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茶菊茎尖分生组织高效脱毒再生体系优化

史子尹,张海楠,李 浩,吕晋慧*

(山西农业大学
 

林学院,山西晋中
 

030801)

摘 要 【目的】筛选适宜热处理时间和脱毒剂,优化茶菊茎尖分生组织高效脱毒再生体系,解决脱毒苗获得率低

的问题。【方法】以6个茶菊品种无菌苗为材料,采用昼/夜40
 

℃/32
 

℃变温、化学脱毒剂及其组合预处理无菌苗,

比较茎尖分生组织的出愈率、再生频率和平均再生芽数及不同方法脱毒效果。【结果】茎尖分生组织再生频率在不

同品种茶菊间差异显著,并以‘婺源皇菊’最高(54.77%);茎尖分生组织再生在不同昼夜变温热处理时长间差异显

著,以‘杭白菊’、‘七月雪’再生效果最好。‘婺源皇菊’茎尖分生组织再生在脱毒剂水杨酸、利巴韦林、脱落酸处理

下均受到抑制,在水杨酸、利巴韦林结合变温热处理下得到促进,在高浓度脱落酸结合热处理下受到严重抑制,且

10
 

μmol/L水杨酸结合热处理的促进效果最好。在适宜热处理、化学脱毒剂结合热处理可获得茶菊完全脱毒苗。
【结论】10

 

μmol/L水杨酸浓度结合40
 

℃/32
 

℃昼/夜变温预处理40
 

d能显著提高茎尖分生组织再生频率,获得脱

毒苗。
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Abstract [Objective]
 

In
 

order
 

to
 

optimize
 

the
 

efficient
 

virus
 

elimination
 

and
 

regeneration
 

system
 

from
 

shoot
 

apical
 

meristem
 

of
 

tea
 

chrysanthemum,
 

suitable
 

heat
 

treatment
 

duration
 

and
 

detoxification
 

agents,
 

this
 

study
 

aims
 

to
 

improve
 

the
 

problem
 

of
 

low
 

virus-free
 

seedlings
 

obtaining
 

ratio.
 

[Methods]
 

Six
 

tea
 

chrysanthemum
 

varieties
 

were
 

used
 

as
 

materials.
 

The
 

axenic
 

seedlings
 

were
 

pre-treated
 

with
 

alternating
 

heat
 

temperature
 

treatment
 

of
 

40
 

℃/32
 

℃
 

day/night,
 

detoxification
 

agents
 

such
 

as
 

salicylic
 

acid,
 

ribavi-
rin,

 

and
 

abscisic
 

acid,
 

as
 

well
 

as
 

a
 

combination
 

of
 

detoxification
 

agents
 

and
 

heat
 

treatment.
 

The
 

rate
 

of
 

callus
 

induction,
 

regeneration
 

frequency,
 

and
 

average
 

number
 

of
 

regenerated
 

shoots
 

from
 

inoculated
 

shoot
 

apical
 

meristems
 

were
 

compared
 

among
 

different
 

treatment
 

methods,
 

the
 

detoxification
 

efficacy
 

of
 

various
 

treatments
 

were
 

evaluated.
 

[Results]
 

There
 

was
 

a
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

regeneration
 

frequency
 

of
 

shoot
 

apical
 

meristems
 

among
 

different
 

varieties
 

of
 

tea
 

chrysanthemum,
 

with
 

‘Wuyuan
 

Huangju’
 

having
 



the
 

highest
 

regeneration
 

frequency
 

of
 

54.77%.
 

Under
 

different
 

heat
 

treatment
 

days,
 

the
 

difference
 

in
 

re-
generation

 

of
 

shoot
 

apical
 

meristems
 

in
 

tea
 

chrysanthemum
 

reached
 

a
 

significant
 

level,
 

with
 

‘Hangbaiju’
 

and
 

‘Qiyuexue’
 

showing
 

the
 

best
 

regeneration
 

after
 

40
 

℃/32
 

℃
 

heat
 

treatment.
 

Salicylic
 

acid,
 

ribavirin,
 

and
 

abscisic
 

acid
 

treatments
 

inhibited
 

the
 

regeneration
 

of
 

shoot
 

apical
 

meristems.
 

Salicylic
 

acid
 

and
 

ribavi-
rin

 

treatments
 

combined
 

with
 

heat
 

treatment
 

promoted
 

the
 

regeneration
 

of
 

shoot
 

apical
 

meristems,
 

while
 

high
 

concentration
 

abscisic
 

acid
 

combined
 

with
 

heat
 

treatment
 

severely
 

inhibited
 

the
 

regeneration
 

of
 

shoot
 

apical
 

meristems.
 

Treatment
 

with
 

10
 

μmol/L
 

salicylic
 

acid
 

combined
 

with
 

heat
 

treatment
 

showed
 

the
 

best
 

regeneration.
 

Virus-free
 

seedlings
 

were
 

obtained
 

through
 

suitable
 

heat
 

treatment
 

combined
 

with
 

detoxifica-
tion

 

agents.
 

[Conclusion]
 

The
 

combination
 

of
 

10
 

μmol/L
 

salicylic
 

acid
 

with
 

40
 

℃/32
 

℃
 

day/night
 

pre-
treatment

 

for
 

40
 

days
 

significantly
 

enhances
 

the
 

regeneration
 

frequency
 

of
 

shoot
 

apical
 

meristems,
 

and
 

ob-
tains

 

virus-free
 

seedlings.
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  菊花(Chrysanthemum
 

morifolium)作为一种

药食同源的多年生宿根草本,栽培历史悠久。茶菊

含黄酮、氨基酸、绿原酸、异绿原酸、木犀草苷和多种

微量元素等对人体有益成分,具有良好的医疗保健

功效[1],市场价值较高,种植规模逐渐扩大。由于长

期连作、老株分苗等不恰当栽培方式导致病毒累积,
致使茶菊病虫害严重、抗性降低,严重影响菊花品质

和观赏价值。目前,菊花感染的病毒多达20多种,
主要有菊花B病毒(chrysanthemum

 

virus
 

B,CVB)、
番茄不孕病毒(tomato

 

aspermy
 

virus,TAV)、菊花

矮化类病毒(chrysanthemum
 

stunt
 

viroid,CSVd)
等[2]。脱毒苗可以提高茶菊品质及产量[3-4],对茶菊

进行脱毒复壮迫在眉睫。
迄今,常用的脱毒方法有茎尖分生组织培养法、

热处理法、化学处理法、超低温处理法、电疗法等,这
些方法均基于茎尖分生组织培养,而仅茎尖分生组

织培养基本不能完全脱除病毒,通常须与其他处理

方法相结合使用,但却严重影响茎尖分生组织再

生[5-9]。因此,研究一种具有较高繁殖系数的脱毒处

理方法,建立更完善的茶菊茎尖分生组织再生体系

对茶菊脱毒苗培育有一定的现实意义。本试验以6
个茶菊品种为材料,对比不同品种茶菊茎尖分生组

织再生差异,研究热处理、脱毒剂处理及脱毒剂结合

热处理对茎尖分生组织再生的影响,以期建立完善

茶菊茎尖分生组织高效再生体系,为茶菊的脱毒苗

生产提供技术支持。

1 材料和方法

1.1 试验材料

在山西省运城市田间调查,采集表现明显染病

症状的茶菊品种‘婺源皇菊’、‘金丝皇菊’、‘杭白

菊’、‘北京菊’、‘七月雪’、‘乳荷’植株,经转录组测

序分析感染菊花B病毒(CVB)、菊花R病毒(chrys-
anthemum

 

virus
 

R,CVR)、美国山核桃卡拉病毒

(Carya
 

illinoinensis
 

carlavirus
 

1,CICV1)3种病

毒。选取检测结果呈阳性的植株为供试材料,培养

无菌苗进行试验。
供试化学脱毒剂水杨酸(salicylic

 

acid,SA)购
置于 天 津 市 天 力 化 学 试 剂 有 限 公 司;利 巴 韦 林

(ribavirin)、脱落酸(abscisic
 

acid,ABA)购置于上海

麦克林生化科技有限公司。RNAprep
 

Pure
 

Plant
 

Kit(Polysaccharides
 

&
 

Polyphenolics-rich)RNAprep
 

Pure多糖多酚植物总RNA提取试剂盒购置于天根

生化科技(北京)有限公司,DNA分子量标准(100~
2

 

000
 

bp)、2×
 

SanTap
 

PCR
 

Mix酶购置于生工生

物工程(上海)股份有限公司。反转录试剂盒(All-
in-One

 

First-Strand
 

Synthesis
 

MasterMix)购置于

江苏百时美生物科技有限公司。

1.2 培养基与培养条件

以1/2
 

MS培养基为生根培养基,MS培养基为

分化培养的基础培养基。培养基中蔗糖、琼脂含量

分别为30.0
 

g/L、7.0
 

g/L,pH均调至5.8。在温度

为(25±1)
 

℃,光照强度为2
 

000~3
 

000
 

lx,光照时

间为昼/夜16
 

h/8
 

h条件下培养。

1.3 无菌苗预处理及茎尖组织培养

茶菊无菌苗茎尖分生组织在接种分化培养基之

前设置4类预处理:(1)对照,无菌苗无预处理;(2)
热处理,无菌苗进行不同时长的1次、2次昼/夜40

 

℃/32
 

℃持续热处理;(3)化学脱毒剂处理,无菌苗

进行不同浓度水杨酸、利巴韦林、脱落酸预处理;(4)
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化学脱毒剂结合热处理,无菌苗同时进行化学脱毒

剂处理和1次热处理。预处理后剖取0.5
 

mm茎尖

分生组织,每处理重复分别接种10~15个茎尖分生

组织,重复3~4次。

1.3.1 茎尖分生组织直接培养

选择生长健壮的茶菊无菌苗,剥取0.5
 

mm茎

尖分生组织接种于分化培养基(MS+2.0
 

mg/L
 

6-
BA+0.1

 

mg/L
 

NAA)中。置于弱光下培养3~4
 

d,后转入正常光照下继续培养,35
 

d后统计出愈

率、再生频率、平均再生芽数,筛选出茎尖分生组织

再生能力最强的茶菊品种进行后续试验。
出愈率=(茎尖分生组织出愈数/接种茎尖分生

组织总数)×100%;再生频率=(分化出不定芽的茎

尖分生组织数/接种茎尖分生组织总数)×100%;平
均再生不定芽数=分化出的不定芽总数/可分化出

不定芽的茎尖分生组织数。

1.3.2 茎尖分生组织热处理后培养

1次热处理:将健壮的无菌苗(25~30
 

d苗龄)
移入人工气候培养箱,光照培养(6:00—22:00),起
始温度26

 

℃,每隔1
 

d升1
 

℃,直至40
 

℃;黑暗培

养(22:00至次日6:00),起始温度26
 

℃,每隔1
 

d
升1

 

℃,直至32
 

℃。完成逐步升温后,以白天40
 

℃、夜晚32
 

℃分别持续处理0
 

d、20
 

d、30
 

d、40
 

d。

2次热处理:经1次热处理20
 

d、30
 

d、40
 

d后

的无菌苗分别转接至生根培养基,25~30
 

d后移入

人工气候培养箱进行2次热处理,即在昼/夜温度

40
 

℃/32
 

℃下持续处理40
 

d。热处理完成后,剖取

无菌苗0.5
 

mm 茎尖分生组织接种于分化培养基

中,35
 

d后统计出愈率、再生频率、平均再生芽数。

1.3.3 茎尖分生组织化学脱毒剂处理后培养

将‘婺源皇菊’带芽茎段分别接入添加不同浓度

水杨酸(0,10,20,40
 

μmol/L)、利巴韦林(0,10,20,

40
 

mg/L)、脱落酸(0,10,20,30
 

mg/L)的生根培养

基中进行预处理,预处理30
 

d后剥取0.5
 

mm茎尖

分生组织接种于分化培养基中,35
 

d后统计出愈

率、再生频率、平均再生芽数。

1.3.4 茎尖分生组织化学脱毒剂结合热处理后培养

将‘婺源皇菊’带芽茎段分别接入添加不同浓度

水杨酸(0,10,20,40
 

μmol/L)、利巴韦林(0,10,20,

40
 

mg/L)、脱落酸(0,10,20,30
 

mg/L)的生根培养

基中,培养25~30
 

d后移入人工气候培养箱,40
 

℃/32
 

℃(昼/夜,16
 

h/8
 

h)热处理40
 

d,随后剖取无

菌苗0.5
 

mm茎尖分生组织,接种于分化培养基中,

35
 

d后统计出愈率、再生频率、平均再生芽数。

1.4 RT-PCR检测

‘婺源皇菊’经不同脱毒方法处理后,剖取茎尖

分生组织再生出的无菌苗,取其顶端叶片各0.1
 

g,
提取总RNA后反转录,根据NCBI

 

GenBank中收录

的病毒基因序列,结合转录组测序结果进行相应引

物设计,设计特异性引物(CVB-F:5'-TCCTTTCA-
GAGGGTTATCAACAGAAGATCAAAA-3';CVB-R:

5'-CAAAGCAGCAAAATCTTTAACGAATTTC-
ATCTCAA-3';CVR-F:5'-TTCCTTAGAGGGCT-
AGGTTTCGACGTA-3';CVR-R:5'-TTAAGCA-
CTGGAAAGCACTTGAGCGAT-3';CICV1-F:5'-
CTATAAGATCCCTATTGATTACGCAATTT-3';

CICV1-R:5'-TTTCCCAACCGTTGTGTGATCT-
GC-3';N-F:5'-GTTTCCCTGATCAAACTAGAG-
GTTACCA-3';N-R:5'-CCAGTAGATATTGAT-
GGTATTCGTGAACC-3')进行 RT-PCR检测,其
中,N-F/R为内参基因。反转录、PCR反应体系及

具体程序参照试剂盒方法。

1.5 数据分析

使用Excel整理与分析数据;用SPSS
 

13.0方差

分析,确定处理间的差异显著性;利用 Origin
 

2023
绘图。

2 结果与分析

2.1 不同品种茶菊茎尖分生组织再生能力差异分析

茶菊茎尖分生组织接入分化培养基5
 

d后,部分

开始膨大;10
 

d左右部分出现绿色芽点或突起,20
 

d
后部分茎尖分生组织开始有不定芽形成,培养35

 

d
后分化成苗(图1)。不同品种茶菊茎尖分生组织再

生差异比较,结果(表1)表明,茶菊茎尖分生组织出愈

率在不同品种间差异显著(P<0.05),‘婺源皇菊’、
‘金丝皇菊’、‘北京菊’显著高于其他品种,且以‘婺源

皇菊’出愈率最高(96.46%),而其余品种中‘杭白菊’
茎尖分生组织易出现褐化死亡现象,茎尖出愈率仅为

68.94%。同时,茎尖分生组织再生频率、平均再生芽

数在不同茶菊品种间差异也达显著水平(P<0.05),
‘婺源皇菊’茎尖分生组织的再生频率(54.77%)和
平均再生芽数(5.81个)均显著高于其他品种,且不

定芽长势良好,而‘乳荷’茎尖分生组织的再生频率

和平均再生芽数分别为29.10%和1.17个。
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图1 不同茶菊品种茎尖分生组织培养35
 

d再生情况

Fig.1 Regeneration
 

of
 

shoot
 

apical
 

meristem
 

of
 

different
 

tea
 

chrysanthemum
 

varieties
 

after
 

culturing
 

for
 

35
 

days

表1 不同品种茶菊茎尖分生组织再生差异

Table
 

1 Differences
 

in
 

shoot
 

apical
 

meristem
 

regeneration
 

among
 

different
 

tea
 

chrysanthemum
 

varieties

品种
Variety

出愈率
Callus

 

induction
 

frequency/%

再生频率
Regeneration

 

frequency/%

平均再生芽数
Average

 

number
 

of
 

regenerated
 

buds

婺源皇菊
 

Wuyuan
 

Huangju
96.46±2.20a 54.77±2.25a 5.81±0.16a

金丝皇菊
 

Jinsi
 

Huangju
90.21±3.21a 44.18±3.81b 3.54±0.29b

杭白菊
 

Hangbaiju 68.94±4.08b 31.89±2.47c 2.32±0.15c

北京菊
 

Beijingju 89.86±1.99a 38.98±1.92bc 1.51±0.06de

七月雪
 

Qiyuexue 75.13±1.03b 32.86±2.11c 1.84±0.10d

乳荷
 

Ruhe 76.83±2.24b 29.10±2.47c 1.17±0.08e

注:数据表示平均值±标准误差。同列不同小写字母表示品种

间在0.05水平差异显著。

Note:
 

The
 

data
 

in
 

the
 

table
 

is
 

represented
 

by
 

mean
 

±
 

standard
 

error.
 

Different
 

lowercase
 

letters
 

within
 

same
 

column
 

indicate
 

signif-

icant
 

differences
 

among
 

varicty
 

at
 

the
 

0.05
 

level.

2.2 热处理对茶菊茎尖分生组织再生的影响

由表2可知,不同热处理时间对各品种茶菊茎

尖分生组织出愈率、再生频率、平均再生芽数影响均

达显著水平(P<0.05)。在茎尖分生组织出愈率方

面,经1次昼/夜40
 

℃/32
 

℃热处理后,‘杭白菊’处

理20~40
 

d、‘七月雪’处理20
 

d和40
 

d均比对照(0
 

d)显著提高,‘婺源皇菊’热处理30
 

d时显著降低,
‘金丝皇菊’、‘北京菊’、‘乳荷’均较对照无显著变

化;经2次昼/夜40
 

℃/32
 

℃热处理后,‘婺源皇

菊’、‘金丝皇菊’、‘北京菊’茎尖分生组织出愈率均

与对照无显著差异,‘杭白菊’中仅在累积热处理30
 

d+40
 

d时最低,‘七月雪’在各累积热处理下均比

对照显著提高,‘乳荷’在累积热处理30
 

d+40
 

d时

显著增加,在40
 

d+40
 

d时无菌苗全部死亡。
在茎尖分生组织再生频率方面,经1次昼/夜40

 

℃/32
 

℃热处理后,‘婺源皇菊’、‘金丝皇菊’、‘北京

菊’、‘乳荷’在各热处理时间下均比对照不同程度降

低,并以‘婺源皇菊’降幅最大(11.41%~83.49%),
且各处理时间之间差异显著,‘杭白菊’和‘七月雪’在
热处理40

 

d和20
 

d后分别较对照显著提高53.78%
和69.08%,在其他处理时间下均降低;经2次昼/夜

40
 

℃/32
 

℃热处理后,‘婺源皇菊’、‘金丝皇菊’茎
尖分生组织再生频率在各累积热处理下均比对照显

著降低,其余品种均比对照不同程度提高,且大多达

到显著水平;在40
 

d+40
 

d累积热处理下,‘婺源皇

菊’、‘杭白菊’、‘七月雪’茎尖分生组织再生频率显著

高于其他累积热处理,而‘金丝皇菊’和‘北京菊’均低

于其他累积热处理时间,‘乳荷’茎尖分生组织再生频

率随着累积热处理时间的增加而显著降低。
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表2 热处理不同时间对茶菊茎尖分生组织再生的影响

Table
 

2 Effects
 

of
 

different
 

time
 

of
 

primary
 

and
 

double
 

heat
 

treatment
 

on
 

the
 

regeneration
 

of
 

shoot
 

apical
 

meristem
 

among
 

different
 

tea
 

chrysanthemum
 

varieties

指标
Index

热处理时间
Heat

 

treatment
 

time/d

婺源皇菊
Wuyuan

 

Huangju

金丝皇菊
Jinsi

 

Huangju

杭白菊
Hangbaiju

北京菊
Beijingju

七月雪
Qiyuexue

乳荷
Ruhe

出愈率
Callus

 

induction
 

frequency
/%

0(CK) 96.46±2.20a 90.21±3.21ab 68.94±4.08c 89.86±1.99abc 75.13±1.03c 76.83±2.24b 

20 100.00±0.00a 86.30±3.16b 85.56±0.86ab 83.81±2.53bc 100.00±0.00a 68.26±1.59b

30 73.79±3.57b 100.00±0.00a 84.26±3.24ab 88.43±0.46abc 76.84±2.15c 77.14±2.86b

40 92.22±4.84a 87.27±2.73b 98.08±1.92a 93.27±3.42ab 94.44±5.56ab 73.81±1.19b

20+40 100.00±0.00a 88.04±1.52ab 95.24±4.76a 95.05±2.48ab 100.00±0.00a 75.40±3.97b

30+40 94.51±1.84a 100.00±0.00a 66.67±3.03c 100.00±0.00a 87.96±0.46b 100.00±0.00a

40+40 96.30±3.70a 100.00±0.00a 76.74±5.44bc 78.25±3.55c 100.00±0.00a —

再生频率
Regeneration

 

frequency
/%

0(CK) 54.77±2.25a 44.18±3.81a 31.89±2.47c 38.98±1.92b 32.86±2.11c 29.10±2.47bc

20 48.52±4.55a 43.52±6.19a 24.46±2.70c 20.63±1.59c 55.56±6.42b 15.88±0.79d

30 9.04±1.05e 17.96±2.18b 24.07±0.93c 23.15±0.93c 16.43±2.71d 22.86±2.86cd

40 33.33±2.36bc 21.31±3.13b 49.04±0.96a 38.76±3.56b 31.94±3.67c 13.10±0.60d

20+40 26.01±3.17cd 26.95±1.04b 39.68±3.17b 51.28±1.28a 58.40±2.10b 45.24±2.38a

30+40 22.73±0.85d 30.56±2.78ab 30.30±3.03c 50.00±3.21a 56.02±3.62b 35.56±2.22b

40+40 38.73±2.82b 18.89±1.11b 51.52±1.52a 38.73±2.82a 75.40±3.97a —

平均再
生芽数
Average

 

number
 

of
 

regenerated
 

buds

0(CK) 5.81±0.16a 3.54±0.29a 2.32±0.15ab 1.51±0.06ab 1.84±0.10d 1.17±0.08a

20 4.63±0.63b 1.90±0.21b 1.63±0.24b 1.40±0.24b 1.78±0.12d 1.00±0.00a

30 4.33±0.33bc 2.83±0.44ab 1.67±0.17b 1.33±0.33b 2.00±0.29cd 1.00±0.00a

40 5.08±0.21ab 2.36±0.19ab 1.97±0.13ab 1.18±0.10b 2.67±0.17ab 1.33±0.33a

20+40 3.42±0.22c 3.06±0.24ab 2.11±0.11ab 1.56±0.09ab 2.22±0.12bcd 1.67±0.19a

30+40 3.25±0.16c 2.83±0.17ab 2.03±0.17ab 2.08±0.08a 2.92±0.08a 1.67±0.17a

40+40 4.22±0.11bc 2.33±0.33ab 2.58±0.13a 1.28±0.15b 2.47±0.07abc —

注:同列不同小写字母表示处理间在0.05水平差异显著。下同。

Note:
 

The
 

different
 

lowercase
 

letters
 

within
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

significant
 

difference
 

among
 

treatments
 

at
 

0.05
 

level.
 

The
 

same
 

as
 

below.

  在茎尖分生组织平均再生芽数方面,经1次昼/
夜40

 

℃/32
 

℃热处理后,‘婺源皇菊’、‘金丝皇菊’在
各热处理时间均比对照不同程度降低,但仅个别处理

达显著水平,‘杭白菊’、‘北京菊’、‘乳荷’中均未受到

显著影响,‘七月雪’在热处理40
 

d后显著升高,但在

其他处理时间下无显著变化;经2次昼/夜40
 

℃/32
 

℃热处理后,‘婺源皇菊’均比对照显著降低,‘七月

雪’较对照显著升高,其他品种较对照均无显著变化,
且各品种内累积热处理时间之间也多无显著差异。

由图2可知,在不同热处理次数下,各茶菊品种

茎尖分生组织平均再生频率差异均达显著水平(P<
0.05),并根据其变化趋势可分为3种类型:第1种类

型是茎尖分生组织再生频率随着热处理次数的增加

而增加,品种有‘杭白菊’、‘七月雪’;第2种类型是茎

尖分生组织再生频率在1次热处理时最低,在第2次

热处理时上升,品种有‘北京菊’、‘乳荷’;第3种类型

是茎尖分生组织再生频率随着热处理累积时间的增

加而降低,品种有‘婺源皇菊’、‘金丝皇菊’。

不同小写字母表示处理间在0.05水平差异显著。
图2 不同热处理次数下各品种茶菊茎尖

分生组织平均再生频率比较

Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

that
 

there
 

is
 

a
 

significant
 

difference
 

among
 

treatments
 

at
 

0.05
 

level.
Fig.2 Comparison

 

of
 

average
 

regeneration
 

frequency
 

of
 

shoot
 

apical
 

meristems
 

among
 

different
 

tea
 

chrysanthemum
 

varieties
 

under
 

different
 

heat
 

treatment
 

time
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2.3 化学脱毒剂处理对‘婺源皇菊’茎尖分生组织

再生的影响

  由于茎尖分生组织的特殊性,考虑到化学脱毒

剂的毒害作用,选用再生能力最强的‘婺源皇菊’进
行后续试验。前期预试验中,‘婺源皇菊’茎尖分生

组织在添加不同浓度水杨酸、利巴韦林、脱落酸的分

化培养基中未再生,无法直接利用茎尖分生组织与

化学脱毒剂进行混培,故将带芽茎段接种于添加不

同种类、不同浓度化学脱毒剂的生根培养基中进行

预处理,而后剖取其茎尖分生组织进行培养。

表3显示,在各浓度水杨酸、利巴韦林、脱落酸

处理下,‘婺源皇菊’茎尖分生组织出愈率均较对照

(CK)增加,但未达到显著水平(P>0.05),而其再

生频率和平均再生芽数较对照不同程度降低,在20
 

μmol/L水杨酸、10
 

mg/L利巴韦林、20
 

mg/L脱落

酸处理下均达到显著水平,再生频率降幅分别为

27.31%、22.40%、64.63%,平均再生芽数降幅分别

为12.05%、52.67%、29.26%(P<0.05)。说明水

杨酸、利巴韦林、脱落酸预处理抑制‘婺源皇菊’茎尖

分生组织再生。

表3 不同浓度化学脱毒剂处理下‘婺源皇菊’茎尖分生组织再生情况

Table
 

3 Shoot
 

apical
 

meristem
 

regeneration
 

of
 

‘Wuyuan
 

Huangju’
 

under
 

different
 

concentration
 

of
 

chemical
 

detoxification
 

agents

脱毒剂
Detoxification

 

agent

处理浓度
Treatment

 

concentration

出愈率
Callus

 

induction
 

frequency/%

再生频率
Regeneration

 

frequency/%

平均再生芽数
Average

 

number
 

of
 

regenerated
 

buds

水杨酸
SA

0
 

μmol/L(CK) 96.46±2.20a
 

54.77±2.25a
 

5.81±0.16a
 

10
 

μmol/L 100.00±0.00a 47.62±3.99ab 5.23±0.25ab

20
 

μmol/L 100.00±0.00a 39.81±2.31b 5.11±0.11b

40
 

μmol/L 100.00±0.00a 50.00±3.21a 5.17±0.30b

利巴韦林
Ribavirin

0
 

mg/L(CK) 96.46±2.20a
 

54.77±2.25a
 

5.81±0.16a
 

10
 

mg/L 100.00±0.00a
 

42.50±3.82c 2.75±0.14c

20
 

mg/L 100.00±0.00a
 

43.64±1.82bc 3.20±0.20c

40
 

mg/L 100.00±0.00a
 

51.85±1.85ab 4.73±0.07b

脱落酸
ABA

0
 

mg/L(CK) 96.46±2.20a
 

54.77±2.25a
 

5.81±0.16a
 

10
 

mg/L 100.00±0.00a 29.09±1.85c 3.96±0.17b

20
 

mg/L 100.00±0.00a 19.37±1.41d 4.11±0.31b

30
 

mg/L 100.00±0.00a 36.05±1.49b 5.46±0.14a

2.4 化学脱毒剂结合热处理对‘婺源皇菊’茎尖分

生组织再生的影响

  由表4可知,各浓度水杨酸、利巴韦林结合1次

热处理下‘婺源皇菊’茎尖分生组织出愈率均与对照

(CK)无显著差异(P>0.05),30
 

mg/L脱落酸结合

热处理下茎尖分生组织出愈率低于其他处理,与10
 

mg/L脱落酸处理差异显著(P<0.05)。‘婺源皇

菊’茎尖分生组织再生频率在各浓度水杨酸、利巴韦

林结合热处理下均高于对照,且随着浓度增加而逐

渐下降。在低浓度下差异达显著水平,此时水杨酸

处理分别高出对照98.05%、78.16%,利巴韦林处

理高出对照72.10%、55.39%(P<0.05);在10
 

mg/L脱落酸结合热处理下‘婺源皇菊’茎尖分生组

织再生频率高于对照,但无显著差异,20
 

mg/L、30
 

mg/L脱落酸结合热处理下显著低于对照,降幅分

别为42.06%、83.32%。‘婺源皇菊’茎尖分生组织

平均再生芽数在各浓度水杨酸、利巴韦林结合热处

理下均低于对照,10
 

μmol/L、40
 

μmol/L水杨酸及

10
 

mg/L、20
 

mg/L利巴韦林处理下与对照差异显

著(P<0.05);在10
 

mg/L、20
 

mg/L脱落酸结合热

处理下‘婺源皇菊’茎尖分生组织平均再生芽数与对

照无显著差异,而在高浓度(30
 

mg/L)脱落酸处理

下比对照显著降低73.82%,同时显著低于其他浓

度脱落酸处理(P<0.05)。说明水杨酸、利巴韦林

结合热处理对茎尖分生组织再生起促进作用,而高

浓度脱落酸结合热处理则严重抑制茎尖分生组织再

生,其中以10
 

μmol/L水杨酸结合热处理对茎尖分

生组织再生的促进效果最好。
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表4 化学脱毒剂结合热处理下‘婺源皇菊’茎尖分生组织再生情况

Table
 

4 Shoot
 

apical
 

meristem
 

regeneration
 

of
 

‘Wuyuan
 

Huangju’
 

under
 

different
 

concentration
 

of
 

chemical
 

detoxification
 

agents
 

combined
 

with
 

heat
 

treatment

处理
Treatment

脱毒剂浓度
Detoxification

 

agent
 

concentration

出愈率
Callus

 

induction
 

frequency/%

再生频率
Regeneration

 

frequency/%

平均再生芽数
Average

 

number
 

of
 

regenerated
 

buds

水杨酸
SA+40

 

℃/
32

 

℃,40
 

d

0
 

μmol/L(CK) 92.22±4.84a 33.33±2.36b 5.08±0.21a

10
 

μmol/L 100.00±0.00a 66.01±0.65a 4.33±0.07b

20
 

μmol/L 100.00±0.00a 59.38±3.03a 4.74±0.21ab

40
 

μmol/L 100.00±0.00a 35.10±2.89b 3.44±0.24c

利巴韦林
Ribavirin+40

 

℃/
32

 

℃,40
 

d

0
 

mg/L(CK) 92.22±4.84a 33.33±2.36c 5.08±0.21a

10
 

mg/L 100.00±0.00a 57.36±1.73a 4.40±0.06b

20
 

mg/L 100.00±0.00a 51.79±1.04b 3.96±0.09c

40
 

mg/L 100.00±0.00a 35.04±1.71c 4.93±0.16a

脱落酸
ABA+40

 

℃/
32

 

℃,40
 

d

0
 

mg/L(CK) 92.22±4.84ab 33.33±2.36a 5.08±0.21a

10
 

mg/L 100.00±0.00a 40.45±1.87a 5.59±0.16a

20
 

mg/L 91.63±0.40ab 19.31±1.93b 4.94±0.24a

30
 

mg/L 82.22±1.11b 5.56±0.56c 1.33±0.33b

M.DL
 

2000
 

DNA
 

marker;T.阳性对照;N.内参基因;1-6.茎尖分生组织直接培养;7-11.40
 

℃/32
 

℃热处理

20
 

d+茎尖分生组织培养;12.40
 

℃/32
 

℃热处理40
 

d+茎尖分生组织培养;13-15.40
 

℃/32
 

℃热处理(40+40)d+
茎尖分生组织培养;16-18.水杨酸、利巴韦林、脱落酸+40

 

℃/32
 

℃热处理40
 

d+茎尖分生组织培养;

19-21.水杨酸、利巴韦林、脱落酸+茎尖分生组织培养;22-23.40
 

℃/32
 

℃热处理30
 

d+茎尖分生组织培养。

图3 不同处理方法下‘婺源皇菊’再生苗病毒检测电泳图

M,
 

DL
 

2000
 

DNA
 

marker.
 

T,
 

positive
 

control.
 

N,
 

internal
 

detection.
 

1-6,
 

stem
 

tip
 

meristem
 

culture.
 

7-11,
 

heat
 

treatment
 

at
 

40
 

℃/32
 

℃
 

for
 

20
 

days
 

+
 

stem
 

tip
 

meristem
 

culture.
 

12,
 

heat
 

treatment
 

at
 

40
 

℃/32
 

℃
 

for
 

40
 

days
 

+
 

stem
 

tip
 

meristem
 

culture.
 

13-15,
 

heat
 

treatment
 

at
 

40
 

℃/32
 

℃
 

for
 

(40+40)
 

days
 

+
 

stem
 

tip
 

meristem
 

culture.
 

16-18,
 

salicylic
 

acid,
 

ribavirin,
 

and
 

abscisic
 

acid
 

treatment
 

+
 

heat
 

treatment
 

at
 

40
 

℃/32
 

℃
 

for
 

40
 

days
 

+
 

stem
 

tip
 

meristem
 

culture.
 

19-21,
 

salicylic
 

acid,
 

ribavirin,
 

and
 

abscisic
 

acid
 

treatment
 

+
 

stem
 

tip
 

meristem
 

culture.
 

22-23,
 

heat
 

treatment
 

at
 

40
 

℃/32
 

℃
 

for
 

30
 

days
 

+
 

stem
 

tip
 

meristem
 

culture.

Fig.3 Electrophoresis
 

map
 

of
 

virus
 

detection
 

of
 

virus-free
 

seedlings
 

in
 

‘Wuyuan
 

Huangju’
 

under
 

different
 

treatments
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2.5 不同处理方法再生苗脱毒效果分析

图3显示,‘婺源皇菊’茎尖分生组织直接培养

下再生苗CVR(247
 

bp)、CVB(389
 

bp)、Carya
 

illi-
noinensis

 

carlavirus
 

1(CICV1,502
 

bp)仍具特异性

条带,但部分条带较阳性对照亮度减弱,说明茎尖分

生组织培养可以减少植株体内病毒含量,但不能获

得完全脱毒苗。随着热处理时间的延长,再生苗

CVR、CVB条带亮度逐渐减弱,热处理40
 

d、40
 

d+
40

 

d时均未出现对应特异性条带,CICV1在热处理

下均未出现特异性条带,说明热处理可完全脱除

CICV1,而热处理40
 

d、40
 

d+40
 

d可完全脱除3种

病毒。脱毒剂单一处理可完全脱除CICV1,但不能

完全脱除CVR、CVB。脱毒剂结合热处理可同时脱

除2种或3种病毒,最终在热处理、脱毒剂结合热处

理下共检测出5株‘婺源皇菊’完全脱毒苗。

3 讨 论

在无病毒苗的生产培育中,由于茎尖分生组织

中病毒含量很少或没有,以及其中干细胞的天然抗

病毒免疫功能[10-11],使用最广泛的脱毒方式是茎尖

分生组织培养脱毒。茎尖分生组织获得难度大,且
在不同植物之间存在较大差异。本研究结果显示,
不同品种茶菊茎尖分生组织再生频率差异显著,其
中以‘婺源皇菊’茎尖分生组织再生能力最佳。

在茎尖分生组织再生过程中发现,培养皿中形

成的愈伤组织后期易玻璃化,再生的不定芽较细弱,
而组培瓶中再生的不定芽较健壮,可伸长至2~3

 

cm。这一方面可能是愈伤组织增殖诱导造成的低

氧微环境会降低其再生能力[12],加重玻璃化程度;
另一方面由于组培瓶生长空间大,瓶盖具有透气膜,
而培养皿密封性较好,无法与外界进行气体交流,导
致不定芽生长状态欠佳。接种容器的选择会对植株

再生过程产生一定程度的影响[13]。
考虑到茶菊耐热性较差,直接以恒温进行热处

理可能导致无菌苗成活率下降,本试验以变温方式

进行热处理,比较不同热处理时间对茎尖分生组织

再生的影响,发现大部分茶菊品种茎尖分生组织再

生频率在热处理20
 

d、30
 

d时最低,与对照差异显

著,而在热处理40
 

d时与对照差异不显著,较处理

20
 

d、30
 

d有所上升。茎尖分生组织可以直接响应

高温胁迫,植株经过中度热启动后,茎尖分生组织中

许多热记忆基因的表达发生变化,继续重度热触发

刺激后,其表达进一步上调或下调,从而为分生组织

提供保护机制,保护干细胞的特性和活性使其免受

热触发处理影响,而仅受热触发作用的未热启动幼

苗会即刻崩溃并死亡[14-15]。这可能与细胞自噬有

关,通过热启动信号刺激通路相关的自噬关键基因,
热处理40

 

d甚至更长时间时在植株顶端分生组织

中被激活表达,植株热应力增强,对高温的抗性增

强,从而表现在植株再生方面[16]。同时,本试验中

发现经热处理后,‘婺源皇菊’、‘金丝皇菊’、‘北京

菊’、‘乳荷’幼苗茎尖分生组织再生频率较对照均降

低,而‘杭白菊’、‘七月雪’茎尖再生频率较对照有所

提高,可能与热处理后‘杭白菊’、‘七月雪’茎尖愈伤

组织在后期培养中褐化程度缓解有关。不同品种间

酚类物质含量、多酚氧化酶(PPO)活性不同,愈伤组

织褐化程度不同,酚类物质含量高的品种易褐化[17]。
‘杭白菊’、‘七月雪’茎尖分生组织在培养过程中较

易褐化,说明其酚类物质含量可能高于其他品种;而
温度是影响PPO活性的重要因素之一,不同植物中

PPO活性表现的最适温度各异,当温度超过最适反

应温度后,随着热处理时间的增加,PPO 活性下

降[18],褐化程度减小,间接影响茎尖分生组织再生

频率。通过比较不同品种茶菊热处理后茎尖分生组

织的再生情况,初步了解不同品种茶菊在热胁迫条

件下的生理反应和适应能力,有助于筛选出适应性

强、生长快速的茶菊品种,为其在不同环境条件下的

栽培提供参考。由于高温抑制植物组织中病毒RNA
的合成,温度越高,钝化病毒效果越好,由此可以探

索不同品种茶菊在脱毒热处理时所能承受的最高温

度及持续时间,从而提高脱毒率。
利巴韦林在植物脱毒中应用最为广泛,如有研

究是将茎尖直接接入添加利巴韦林的分化培养基中

培养[19],且对特定病毒脱除效果较好。在本研究前

期预实验中,‘婺源皇菊’茎尖分生组织在直接添加

利巴韦林的分化培养基中无法再生,甚至褐化死亡,
故选择预处理法进行试验,分析利巴韦林对‘婺源皇

菊’的影响与其他植物种类可能存在差异,进而脱毒

效果各异。本试验表明,利巴韦林预处理结合茎尖

分生组织培养不能完全脱除3种病毒,但在此基础

上结合热处理可获得完全脱毒苗。脱落酸(ABA)
通过诱导胞间连丝上的胼胝质沉积,从而限制病毒

的细胞间运动,达到脱除病毒的效果[20]。有研究表

明ABA预处理结合茎尖分生组织培养对菊花类病

毒脱除效果较好[21]。在本研究中,ABA预处理严

重抑制‘婺源皇菊’茎尖分生组织再生,同时无法完

全脱除3种病毒,说明ABA预处理对CVR、CVB、

CICV1这3种病毒脱除效果较差。
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水杨酸(SA)作为一种内源激素,调节植物抗氧

化系统中相关酶的表达,促进生长发育过程,在植物

防御和胁迫响应过程中发挥重要作用[22-24]。陈龙

研究表明10
 

μmol/L
 

SA促进茎尖分生组织再生效

果最好,而高浓度SA则显著抑制[25]。马小燕研究

外源1,10,50,100
 

μmol/L
 

SA对苹果增殖的影响,
发现当SA浓度超过10

 

μmol/L后增殖系数随SA
浓度上升而下降,且后期10

 

μmol/L
 

SA处理茎尖

分生组织再生频率也高于对照;同时表明SA在结

合热处理过程中对茎尖分生组织再生发挥促进作

用[26]。本研究采用10,20,40
 

μmol/L
 

SA处理无菌

茶菊苗发现,3种SA浓度处理均抑制茎尖分生组

织再生,并以20
 

μmol/L
 

SA影响最大。这可能是

SA浓度过高导致植物细胞内氧化应激反应强烈,
抑制植物正常生长,而较低浓度SA可以在一定程

度上提高植物细胞的抗氧化性,但不同植株间存在

差异[25]。同时有研究表明低氧激活 RAP2.12蛋

白,促进SA一系列的生物合成和防御反应,通过过

量PLT依赖的途径抑制愈伤组织再生,同时SA处

理削弱 RAP2.12突变体愈伤组织芽再生这一过

程,从而说明SA处理在一定程度上降低了细胞全

能性和植物再生能力[12]。水杨酸在结合热处理时

则对茎尖分生组织再生表现为促进作用,水杨酸可

能是通过改变抗氧化酶的活性和非酶抗氧化剂的水

平来提高植株的抗性,在一定程度上缓解胁迫对植

物的伤害,进而影响植株的再生。Golovatskaya等

和Tran等提出SA参与胁迫与组织再生之间存在

某种潜在联系[27-28]。SA结合热处理促进茶菊茎尖

分生组织再生,在一定程度上说明SA能增强茶菊

的抗逆性,使其在高温等环境胁迫下具更强适应性。
同时,SA作为植物RNAi过程中的关键信号分子,

可能在脱毒过程中提高或不影响脱毒率的情况下进

一步提高茎尖分生组织再生频率。本研究表明,10
 

μmol/L
 

SA结合热处理下茶菊茎尖分生组织再生

频率最高,且可获得完全脱毒苗。
本研究在热处理、化学脱毒剂结合热处理下仅

获得5株完全脱毒苗,综合考虑茎尖分生组织再生

及脱毒率的情况下,后续可在水杨酸结合热处理法

基础上继续优化进行其他茶菊品种病毒脱除试验,
研究其在植物抗病毒免疫过程中的作用机制,进一

步完善优化试验程序,以提升脱毒苗的获得效率,更
好地进行无病毒苗培育及生产。此外,通过研究不

同脱毒处理后茎尖分生组织再生情况还可为茶菊的

育种和遗传改良提供重要信息,进而提高其产量和

品质。

4 结 论

(1)在茎尖分生组织培养法中,不同品种茶菊茎

尖分生组织再生频率存在显著差异,由高到低依次

为‘婺源皇菊’>‘金丝皇菊’>‘北京菊’>‘七月雪’

>‘杭白菊’>‘乳荷’。
(2)不同昼/夜40

 

℃/32
 

℃变温热处理时间下,
不同品种茶菊茎尖分生组织再生效果差异显著,并
以‘杭白菊’、‘七月雪’再生效果最好。

(3)脱毒剂水杨酸、利巴韦林、脱落酸处理均抑

制茎尖分生组织再生,其中水杨酸的抑制作用最小。
(4)不同脱毒剂结合昼夜变温热处理对茎尖分

生组织再生的影响效果差异显著,其中以10
 

μmol/L
水杨 酸 结 合 热 处 理 再 生 效 果 最 好,再 生 频 率 为

66.01%,显著高于对照。
(5)在适宜热处理、化学脱毒剂结合热处理下可

获得完全脱毒苗。
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