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摘　要: 目的　繁育优质高产薯蓣新品种。方法　在筛选最佳的培养条件和外植体类型的基础上,以高皂素含量和

农艺性状表现突出的种质为材料, 开展快速繁育技术研究。结果　盾叶薯蓣的不同种质间产皂素含量有较大差异;

以叶柄为外植体在添加有 4 m g/ L 2, 4-D 和 1. 5 m g/ L 6-BA 的 LS 培养基上诱导愈伤组织, 其出愈率可达

75. 2% ,经不添加 2, 4-D 的 LS 培养基培养可产生再生植株;共获得源于高皂素含量种质的试管苗 8 136 株 ,田间

成苗 6 830 株,皂素含量达 2. 48%。结论　运用组织培养技术选育优质高产薯蓣新品种是可行的。
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　 　 盾 叶 薯 蓣 Dioscorea z ingiberensis C. H.

Wright 为薯蓣科植物, 其根茎所含的皂素是目前合

成避孕药等多种甾体激素的起始原料,国内外需求

量很大。致使盾叶薯蓣野生资源长期遭受破坏性采

挖,自然恢复能力激剧下降。近年来国内一些单位开

展了人工引种栽培技术研究, 由于引种的种质缺乏

均一性,是一个相对一致的混合群体,田间整齐度较

差,致使产量和含量不十分理想并且皂素含量有逐

年下降的趋势。而皂素化工企业对薯蓣的含量有明

确的要求, 若皂素含量低于 1. 5%, 就没有生产利

润。因此,高皂素含量的薯蓣新品种选育已成为解决

薯蓣原料供不应求和保护薯蓣有限的野生资源的首

选课题。本研究从高皂素含量种质的单株筛选入手,

通过组织培养快速繁育,以获得可稳定遗传的高皂

素含量的薯蓣新品种。

1　材料和方法

1. 1　种质收集: 从盾叶薯蓣原产地陕西、湖北收集

种质,对收集到的种质开展形态学和外观性状分析,

选取种茎肥大、主茎较长的根状茎, 合计选得 108

个单株,经编号后测定皂素含量和熔点。选取皂素含

量高于 2. 5% 的种质 28 个。

1. 2　外植体种类:以根状茎、幼嫩茎切段、叶柄、叶

子为外植体。

1. 3　皂素含量和熔点测定: 每个种质准备 2 份样

品, 每份 10 g 左右, 分别加入 2 m ol/ L 盐酸 300

m L,水浴上加热水解 3. 5 h,吸滤, 用水洗去酸性,

残渣在 80 ℃烘干, 然后装入纸筒,在脂肪抽提器中

用石油醚 60 ℃～90 ℃ 抽提完全, 提取液蒸浓放

冷, 滤集结晶,用石油醚洗 2 次,结晶在 80 ℃ 烘干

后精确称重,计算每份样品的皂素含量平均值。用毛

细管法测定皂素的熔点。

1. 4　培养基和培养方法:常规方法灭菌后接种于附

加有 4 mg / L 2, 4-D和 1 mg / L 或 1. 5 mg / L 6-BA

的 LS 培养基上, 培养基的蔗糖含量为 3% ,琼脂浓

度为 0. 8% , pH5. 8,诱导植株再生的培养基与上述

培养基相同, 只是不添加 2, 4-D, 培养温度为 ( 21±

2) ℃。

2　结果和讨论

2. 1　种质评价:对收集到的种质开展形态学和外观

性状分析, 选取种茎肥大, 主茎较长的根状茎, 合计
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选得 108 个单株,经编号后测定皂素含量和熔点。

测定结果表明,有 28 个单株的皂素含量高于 2. 5%

并且熔点都在 200 ℃ 以上,目前工业化生产的皂素

含量仅限为 1. 6%。因此,若这些种质是稳定遗传

的,则选育高皂素薯蓣新品种的可能性和把握性就

很大,为了进一步明确这些材料的特性,本研究开展

了种质的形态性状、生长发育规律、丰产性等研究。

结果表明 (表 1) , 从总体上看 28 个材料的生长均

较旺盛, 田间的生长整齐度较好, 其中 4 号生长极

为旺盛,主要表现为植株形态建成较早, 根深叶茂,

茎杆粗壮,出苗较早 ( 3月 16日) 且出苗迅速, 枯苗

期较迟 ( 11 月 29 日) ,有效生长期较长,有利于养

分的积累和转化,具备良好的高产基础。从表 3 的

产量测定结果也证明了这一点, 4 号的根状茎增重

率达到 30. 1 倍,这是极好的丰产性状和经济性状,

同时还可降低下种量和下种时的种子成本。

2. 2　不同外植体对愈伤组织形成的影响: 从表 2

可见, 4 种外植体在 LS 培养基上均可形成愈伤组

织,但不同的外植体和不同的培养条件对愈伤组织

的形成有较大影响, 以根状茎为外植体, 在添加有 1

mg / L 6-BA 的培养基中培养的出愈率为最低, 其出

愈率为 26. 7% , 以叶柄为外植体, 在添加有 1. 5

mg / L 6-BA 的培养基中出愈率为最高,其出愈率为

75. 2% ,说明薯蓣组织在特定的培养条件下是比较

容易诱导愈伤组织的, 这为进一步开展利用组织培

养技术快速形成愈伤组织打下了坚实基础。

表 1　优质种质产量和含量情况

种质

编号

下 种

重 ( g )

收获

重 ( g)

增 殖

率 (倍)

含量

( %)

熔点

(℃)

1 141 4 208 29. 8 2. 86 203～206

2 68 1 561 22. 9 2. 73 204～207

3 70 1 992 28. 5 2. 86 203～206

4 103 3 106 30. 1 2. 95 203～206

5 146 3 994 27. 0 2. 73 203～205

6 51 756 14. 8 2. 89 202～205

7 141 3 529 25. 0 2. 76 201～203

8 140 3 618 25. 8 2. 83 202～204

2. 3　植株再生技术研究:愈伤组织断代培养到不加

2, 4-D的 LS 培养基上后,一般 7 d左右就可见根样

小突起,培养 20 d 后有一些小突起会直接发育成小

苗,但大部分则发育成根状茎样组织,进而发育成小

苗。小苗经 7 d 左右的炼苗,移栽到大田,都有较好

成苗率,最高可达 85. 3% (表 3)。

2. 4　再生植株的皂素含量研究:从表 3 可见, 种质

经过组织培养形成的再生植株,其皂素含量均有不

表 2　培养基和外植体对愈伤组织形成的影响

外植体

类型

6-BA

( mg/ L)

接种

数(块)

出 愈

数(块)

出愈

率( % )

根状茎
1. 0

1. 5

105

110

36

36

26. 7

32. 7

幼嫩茎切段
1. 0

1. 5

108

10

52

38

48. 1

35. 2

叶柄
1. 0

1. 5

117

109

65

82

60. 7

75. 2

叶子
1. 0

1. 5

105

105

45

36

42. 9

34. 3

表 3　获得的试养苗数量和成苗情况及含量

编号
原含

量( % )

试管苗

数(株)

田间成苗

数(株)

成苗

率( % )

新含

量( % )

1 2. 90 3 152 2 638 83. 7 2. 20

2 2. 81 2 103 1 736 85. 5 1. 93

3 2. 91 985 732 74. 3 1. 97

4 2. 87 1 768 1 508 85. 3 2. 53

5 2. 91 1 239 896 72. 3 2. 00

6 3. 00 1 135 635 55. 9 2. 16

7 3. 10 2 018 1 462 72. 4 1. 73

8 2. 85 673 381 56. 6 1. 89

同程度的下降, 这主要是新形成的植株生长量相对

较小,皂素积累还未达到峰植的原因引起的。当然,

在种质收集评价时的皂素含量是基因型、表现型和

环境相互作用的结果,并不表示收集到的高皂素含

量的种质其后代一定是高皂素含量的。

2. 5　快速繁殖优质种质:不论从田间种植的皂素含

量测定情况还是试管苗的皂素含量测定情况看, 4

号种质均表现突出, 且具有较好的农艺性状。因此,

本研究集中力量开展了 4 号种质的快速繁育研究,

培养方法同前, 共诱导出试管苗 8 136 株,田间成苗

6 830 株,成苗率达 83. 9%。

2. 6　新品种的性状评价: 该品种生长极为旺盛, 出

苗较早,枯苗较晚,茎杆粗壮, 根深叶茂,有很好的高

产株型, 产量测定结果表明, 平均增重率达 28. 1

倍, 皂素平均含量为 2. 48%, 熔点为 203 ℃～

206 ℃。

3　小结

本研究结果表明,盾叶薯蓣的不同种质间皂素

含量有较大差异, 这为选育种工作提供了选育高含

量品种的可能性, 当然这种差异是基因和环境共同

作用的结果,要选得基因型是高含量的种质, 其后代

才能是高含量的。

以叶柄为外植体在添加有 4 m g/ L 2, 4-D 和
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1. 5 m g/ L 6-BA 的 LS 培养基上诱导愈伤组织,其

出愈率可达 75. 2%, 经不添加 2, 4-D 的 LS 培养基

培养可产生再生植株, 共获得源于高皂素含量种质

的试管苗 8 136株,田间成苗 6 830 株,皂素含量达

2. 48%。这一结果表明源于高皂素含量的种质, 经组

织培养和田间种植, 其无性后代的皂素含量仍能达

2. 48%,说明高皂素含量性状是能稳定遗传的,选育

是成功的。
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RP-HPLC法同时测定丹参中丹参酮 ⅡA和隐丹参酮的含量
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摘　要: 目的　研究丹参药材中新的质控指标。方法　采用细胞膜色谱法对丹参中的有效成分进行筛选,在此基础

上建立 RP-HPLC 法同时测定丹参中丹参酮 ⅡA和隐丹参酮含量的方法。色谱条件为 L ichro so rb C18色谱柱,流动

相为甲醇-水 ( 75∶25) ; 270 nm 下检测; 流速 1. 0 mL / min,室温。药材用甲醇超声处理, 过滤后直接进样分析。结果

丹参酮 ⅡA和隐丹参酮的回收率分别为 101. 74% 和 99. 28% , RS D 分别为 3. 68% 和 1. 78%。重现性的 RSD 分

别为 1. 88% 和 1. 35%。所收集的 12 份丹参药材中丹参酮 ⅡA含量为 0. 607%～0. 148% , 隐丹参酮为 0. 073%～

0. 021%。结论　该方法快速、简便、准确,当丹参用于治疗心血管疾病时, 可以同时将丹参酮 ⅡA和隐丹酮作为丹参

药材及其制剂的质控指标。

关键词: 丹参;丹参酮 ⅡA; 隐丹参酮; RP-HPLC
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　　丹参为鼠尾草属植物丹参 Salvia m iltiorrhiz a

Bge. 的根, 具有祛瘀止痛,活血通经,清心除烦之功

效[ 1] ,为最常用的药材之一。文献报道丹参中的脂溶

性部分具有抑菌[ 2]、天然抗氧化、抗动脉粥硬化及明

显的抗肿瘤等药理作用 [ 3]。细胞膜色谱法 [ 4～6]是筛

选中药有效成分的方法之一
[ 7]

,李洪玲
[ 8]
等报道用

犬心肌和血管细胞膜色谱模型筛选,并经血管动脉

条和蛙心药理实验, 表明隐丹参酮为丹参的主要活

性成分之一。因此, 丹参药材用于治疗心血管疾病

时,隐丹参酮可以作为新的质控指标之一。有关丹参

中丹参酮ⅡA含量测定方法报道较多[ 9, 10] , 本研究在

活性筛选的基础上, 建立了用 RP-HPLC 法同时测

定丹参酮 ⅡA和隐丹参酮含量的方法,并对 12 份不

同产地丹参药材进行了测定。

1　仪器与试药

1. 1　仪器: Waters 液相色谱仪 (包括 486 型紫外

检测器, 510 型色谱泵, 7125 型手动进样阀,美国) ;

AN AST AR 色谱工作站 (奥康科技有限公司) ;

AS5150A 超声仪 (奥特塞恩斯仪器有限公司)。

1. 2　试药:丹参酮 ⅡA ( tanshinone ⅡA , TS ) 和隐

丹参酮 ( cryptotashinoe, CT ) 对照品 (中国药品生

物制品检定所) ;不同产地的丹参药材 (自购并由西
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