
广 藿 香[Pogostemon cablin (Blanco) Benth.]为
唇形科(Labiatae)刺蕊草属植物，以干燥地上部分入

药，其性辛、微温 , 具有芳香化湿、开胃止呕、发表解

暑的功效[1]。广藿香为广东道地药材，“十大广药”

之一，是著名中成药“藿香正气丸”、“藿胆丸”以及

中药制剂“抗病毒口服液”的主要原料。广藿香原

产于南亚等国，最早自宋代引入我国。其药材商品

按产地不同分为‘牌香’(广州产)、‘枝香’(肇庆产)

和‘南香’(湛江和海南产)，以‘牌香’为道地药材[2]。

目前对广藿香的本草考证、栽培生理、农药和重金

属残留、挥发油化学成分和药理药效等方面已有系

统的研究报道[3]。

但据最新的研究报道，广藿香栽培现状令人堪

忧。城市的发展破坏了广藿香的道地产区，长期无

性繁殖也导致广藿香的遗传多样性水平较低[4]、病

虫害发生率高、连作重茬严重、种质退化等问题，目
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摘要： 为诱导广藿香[Pogostemon cablin (Blanco) Benth.]同源八倍体，采用组织培养方法，研究了秋水仙素对广藿香同源八倍体

诱导的影响。结果表明，以 0.05% 秋水仙素浸泡广藿香组培丛生芽 72 h 的效果最佳，形态学鉴定处理苗的变异率达 85%，且

八倍体苗的染色体数目为 2n=8x=128，八倍体苗的根茎粗壮，叶片大而厚，颜色深，叶形指数小，叶片下表皮的气孔个体大、密度

小，保卫细胞中的叶绿体数目多，植株形态学性状优良。这为进一步获得高产、活性成分含量高的广藿香优良品系奠定基础。

关键词： 广藿香； 秋水仙素； 八倍体； 诱导； 鉴定

doi: 10.3969/j.issn.1005–3395.2014.04.005

Induction and Identification of Homologous Octoploid in Pogostemon 
cablin (Blanco) Benth.

YAN Han-jing, XIONG Yang, YE Yan-ying, HUANG Wei-jian, HE Meng-ling*

(College of Traditional Medicine, Guangdong Pharmaceutical University, Guangzhou 510006, China)

Abstract: In order to induce homologous octoploid of Pogostemon cablin, the effects of colchicine on induction 
rate were studied by using in vitro culture. Three kinds of explants, including adventitious buds, regenerated 
seedlings and calli, were used as material. The results showed that the induction rate of adventitious buds treated 
with 0.05% colchicine for 72 hours reached 85% accounting for total buds. The chromosome number of octoploid 
seedlings was 2n=8x=128, the roots and stems of octoploid P. cablin were thick and strong with large and dark 
leaves, small leaf index, and the stomata in lower epidermis were large and low density with much chloroplasts in 
guard cells, the mutant seedlings had good morphological traits. Therefore, the induction method would establish 
basis for breeding excellent strains of P. cablin with high yield and content of active ingredients.  
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前栽培的品种主要是植株高大的‘南香’，‘牌香’和

‘枝香’已经濒临灭绝[5]。但事实上‘牌香’品质最佳，

‘枝香’次之，都做药用，而‘南香’仅能用来提取挥

发油[6]。因此，培育优质高产的广藿香新品种具有

重大的理论和现实意义。多倍体植物具有巨大性、

产量高、药用成分含量高、适应性和抗逆性强等优

点，从目前药用植物多倍体育种的实践来看，其效

果令人鼓舞[7]。广藿香的组织培养技术成熟[8–9], 且
品质稳定[10]。本文采用组织培养与化学诱导相结

合的方法，以道地药材品种‘牌香’为母本进行同源

八倍体的诱导和鉴定，旨在为进一步选育高产、活

性成分含量高的优良品种奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

材料为唇形科植物石牌广藿香(Pogostemon 
cablin ‘Shipaiensis’)，采 自 广 东 省 广 州 市 大 学 城

广东药学院药圃。四倍体广藿香及诱导得到的八

倍体广藿香凭证标本均保存于广东药学院标本馆

(GDMP)。

1.2 无菌苗材料的获得

于晴天上午采摘广藿香幼嫩叶片，流水冲洗  
30 min，75% 乙醇消毒 5 s、升汞浸泡 10~15 min，

剪取 0.6 cm2 的叶片接种于 MS + 0.2 mg L–1 6-BA + 
0.1 mg L–1 NAA 培养基上，在 12 h d–1 光照下培养，

1 个月后取长为 5 cm 左右的不定芽接种于 1/2MS
生根培养基上，生长 1 个月后得到无菌苗。

1.3 广藿香同源八倍体诱导及鉴定 
广藿香诱导材料的选择　　根据广藿香组培

苗分化程度的不同，分别以愈伤组织、丛生芽、再

生苗作为诱导材料，这些材料的获得方法如下：用    
0.6 cm2 的叶片接种于MS + 0.5 mg L–1 6-BA + 0.2 mg L–1 
NAA 培养基上，在 12 h d–1 光照下培养 30 d 获得愈

伤组织。用同等大小的叶片接种于 MS + 0.2 mg L–1 
6-BA + 0.1 mg L–1 NAA 培养基上，在 12 h d–1 光照

下培养，待不定芽长到 5 mm 左右时收获丛生芽。

将不定芽转接到 1/2MS 培养基上，在 12 h d–1 光照

下培养 30 d 获得再生苗。愈伤组织、丛生芽和再生

苗各自分别用 0.05%、0.1% 和 0.2% 秋水仙素浸泡

24 h，所有材料用秋水仙素浸泡后用无菌水冲干净，

愈伤组织转接到愈伤组织培养基，丛生芽和再生苗

转接到 1/2MS 培养基继续培养，根据生长状况不断

更换新鲜培养基，60 d 后观察统计，以筛选最佳诱

导材料。以上每个处理均选取 10 个材料。

浸泡法的条件优化　　0.05% 秋水仙素加 2% 
DMSO 混合溶液过滤灭菌后避光浸泡广藿香‘牌

香’材料，同时在 40 r min–1 的摇床上震荡，分别处

理 12 h、24 h、36 h、48 h、60 h、72 h、84 h、96 h，

每个处理接种 40 个材料。经秋水仙素浸泡后的愈

伤组织转接到愈伤组织培养基，丛生芽和再生苗转

接到 1/2MS 生根培养基中，在 12 h d–1 光照下培养，

待幼苗长至 12 cm 左右时，进行炼苗、移栽。移栽

15 d 后统计诱导率。以处理植株的叶片明显变大、

变宽、变厚，叶片锯齿变深同时叶片下表皮保卫细

胞变大、单位面积气孔数目减少、保卫细胞叶绿体

数增多作为形态变异指标，统计诱导率。诱导率 = 
[变异株数/处理(成活)株数]×100%[11]。经秋水仙素

处理后，除顶芽外还会长出一些侧芽，这些侧芽发

育而成的苗也在统计范围之内。

广藿香同源八倍体的鉴定　　(1) 表型变异特

征的观察测定。以诱导后出现表型变异的幼苗作为

八倍体的初筛群体，根据气孔特征进行 2 次筛选，

选取气孔明显变大、保卫细胞内叶绿体数明显增多

的幼苗；(2) 根尖染色体计数[12–14]。于上午 10：30 左

右取长为 1~2 cm 的根尖，采用去壁低渗法，用冰水

混合液处理 24 h，再用 4% 混合酶液(纤维素酶和果

胶酶各占 4%，m/V)酶解 30 min、低渗 15 min，然

后用改良卡宝品红染色 20 min，进行染色体鉴定，

每个植株统计 50 个清晰的分裂期细胞，3 次以上

鉴定为八倍体的植株予以保留繁殖。

1.4 广藿香四倍体与八倍体植株的比较

形态特征比较　　炼苗移栽后，观察对比广藿

香四倍体与八倍体的株高、茎粗、叶形、叶色、叶边

缘锯齿的多少及深浅，叶片的大小等。取室温生长

3 个月的四倍体、八倍体各 5 株，每株各取中部成熟

叶片 4 片，测量叶面积、叶长、叶宽，计算叶形指数。

气孔特征比较　　取室温生长 3 个月的广藿

香四倍体、八倍体各 5 株，每株各取中部成熟叶片 4
片，撕取下表皮，测量保卫细胞长度、宽度、叶绿体

数。每片叶测量 20 个气孔[13]，计算平均值 , 并统计

气孔密度(气孔密度=气孔数/面积)。
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2 结果和分析

2.1 广藿香同源八倍体诱导

诱导材料的选择　　对比广藿香 3 种诱导材

料，从表 1 可以看出，愈伤组织过于幼嫩，0.05%
和 0.1% 秋水仙素处理后幼苗有少量成活，0.05%
秋水仙素处理后存活苗的诱导率较低，仅为 6.25%，

0.1% 和 0.2% 秋 水 仙 素 处 理 的 诱 导 率 为 0。 丛

生芽经 0.05% 和 0.1% 秋水仙素处理后均能正常

生长，存活苗的诱导率均较高，分别为 36.61% 和

30.45%，丛生芽经 0.2% 秋水仙素处理后的死亡率

较高，但存活苗的诱导率仍有 22.34%。而再生苗对

秋水仙素的敏感度明显降低，经 0.05% 和 0.1% 秋

水仙素处理后虽能正常生长，但 0.05% 秋水仙素浓

度太低(0.05%)，存活苗的诱导率仅有 9.09%，0.1%
秋水仙素处理的存活苗的诱导率可达 25.45%，再

生苗经 0.2% 秋水仙素处理后的死亡率较高。因此，

选择丛生芽作为广藿香八倍体的诱导材料较为合

适，秋水仙素的浓度以 0.05% 为宜。

浸泡法时间的优化　　如图 1 所示，随 0.05%

秋水仙素(含 2% DMSO)浸泡时间的延长，广藿香

丛生芽的八倍体诱导率逐渐升高，浸泡 72 h 的诱导

率达到最高，85% 的处理芽均诱导出八倍体。浸

泡时间再继续延长，诱导率出现快速下降，浸泡 96 h
的诱导率约为 35% 左右。

图 1 秋水仙素浸泡时间对诱导广藿香同源八倍体的影响

Fig. 1 Effects of colchicine soaking time on octoploid induction rate of 

Pogostemon cablin

表 1 广藿香不同诱导材料的选择

Table 1 Different induction materials of Pogostemon cablin

材料

Material
秋水仙素

Colchicine (%)
生长状况

Growth status
存活苗的诱导率

Induction rate of survival seedlings (%)

愈伤组织 Calli 0.05 + 6.25±2.81

0.1 芽少，叶色黄 Few buds, yellow leaves –

0.2 死亡 Death –

丛生芽 Adentitious bud 0.05 +++ 36.61±2.03

0.1 ++ 30.45±3.25

0.2 死亡率高 High mortality rate 22.34±2.93

再生苗 Regenerated seedling 0.05 ++++ 9.09±1.54

0.1 +++ 25.45±2.34

0.2 死亡率高 High mortality rate –

+：长势正常； –：无存活苗

+：Normal growth; –：No survival seedling.

2.2 广藿香同源八倍体形态学鉴定

形态学比较　　无菌苗经炼苗、移栽后，在室

温生长 3 个月，广藿香八倍体与四倍体植株在形态

上表现出明显差异(图 2、表 2)。与四倍体植株相比，

八倍体植株更加高大，且枝茎粗壮、叶色更深、叶面

积增大、叶形指数变小、锯齿加深，但锯齿数不变。

四倍体植株和八倍体植株在叶长、叶宽、叶形指数

和叶面积上均达到差异显著水平(P<0.05)。
气孔与叶绿体数目的比较　　与四倍体广藿

香相比，八倍体广藿香的气孔明显变大，密度变小，

保卫细胞中的叶绿体数目也增加(表 3、图 3)。四倍

体植株和八倍体植株在保卫细胞的长和宽、气孔密

严寒静等：广藿香同源八倍体诱导与鉴定
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表 2 广藿香四倍体和同源八倍体叶片特征比较

Table 2 Leaf characteristics in tetraploid and octoploid of Pogostemon cablin

倍性 Ploidy 叶长 Leaf length (cm) 叶宽 Leaf width (cm) 叶形指数 Leaf index 叶面积 Leaf area (cm2)

四倍体 Tetraploid  6.55±0.21 5.08±0.14 1.3±0.03 24.17±1.10

八倍体 Octoploid  7.23±0.13* 6.84±0.18* 1.06±0.02* 35.37±1.15*

*：P<0.05

图 2 广藿香四倍体与八倍体植株形态。A: 四倍体； B: 八倍体。

Fig. 2 Plant morphology of Pogostemon cablin. A: Tetraploid plant; B: Octoploid plant.

表 3 广藿香四倍体和同源八倍体的气孔特征比较

Table 3 Stomata characteristics in tetraploid and octoploid Pogostemon cablin

倍性

Ploidy
保卫细胞长 (μm)

Length of guard cell
保卫细胞宽 (μm)

Width of guard cell
气孔密度 (mm–2)
Stomata density

保卫细胞的叶绿体数

Number of chloroplasts in stomata

四倍体 Tetraploid 29.15±0.48 23.00±0.29 7.01±0.2 6.36±0.44

八倍体 Octoploid 41.41±0.68* 29.07±0.49* 3.48±0.16* 14.04±0.45*

*: P<0.05

图 3 广藿香四倍体与同源八倍体气孔特征(A, B)及染色体数目(C, D)的比较。A,C: 四倍体， 2n=4x=64； B,D: 八倍体， 2n=8x=128.

Fig. 3 Stomata characteristics (A, B) and chromosome number (C, D) of Pogostemon cablin. A,C: Tetraploid, 2n=4x=64; B,D: Octoploid, 2n=4x=64.
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度以及保卫细胞中的叶绿体数目上的差异均达显

著水平(P<0.05)。

2.3 染色体数目的鉴定

对筛选出的变异株及四倍体对照株分别进行

染色体数目鉴定。结果表明，未经处理的四倍体植

株根尖细胞染色体数为 2n=4x=64；而经秋水仙素

处理后获得了纯合的同源八倍体植株，根尖细胞染

色体数目为 2n=8x=128 (图 3)，染色体数目比四倍

体增加了一倍，且细胞体积也明显增大。

3 讨论 

唇形科刺蕊草属植物的染色体基数有 x=16[14]，

已有报道药用植物广藿香的染色体数目为 2n= 
64[15–16]，因此广藿香为四倍体植株。

同源多倍体的诱导方法多样，选择不同的处理

方法是影响诱导率的关键因素。组织培养与化学诱

导相结合的方法具有取材方便，材料稳定的特点，

已在多种药用植物，如丹参(Salvia miltiorrhiza)[17]、

扁 茎 黄 芩(Astragalus complanatus)[18]、盾 叶 薯 蓣

(Dioscorea zingiberensis)[19]等的同源四倍体诱导中

得到应用，并获得成功。本研究结果表明，此方法

也适用于广藿香同源八倍体的诱导。

关于诱导材料的选择，理论上处理材料分化

程度越低，越容易诱导产生较多的纯合多倍体。同

时，材料对诱变剂的敏感度越高，经处理后越难恢

复正常的生长发育，难以把握诱变剂的浓度和处理

时间。本实验通过比较广藿香的愈伤组织、丛生芽、

再生苗 3 种材料，结果表明丛生芽经秋水仙素处

理后较容易获得纯合多倍体，这与金银花(Lonicera 
japonica)同源四倍体的诱导研究结果一致[20]。愈

伤组织经秋水仙素浸泡后，药液易残存在愈伤组织

内，致使愈伤组织难以恢复正常生长分化。而再生

苗的顶端分生组织有 3 层细胞[21]，必须同时使这 3
层细胞加倍才会得到纯合多倍体，所以秋水仙素处

理再生苗得到嵌合体的几率很大。

秋水仙素的处理浓度和时间组合是影响染色

体加倍最重要的外在条件。由于不同来源的外植

体对秋水仙素的反应、耐受能力及敏感程度不同而

导致不同植物有不同的组合。秋水仙素处理浓度

在 0.0006%~1.6% 之间均有成功的报道，处理时间

也从几小时到数天不等。具体到广藿香丛生芽，最

佳的诱导浓度和时间分别为 0.05% (含 2% DMSO)
和 72 h。研究结果表明，秋水仙素能有效诱导广藿

香多倍体，并且随着秋水仙素浓度的增加、处理时

间的增长，对幼苗的生长抑制越强。低浓度秋水仙

素、长时间浸泡是提高广藿香同源八倍体诱导率的

有效方法。

秋水仙素诱导的广藿香八倍体植株表现出节

间变短变粗、叶色更深、叶面积增大、叶形指数变小

等现象。同时其八倍体植株的气孔长度和宽度，气

孔密度，保卫细胞中的叶绿体数均与四倍体植株

有显著差异，这与相关研究报道多倍体的结论一

致[15–17]。因此，可根据形态上的显著差异进行多倍

体初步筛选。

植物多倍体化过程中染色体发生变异，最终引

起产量和有效成分含量也发生变化，使优良品种的

获得成为可能。本实验基于组织培养进行广藿香

多倍体诱导，能节约育种时间，为解决广藿香道地

品种退化等问题提供了有效方法。本实验采用秋

水仙素诱导广藿香同源八倍体，并成功获得了植株

高大、枝条粗壮、叶片宽厚的‘牌香’多倍体植株，克

服了四倍体‘牌香’植株弱小、产量低、抗性差等问

题，为后续高产优良品系的筛选奠定了基础。
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