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　　摘要：为筛选最适盆栽小菊品种，建立再生转化体系，以 １１个盆栽小菊品种无菌苗叶片为外植体，比较不同植物
生长调节剂配比和抗生素对叶片愈伤组织诱导、不定芽分化及生根等过程的影响。结果表明，１１个品种中再生率最
高的为微风深红，其最适分化培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，再生率为 ９５．０％；叶片分化对卡那霉
素和潮霉素的抗性选择压分别为１５、１０ｍｇ／Ｌ；对植株生根的抗性选择压分别为１０、８ｍｇ／Ｌ；羧苄青霉素抑菌浓度最适
范围为 ２００～４００ｍｇ／Ｌ。本研究建立了盆栽小菊叶片外植体的高效再生及转化体系，为今后菊花的转基因工作奠定
良好的基础。
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　　菊花（ＣｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍＲａｍａｔ．）在我
国有着源远流长的栽培历史，至今已培育出各具特

色的品种群，发展成为世界四大切花之一，具有很

高的观赏和经济价值［１］，因而筛选、培育具有优良

性状的新品种十分具有实用意义。随着植物基因

工程技术的发展，通过基因工程改良性状己经逐渐

成为植物定向遗传改良的重要手段。由于菊花的

品种繁多、遗传背景复杂，不同基因型菊花的再生

能力也各不相同［２］。研究表明，基因型差异是影响

菊花再生的主要因素［３］。Ｈｏｒｓｃｈ等在之前的农杆
菌介导法转化试验中利用叶盘转换法，对多个不同

品种的菊花进行再生试验，结果发现，不同品种的

菊花有着较大差异的遗传转化率，表明菊花的转化

效率依赖于品种［４］。目前，已经利用叶片、叶柄、茎

段、花器官等外植体实现了不同品种菊花再生和转

化体系的建立［５－６］，而应用于遗传转化最普遍的受

体材料是叶片［７］。利用盆栽小菊进行再生及转化

体系建立至今未见报道。本研究以 １１个盆栽小菊

新品种叶片为外植体，从基因型、６－苄氨基嘌呤
（６－ＢＡ）和萘乙酸（ＮＡＡ）激素配比以及抗生素对
菊花再生的影响进行系统深入的研究，旨在建立高

效再生及转化体系，为盆栽小菊的分子遗传育种奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试材料为盆栽小菊品种微风深红、花洒绿色

心情、色彩火山、微风橙绿、微风玫瑰、微风索尔、青

柠水晶、梦幻粉水晶、红水晶、微风红霞和粉色，取

自南京农业大学中国菊花种质资源保存中心。

１．２　性状选取与数量采集
从定植到开花期，对 １１个品种的株高、茎粗、

花径、花型、花色、定植时间、现蕾时间、开花时间这

９个性状［８］采用直尺、游标卡尺、目测的方法进行测

定，每个品种 １０次重复。
１．３　培养基与培养条件

以 ＭＳ培养基［９］作为基本培养基，在此基础上

添加 ３０ｇ／Ｌ蔗糖和 ６．５ｇ／Ｌ琼脂，植物生长调节剂
选用不同浓度比的 ６－ＢＡ和 ＮＡＡ，用 １ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ调节 ｐＨ值至 ５．８，１１６℃高温高压灭菌
３０ｍｉｎ。培养室温度为２５℃，光照度 ２０～２５ｌｘ，每
天光照１２ｈ。
１．４　不同基因型叶片外植体再生差异

挑选 ３个具有代表性的、含不同浓度比 ６－ＢＡ
和 ＮＡＡ的分化培养基Ｍ２、Ｍ５、Ｍ７（表 １）对 １１个
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品种进行初步筛选［１０］。从中挑选出再生率高的 ６
个品种，使用９个不同浓度配比６－ＢＡ和 ＮＡＡ的
分化培养基 Ｍ１～Ｍ９（表１）对其细筛选。各品种每
个培养基接种 ３０个叶盘，３次重复。３０ｄ后统计再
生率，不定芽再生率 ＝再生不定芽外植体数／接种
外植体总数×１００％。

表１　直接诱导芽再生培养基 ｍｇ／Ｌ　

培养基 ６－ＢＡ浓度 ＮＡＡ浓度

Ｍ１ １．０ ０．２

Ｍ２ １．０ ０．５

Ｍ３ １．０ ０．８

Ｍ４ ２．０ ０．２

Ｍ５ ２．０ ０．５

Ｍ６ ２．０ ０．８

Ｍ７ ３．０ ０．２

Ｍ８ ３．０ ０．５

Ｍ９ ３．０ ０．８

１．５　卡那霉素和潮霉素筛选浓度的确定
１．５．１　叶片外植体分化　以筛选出的品种为材料，
将叶片接种于含不同浓度梯度的卡那霉素（Ｋｍ）和
潮霉素（Ｈｙｇ）的最适分化培养基上，Ｋｍ和 Ｈｙｇ设
置０、５、１０、１５、２０、２５ｍｇ／Ｌ６个浓度处理，每个处理
接种 ３０个外植体，３次重复。３０ｄ后统计分化
情况。

１．５．２　不定芽生根　以筛选出的品种为材料，将不
定芽接种于含不同浓度梯度的 Ｋｍ和 Ｈｙｇ的生根
培养基上，Ｋｍ和 Ｈｙｇ设置为０、５、８、１０、１２、１５ｍｇ／Ｌ
６个浓度处理，每个处理接种１０个外植体，３次重
复。１５ｄ后统计生根情况。
１．６　羧苄青霉素抑菌浓度的确定

将生长状况一致的叶片外植体用无菌手术刀

切成约 ５ｃｍ ×５ｃｍ大小的叶盘，在最适分化培养
基上培养３ｄ，用农杆菌侵染７ｍｉｎ后将多余菌液吹
干，置于最适分化培养基中黑暗共培养 ３ｄ，将叶盘
转入含有不同浓度的羧苄青霉素（Ｃｂ）培养基中，Ｃｂ
设置为０、２００、３００、４００、５００ｍｇ／Ｌ共５个处理，同时
以未侵染农杆菌的叶盘作为空白对照，每个处理接

种 ２０个外植体，每个处理３次重复。１５ｄ后统计
抑菌情况。

２　结果与分析

２．１　１１个盆栽小菊农艺性状观察
对２０１８年定植的１１个盆栽小菊品种基本性状

进行数据统计，结果（表２）表明，１１个品种的株高
在１５～５８ｃｍ之间，茎粗在４．８３～７．８９ｃｍ之间；微
风索尔的花径最大，达 １０．５ｃｍ，花径最小的品种是
粉色，仅３．５ｃｍ；花色中多为粉色、红色、黄色；品种
粉色从定植到开花的时间最短，为 １３０ｄ。

表２　１１个菊花品种农艺性状的统计

品种
株高

（ｃｍ）
花径

（ｃｍ）
茎粗

（ｍｍ） 花型 花色
定植时间

（月－日）
现蕾时间

（月－日）
显色时间

（月－日）
开花时间

（月－日）

花洒绿色心情 ３９ ８．７ ４．８３ 莲座 绿色 ０５－２９ ０９－２４ １０－２８ １１－１１

色彩火山 ３４ ７．７ ６．１１ 单瓣 红黄 ０５－３１ ０９－２５ １０－２８ １１－３０

微风橙绿 ２８ ８．６ ７．３０ 单瓣 橙色 ０６－０５ ０９－１９ １０－１８ １１－０３

微风玫瑰 １７ ７．９ ６．２１ 单瓣 粉色 ０６－０５ ０９－２５ １０－２２ １１－０３

微风索尔 ３７ １０．５ ７．３２ 单瓣 黄色 ０５－３１ ０９－２５ １０－２３ １１－０４

青柠水晶 ３４ ９．６ ７．８９ 莲座 黄色 ０６－２１ ０９－２８ １０－２８ １１－１１

梦幻粉水晶 ５８ ６．８ ７．７３ 莲座 粉色 ０６－２１ ０９－２３ １０－２３ １１－０４

微风深红 ４４ ８．３ ５．２３ 单瓣 红色 ０６－２１ １０－０１ １０－２１ １１－０９

红水晶 ３６ ７．９ ６．１０ 莲座 红色 ０６－２１ ０９－２９ １０－２１ １１－０９

微风红霞 ２９ ７．５ ４．９５ 单瓣 红色 ０６－０５ ０９－３０ １０－１４ １１－０９

粉色 １５ ３．５ ６．４４ 复瓣 粉时色 ０６－１０ ０９－１４ １０－０７ １０－１８

２．２　不同基因型叶片外植体再生差异
在 ３种常用分化培养基上，１１个品种盆栽小菊

的叶片外植体分化差异较大，其中微风深红、微风

索尔、微风红霞、微风玫瑰、粉色、红水晶都能产生

不定芽，但是其他品种梦幻粉水晶、花洒绿色心情、

色彩火山、微风橙绿、青柠水晶都出现明显的褐化

现象且不能分化出不定芽。因此，本试验选择微风

深红、微风索尔、微风红霞、微风玫瑰、粉色、红水晶

６个品种进行下一步细筛试验。
Ｒｅｎｏｕ等的试验表明，６－ＢＡ和 ＮＡＡ是对菊花
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再生最佳的植物生长调节剂［１１］。将 ６种盆栽菊花
叶片外植体接种在 ９种含不同配比 ＮＡＡ和 ６－ＢＡ
激素的分化培养基上进行再生率的观察。从表 ３
可以看出，只有品种微风深红可以在所有不同配比

的分化培养基上都分化出不定芽，同一品种在不同

的激素浓度处理下分化情况有着较大的差异，当

６－ＢＡ、ＮＡＡ浓度分别为 １．０、０．２ｍｇ／Ｌ时，再生率
最高，可达 ９５％（表３、图１）。试验结果还可以看

出，在同一处理下不同盆栽菊的分化情况也有所不

同，其他 ５个品种只能在特定 ＮＡＡ和 ６－ＢＡ比例
的 ＭＳ培养基上产生不定芽。此结论与李金童等对
４种露地菊建立再生体系的试验结果［１２］一致。因

此，在后续试验中以微风深红作为遗传转化对象，

确定其叶片分化培养基为 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，其他 ５个品种不作进一步研究。

表３　不同激素配比对菊花叶片再生的影响

培养基编号
不同品种的再生频率（％）

微风红霞 红水晶 微风索尔 微风玫瑰 微风深红 粉色

Ｍ１ ０．００±０．００ｂ ８．３３±７．６３ａｂ ３．３３±１．１５ｅｆ ０．００±０．００ｃ ９５．００±１．００ａ ０．００±０．００ｂ

Ｍ２ ５．００±５．００ａ ０．００±０．００ｃ １６．６７±１．５２ｄｅ ０．００±０．００ｃ ６１．６７±１．５３ｂ １０．００±２．８９ａ

Ｍ３ ０．００±０．００ｂ ０．００±０．００ｃ ８３．３３±１．５２ａ ０．００±０．００ｃ １３．３３±１．５３ｃ ８．３３±６．０１ａｂ

Ｍ４ ０．００±０．００ｂ １０．００±５．００ａ ０．００±０．００ｃ ０．００±０．００ｃ ６０．００±３．００ｂ ３．３３±３．３３ａｂ

Ｍ５ ０．００±０．００ｂ ３．３３±５．７８ａｂｃ ２０．００±３．００ｄ ０．００±０．００ｃ ６３．３３±３．０６ｂ １．６７±１．６７ａｂ

Ｍ６ ０．００±０．００ｂ ０．００±０．００ｃ ８８．３３±１．５２ａ ０．００±０．００ｃ １８．３３±３．０６ｃ １．６７±１．６７ａｂ

Ｍ７ ０．００±０．００ｂ ０．００±０．００ｃ ０．００±０．００ｃ ２８．３３±３．５１ａ ７６．６７±３．７９ａｂ １．６７±１．６７ａｂ

Ｍ８ ０．００±０．００ｂ ０．００±０．００ｃ ５８．３３±２．０８ｂ １５．００±１．００ｂ ６６．６７±２．３１ｂ ０．００±０．００ｂ

Ｍ９ ０．００±０．００ｂ １．６７±２．８９ｂｃ ４１．６７±１．１５ｃ ０．００±０．００ｃ １１．６７±１．５３ｃ ０．００±０．００ｂ

　　注：采用ＦｉｓｈｅｒｓＬＳＤ法比较差异显著性；同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

２．３　卡那霉素和潮霉素筛选浓度的确定
２．３．１　对叶片外植体再生的选择压力确定　不同
基因型、不同外植体对不同选择剂甚至同一选择剂

的敏感程度不同，因此须要进行选择剂浓度的确

定。本试验发现，抗生素 Ｈｙｇ和 Ｋｍ对菊花幼叶再
生有抑制作用，随着抗生素浓度的增加，微风深红

叶片外植体再生能力逐渐下降（表 ４）。当 Ｈｙｇ、Ｋｍ
浓度分别为 １０、１５ｍｇ／Ｌ时，叶片脱分化率分别为

表４　不同浓度抗生素对微风深红叶片分化的影响

抗生素浓度

（ｍｇ／Ｌ）
接种数

（个）

脱分化率（％） 分化率（％）
Ｋｍ Ｈｙｇ Ｋｍ Ｈｙｇ

０ ６０ １００．０ １００．０ ９６．７ ８３．３

５ ６０ ９６．７ １００．０ １５．０ ３．３

８ ６０ ６３．３ ９０．０ ３．３ ０．０

１０ ６０ ４８．３ ３０．０ １．７ ０．０

１５ ６０ ６．７ ３．３ ０．０ ０．０

２５ ６０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０
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３０％、６．７％，不定芽的分化完全被抑制（图 ２、图
３）。由上述结果可知，１０ｍｇ／ＬＨｙｇ、１５ｍｇ／ＬＫｍ为
微风深红叶片外植体再生的临界耐受浓度，可作为

其遗传转化过程中叶片再生的选择压力。

２．３．２　不定芽生根的选择压力确定　由表５可知，
抗生素 Ｋｍ和 Ｈｙｇ对微风深红茎段外植体生根具
有抑制作用，且抗生素浓度越大，抑制作用越明显。

当 Ｋｍ和 Ｈｙｇ浓度分别上升为 １０、８ｍｇ／Ｌ时，茎段
外植体的生根能力完全被抑制（图 ４、图５）。因此，
１０ｍｇ／ＬＫｍ、８ｍｇ／ＬＨｙｇ为微风深红茎段生根的临

表５　不同浓度抗生素对微风深红不定芽生根的影响

抗生素浓度

（ｍｇ／Ｌ）
接种数

（个）

生根数（个） 生根率（％）
Ｋｍ Ｈｙｇ Ｋｍ Ｈｙｇ

０ ３０ ３０ ３０ １００．０ １００．０

５ ３０ ２８ １３ ９３．３ ４３．３

８ ３０ １１ ０ ３６．７ ０．０

１０ ３０ ０ ０ ０．０ ０．０

１２ ３０ ０ ０ ０．０ ０．０

１５ ３０ ０ ０ ０．０ ０．０

界耐受浓度，可作为遗传转化过程中生根的选择

压力。

２．４　羧苄青霉素抑菌浓度的确定
由表６可知，Ｃｂ对农杆菌的抑制效果相对明

显。当不添加 Ｃｂ时，经过农杆菌侵染的叶片外植
体农杆菌大量繁殖导致植株死亡，叶片不能进行分

化，而未经侵染的叶片外植体再生率可达 ９２．９％
（图６）；而随着 Ｃｂ浓度的

!

大，叶片周围产生的菌

落逐渐减少，部分外植体伤口边缘有褐化现象；当

Ｃｂ浓度达到４００ｍｇ／Ｌ时，农杆菌生长被完全抑制，
无可见菌斑，叶片正常分化，再生频率可达 ８９．７％；
当Ｃｂ浓度为 ５００ｍｇ／Ｌ时，虽然抑制了农杆菌的生
长，但叶盘也受到了毒害，甚至褐化死亡，再生率下

降。因此，最适抑菌浓度为 ４００ｍｇ／Ｌ。

３　讨论

植物组织培养一直是获得再生植株和植物基

因工程育种的关键步骤之一，对于遗传转化体系来

说，拥有高效的再生率是其必要条件［１３］。但菊花的

组织培养具有复杂性和多样性，不同品种间再生能

—４６— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１１期



表６　不同浓度的羧苄青霉素抑菌效果对微风深红叶片分化的影响

处理
Ｃｂ浓度
（ｍｇ／Ｌ） 抑菌效果

再生率

（％）

ＣＫ０ ０ ９２．９

ＣＫ１ ０ 农杆菌孳生严重，菌群布满容器 ０

１ １００ 农杆菌孳生严重，染菌数为６０％ ２８．３

２ ２００ 农杆菌孳生，染菌数为４０％ ４２．８

３ ３００ 少量农杆菌孳生，染菌数为１５％ ６２．０

４ ４００ 农杆菌生长被完全抑制，无可见菌斑 ８９．７

５ ５００ 农杆菌生长被完全抑制，无可见菌斑 ３２．９

　　注：ＣＫ０指外植体未经农杆菌侵染的空白对照；ＣＫ１指外植体经

农杆菌侵染的对照。

力有很大的差异，激素种类以及配比的不同都对再

生有影响［１４］。在菊花的离体培养中使用最广泛的激

素为６－ＢＡ和 ＮＡＡ［１５］，毛洪玉等诱导地被菊中国红
叶片，在 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ的
培养基上获得了最高的不定芽分化率［１６］；梁芳等诱

导菊花品种狮子头叶片，发现最适的分化培养基为

ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ［１７］。吴志苹
等的试验表明，菊花金不凋愈伤组织不定芽分化的

最适培养基为 ＭＳ＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ，不定芽分化率为９００％［１８］。本研究以 ＭＳ培
养基为基础，在不同的 ６－ＢＡ和 ＮＡＡ组合下，对
１１个不同基因型盆栽小菊叶片外植体进行再生能

力评估。其中，菊花品种微风深红的分化能力最

强，在 ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ的分
化培养基中再生频率高达 ９５％。结果表明，不同基
因型菊花最适的 ６－ＢＡ和 ＮＡＡ配比是不同的，基
因型是影响外植体高效再生的决定性因素，这与前

人的观点［１９］一致。

在使用不同浓度激素配比进行最适再生培养

基筛选时，很多叶片会出现褐化现象，组培褐化的

发生与否通常由植物种类及自身基因型决定［２０］。

本试验中除微风深红其他品种均出现褐化且再生

率较低，这可能与植物自身的基因型有关。彭思维

等在研究火龙果茎段愈伤组织诱导时发现，高浓度

的生长调节剂噻苯隆（ＴＤＺ）会导致植物组织加快分
裂，使得愈伤组织来不及吸收营养最终褐化［２１］。在

进行愈伤诱导时使用不同浓度配比的 ６－ＢＡ和

ＮＡＡ，随着６－ＢＡ浓度的升高，褐化品种的叶片褐
化率升高。菊花叶片的褐化是与植物自身的基因

型有关，还是与植物生长调节剂的类型及浓度使用

不当有关，具体原因须要进一步研究。

菊花的遗传转化中最常使用的选择标记抗生素

主要是卡那霉素和潮霉素［２２］，卡那霉素的使用浓度

范围一般为 ５～５０ｍｇ／Ｌ，潮霉素为 ５～２０ｍｇ／Ｌ［１５］。
本试验发现，微风深红对 Ｈｙｇ比对 Ｋｍ更为敏感，
当 Ｈｙｇ浓度为１０ｍｇ／Ｌ时已经可以完全抑制其分
化，但是 Ｋｍ浓度要达到 １５ｍｇ／Ｌ时才能起到完全
抑制分化的作用。宁云霞用叶盘作为外植体对菊

花白安娜分化的 Ｈｙｇ浓度进行筛选，发现８ｍｇ／Ｌ
Ｈｙｇ是菊花叶盘最适的抗性选择压力［２３］，在本试验

中微分深红叶盘分化的临界浓度为 １０ｍｇ／ＬＨｙｇ，
这表明不同基因型菊花对 Ｈｙｇ的敏感度不同。本
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试验中只看到少数转化后的外植体产生抗性芽，原

因之一可能是预培养的时间不合理，贾红梅等的研

究表明，预培养时间过长会造成菊花叶片切割处褐

化，影响转化的成功率［２４］；原因之二可能是潮霉素

对植物组织有很大的毒害作用，即使是低浓度的潮

霉素也会产生很大的毒害作用［２５－２６］。本试验在经

过农杆菌侵染后添加 Ｃｂ抑菌，从试验结果可以看
出，Ｃｂ浓度升高使得不定芽分化受到抑制，这与 ｄａ
Ｓｉｌｖａ发现的 Ｃｂ对菊花外植体分化不定芽具有一定
毒性的结论［２７］一致。因此，抗生素在筛选转化细胞

的同时也对细胞有毒害作用，如何减少抗生素的毒

害作用、提高转化效率是今后菊花基因工程育种努

力的方向。

４　结论

本研究从１１个盆栽小菊品种中筛选出较其他
品种有很大再生优势的品种微风深红，通过叶片外

植体建立再生体系和遗传转化体系，其最适分化培

养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ，再
生率为９５．０％；叶片分化对 Ｋｍ和 Ｈｙｇ的抗性选择
压分别为 １５、１０ｍｇ／Ｌ；生根的抗性选择压分别为
１０、８ｍｇ／Ｌ；Ｃｂ的最适浓度范围为 ２００～４００ｍｇ／Ｌ。
本研究能为今后菊花的转基因工作奠定良好的

基础。
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