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一种从混倍体参薯分离纯化出倍性稳定再

生植株的方法，它主要包括以下步骤：1）茎段消

毒、2）愈伤组织诱导、3）分化培养、4）生根培养、

5）根尖染色体数鉴定、6）生物学性状与染色体倍

性稳定性复鉴。本方法设计理想，通过对混倍体

（如四倍体和六倍体）参薯茎段为外植体进行组

织培养，不仅能获得单一倍性和生物学性状稳定

的再生植株，又能获得染色体倍性和生物学性状

不同的株系，使得混倍体参薯在育种计划中得到

使用。而且丰富了参薯的种质资源，缩短育种时

间，为参薯育种开辟了新途径，又为后期的品种

选育奠定基础。
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1.一种从混倍体参薯分离纯化出倍性稳定再生植株的方法，其特征在于，它包括以下

步骤：

a)茎段消毒：将同一株的混倍体参薯茎蔓剪成的带腋芽茎段，用水冲洗干净，装入瓶

中，用流动的自来水冲洗1-2  h，待其晾干后在超净工作台上用75％的酒精浸泡15  s，无菌

水冲洗2-4次后，再投入0.1％的升汞中，不停摇晃，持续8-10  min后取出，再用无菌水冲洗

5-8次后备用；

b)愈伤组织诱导:  将消毒后的茎段接种至诱导愈伤培养基进行诱导处理，该诱导愈伤

培养基为：1/2MS+2,4-D  0.5  mg/L+6-BA  2.0  mg/L+NAA  0.2  mg/L+椰子汁70  mL/L；

c)分化培养：将诱导好的愈伤组织（不切割）转接到分化培养基进行培养处理，该分化

培养基为：1/2MS  +6-BA  2.0  mg/L  +NAA  0.1  mg/L；

d)生根壮苗：愈伤组培分化的苗，待分化好的小苗长至3  cm高时，直接切下小苗接入生

根培养基进行培养处理，该生根培养基为：1/2MS+6-BA  0.5  mg/L+NAA  0.5  mg/L+AC  0.5 

g/L；

e)根尖染色体数鉴定：选取有3条根以上的小苗，自来水冲去琼脂，取其根尖进行染色

体观察进行染色体数鉴定处理，鉴定出单一倍性的组培苗；

f）生物学性状与染色体倍性稳定性复鉴：将鉴定出是单一倍性的组培苗，栽种到基质

中，驯化三个月后移栽大田种植，并且对单株进行稳定性鉴定处理。

2.如权利要求1所述的一种从混倍体参薯分离纯化出倍性稳定再生植株的方法，其特

征在于：所述步骤e)中所述染色体数鉴定处理的方法：A、根尖处理，采用压片法对小苗的根

尖进行处理制作成片子；B、镜检：将制好的片子在显微镜下观察，选取染色体分散好的细胞

拍照，统计染色体数目。

3.如权利要求1所述的一种从混倍体参薯分离纯化出倍性稳定再生植株的方法，其特

征在于：所述步骤f)中单株进行稳定性鉴定处理的方法为，抽取生物学性状有差异的3个单

株作为供试材料，进行扩繁，供试材料经数年种植扩繁，每份分成60块，20块1组，重复3组，

混倍体参薯为对照，观察或测定供试材料的生物学性状和根尖染色体倍数，分析子代的生

物学性状和染色体数目的稳定性。

4.如权利要求1所述的一种从混倍体参薯分离纯化出倍性稳定再生植株的方法，其特

征在于：所述诱导愈伤培养基、所述分化培养基和所述生根培养基均加入蔗糖20  g/L和琼

脂5  g/L，其pH值均控制在5.6-5.9，其培养环境温度均控制在23℃-27℃，光照强度均控制

在1500-2000lx，光照时间均控制在11-13  h/d。
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一种从混倍体参薯分离纯化出倍性稳定再生植株的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及混倍体植物分离纯化技术，具体地说是指一种从混倍体参薯分离纯化

出倍性稳定再生植株的方法。

背景技术

[0002] 参薯，又名大薯，系薯蓣科，属于多年生藤质草本植物，其块茎富含淀粉和粗蛋白，

可作粮食和蔬菜食用，并可制取淀粉和供药用。在中国主产于浙江、广东、广西、湖南、湖北、

福建、四川、江西等省。除食用外，参薯还是药用植物，据《神农本草经》及《本草纲目》中记

载，参薯具有健脾养胃、生津益肺、补肾益精和益脑养颜的功效，常用于抗衰老、治疗糖尿

病、心血管疾病和消化不良等。

[0003] 在福建，参薯主要用于菜肴和制作特色小吃，种植历史悠久，发展前景广阔，因此

进一步开展参薯育种研究，选育优良参薯新品种对推动参薯产业发展具有重要意义。2013

年，三明市农科院淮山课题组对福建栽培的参薯进行倍性鉴定。结果表明，部分福建栽培的

参薯是混倍体，田间种植此混倍体时，其植株叶片、藤蔓和地下块茎颜色绿紫相间、薯块白

紫相间，生物学性状极不稳定,通过多次种植提纯，仍无法得到性状稳定的株系，致使混倍

体参薯很难在育种计划中使用。

发明内容

[0004] 本发明提供了一种从混倍体参薯分离纯化出倍性稳定再生植株的方法，其目的在

于克服现有参薯分离纯化的方法不够理想，得到株系的生物学性状极不稳定，难以作为育

种推广使用等缺陷。

[0005] 为了解决上述技术问题，本发明的技术方案如下：

一种从混倍体参薯分离纯化出倍性稳定再生植株的方法，它包括以下步骤：a)茎段消

毒：将同一株的混倍体参薯茎蔓剪成的带腋芽茎段，用水冲洗干净，装入瓶中，用流动的自

来水冲洗1-2  h，待其晾干后在超净工作台上用75％的酒精浸泡15  s，无菌水冲洗2-4次后，

再投入0.1％的升汞中，不停摇晃，持续8-10  min后取出，再用无菌水冲洗5-8次后备用；

b)愈伤组织诱导:  将消毒后的茎段接种至诱导愈伤培养基进行诱导处理，该诱导愈伤

培养基为：1/2MS+2,4-D  0.5  mg/L+6-BA  2.0  mg/L+NAA  0.2  mg/L+椰子汁70  mL/L；

c)分化培养：将诱导好的愈伤组织（不切割）转接到分化培养基进行培养处理，该分化

培养基为：1/2MS  +6-BA  2.0  mg/L  +NAA  0.1  mg/L；

d)生根壮苗：愈伤组培分化的苗(未进行再增殖培养)，待分化好的小苗长至3  cm高时，

直接切下小苗接入生根培养基进行培养处理，该生根培养基为：1/2MS+6-BA  0.5  mg/L+NAA 

0.5  mg/L+AC  0.5  g/L。

[0006] e)根尖染色体数鉴定：选取有3条根以上的小苗，自来水冲去琼脂，取其根尖进行

染色体观察进行染色体数鉴定处理，鉴定出单一倍性的组培苗;

f)生物学性状与染色体倍性稳定性复鉴:将鉴定出是单一倍性的组培苗，栽种到基质
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中，驯化三个月后移栽大田种植，并且对单株进行稳定性鉴定处理。

[0007] 进一步地说，所述步骤e)中所述染色体数鉴定处理的方法：A、根尖处理，采用压片

法对小苗的根尖进行处理制作成片子；B、镜检：将制好的片子在显微镜下观察，选取染色体

分散好的细胞拍照，统计染色体数目。

[0008] 进一步地说，所述步骤f)中单株进行稳定性鉴定处理的方法为，抽取生物学性状

有差异的3个单株作为供试材料，进行扩繁，供试材料经数年种植扩繁，每份分成60块，20块

1组，重复3组，混倍体参薯为对照，观察或测定供试材料的生物学性状和根尖染色体倍数，

分析子代的生物学性状和染色体数目的稳定性。

[0009] 进一步地说，所述诱导愈伤培养基、所述分化培养基和所述生根培养基均加入蔗

糖20  g/L和琼脂5  g/L，其pH值均控制在5.6-5.9，其培养环境温度均控制在23℃-27℃，光

照强度均控制在1500-2000lx，光照时间均控制在11-13  h/d。

[0010] 由上述对本发明的描述可知，和现有技术相比，本发明的优点在于：本方法设计理

想，通过对混倍体（如四倍体和六倍体）参薯茎段为外植体进行组织培养，不仅能获得单一

倍性和生物学性状稳定的再生植株，又能获得染色体倍性和生物学性状不同的株系，使得

混倍体参薯在育种计划中得到推广使用。而且丰富了参薯的种质资源，缩短育种时间，为参

薯育种开辟了新途径，又为后期的品种选育奠定基础。

附图说明

[0011] 图1为本发明中愈伤组织分化出不同颜色的再生植株的生长效果图。

[0012] 图2为本发明中再生植株生根的生长效果图。

[0013] 图3为本发明中再生植株经驯化栽培后，新叶颜色有紫色、淡紫色和绿色的生长效

果图。

[0014] 图4为对照的地上部分的生长效果图。

[0015] 图5为本发明中1号再生植株的地上部分的生长效果图。

[0016] 图6为本发明中2号再生植株的地上部分的生长效果图。

[0017] 图7为本发明中3号再生植株的地上部分的生长效果图。

[0018] 图8为对照的薯块块生长的效果图。

[0019] 图9为本发明中1号再生植株的薯块生长的效果图。

[0020] 图10为本发明中2号再生植株的薯块生长的效果图。

[0021] 图11为本发明中3号再生植株的薯块生长的效果图。

[0022] 图12为对照的混倍体参薯染色体的示意图。

[0023] 图13为本发明中1号再生植株的染色体的示意图。

[0024] 图14为本发明中2号再生植株的染色体的示意图。

[0025] 图15为本发明中3号再生植株的染色体的示意图。

具体实施方式

[0026] 参考说明书附图1-15。一种从混倍体参薯分离纯化出倍性稳定再生植株的方法，

它包括以下步骤：

a)茎段消毒：6月中旬将同一株的混倍体参薯茎蔓剪成1cm左右的带腋芽茎段，用水冲
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洗干净，装入瓶中，用流动的自来水冲洗1-2  h，待其晾干后在超净工作台上用75％的酒精

浸泡15  s，无菌水冲洗2-4次后，再投入0.1％的升汞中，不停摇晃，持续8-10  min后取出，再

用无菌水冲洗5-8次后备用；

b)愈伤组织诱导:  将消毒后的茎段接种至诱导愈伤培养基进行诱导处理，该诱导愈伤

培养基为：1/2MS+2,4-D  0.5  mg/L+6-BA  2.0  mg/L+NAA  0.2  mg/L+椰子汁70  mL/L。

[0027] c)分化培养：将诱导好的愈伤组织（不切割）转接到分化培养基进行培养处理，该

分化培养基为：1/2MS  +6-BA  2.0  mg/L  +NAA  0.1  mg/L。愈伤组织分化情况见说明书附图

1。

[0028] d)生根壮苗：愈伤组培分化的苗(未进行再增殖培养)，待分化好的小苗长至3  cm

高时，直接切下小苗接入生根培养基进行培养处理，该生根培养基为：1/2MS+6-BA  0.5  mg/

L+NAA  0.5  mg/L+AC  0.5  g/L。生根情况见说明书附图2。

[0029] e)  根尖染色体数鉴定：选取有3条根以上的小苗，自来水冲去琼脂，  取其根尖进

行染色体观察进行鉴定处理，鉴定出单一倍性的组培苗；取处理过（采用压片法处理）的根

尖进行染色体观察，并且统计倍体分离率，20株为一重复，重复3次。具体地说，根尖染色体

数鉴定方法为：A、根尖处理，采用压片法对小苗的根尖进行处理制作成片子；B、镜检：将制

好的片子在显微镜下观察，选取染色体分散好的细胞拍照，统计染色体数目。计数时，每个

根尖至少统计20个细胞，取85％以上具有恒定一致的染色体数作为该植株的染色体数。

[0030] f)  生物学性状与染色体倍性稳定性复鉴:将鉴定出是单一倍性的组培苗，栽种到

基质（泥炭土：沙子=2:1）中，每隔7d施用1次营养液，驯化三个月后移栽大田种植，再生植株

经驯化栽培后的生长情况见说明书附图3；并且进行稳定性鉴定处理。另外，小苗自来水冲

去琼脂，取其根尖进行染色体观察，统计倍体分离率，20株为一重复，重复3次，见表1所示。

[0031] 从表1中可以得出，四倍体和六倍体的混倍体参薯经愈伤组织分化生根后，可以获

得单一倍性四倍体和六倍体的再生植株，获得率分别为28.33%和20.00%。分化后，出现倍性

不稳定的混倍体概率为56.67%。

[0032] 上述诱导愈伤培养基、所述分化培养基和所述生根培养基均加入蔗糖20  g/L和琼

脂5  g/L，其pH值均控制在5.6-5.9（最佳数值5.8），其培养环境温度均控制在23℃-27℃（最

佳温度25℃），光照强度均控制在1500-2000lx，光照时间均控制在11-13  h/d（最佳温度12 

h/d）。

[0033] 一、不同诱导愈伤培养基配方对愈伤组织生长诱导的影响

将本申请中上述诱导愈伤培养基作为①号培养基；将配方为2,4-D  0.5+6-BA  2.0+NAA 

0.2的诱导愈伤培养基作为②号培养基；将配方为2,4-D  0.5+6-BA  2.0+NAA  0.2  mg/L+KT 

0.5的诱导愈伤培养基作为③号培养基；将配方为6-BA  2.0+NAA  0.2+KT  0.5的诱导愈伤培
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养基作为④号培养基。本申请人采用上述四种不同诱导愈伤培养基对茎段的愈伤组织生长

诱导的影响做以下实验，具体地实验方法：将上述四种不同诱导愈伤培养基分别处理20个

茎段为一重复，一瓶接种茎段5根，重复3次，45天后统计愈伤组织诱导率和重量。再将四组

诱导好的愈伤组织（不切割）分别转接到本申请中分化培养基进行培养处理，待45天后统计

愈伤组织的分化率。见表2所示：

表2中愈伤组织诱导率的算法如下：愈伤组织诱导率（%）=产生愈伤组织的茎段数/接入

的茎段数*100%；愈伤组织分化率（%）=分化出小苗的愈伤组织数/接入的愈伤组织数*100%。

[0034] 从上述表2可以得出，①、②、③号培养基添加了2,4-D，其培养基均诱导出愈伤组

织，添加KT而没有添加2,4-D 的④号培养基，未能诱导出愈伤组织，说明KT对愈伤组织诱导

没有显著影响，2,4-D对诱导出愈伤组织起关键作用，愈伤组织诱导率最高的是②号培养

基，诱导率达51.67%。①号培养基比②、③多添加了椰子汁，其愈伤组织重量和分化率显著

高于②、③号培养基，分别达6.06g和46.67%，说明椰子汁能有效促进茎段的愈伤组织的生

长发育。另外，③培养基比②号多添加了KT，但②、③号培养基的愈伤组织重量和分化率差

异不明显，说明KT对愈伤组织重量和分化率没有显著影响。

[0035] 二、再生植株性状分离与倍性鉴定情况

从说明书附图1-3中可以看出，混倍体参薯经组培后，再生植株出现了性状分离。如附

图1中可以看出，一块愈伤组培长出不同颜色叶片的分化苗。分化苗经生根和驯化后，产生

更为明显差异的外观性状，如附图3，驯化三个月的组培苗，新叶的颜色有紫色、淡紫色、绿

色。

[0036] 三、再生植株生物学性状与倍性稳定性分析

将上述步骤f) 中进行稳定性鉴定处理，该稳定性鉴定处理的方法：抽取生物学性状有

差异的3个单株作为供试材料(即1号、2号和3号)，进行扩繁，供试材料经数年种植扩繁，每

份分成60块，20块1组，重复3组，混倍体参薯为对照（即ck）。观察或测定供试材料的生物学

性状和根尖染色体倍数，分析子代的生物学性状和染色体数目的稳定性。重点观测特异的

生物学性状，包括：叶形、叶色、叶脉颜色、叶柄两端颜色、叶长、叶宽、薯皮颜色、薯肉颜色。

植株地上部分的观察记录时间为6月，地下块茎部分的考察与记录时间为10月。详细见说明
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书附图4-15以及表3所示。

[0037]   a、从表3、说明书附图4-15可以看出，再生植株经扩增后，子代染色体数目、倍性

和质量性状均稳定一致，数量性状差异不显著。因此通过对混倍体参薯组织培养后，能获得

倍性单一和生物学性状稳定的再生植株。

[0038] b、从表3和说明书附图4-11中可以得出，相比对照，再生植株之间生物学性状发生

了改变，如1号再生植株，薯肉的颜色变成了紫色；3号再生植株的生物学性状几乎不同于对

照，叶子、叶脉颜色变成了绿色，叶形变成正三角形、叶柄变成淡紫色，叶长和叶宽与对照、1

和2号再生植株差异显著，薯肉的颜色也变成了白色。因此通过对混倍体参薯组织培养后，

能获得生物学性状不同的再生植株。

[0039] c、从表3和说明书附图12-15中可以得出，相比对照，单株之间的染色数目也发生

了重大改变，如1、2号再生植株染色体为40条，  3号再生植株染色体为60条。因此通过对混

倍体参薯组织培养后，能获得染色体倍性不同的再生植株。

[0040] 综上所述，通过对混倍体参薯进行组织培养，不仅能获得单一倍性和生物学性状

稳定的再生植株，又能获得染色体倍性和生物学性状不同的株系，不仅丰富了参薯的种质

资源，又为后期的品种选育奠定基础。

[0041] 上述仅为本发明的具体实施方式，但本发明的设计构思并不局限于此，凡利用此
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构思对本发明进行非实质性的改动，均应属于侵犯本发明保护范围的行为。
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图9

图10

说　明　书　附　图 5/8 页

13

CN 112243862 A

13



图11
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图13
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