有

两者的酶带 ,这是典型的互补型杂交后代 ,体现

了同工酶共显性遗传特征 。而 z-12 、z-22 酶带所

出现的位置与母本 dz则几乎一致 ,可以判断这两

株系很可能是因为杂交时去雄不净所产生的自

交伪杂种 。

Fig 1　Detection of hybridiza tion Salv ia M iltior rhiza Bunge

by pero xydase isozyme elec trophore sis

3.2 　丹参异源四倍体诱导

不同浓度秋水仙碱对 F1 代杂交种丹参组织

的诱导试验结果表明 ,诱导丹参四倍体的适宜浓度

为(10 ～ 15)μg/g
[ 4]

, 在诱导得到的四倍体中 , 有

57.1%的四倍体(株系 hz4-3 、hz4-6 、hz4-11 、hz4-
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17)是在 15 μg/g 秋水仙碱的处理中获得的 ,因此

将 15 μg/g 的秋水仙碱浓度确认为诱导丹参多倍

体的最佳浓度。结果见表 1 。

Tab 1　Experiments o f inducing allo tetraplo id in vitro

No.

Colchicine

concent ration

In medium

(×10-6)

Number of

Inoculated

callus

Number of

su rvived

callus

Rate of

Su rvived

Callus

(%)

Number

of

tetraploid

Inducing

Ratio

(%)

1 0 45 42 93.3 0 0

2 5 45 41 91.1 0 0

3 15 45 36 80 4 8.9

4 30 45 32 71.1 2 4.4

5 45 45 25 55.5 1 2.2

6 60 45 13 28.9 0 0

3.3　丹参异源四倍体的试管苗根尖染色体鉴定

将诱导所得各株系接于 1/2M S +0.2vmg/ L

IBA +0 .1 mg/ L BA 培养基上 ,在 25 ～ 35 d后根

长 0.3 ～ 0.6 cm 时切取根尖进行染色体鉴定 ,经 3

个继代次数
[ 5]
以上观察染色体均加倍的株系确认

为四倍体株系(图 2),予以保留并接种于 MS +

0.4 mg/L 6-BA ,0.1 mg/L IAA 基质上扩繁 。鉴

定得 hz4-20 、hz4-27 、hz4-31 等 7个诱导株系连续

3次以上观察染色体数均为 2n =2x =28 ,因此确

定为四倍体。

Fig 2　Comparison of chromosome determination between dip-
loid and tetraploid plantlet from salvia M iltiorrhiza Bunge

3.4 　异源四倍体各株系试管苗初步考察

由统计结果转换成的直方图可以很直观的看

出(图 3),诱导株系的生长率 、芽繁殖倍数等指标

大部分都高于对照二倍体 ck ,与同源四倍体 d-94

相比则有较接近的数据浮动范围 ,体现了多倍体的

特征 。其中 hz4-17在 3 个因素上均表现优异 ,在

生长率 ,芽繁殖倍数方面甚至高于 d-94 ,这也预示

着异源四倍体将会有着与同源四倍体同样优良的

潜在品质 ,存在进一步选育的价值 。

Fig 3　Comparison o f the phy sio lo gical index between the

induced lines and the control of Salv ia M iltior rhiza Bunge

3.5 　亲本与杂交株系间的农艺性状及主要化学成

分含量的比较

农艺性状的考察为每株系随机选取 20个样

本 ,取其平均值;分别测定该株系的高度 、茎粗 、根

长根重等指标 ,得到的结果与对照株系相比较(表

2),以判断杂交子一代的生物量及生长趋势 。丹参

主要有效成分的测定选择中国药典所规定的丹参

酮 II-A 作为指标 ,以一年生的 F1代干燥根作为材

料进行分析 , 由高效测定的结果如表 3 及图 4

所示 。

Tab 2　The ag ronomic characteristics of contro l and hybridization plants of S alv ia miltiorrhiza

Lines Plant height Grow th po tential Stem diameter Root branch Roo t diameter Root leng th

Contro l 43.6±1.2 Normal 0.47±0.03 4-10 1.3±0.09 21.5±1.2

dz 46.3±3.2 Normal 0.43±0.01 6-12 1.2±1.10 22.8±1.3

dh 43.9±2.3 S trong 0.49±0.02 5-9 1.3±1.08 20.6±1.5

h-1 51.0±1.3 S trong 0.52±0.03 8-12 1.4±0.08 26.5±2.2

h-7 45.7±1.3 Normal 0.50±0.01 7-11 1.3±1.13 25.5±1.2

z-13 53.7±1.1 S trong 0.56±0.03 9-15 1.5±1.21 30.4±2.1

z-19 50.5±2.1 S trong 0.52±0.01 8-14 1.5±0.07 29.8±1.1

The data of f loral heigh t(cm), root diam eter(cm)and root length(cm)of per root w as average of 20 random plot samples X SE
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Tab 3　The content o f tanshinoneII-A in hybridization line s

and the control

Lines

Dry

w eigh t

(g plan t-1)

Content of

TanshinoneII-A

(%)

Yield of

T an shinoneII-A

(g plant-1)

Yield of

TanshinoneII-A

(%)

Cont rol 95.56 0.1766 0.1599 100

dz 96.08 0.1589 0.1526 95.43

dh 87.80 0.2018 0.1771 110.75

h-1 110.50 0.1960 0.2156 134.83

h-7 99.48 0.2350 0.2327 146.96

z-13 127.51 0.1802 0.2216 138.58

z-19 85.42 0.1924 0.1635 102.25

The contents of tanshinoneII-A w ere based on th e w eight of dry root

(A) HPLC trace of T an shinoneII-A standards(reten tion tim e ,

18.31 min);(B)HP LC trace of cont rol plant ;(C)HP LC trace of

TanshinoneII-A in hyb ridi zation line Z-13; the reten tion tim e

11.7 min o r so in B and C is un kown com pound

Fig 4　De tection of Ta shinone Ⅱ-A by HPLC

从上测定的结果可以看出 ,几个杂交株系在农

艺性状及长势方面总体上与亲本间较接近 ,这主要

是因为其继承了亲本的遗传且两者都同为二倍体植

物 ,但同时可以看到的是杂交株系 z-13 各个指标表

现都明显优异;表 3同样显示出几个杂交株系所具

有的特点 ,即特定株系的有效成分含量要明显高于

对照 ,这也说明了通过杂交育种能产生杂交优势 ,从

而选育出我们所需要的品种。综合生物量及有效成

分含量的表现 ,杂交株系 z-13 、h-1 、z-19存在进一步

选育及实验室诱变的价值 ,为选育多倍体优良品种

奠定了基础。

4　讨论

由于植物的生长需有一定的周期 ,尤其药用植物

的生长时期比较长 ,因此目前诱导得到的异源四倍体

仅仅是在试管苗阶段的一些初步考察。虽然在这阶

段初步可以看出诱导的 hz4-17有较优异的表现和其

他株系也相较于二倍体 ck有普遍的优势 ,但仍然需

要进一步在有效化学成分含量方面进行鉴定 ,同时对

于诱导出的异源四倍体稳定性也需进一步的考察 。

丹参异源四倍体的诱导是以已鉴定为杂交种的

F1代作为材料 ,使来源不同的杂交种两条染色体得

到加倍 ,从而达到试验预期的目的 。另外两种得到

异源四倍体的方法是细胞融合技术
[ 6]
与不同种同源

四倍体之间的杂交 ,前者对试验条件要求苛刻 ,操作

要求较微细;后者因为四倍体植物本身结实率很低 ,

且需先将两者诱导成同源四倍体并移栽 ,因此这种

方法工作量较大 ,而且成功率也较低。因此将丹参

的异源杂交种进行秋水仙碱诱导是获得丹参异源四

倍体的较优方法。
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Allotetraploid Induction and Identification of Salvia Miltiorrhiza

Bunge and Its Hybridization Breeding
LIU Jing-fei , GAO Shan-lin , HUANG He-ping , LIU Li , LI Xiao-yu
(China Pharmaceut ical Universi ty , N anj ing 210038 , China)

Abstract　Tw o line s Salvia M iltio rrhiza Bunges w hich came from dif fe rent provinces of China we re hy-

bridized by the hybridization breeding technique.T he fi rst generation w as de tected by pero xidase
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i sozyme elect rophoresis and the di fference ag ronomic character be tw een the line parents and the f irst

generation w as analyzed.A s a result , besides h-7 , there are several lines w hich are real Hybridizat ions.

Hybridization lines w ere selected acco rding to agronomic characterist ics and roo ts y ields in f ields o f ex-

perimental plo ts.The dried roo ts of ef fective lines w ere used fo r the dete rm inat ion of effect ive chemical

components by HPLC to evaluate the quali ty of crude drug.The f irst g eneration is t reated w hich has

been breeded a g reat deal w ith co lchicine to induce allotet raploid plant and then its induced lines w ere de-

tected.The results indica ted that the best content of colchicine to induce polyploidy plant is 10 ～ 15 μg/

g.and at tained 7 allo tet raploids w hich contain hz4-3 , hz4-11.It laid the foundation fo r developing an ex-

cellent allopolyploidy plant.

Key words　Salvia Miltiorrhiza Bunge , Hybridization , Isozyme electrophoresis , Allotetraploid , Polyploidy

·信　　息 ·
2009-062　重组菌产碱性果胶酯裂解酶学性质研究　利用盐析-透析-色谱流程建立快速高效纯化工程菌 E.coli

JM109(pH shPL)所产碱性果胶酯裂解酶(PL)的方法 , 纯化后酶达到电泳纯 ,比酶活为 1079 U/ mg 。重组菌所产 PL酶促反

应适宜的 pH 为 9—10 , 适宜温度为 50—66℃,与酶基因来源野生菌生产 PL相比 , 重组菌所产 PL适宜 pH 范围有所扩大 ,

并保持了野生菌 PL的热稳定性 。

通过金属离子种类 、浓度及存在时间对 PL酶活力影响考察发现:在考察的离子中除 Mg2 +对酶活有较好的促进作用

外 ,其余对重组菌 PL 均有抑制作用 , 其中 Fe2 +对酶活力抑制作用最强。 该酶的 Km 值为 20.93 mg/ L , Vmax 为 105—

3μmol/min , 反应活化能 Ea为 21.74kJ/ mol。

对重组菌所产 PL热稳定动力学进行分析 ,发现有底物情况下的失活常数幻(0.02min -1)小于无底物情况下的失活常

数幻(0.0342min -1), 说明当酶与底物结合形成复合物时对酶活具有保护作用。 利用 HPLC-ESI-MS 对重组菌所产 PL 酶

解产物进行测定发现 ,产物含有不饱和二聚半乳糖醛酸(m/ z350.82)和不饱和三聚半乳糖醛酸(m/ z527.04), 同时测定结果

中没有发现不饱和半乳糖醛酸单体(m/ z175), 可以初步推测重组菌 PL 不能以不饱和二聚半乳糖醛酸和不饱和三聚半乳

糖醛酸为底物进一步裂解。

2009-063　龟裂链霉菌 zwf2 基因阻断提高土霉素生物合成　葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(G6PDH)是链霉菌磷酸戊糖途径

中第一个酶(“看家”酶),也是形成 NADPH 的关键酶 ,由 zwf1 和 zw f2 基因编码。以温敏型质粒 pKC1139 为基础构建了用

于阻断龟裂链霉菌 zwf2 的重组质粒 pKC1139-zwf2' , 通过大肠杆菌 GM 2929 去甲基化 pKC1139-zwf2' 后电转至原始龟裂

链霉菌 M4018 感受态细胞 , 筛选得到转化子。

转化子进一步通过 PC R鉴定和点杂交印迹分析鉴定 , 证明是 zw f2 基因阻断的阳性突变子命名为 M4018-■zw f2。以

原始菌株为对照 ,突变子摇瓶发酵结果表明:突变子的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶酶活是原始菌的 50%左右 , 但土霉素生物合成

水平则提高了 27%:在细胞生长方面 ,二者均在第 4d 进入生长稳定期而开始大量合成土霉素 , 发酵结束时细胞菌体浓度基

本相同 ,但突变子的单位菌丝体土霉素生物合成能力则提高了 31%。因此 , zwf2 的阻断有利于土霉素的生物合成 , 而对细

胞生长没有明显影响。

2009-064　应用 DNA 芯片技术研究体外表达禽致病性大肠杆菌可能致病基因　应用 DNA 芯片研究禽致病性大肠杆

菌可能致病基因的表达。构建禽致病性大肠杆菌毒力基因 、潜在毒力基因的 DNA 芯片 ,应用基因芯片技术对同属 02 血清

型的禽高致病性大肠杆菌 E058 株和低致病性大肠杆菌 E526 株在体外 LB 培养基和鸡血清培养状态下进行差异表达

分析。

结果:在体外 LB 静置培养状态下 , 低致病株 E526 与高致病株 E058 相比共有 16 个差异基因 , 均为下调基因。 在鸡

血清静置培养中 , E526 与 E058 相比共有 15 个差异基因 ,均为下调基因。 应用基因芯片成功筛选了禽致病性大肠杆菌

在体外不同条件下的毒力基因及可能毒力基因中差异表达基因 , 表明一些铁摄取系统相关基因对 APEC 的毒力较重要 ,

同时也筛选出了一些新的可能致病基因 aes-1 , aes-2 , aes-3 , aes-4 , aes-6 , aes-8 , aes-10 , aes-13 , aes-15 , aes-31 等。

264 药 物 生 物 技 术 第 16 卷第 2 期　


