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摘 要 目前的研究中，我们开发了一套体外再生专业流程，从泰国陈皇后菊花的舌状花以获得新的突变体。菊花舌状

花使用代森锰锌-45 (0.1%)+多菌灵(0.1%)+ 8-HQC (200 mg/L)培养 3 小时，培养物的成活率最大(89.44%)。使用 HgCl2(0.1%)

对舌状花进行表面杀菌 4 分钟，效果最好，成活率达 91.04%。向 MS 培养基中添加 4 mg/L BAP 和 0.1 mg/L NAA，再生率

最高(93.33%)，每个外植体的微芽数最多(5.67)和芽再生所需天数最少(30.67 天)。再生植株被转移到添加 GA3 0.50 mg/L 对

于再生芽伸长最好，达 30 天。聚丙烯盖子的玻璃罐中 1:1 装上泥炭+组培土，将伸长的植物体转移其中，驯化成功。驯化

25 天后，完成植株体淬火，然后将植物转移到温室开花。 
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Abstract In the present study we have developed proficient in vitro regeneration protocol from the ray florets of chrysanthemum 

cv. Thai Chen Queen to isolate the novel mutants. The maximum survival percentage (89.44%) of cultures was found when the ray 

florets were per-treated with mancozeb-45 (0.1%) + carbendazim (0.1%) + 8-HQC (200 mg/L) for 3 hours. Culture establishment 

was found best (91.04%) when the ray florets surface sterilized with HgCl2 (0.1%) for duration of four minutes. Murashige and 

Skoog (MS) media supplemented with 4 mg/L BAP and 0.1 mg/L NAA was found to the best for regeneration percentage (93.33%), 

number of microshoots per explants (5.67) and minimum days required for shoot regeneration (30.67). The regenerated plantlets 

were transferred on the MS media supplemented with GA3 0.50 mg/L was found to the best for shoot elongation after 30 days of 

elongation. The successful acclimatization of elongated plantlets was achieved by transferring them into glass jar with polypropylene 

cap filled with peat + soilrite (1:1). The hardening of plantlets was completed after 25 days of acclimatization and then plants were 

transferred to greenhouse for flowering.  
Keywords Chrysanthemum; Chrysanthemum morifolium; Growth regulators; In vitro culture; Shoot regeneration; Acclimatization 

菊花(Chrysanthemum morifolium Ramat.)作为切花和盆栽植物，是国际花卉市场上一种重要的观赏植物。切

花中，它排名仅次于玫瑰，是第二名，在观赏植物的世界贸易市场上占据主导地位(Kumar et al., 2006)。传统育

种和最近结合遗传与分子技术育种，一直专注于通过改善植物的花色、花型(大小和形状)、营养体高度、生长

形式以及对光线质量/数量的敏感性来增强植物的观赏价值(Rout and Das, 1997)。菊花品种的改善已经通过一些

育种方法做了一些。菊花被认为是一种良好的诱发突变的材料。诱发突变的目的是，提高开发的植物新品种

在短时间内的突变率。在花卉栽培的现代化和工业化中，人们总是需要新的变异，按照消费者的需求来培

育，以使其满意(Misra et al., 2003)。 

植物无性繁殖的主要瓶颈发生在使用物理/化学诱变剂处理后突变体出现部分嵌合的时候。虽然如果发生

完全突变，可以隔离分支的一部分或整个分支，但很难隔离这些范围上有限的、可能只表达为一朵小花上有颜

色条带的突变体/嵌合体(Mandal and Datta, 2005)。伴有再生体外实验的突变育种将会是有用的途径来建立纯的 



 

 

 

 

 

 

植物药与药理学杂志 (网络版 ), 2012 年 , 第 1 卷 , 第 8 篇 , 第 1-5 页 

Zhiwuyao Yu Yaolixue Zazhi (Online), 2012, Vol.1, No.8, 1-5  
http:// jpmp.5th.sophiapublisher.com 
 
 

2 
 

表 1不同预处理对污染物和外植体生存的影响 

Table 1 Effect of different pre-treatments on contamination and explants survival 

Treatment Microbial contamination (%) Explants survival (%) 

Control (distilled water shake) 94.44 (76.55) * 5.56 (13.49) 

Mancozeb solution (0.1%) 77.78 (62.19) 22.22 (27.85) 

Mancozeb (0.1%) + Carbendazim (0.1%)+8-HQC (200 ppm) -3 hrs 15.56 (22.92) 89.44 (67.12) 

Mancozeb (0.2%) + Carbendazim (0.2%) +8-HQC (200 ppm) -3 hrs 8.89 (17.29) 75.56 (60.61) 

SEm± 2.50 2.50 

CD at 5 % 8.23 8.29 

* Arc sin√% transformed data 

表 2表面灭菌对污染物和外植体生存的影响 

Table 2 Effect of surface sterilization on contamination and explants survival 

Treatment Microbial contamination (%) Explants survival (%) 

Control (distilled water shake) – 2 min 90.00 (71.76) * 10.00 (18.28) 

HgCl2 (0.1%) – 2 min 24.44 (29.43) 75.56 (60.61) 

HgCl2 (0.1%) – 4 min 15.56 (23.04) 91.04 (67.00) 

HgCl2 (0.1%) – 6 min 7.78 (15.64) 51.77 (45.97) 

SEm± 2.73 2.73 

CD at 5 % 9.04 9.04 

* Arc sin √% transformed data 

表 3表面灭菌对污染物和外植体生存的影响 

Table 3 Effect of surface sterilization on contamination and explants survival 

Plant growth regulators (mg/L) Shoot regeneration (%) Days required for shoot 

regeneration 

Number of micro-

shoots BAP NAA 

0.0 0.0 0.00    (0)* 50.33 1.00 

3 0.1 26.67    (31.11) 47.33 1.33 

3 0.5 51.11    (45.63) 41.00 2.33 

3 1.0 66.67    (66.97) 37.33 2.33 

4 0.1 93.33    (75.00) 30.67 5.67 

4 0.5 71.11    (57.48) 37.33 5.00 

4 1.0 48.89    (48.97) 38.67 4.67 

5 0.1 35.56    (36.57) 40.00 3.33 

5 0.5 24.44    (29.63) 42.33 1.67 

5 1.0 8.89    (17.36) 47.33 0.67 

SEm± 5.31 0.72 0.51 

CD at 5 % 15.76 2.15 1.50 

* Arc sin √% transformed data 

新突变、促进菊花大范围新颜色培养物的生产(Verma et al., 2005)。报道指出，间接再生干细胞来自于茎、花

瓣、再生芽尖的愈伤组织。但来自最初的愈伤组织阶段的芽进行不定再生可能导致体细胞无性系变异和嵌合现

象(直接来自叶子或茎外植体的芽再生)可能消除这种不受欢迎的情况。尽管体细胞无性系变异的发生在营养组

织，菊花舌状小花组织也能够生成独立的固态突变体(Pillai and Zulkifli, 2000)。舌状小花的直接再生规范在嵌

合突变的隔离上、在开发一系列通过射线诱导新的花色/花形突变体上得到了成功应用(Datt et al., 2005)。根据

所用外植体类型的不同，菊花单色突变体的恢复效率是不同的。菊花单色突变体中，舌状小花再生的植株的回

收率最大(Mandal et al., 2000)。因此，前提需要建立菊花的舌状小花体外再生规范，以便利用诱发突变和隔离

纯的新突变体。 

1结果与分析 
1.1标准化预处理 

对舌状小花进行不同预处理，在组培建立上产生的影响显著。表 1 中的数据表明，用不同浓度的杀菌剂

(多菌灵、代森锰锌和杀虫剂)对外植体进行预处理，与对照相(蒸馏水浸)比，8-HQC 显著降低微生物负载、改
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善生存比例。使用代森锰-45(0.1%)+多菌灵(0.1%)+ 8-HQC(200 mg / L)，对舌状小花的预处理 3 个小时，是最

好的处理条件。与对照和其他处理相比，外植体杂质含量最低(15.56%)、存活率最高(89.44%)。代森锰-

45(0.2%)+多菌灵(0.2%)+ 8-HQC(200 mg/L)预处理 3小时，微生物污染率 8.89%，存活率 75.56%，统计学上低

于代森锰-45(0.1%)+多菌灵(0.1%)+ 8-HQC (200 mg / L) 处理 3小时。目前的与 Bala等(2010)在玫瑰中的一致，

多菌灵(0.2%)+代森锌 M-45消炎痛®(0.2%)+ 8-HQC (200 mg/L)搅拌 3h时外植体存活率最高(62.47%)、发芽率

最高(56.63%)。Kadam等(2010)发现晚香玉花瓣及未成熟花的最佳预处理是：多菌灵 0.1% + 0.1%代森锰锌和 8-

HQC(200 mg/L) 2.5h。 

1.2外植体的标准化表面灭菌 

分析表 2中给出的数据得到，外植体的表面灭菌使用 0.1% HgCl2 处理 4分钟的污染比例低(15.56)，存活率

最大(91.04%)，对照存活率为 10.00%。HgCl2 (0.1%)对外植体表面灭菌 6 分钟，使微生物污染(7.78%)显著降

低、存活率(51.77%)明显减少。接种 10天内引起外植体干燥，这可能是由外植体长时间曝光在 HgCl2环境下产

生毒性所引起。统计学上，所有的处理彼此间显著不同。Verma等(2011)也报道，甜叶菊 0.1% HgCl2表面灭菌

存活率最大和微生物污染较小，与我们的发现非常接近。在另一份报告中，用家用洗涤剂清洗节点外植体去除

杂质，在自来水下彻底清洗，然后用 70%酒精消毒 2分钟，接着 1% HgCl2灭菌 2 ~ 3分钟(Ilahi et al ., 2007)。 

1.3 BAP和 NAA对芽再生的影响 

受伤的舌状小花在 MS培养基中培养，使用不同浓度的 BAP和 NAA强化再生。表 3中给出的数据显示，

和对照(MS 中缺乏激素)相比，添加 BAP 和 NAA 的 MS 培养基的芽再生率显著增强。添加 BAP (4 mg/L) + 

NAA (0.1 mg/L)的MS培养基，其芽再生率(93.33%)显著高于MS + BAP (4 mg/L) + NAA (0.5 mg/L) (71.11%)，

接下来是MS + BAP(3 mg / L)+ NAA(1.0 mg / L)(66.67%)和MS + BAP(3 mg / L)+ NAA(0.5 mg / L)(51.11%)。

BAP (4 mg/L) + NAA (0.1 mg/L)的MS培养基上，微芽数最多(5.67)，天数最少(30.67)，相较于其他处理有显著

的统计学意义。这些观察结果与其他人有关菊花舌状小花嵌合体的微芽再生的结论十分相似(Kumar et al., 2004; 

Latado et al., 2004)。通过刷叶表面给叶片外植体造成机械伤害可以增加大花蔷薇的芽再生能力(de Jong et al., 

1993)。我们也培养了受伤的舌状小花，发现舌状小花最早的再生发生于受伤的部分。添加高浓度 BAP 与低浓

度 NAA，启动不定芽和再生芽初步形成后的分化过程。众所周知，细胞分裂素施用后，第一步促进细胞分裂

过程，然后，形成大量愈伤组织，接着分化成再生芽原始细胞、器官形成和苗再生。 

 

图 1 GA3 在微芽伸长中的作用 

Figure 1 Effect of Gibberellic acid (GA 3 ) on microshoot elongation 

1.4 GA3对伸长的影响 

无根试管苗再生分别转移到伸长介质——添加各种浓度 GA3的 MS培养基，显著影响再生芽的生长，使其

成为长、厚、结实和强壮的茎，和长势良好的、深绿色的、延伸的叶子。在这个过程中，小的再生芽达到一个

最佳高度，以便可以转向生根。30天后再生芽长度最长(5.55厘米)，MS培养基上添加 0.50 mg/L GA3再生芽长

度要远大于在MS培养基中添加 0.25 mg/L GA3 (3.88厘米)和 1.0 mg/L GA3 (3.48厘米)(图 1)。所有这些处理都具

有统计学意义。无激素的 MS 培养基(对照)的无根试管苗最短(2.28 厘米)。Shruti 等(2011)研究 GA3对甜叶菊体

外生长中再生芽伸长的影响，发现包含 0.5 mg/L GA3的培养基伸长量最大(3.5)。伸长的无根试管苗在生根和硬

化过程中降低了死亡风险。赤霉素在多种作物中有诱导茎伸长的作用。茎的伸长不是由于节点和节间的形成增
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多，而是由于细胞分裂和细胞伸长导致的节间快速伸长。赤霉酸参与一些重要的生化和形态形成反应，包括促

进轴向器官伸长，如茎和花梗，刺激根系生长(Srivastava, 2005)。 

表 4不同处理对淬火的影响 

Table 4 Effect of different strategies on hardening 

Treatment Survival 

(%) 

Number of 

leaves/plant 

Plant height 

(cm) 

Days taken to 

glasshouse transfer 

Glass jar with polypropylene cap filled with peat+ soilrite (1:1) 95.00 (79.21) * 31.50 22.45 21.00 

Plastic pot with polythene cover filled with peat+ soilrite (1:1) 75.00 (60.29) 25.00 16.60 28.75 

SEm± 3.61 0.98 0.97 0.84 

CD at 5 % 12.72 3.45 3.42 2.32 

* Arc sin √% transformed data 

1.5植物体的驯化 

为了成功获得驯化的植株，植物体转移到聚丙烯盖子的玻璃瓶中，其中装有泥炭+ 组培土(1:1)和 1/2 浓度

的 MS 培养基(缺乏生长调节剂、钙、有机物和蔗糖)，此条件下培养的存活率最大(95.00)，株高最高(22.45 厘

米)，每个植物的叶子数(31.50)最多，温室移栽所需生长天数最少(21.00)(表 4)。驯化 20~25 天后植物就可以准

备转移到温室。这些结果与早期人们在菊花中的研究一致(Mandal and Datta, 2005; Nahid et al., 2007)。 

2材料与方法 
2.1植物材料 

使用γ射线处理泰国陈皇后的切花，将之种植在温室中。当植物开花时，后代会出现不同类型的花色突变

体。  

2.2外植体的选择和制备 

出现在 M1代的舌状花突变体作为体外再生的外植体。收集到的材料被带到实验室，用流动的自来水彻底

清洗 30分钟。整个花用 0.1%界面活性剂®方案清洗 8~10分钟，再用流动的自来水冲洗 10~15分钟。整个花朵

进行预处理，然后在 0.1%代森锰锌 45 + 0.1%多菌灵，8-羟基喹啉柠檬酸(HQC)+ 200 mg / L上接种 2 h。然后

用 0.1% HgCl 2进行表面消毒 3分钟，紧随其后，3 ~ 4倍使用无菌双蒸馏水冲洗。 

2.3接种和培养条件 

所有无菌操作在装有高效空气过滤器 (0.22µm)和燃烧器的分层气流室中进行。使用前，层流气流室的工作

表用乙醇(100%)彻底擦洗。所需的接种材料使用蒸汽消毒。每个射线处理的小花均使用无菌手术刀剪下，然后

接种在培养基上(Murashige and Skoog, 1962)。培养基中添加 3%蔗糖、0.72%(w/v)琼脂和不同浓度组合的

BAP、NAA、GA3。培养基条件为：pH值 5.8±0.1，121℃、15 psi高压灭菌 15 min。培养物接种在培养室，使

用白色日光灯提供一个恒定的光周期(光/暗 16/8 h)，光强度 000 Lx，温度(25±1)℃，相对湿度 60% ~70%。 

2.4媒体和体外再生的植物生长调节剂 

Murashige 和 Skoog (1962)向再生培养基中添加不同浓度与组合的 BAP (3, 4, 5 mg/L)和 NAA (0.1, 0.5, 1 

mg/L)。成倍增加的再生芽被分离出来，个别微芽移到MS培养基基底+各种浓度的 GA3 (0.25, 0.5, 1 mg/L)中进

行再生芽伸长。 

2.5植株的驯化 

为了适应环境，植株体被从体外试验条件转移到活体外试验条件下，分别装入内装 1:1 的泥炭+ 组培土

的、有聚丙烯盖子的玻璃罐，和装有泥炭+ 组培土(1:1)聚乙烯塑料罐。20 到 25 天的硬化后，植物转移到温室

等待开花。 

2.6实验设计和统计分析 

试验采取完全随机实验设计(CRD)。数据统计分析使用方差分析技术(ANOVA)。每个处理有 20 组，三个

重复。所有百分比数据进行 arcsin比例转换，之后再进行方差分析。 
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