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摘 要： 本研究探讨 4 ℃低温保存对丹参种根及愈伤组织活力的影响，并分析保存介质、根段大小和保藏时间与种根

发芽率的关系，以期为丹参种质资源的中长期保存提供技术依据。试验以一年生丹参不同大小的鲜根根段和初代愈

伤组织为材料，将丹参根段按长度与直径分为四组，通过沙培法测定种根发芽率，利用继代培养中愈伤组织的存活率

评价其活力。结果表明：4 ℃湿沙保存可有效维持种根质量，显著抑制其提前发芽，保持含水量与活力，发芽率较高；种

根长度与直径对低温保存后的成苗率具有显著影响，多数种根低温保存1年内成苗率保持在85%以上，且随着丹参根

段长度和直径的增加，丹参出苗率及苗高相应提高；愈伤组织在4 ℃条件下保存9~12个月后仍具备成苗能力，但不同

品种间存在保存时间与活力差异。综上所述，4 ℃低温湿沙保存可使丹参较大种根保存1年，为隔年种植降低成本提

供可行途径；愈伤组织在低温保存9个月内可维持较好的成苗能力，为减少继代次数、简化保存流程提供依据。
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Abstract: This study investigates the effects of low-temperature preservation at 4 ℃ on the viability of Salvia miltiorrhiza 

seed roots and callus, and analyzes the relationship between preservation medium, root segment size, preservation duration 

and root germination rate, aiming to provide technical basis for the medium- and long-term preservation of S. miltiorrhiza 

germplasm resources. Using fresh root segments of different sizes and primary calli from one-year-old S. miltiorrhiza as 

materials, this experiment divides the root segments into four groups based on length and diameter, determining the seed root 

germination rate by the sand culture method, and evaluating callus viability through survival rate of calli during subculture. 

The results show that wet sand preservation at 4 ℃ effectively maintains the seed root quality, significantly inhibits premature 

germination, preserves water content and viability, and yields a high germination rate. Root segment length and diameter 

exert a significant effect on seedling establishment rate after low-temperature preservation. Most seed roots maintain a 

seedling establishment rate above 85% within one year of low-temperature preservation, and with increases in the length and 

diameter of the S. miltiorrhizaroot segments, both the seedling emergence rate and seedling height correspondingly rise. 

Calli retain seedling formation capacity after 9~12 months of preservation at 4 ℃ , although variations in preservation 

duration tolerance and viability exist among different varieties. In summary, low-temperature wet sand preservation at 4 ℃ 

allows large-dimension S. miltiorrhiza seed roots to be stored for up to one year, providing a feasible approach to reduce the 

cost of biennial planting. Additionally, Calli maintain strong seedling formation capacity within 9 months of low-temperature 

preservation, offering a basis for reducing subculture frequency and simplifying the preservation protocols.
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药用植物种质资源是持续培育优良新品种、

不断提高中药材质量的重要物质基础［1］。药用植

物资源的保护有利于从源头上整体提高我国中

药产品质量，提高我国中药产业的国际地位［2］。

丹参（Salvia miltiorrhiza）为唇形科鼠尾草属多

年生草本植物，以根及根茎入药［3］。丹参具有广泛

的药理作用，其对清心除烦、养血安神、活血调经、

祛瘀止痛、凉血消痈的病症有药用功效。丹参在

我国分布甚广，南起江西、湖南，北达辽宁，西至四

川，丹参野生、家种兼有［4］。作为我国常用大宗药

材之一，随着我国老龄化社会的到来和心脑血管

疾病患者的年轻化，丹参用量逐年增加，年需求量

5.2万 t，但野生资源的数量急剧减少［5］。开展丹参

资源的保护和评价，对培育丹参优良品种，保证丹

参药材质量安全、有效、稳定、可控具有重要意义。

丹参有多种繁殖方式，生产中最常用的是种

子育苗移栽和根段繁殖［6-10］。这些方法都可以用

于丹参种质的种植加以保存，但由于每年都需要

种植，人力、物力消耗大，同时在种、管、收的过程

中种子育苗移栽会造成机械混杂和生物学混杂。

组织培养技术是丹参种质资源保育及开发的有

效途径，可通过组织器官离体保存保育植物种质

资源，丹参组织培养具有繁殖速度较快、易脱除

病菌和病毒等优点［11］，但存在研究种类有限，鲜

有应用于生产实践，并且组培过程中存在褐化、

继代频繁、愈伤组织再分化困难等技术问题。因

此如何能持续长期保存繁殖材料的生活力是保

存丹参种质考虑的重点。

低温可降低呼吸消耗，延长材料的活力［12-14］。

目前对丹参种子的中长期保存方法以及低温条

件下保存时间对种子活力的影响已经进行了较

为详细的报道［15-17］。但关于低温保存及其保存

时间对丹参根段活力的影响还未见研究报道。

目前以根段无性繁殖方式进行丹参生产的区域

逐渐增加［5， 18］，长期无性繁殖条件下会造成病害

加重、种性退化、资源濒危等问题，如何长时间保

持资源种性以及活力、节约种质保存成本是当前

应该解决的重要中药资源问题。本研究拟开展

一年生丹参根段和愈伤组织在 4 ℃低温条件下

的保存效率，为丹参以根段和组织培养材料为繁

殖材料的种质保存方式建立奠定基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验所用的丹参种根是山东农业大学药种

植圃中健壮、无病虫害的丹参ZH23号品种。该

品种在 2019年 3月下旬种植，2019年 11月中下

旬收获。将收获的鲜根除掉泥土后，理顺根条，

按照直径（d）和长度（L）剪切成4种种类的根段，

分别为 A（d<5 mm、L 5~7 cm）、B（d 5~10 mm、

L 5~7 cm）、C（d 5~10 mm、L 8~10 cm）、D（d>

10 mm、L 5~7 cm）（图1）。

丹参愈伤保存实验中，以丹参品种 ZH23、

ZH74为培养材料，利用叶片为外植体，用70%的

酒精和0.1%升汞消毒杀菌后，培育愈伤组织，将

生成的愈伤切成 0.5 cm2的小块，用于后期愈伤

保存试验。

1.2　不同保存介质下低温冷藏的丹参种根保存

方法

利用B种类型种根为材料，以每 10根用橡

皮筋扎捆放置到不同的保存介质中，使用塑料袋

进行简易密封，介质包括河沙（沙砾直径 0.25~

0.5 mm）、品式泥炭土和无介质，河沙、基质介质

相对湿度始终保持在 60%左右。然后放入 4 ℃

冰箱黑暗条件下冷藏6个月后，调查丹参根的保

存质量，主要包括外观形态，以及发芽率测定。

每个试验设置3个重复组，每组20条种根。发芽

率测定：将沙子打湿至手握不散、松手散开的程

图1 丹参四种类型种根

Fig. 1 Four types of Salvia miltiorrhiza seed root segments
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度（含水量8%~12%）；根段形态学下端斜插入装

有砂质的花盆中，扦插完后覆沙至覆盖根段，根

段间隔 1 cm，用保鲜膜将花盆封口，定期添加蒸

馏水，保持砂质相对湿度在 65%~70% 区间，将

培养盒放入25 ℃、16 h光照8 h黑暗的光照培养

箱中，发芽培养 30 d 记录发芽数，计算种根发

芽率。

1.3　沙藏法4 ℃黑暗保存不同时长的丹参根段

处理方法

每 10根为一捆用麻线绑好，形态学上端在

上，放入湿润的湿沙培养盆，完全覆盖根段上端，

用保鲜膜封口，定期添加蒸馏水，保持相对湿度

在65%~70%区间，保存在4 ℃冰箱黑暗保存；分

别保存3个月、6个月、9个月和12个月后进行室

内沙床发芽实验，调查发芽率。以室温沙藏法处

理的B类种根保存6个月的发芽率为对照，定期

添加蒸馏水，保持砂质相对湿度在 65%~70%区

间。每个试验设置 3个重复组，每组 20条种根。

发芽率的测定方法同上。

1.4　4 ℃黑暗保存下的丹参愈伤组织处理方法

利用 ZH23 和 ZH74 两种材料的愈伤，生芽

培养基激素配比MS+0.5 mg/L NAA+ 2.0mg/L6-

BA，在25 ℃、光照16 h/d、2 000 lx的光照培养箱

中缓冲生长7 d，再放入4 ℃恒温冰箱黑暗储存，

以25 ℃光照培养为对照。

放入4 ℃冰箱的愈伤，分别保存6个月、9个

月、12个月后进行转接培养，更换新鲜的生芽培

养基，之后放入 25 ℃、光照 16 h/d、2 000 lx的光

照培养箱中生长，调查其愈伤生长成活情况，探

究低温愈伤保存的最长时间。

对照组的愈伤，转接在生芽培养基，直接在

25 ℃、光照16 h/d、2 000 lx的光照培养箱中正常

生长。每1个月转接1次。

诱导生芽培养基为 MS+3% 蔗糖+2.0 mg/L 

6-BA+0.5 mg/L NAA；诱导丹参愈伤和增殖的培

养基为 MS+3% 蔗糖+1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L 

NAA+0.05 mg/L 2.4-D。

2　结果与分析

2.1　保存介质对种根活力的影响

利用B种类型的种根为试验材料，研究了沙

藏法、基质藏法、塑料袋密封保存方法在 4 ℃保

存6个月的保存效率（图2）。采用沙藏法保存的

种根，鲜红饱满，未出现根段干瘪和提前发芽情

况（图 2，JZ1）；采用基质法保存的种根，发霉情

况严重，未出现提前发芽情况（图 2，JZ2）；直接

密封放在塑料袋里，种根干瘪，部分带芦头的根

段出现发芽情况（图 2，JZ3）。将三种介质处理

的根段进行室内种植催芽，沙藏法保存的种根发

芽率明显高于其他两组，且发芽较早、长势较旺。

因此湿沙低温保存能较好抑制种根提前发芽，保

持种根含水量，维持种根活力，沙藏法是较好的

丹参保存方式。

2.2　4 ℃黑暗保存对丹参种根活力的影响

以B类根段室温保存 6个月的发芽率及生

长势为对照（图 3，B-6 room temperatur；图 4，B-6 

room temperature），比较 4 ℃低温保存 6个月后

的B类种根活力，用沙培法测定4 ℃下种根发芽

率、生长势（图 3，B-6；图 4，B-6）。统计培育 30 d

后的发芽率发现，在常温贮藏6个月为56.7%；而

4 ℃贮藏保存相同时间的根段，成苗率为98.3%。

图2 不同介质下丹参种根在4 ℃黑暗冷藏6个月后的情况

Fig. 2 Status of Salvia miltiorrhiza seed root segments after 6 months cold storage at 4 ℃ in dark under different media
注：JZ1为沙藏法保存的根段，JZ2为基质法保存的根段，JZ3为塑料袋密封法保存的根段。

Note: JZ1 is the root section preserved by the sand storage method, JZ2 is the root section preserved by the matrix method, and JZ3 is 

the root section preserved by the plastic bag sealing method.
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图3 4 ℃保存不同时间后的四类丹参种根在培养盒中培养30 d时的发芽情况

Fig. 3 Germination status of four types of Salvia miltiorrhiza seed roots cultivated for 30 days in culture boxes 
following storage at 4°C for different durations

注：A:d < 5 mm、L 5~7 cm; B: d 5~10 mm、L 5~7cm;C: d 5~10 mm、L 5~7 cm;D: d >10 mm、L 5~7 cm。6,9,12分别表示4 ℃保存

6个月、9个月和12个月。左下角带蓝色框边的发芽盒为B类种根在室温保存6个月后的发芽情况，并以此为对照。

Note:  A: d < 5 mm、L 5~7 cm; B: d 5~10 mm、L 5~7cm; C: d 5~10 mm、L 5~7 cm; D: d >10 mm、L 5~7 cm. 6, 9 and 12 were stored at 

4 ℃ for 6 months, 9 months and 12 months respectively. The germinating box with blue border in the lower left corner was the germinating 

condition of B-type roots after 6 months at room temperature, and it was used as the control.

图4 4 ℃保存不同时间后的四类丹参种根培养30 d时的长势

Fig. 4 Growth performance of four types of Salvia miltiorrhiza seed roots after 30 days of cultivation following storage 
at 4°C for different durations

注：A:d <5 mm、L 5~7 cm; B:d 5~10 mm、L 5~7 cm; C:d 5~10 mm、L5~7 cm; D:d > 10 mm、L5~7 cm。6,9,12分别表示4 ℃保存6个

月、9个月和12个月。左下角带蓝色框边的发芽盒为B类种根在室温保存6个月后的长势，并以此为对照。

Note:  A:d < 5 mm、L5~7 cm; B: d 5~10 mm、L 5~7 cm; C:d 5~10 mm、L5~7 cm; D:d >10 mm、L 5~7 cm.6,9 and 12 were stored at 4 ℃ 

for 6 months,9 months and 12 months respectively. The germinating box with blue border in the lower left corner was the germinating vigor 

of B-type roots after 6 months at room temperature which was used as the control.
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常温保存条件下的种根发芽率较低，且部分根段

出现腐烂现象；发芽晚、长势较弱（图 4，B-6 

room temperature）；而 4 ℃保存下的种根成苗率

高、出苗整齐，长势旺盛，能够较早地出芽生长

（图 4，B-6）。表明低温储存能有效保持丹参种

根的生活力。

2.3　不同大小根段在低温保存不同时间下的

活力

以A、B、C、D 4类种根为研究材料，利用4 ℃

低温湿沙保存，分别保存 6个月、9个月、12个月

后，调查不同种根类型种植 30 d 时的发芽率

（图 2；图 3；表 1），以B类室温保存 6个月的种根

发芽率为对照（图3，B-6；图4，B-6）。

低温保存6个月后，约78%的A类型种根发

芽，成苗率明显低于其他类型（图 3，A-6），且出

芽早、芽苗细弱（图 4，A-6）；B、C、D所有根段均

发芽，成苗率 100%，说明根段活力旺盛，且出芽

早、芽点多，可能由于培养时间长，种植较密，芽

苗均显示细高特征（图3，A-6；B-6；C-6；D-6）。

低温保存9个月后，约50%的A类种根发芽

（图 3，A-9），部分根段干瘪；B、C和D种根类型

的成苗率在 90%以上，且芽苗长势良好、叶片浓

绿（图 3，B-9；C-9；D-9）。D类个别种根腐烂，但

其单个种根上的出芽最多且较粗壮；BC类型的

种根成苗率高，且苗高适当、长势旺盛（图 3，

B-9；C-9；）。

低温保存12个月后，A类型根段全部干瘪死

亡，成苗率为零；移栽培养 7 d时观察发现，只有

B类个别种根发芽；在移栽培养30 d时，B、C、D，

3类种根发芽（图3，B-12；C-12；D-12），其中D类

的发芽率达到80%，明显高于B、C类。延长培养

时间至 45 d时再次调查发现，各类种根继续萌

发，B类成苗率达到66.7%；C的成苗率为88.9%；

D类也达到了86.1%。同时每个根段的出苗数量

均在2-3个，但芽苗长势不同，B类芽较矮小（图4，

B-12），反映出出苗较晚；CD 类型较高（图 4，

C-12；D-12），D类苗高高于C类。

统计保存一年内的种根发芽测定结果（表1）。

结果显示，随着保存时间的增长，各种种根类型

的发芽率逐渐降低，对于A种类型保存9个月的

发芽率降低至一半，延长至一年后的发芽率为

零；其他三种在保存 9个月的时间后，发芽率仍

能保持 90%以上，延长至一年时间后，发芽率明

显下降至 70%左右，且出芽明显较晚，延长发芽

时间，C、D类可以提高至85%以上。因此种根发

芽率与种根直径、长度有关，较大者保持活力的

时间较长，种根较粗或较长均能有效延长低温保

存活力，由于C，D的发芽率超过80%，因此认为，

C、D类种根可以低温保存1年。

2.4　4 ℃低温保存对丹参愈伤组织活力的影响

以ZH23和ZH74愈伤组织为试材，于4 ℃冰

箱黑暗条件下分别冷藏 6个月、9个月、12个月

后，转接生芽培养基，25 ℃光照培养，调查其愈

伤发芽繁殖活力，以25 ℃光照培养，每月转接一

次的愈伤为对照。随着保存时间的增长，丹参愈

伤的颜色、组织块大小都发生了变化。在低温保

存6个月时，两个品种的愈伤组织块逐渐繁殖生

长增大、颜色鲜亮；低温保存愈伤 6个月，ZH23

和ZH74生长转接情况，对比25 ℃生长转接的愈

伤生长情况（图5，YS-0-B），生长力旺盛，转接后

芽点较多（图5，YS-6-B）。

低温保存愈伤9个月的愈伤有了细微差别，

ZH74愈伤底部有了极少部分褐化情况，愈伤颜

色鲜活，有许多小小芽点冒出（图5，YS-9-A）；切

割绿色愈伤转接到生芽培养基中25 ℃光照培养

表1 四类丹参种根在4 ℃条件下不同保存时间下的发芽率

Table 1 Germination rates of four types of S. miltiorrhiza seed root segments under different preservation durations at 4 °C

时间/（年-月）

Time

2020 年 05 月

2020 年 08 月

2020 年 11 月

储存时长/月

Preservation duration

6

9

12

发芽率

Germination rate

A

78.3%±1.3 a

50.00%±0.5 b

0.00 c

B

98.33%±0.8 a

90.00%±0.8 a

58.34%±0.8 b

C

100.00% a

96.67%±0.7 a

55.56%±0.6 b

D

100.00% a

90.00%±0.5 a

69.45%±0.5 b

注：不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。

Note： Different lowercase letters indicate significant differences among treatments （P<0.05）.
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箱中一个月，可重新恢复正常生长（图5，YS-9-B）。

ZH23愈伤转接到生芽培养基后生长良好（图 5，

YS-9-B）。

低温保存愈伤 12个月，ZH23和ZH74底部

都有了部分褐化情况（图 5，YS-12-A），ZH74更

为严重，愈伤变为黄色；转接后，在 25 ℃光照培

养箱中培养生长两个月，ZH74愈伤依然褐化严

重，仅有少部分愈伤存活下来（图 4，YS-12-B）。

ZH23愈伤依然保持绿色活力，在25 ℃光照培养

箱中培养生长转接后，扩繁能力较强（图 5，

YS-12-B）。

对照组 25 ℃光照培养箱培养的愈伤，需每

隔 1个月就转接培养基，继代次数频繁；而利用

4 ℃低温保存过程中，丹参愈伤组织可以在4 ℃

条件下保存一年，且生活力较好。期间不更换培

养基，不转接，节省了大量的人力物力。

另外品种之间具有差异，ZH23至少可在低

温 4 ℃的环境下保存 12个月，其愈伤组织依旧

颜色鲜绿，生芽繁殖能力强；而ZH74最长保存时

效为 9个月，超过 9个月，愈伤组织开始逐渐黄

图5 4 ℃保存不同时间对丹参愈伤组织活力的影响

Fig. 5 Different storage durations at 4 °C on viability of Salvia miltiorrhiza calli
注：YS-0,6,9,12分别表示4 ℃保存0个月、6个月、9个月和12个月。A表示保存的愈伤组织，B表示愈伤转接到生芽培养基中在

30天时的生芽情况。

Note: YS-0, 6, 9 and 12 are stored at 4 ℃ for 0, 6, 9 and 12 months respectively. A is the preserved callus, B is the bud growth of callus 

transferred to bud medium at 30 d.
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化、褐化，失去繁殖生芽能力。因此品种间具有

差异。

3　讨论与结论

目前，丹参种根主要利用田间留根越冬、越

年采挖移栽的方式较为普遍，但保存时间较短，

要想进一步扩大根段繁殖的适用范围，必须要解

决传统的根段繁殖只能做短期储存的问题，种根

的中长期保存方式还未见研究报道。

本试验在研究保存温度对种根保存的影响

时，常温储存的根段在保存半年后存活仅剩一

半，而且在种植时大多数根段已经腐烂，或者部

分根段开始萌芽。而低温保存的种根由于处于

温度较低的环境，且沙质覆盖种根形态学上端，

种根保持休眠状态，没有生芽生长，根段拿出时

鲜活红润，富有生命力。

我们在研究保存基质对种根保存的影响时

发现，基质保存的种根长霉，可能是由于基质中

含有丰富的营养物质，为了保持种根的含水量，

基质打湿藏种根，为霉菌提供了营养和水分，因

此快速繁殖，使种根上长满霉菌。而不使用任何

基质进行湿藏种根，定期向密封袋中喷入少量水

分，对于没有喷到水分的根段就干瘪丧失生命

力，种根湿润情况不均匀，湿度不能稳定控制；且

由于没有基质覆盖种根的形态学上端，保持一定

时期后，根段自行发芽。

研究种根类型对种根保存的影响时发现，一

定程度上不同种根类型表现上是有差别的［19］。

对于直径≦0.5 cm的种根，可能由于营养体较细

较小，储藏的营养物质少，不足以支持其储存过

长的时间。而对于种根长度长、粗度粗的种根，

营养体较大，保存一年后萌发，种根储存的营养物

质足以使芽头顶出。杨雪琴等［20］研究表明栽细

根省种，但发芽迟缓，产量低；栽植粗根的发苗壮、

产量高。张锋等［21］研究发现根粗在 0.7~1.0 cm，

以根段长6~8 cm的丹参产量最高。本文研究结

果也发现种根直径大于 7 mm 的种根，营养体

较大，保存一年后萌发率较高。只有直径小于

0.5 cm的种根，由于营养体较小，储藏的营养物质

少，导致保存寿命不长。因此利用直径在0.7 cm

以上的种根进行保存，第二年也可保障较高产量

水平。

本研究表明，4 ℃低温黑暗保存技术可有效

延长丹参愈伤组织的保存周期，并显著减少继代

培养频率。ZH23和ZH74两个品种在低温保存

6个月时均表现出良好的适应性：愈伤组织块体

积增大，颜色鲜亮，转接至生芽培养基后芽点数

量多且生长活力旺盛，其繁殖能力甚至优于

25 ℃常规培养的对照组（需每月转接）。随着保

存时间延长至 9个月，品种间差异逐渐显现：至

12个月时，ZH74愈伤组织褐化严重且颜色黄化，

转接后仅少量存活；相比之下，ZH23虽底部部分

褐化，但整体仍保持绿色活力，扩繁能力较强。

通过不同保存基质对比，最佳基质为沙藏

法。低温保存种根能有效延长种根贮藏寿命，

4 ℃低温保存种根是较好的保存温度。随着保

存时间的延长，种根的长度和直径均对种根出苗

率有所影响，长度对种根出苗率影响更大，最佳

种根选择为直径0.5~1 cm、长度8~10 cm，保存时

间1年以内。随着低温保存时间的延长，不同品

种愈伤的发芽率对于低温保存情况存在差别，这

表明低温保存的愈伤组织的耐受性存在显著品

种特异性。
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