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　　摘要：以菊花的叶片为外植体，研究无菌体系的建立以及不同植物生长调节剂组合对菊花愈伤组织的诱导及分化
的影响；同时研究了筛选抗生素Ｇ４１８和抑菌抗生素美罗培南对菊花叶片分化的影响。结果表明，以２％ ＮａＣｌＯ为主
要灭菌剂，处理２０ｍｉｎ，同时加入 ２滴 Ｔｗｅｅｎ－２０，灭菌效果最佳。最适的愈伤组织诱导及分化培养基为 ＭＳ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，平均每外植体上可诱导出５．３个芽。Ｇ４１８浓度为１５ｍｇ／Ｌ能完全抑制外植体的分
化；低浓度的美罗培南对菊花叶片再生具有明显抑制作用，但是高浓度反而促进叶片的分化。

　　关键词：菊花；叶片；再生体系；筛选抗生素Ｇ４１８；抑菌抗生素；美罗培南；愈伤组织；愈伤组织；培养基配方
　　中图分类号：Ｓ６８２．１＋１０．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０６－００４０－０４

收稿日期：２０１５－０２－１５
基金项目：河南省郑州市重大科技专项（编号：１４１ＰＺＤＧＧ１８９）。
作者简介：梁　芳（１９８２—），女，湖北十堰人，博士，讲师，主要从事植
物生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｆａｎｇ０８０１＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：崔　波，博士，教授，主要从事植物分子生物学研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｌａｏｃｕｉｂｏ＠１６３．ｃｏｍ。

　　菊花［Ｄｅｎｄｒａｎｔｈｅｍａｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ（Ｒａｍａｔ．）Ｔｚｖｅｌ．］是菊科
（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ）菊属多年生宿根花卉，中国十大传统名花之一，
是世界第二大切花，在中国已有三千多年的栽培历史。菊花

以其品种繁多、花型各异、花色丰富、多姿多彩而深受世人喜

爱。近年来，利用基因工程技术培育新品种已经成为现代遗

传育种的重要途径。植物的遗传转化是植物基因工程的核

心，其中的农杆菌介导法是最有效、运用最广泛的方法。在菊

花的遗传转化过程中，高效再生体系的建立及抗生素种类和

浓度的确定是非常重要的内容。关于菊花再生体系的研究源

于２０世纪６０年代［１］，经过几十年的发展，现已建立了以茎

尖［２］、茎段［３－４］、叶片［５－８］及花器官［９－１０］等为外植体的菊花不

同品种再生体系。但是，各个品种不同基因型建立的方法不

同，再生体系不具有普遍性［５］。

本研究拟用根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５侵染菊花品种“狮子
头”的叶盘，该菌株所含质粒携带有能促进植物开花的基因

ＡＰ１及新霉素磷酸转移酶基因（ｎｐｔ－Ⅱ）。ｎｐｔ－Ⅱ基因的编
码产物氨基糖苷－３－磷酸转移酶能使氨基糖苷类抗生素，如
新霉素、卡那霉素、庆大霉素、巴龙霉素及 Ｇ４１８等，发生磷酸
化而失活，从而使阳性转化体能够在含此类抗生素的培养基

中存活并分化。同时，外植体与农杆菌共培养后，还需要使用

抑菌抗生素及时有效地抑制农杆菌的生长，且不能影响外植

体的正常生长。本试验利用植物组织培养技术，建立了晚花

大菊黄色“狮子头”叶片高效再生体系，并研究了筛选抗生素

Ｇ４１８及抑菌抗生素美罗培南对菊花叶片再生的影响，以为后
续的遗传转化奠定基础。

１　材料与方法

１．１　外植体的消毒
供试材料为菊花品种“狮子头”。在晴天选健康、无病虫

害的嫩芽，取前端３～５ｃｍ处的嫩叶，置于流水下冲洗１ｈ。
在超净台中分别用４种消毒方法进行消毒（表１），每种试剂
处理后均用无菌水洗涤３～５次。用无菌滤纸吸干水分，放在
无菌培养皿中，将叶片的边缘切下，剩下的中间部分切成

０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的小块，并在小块中间划一刀伤口，接种在
Ｂ１培养基中（表２）。

表１　灭菌剂种类及处理时间

处理 ７５％乙醇３０ｓ ２％ＮａＣｌＯ２０ｍｉｎ
０．１％ ＨｇＣｌ２
６ｍｉｎ

Ｔｗｅｅｎ－２０

Ａ１ √ √ － －
Ａ２ √ √ － √
Ａ３ √ － √ √
Ａ４ √ √ √ √

　　注：“√”为已选，“－”为未选。

１．２　愈伤组织的诱导及分化
以ＭＳ培养基为基本培养基，分别添加不同浓度不同种

类的６－ＢＡ、ＩＢＡ、ＮＡＡ、ＴＤＺ、２，４－Ｄ、ＫＴ等植物生长调节剂，
配置成Ｂ１～Ｂ８愈伤组织诱导培养基（表２）。以菊花无菌苗
的叶片为外植体，接种在这８种培养基中。每种培养基接３
瓶，每瓶接１０块外植体。１个月后统计愈伤组织的诱导率及
分化率，并转接入新鲜培养基中，让诱导出的小芽长大。

１．３　再生苗的壮苗生根
将高大于３ｃｍ的再生芽从外植体上切下，接种到壮苗生

根培养基１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ中，１个月后统计小苗的生
长状况及生根情况，筛选最适合的壮苗生根培养基。

１．４　抗生素对菊花叶片分化的影响
根据菊花叶片愈伤组织诱导及分化试验结果，得到最佳

诱导培养基。将菊花无菌苗的叶片切成小块，方法同愈伤组

织的诱导试验，接种在分别含有不同浓度筛选抗生素Ｇ４１８和
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表２　菊花愈伤组织诱导培养基

培养基编号 培养基主要成分

Ｂ１ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ
Ｂ２ ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ
Ｂ３ ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＴＤＺ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＫＴ
Ｂ４ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ
Ｂ５ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ
Ｂ６ ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ
Ｂ７ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ
Ｂ８ ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ

抑菌素Ｍｅｒ的培养基中，研究其分别对菊花叶片再生的影响，
筛选出菊花叶片遗传转化过程中合适的抗生素使用浓度。抗

生素浓度均设为５个水平，其中Ｇ４１８的使用浓度为０、５、１０、
１５、２０ｍｇ／Ｌ；Ｍｅｒ的使用浓度为０、１０、２０、４０、６０ｍｇ／Ｌ。抗生
素母液采用过滤除菌的方法配置，当培养基温度降至 ５０～
６０℃ 时，加入一定体积的抗生素母液，震荡混匀后待凝固备
用。每种抗生素每个浓度处理接３瓶，每瓶接１２个外植体。
接种后２５℃暗培养２ｄ后转入光照培养，１个月后统计外植
体的分化率。

１．５　培养条件
本试验培养条件均为：培养温度（２５±１）℃，光照强度

２５００ｌｘ，光暗周期为１２ｈ∶１２ｈ。所用培养基中均添加蔗糖
０．３％，琼脂０．９％，ｐＨ值调至５．８～６．０。
１．６　结果统计

污染率＝污染外植体数／接种外植体数 ×１００％；存活
率＝存活外植体数／接种外植体数 ×１００％；诱导率 ＝诱导产
生愈伤组织的外植体数／接种总外植体数 ×１００％；分化率 ＝
分化不定芽的外植体数／接种总外植体数 ×１００％；增殖倍
数＝产生的总不定芽数／接种总外植体数；生根率 ＝生根苗
数／接种苗数×１００％。

利用ＳＡＳ分析软件进行数据处理和差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　不同灭菌方法对菊花叶片的灭菌效果
菊花叶片表面密被绒毛，且叶片柔嫩多汁，因此对其进行

合适的消毒是建立菊花叶片无菌体系的前提。根据表３可
知，外植体用７５％乙醇表面消毒３０ｓ，用无菌水冲洗３次之
后，再用２％ ＮａＣｌＯ消毒２０ｍｉｎ（即 Ａ１处理），３ｄ后可见部

分外植体已出现霉菌污染现象，２周后５７．５％已污染，１个月
后外植体存活率为４２．５％。在处理液中加入２滴表面活性
剂Ｔｗｅｅｎ－２０（即Ａ２处理），则污染率降为１０％，表明表面活
性剂的添加可大大降低外植体的污染率。用０．１％ ＨｇＣｌ２处
理６ｍｉｎ代替 ＮａＣｌＯ处理（即 Ａ３处理），也得到比较理想的
效果，污染率仅为７．５％，但是由于 ＨｇＣｌ２的毒性较强烈，且
接种的外植体均为幼嫩的叶片，接种后出现少量外植体变黄

并逐渐死亡的现象，１个月后存活率为８２．５％。为了提高灭
菌效果，将２％ ＮａＣｌＯ与０．１％ ＨｇＣｌ２联合使用，外植体没有
出现污染，但是死亡现象也加大，接种的４０个外植体有１１个
变黄或者死亡，最终的存活率显著降低，仅为７２．５％。综合
外植体污染率和最终存活率，用２％ ＮａＣｌＯ加入２滴表面活
性剂Ｔｗｅｅｎ－２０共处理２０ｍｉｎ（即Ａ２处理）最合适。

表３　不同灭菌方法对菊花叶片外植体污染率及存活率的影响

灭菌方法
接种外植

体数（块）

污染外植

体数（块）

污染率

（％）
存活外植

体数（块）

存活率

（％）

Ａ１ ４０ ２３ ５７．５ａ １７ ４２．５ｄ
Ａ２ ４０ ４ １０．０ｂ ３６ ９０．０ａ
Ａ３ ４０ ３ ７．５ｂ ３３ ８２．５ｂ
Ａ４ ４０ ０ ０．０ｃ ２９ ７２．５ｃ

　　注：表中同列不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。下
表同。　

２．２　不同培养基对菊花叶片愈伤组织诱导及分化的影响
将菊花无菌苗的叶片切成小块后，接种在 Ｂ１～Ｂ８培养

基中进行愈伤组织的诱导及分化培养。５ｄ后观察发现已有
部分外植体膨大，２周后 Ｂ４和 Ｂ５培养基中的愈伤组织已经
开始分化出很多绿色的小芽点。１个月后的统计结果及愈伤
组织生长状况见表４。在各种培养基中愈伤组织的诱导率均
在９０％以上，表明菊花叶片比较容易诱导出愈伤组织。除了
在Ｂ７和Ｂ８培养中的愈伤组织为淡黄绿色外，其余均为翠绿
色或深绿色。

１个月后将外植体转接入新鲜培养基中，同时统计产生
的小芽个数。由表４可知，不同培养基对菊花叶片的分化影
响很大，愈伤组织在Ｂ３、Ｂ４、Ｂ５培养基中的分化率均较高，而
在Ｂ２和Ｂ７培养基中几乎不进行分化。增殖倍数最高的为
Ｂ５培养基，达到５．３；其次为Ｂ４，增殖倍数为３．６。Ｂ７培养基
分化率最低，部分在愈伤组织上还出现生根现象，可能是生长

素浓度过高所致。

表４　不同培养基对菊花叶片愈伤组织诱导及分化的影响

培养基
接种外植

体数（块）

产生愈伤

组织数（块）

愈伤组织

诱导率（％）
分化愈伤

组织数（块）

愈伤组织

分化率（％）
增殖

倍数
生长情况

Ｂ１ ３０ ３０ １００ １４ ４６．７ ０．５３ｅ 绿色，３周后开始分化，１月后芽高约１．０ｃｍ
Ｂ２ ３０ ２８ ９３．３ ５ １６．７ ０．２７ｅ 绿色，３周后有少量分化，１月后芽高约０．５ｃｍ
Ｂ３ ３０ ２９ ９６．７ ２８ ９３．３ ２．１０ｃ 绿色，大，１个月后小芽高约０．５ｃｍ
Ｂ４ ３０ ３０ １００ ２７ ９０．０ ３．６０ｂ 翠绿色，２周后开始分化，１月后芽高约２．０ｃｍ
Ｂ５ ３０ ３０ １００ ２６ ８６．７ ５．３０ａ ２周后分化大量不定芽，１月后芽高约２．０ｃｍ
Ｂ６ ３０ ２９ ９６．７ ２１ ７０．０ １．７０ｄ 深绿色，大而厚，１月后再生芽高约１．０ｃｍ
Ｂ７ ３０ ２８ ９３．３ ３ １０．０ ０．１３ｅ 小而薄，黄绿色，有少量生根现象

Ｂ８ ３０ ２９ ９６．７ １９ ６３．３ ０．７３ｅ 小，黄绿色，３周后少量分化

２．３　不同培养基对菊花再生苗壮苗生根的影响
将高大于３ｃｍ的芽（图１、图２）接种在生根培养基中，１０ｄ

后在茎基部周围产生少量白色毛壮细根。１个月后长出１０～
１５ｃｍ的根，生根率１００％，且苗长势健壮，茎叶粗大（图３、图４）。
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２．４　不同浓度抗生素对菊花叶片再生的影响
筛选抗生素Ｇ４１８对菊花叶片分化的影响１个月后的统

计结果如表５所示。随着抗生素浓度升高，分化率表现出不
断下降的趋势。与对照相比，５ｍｇ／Ｌ的 Ｇ４１８使分化率从
８６１％降到６１．１％；增加Ｇ４１８浓度至１０ｍｇ／Ｌ时，分化率继
续降为４１．６％；当Ｇ４１８浓度升高到１５ｍｇ／Ｌ时，有部分外植
体逐渐黄化死亡，存活的外植体多为黄绿色，仅有少量能进行

分化，分化率仅为１６．７％；当浓度升为２０ｍｇ／Ｌ时，接种１２ｄ
时观察发现接种的外植体已有一半发白变透明，１个月后接
种的３６个外植体仅有５个存活且为黄绿色，不形成愈伤组织
也不分化，完全抑制了外植体的生长。

表５　抗生素Ｇ４１８对菊花叶片分化的影响

质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）
接种外植体

数（块）

分化外植体

数（块）

死亡外植体

数（块）

分化率

（％）

０ ３６ ３１ ０ ８６．１ａ
５ ３６ ２２ ０ ６１．１ｂ
１０ ３６ １３ ０ ３６．１ｃ
１５ ３６ ０ ９ ０．０ｄ
２０ ３６ ０ ３１ ０．０ｄ

　　抑菌素美罗培南对菊花叶片分化的影响１个月后的统计
结果见表６。在５个浓度水平下，外植体均没有出现死亡现
象，表明用美罗培南作为抑菌剂对外植体的伤害不大。随着

美罗培南使用浓度的升高，分化率呈现先降再升的规律。当

美罗培南浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，分化率与对照相比有所下降，由
８６．１％降为 ８０．５％；浓度升高到 ２０ｍｇ／Ｌ时分化率达到最
低，为６９．４％，与对照差异显著；但是，当浓度升高到６０ｍｇ／Ｌ
时，反而显著促进外植体的分化及不定芽的生长。

表６　抑菌素美罗培南对菊花叶片分化的影响

质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）
接种外植体

数（块）

分化外植体

数（块）

死亡外植体

数（块）

分化率

（％）

０ ３６ ３１ ０ ８６．１ｂ
１０ ３６ ２９ ０ ８０．５ｃ
２０ ３６ ２５ ０ ６９．４ｄ
４０ ３６ ３０ ０ ８３．３ｂ
６０ ３６ ３４ ０ ９４．４ａ

３　结论与讨论

植物再生体系的成功建立需要一定种类和浓度的细胞分

裂素及生长素的合适配比，基因型决定了生长调节剂种类和

浓度的选择［１１］。较高浓度的细胞分裂素和较低浓度的生长

素配比，有利于菊花叶片先形成愈伤组织而后分化出芽［１２］。

李秋杰等报道菊花叶片在ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ培养基中分化效果最好［１３］；周洲等报道在ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ（与本试验中的Ｂ５相同）培养基中诱
导出的菊花“绿鹦哥”愈伤组织最好，但是未诱导出芽［１４］。

而在本试验中Ｂ５培养基诱导效果最好，表明外植体基因型
不同，所需的激素浓度具有较大差异。由于基因型不同，较高

浓度的细胞分裂素与较高浓度的生长素也会诱导出不定芽。

姜宁宁等建立了菊花品种“小林静”的再生体系，叶盘最适不

定芽分化培养基为２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，平均每
外植体可诱导不定芽２．４个［１５］。菊花“铺地金”和“北林红”

的叶片再生最适培养基中细胞分裂素与生长素的比值为

２∶１，且浓度较大［１６］。本试验最适培养基与品种“寒红”和“杭

白菊”的相同，“日本黄”在培养基 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０５ｍｇ／ＬＮＡＡ中分化最好，可在本试验培养基中外植体不分
化，可能是基因型不同所致［１７］。

在培养基中添加 ＴＤＺ（Ｂ３），大大增加了不定芽的诱导
率，每个外植体上分化出的芽点可达１５～２０个，但是芽点长
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不大，最大仅约０．５ｃｍ高。在以后的研究中可在添加 ＴＤＺ
的基础上，进一步调节各激素的含量和比例。本试验以晚花

大菊“狮子头”的叶片为外植体，以ＭＳ培养基为基本培养基，
在含有１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ及０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ的培养中叶片可
直接诱导出愈伤组织并分化出不定芽，再生率可达到

８６１％，平均每个外植体产生５．３个芽。菊花试管苗的生根
相对容易，大多报道在１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基中生根
最好［８，１４］，本研究结果也表明在此培养基中长出的根多而粗

壮，试管苗的长势也好。本研究建立了菊花“狮子头”叶片再

生体系，满足了高效遗传转化的要求。

大量研究表明抗生素对不同品种菊花再生的影响差异显

著［１８］。筛选菊花转基因植株使用较多的抗生素是卡那霉

素［１８－２１］。Ｇ４１８作为筛选抗生素多见于单子叶植物的遗传转
化［２２－２３］，在双子叶植物中尚不多见。新西伯利亚黑杨对

Ｇ４１８最敏感，其次为卡那霉素，叶片转化筛选的Ｇ４１８最适浓
度为３～４ｍｇ／Ｌ［２４］。刘晓东等的研究表明 Ｇ４１８浓度为
５ｍｇ／Ｌ时即可有效抑制非洲紫罗兰非转化体的再生［２５］。据

报道，菊花叶片对Ｇ４１８十分敏感，１０ｍｇ／Ｌ的Ｇ４１８即可完全
抑制地被菊“北林黄”外植体的分化，而羧苄青霉素则需要

２５０ｍｇ／Ｌ才可起到抑制作用［２６］。本研究结果表明，菊花“狮

子头”叶片对筛选抗生素 Ｇ４１８也很敏感，Ｇ４１８浓度为
１５ｍｇ／Ｌ可完全抑制叶片的再生。

目前，最常用的抑菌抗生素为羧苄青霉素和头孢霉

素［１８，２０］，一般使用浓度较高。周小梅等研究了９种抗生素对
根癌农杆菌ＥＨＡ１０５的抑制效果，结果表明只有羧苄青霉素
在５００ｍｇ／Ｌ时效果较好，其他８种无明显抑菌作用［２７］。已有

研究表明羧苄青霉素和头孢霉素对愈伤组织的诱导及芽的分

化具有负面影响［２８］。本研究以美罗培南代替传统的抑菌剂，

结果表明低浓度的美罗培南对菊花叶片的分化具有一定的抑

制作用，但是高浓度反而促进叶片的分化，这个结果与曹颖等

的报道［２９］相似，可能是美罗培南的分解产物在培养基中起了

植物激素或是营养来源的作用［３０］。据报道，美罗培南对农杆

菌的抑制作用要强于羧苄青霉素和头孢霉素，０．２ｍｇ／Ｌ即可
完全抑制农杆菌ＥＨＡ１０５的生长［３０］。因此，结合本试验结果，

美罗培南浓度大于４０ｍｇ／Ｌ时，就可以完全抑制ＥＨＡ１０５的生
长，又不影响菊花外植体的分化，甚至会促进叶片的分化。
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