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植物细胞工程在菊花育种中的应用

邝 　琦 , 余倩 花 , 周 厚高
(仲恺农业工程学院花卉中心,广东 广州 510225)

　　摘　要:综述了近几年来细胞工程应用于菊花辐射诱变 、化学诱变 、体细胞杂交和转基因育

种方面研究进展 ,其中详细介绍了采用拯救性茎尖培养获得类病毒脱毒苗的研究 ,和薄层细胞培

养减少转基因植株的嵌合体 、提高转化率方面的研究。
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　　植物细胞工程是应用植物细胞培养 、细胞融合等细

胞生物学方法 ,达到改善品种 ,生产生物制品及其组分

的生物技术。它建立在现代生物科学和工程技术基础

上 ,其理论基础是细胞的全能性。植物细胞工程为育种

提供性状稳定的材料 ,与多种育种技术紧密结合 ,成为

获得新品种主要途径之一。

菊花是仅次于玫瑰的第二大切花品种 ,为国际花卉

市场最重要的商品之一 , 同时盆栽品种和地栽品种也广
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受欢迎。因其观赏价值大 ,商业价值高 ,业界对菊花新

品种的选育备受重视。现在前人研究的基础上 ,总结了

近年来在菊花繁育研究中利用细胞工程结合育种技术

在品种改良方面取得的新进展。

1　建立性状稳定的菊花再生体系
1.1　组织培养 、脱毒苗和大规模繁殖技术

在品种改良过程中 ,建立离体培养技术的目的是为

了获得 、扩大具有稳定性状和有效遗传的目标群体。菊

花在适当的外源性激素诱导下 ,易得到愈伤组织和再生

苗。有关的研究很多 , Teixeira da Silva
[ 1]
统计了 100篇

文献中不同部位的菊花外植体获得愈伤和再生苗的激

素及其浓度配置。综合近几年来转基因试验和诱变育

种试验的有关文献[ 2-7] ,激素浓度在 BA 0.5 ～ 2 mg/L+

NAA 0.1～ 0.5 mg/ L范围内变动 ,基本能达到从不同外

植体诱导菊花产生愈伤组织和不定芽的目的。

The Comparative Study of Perilla , Salvia sclarea ,and Elshdtzia bodinieri
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Abstract:The Perilla ,Salvia sclarea and Elshdtzia bodinieri are all the subject plants of lip shape , and is a kind of im-

portant crude drugs , spices crop , its name is similar to use , therefore it had produced different kind of the same name ,

the same kind of different name phenomenon.The were compared and distinguished from botany classified , originated

from the distribution , characteristic , developed utilizing etc.about the three plant.In the hope of providing the basis for

development and utilization of this kind of plant resource.
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　　通常采用的培养愈伤组织的方式简单有效 ,但因外

植体的细胞结构多样 ,导致在育种试验中尤其是转基因

实验中的丛生苗出现转化率低 、染色体嵌合 、细胞遗传

异质和基因型依赖等现象 ,而薄层细胞(Thin cell layer ,

TCL)培养可有效解决此类问题。它能有效地提高植株

的再生率和再生时间 ,减少嵌合体的发生。薄层细胞系

统是指从植物器官上切下的小外植体 ,包括纵向薄层和

横向薄层。Teixeira 等[ 8]研究了在植物生长调节剂控制

下的菊花品种`Shuhou-no-chikara' 茎尖横向薄层细胞

(tTCL ,厚度 0.5 ～ 1.0 mm ,直径 0.5 ～ 1.0 mm)的器官

发育 ,在 MS +2 mg/L BA +0.5 mg/L NAA +40 mg/ L

蔗糖的培养基中 ,芽诱导为1.37/ tTCL;经流式细胞仪检

测 ,2C∶4C∶其它 C值的比值显示没有细胞遗传和体细

胞无性系的变化 ,细胞在绿色愈伤和再生植株中分裂

旺盛。

对病毒和类病毒感染导致性状退化的品种 ,多采用

茎尖脱毒获取无病毒和类病毒感染的再生苗。目前 ,经

茎尖脱毒获取了脱西红柿不孕病毒(TAV)
[ 9]

、脱西红柿

斑萎病毒(TSWV)
[ 10]

、脱黄瓜花叶病毒(CMV)
[ 11]
和脱

菊花病毒 B(CVB)
[ 12]
的菊花苗。但常规的含两片叶原

基的茎尖脱毒培养往往不易得到脱菊花矮化类病毒

(chrysanthemum stunt viroid , CSVd)的植株 ,而更小的

无叶原基的顶端分生组织(LP-free SAMs)体积小易干

燥 ,难以存活。针对该问题 ,Hosokawa 等[ 13] 首次报道了

拯救性的茎尖培养技术培养 LP-free SAMs获得脱类病

毒的方法。将矮牵牛 、白菜和康乃馨的根尖接种于修正

的Konp营养基上 ,菊花`Piato'品种的 LP-free SAMs置

于根尖切面 ,茎尖在白菜根尖上的存活率和再生状况最

好。接着 ,他又将该品种的 LP-free SAMs接种于无CS-

VD的菊花和白菜的根尖上培养再生植株 ,经巢式-PCR

检测和斑点杂交鉴定 ,两种培养方式的再生植株中分别

有14%和3%的无菊花矮化类病毒[ 14] 。随后 , 又将接种

于菊花根尖得到的 LP-free SAMs再生苗 、LP SAMs再

生苗和母本扦插苗作长日照处理后 ,前者的节间数远远

多于后两者 ,现蕾期明显延长 ,侧芽生长旺盛[ 15] 。显然 ,

含有叶原基的脱毒苗并没有完全脱毒 ,RT-PCR也得出

同样结论。此外 ,被类病毒感染的再生植株可在长日照

下开花 ,脱毒株长日照下只行营养生长 ,这些结果均表

明类病毒可能影响植株的光周期。由此看来 ,利用脱毒

苗技术和分子生物学技术相结合 ,不仅在商业生产上起

作用 ,还有望在微观领域阐明病毒 、类病毒影响植物的

生长周期的作用机理 ,获得新的突破。

在商业化的要求下 ,菊花大规模快速繁殖获得再生

植株的方式还可采用生物反应器生产
[ 16]

。生物反应器

具有生产规模大 、便于自动化控制等优点 ,通过对营养

成分 、空气流量 、温度 、光照时间和光量子流量 、接种密

度等外在因素的调节与控制 ,可使培育的植株生理性状

基本一致 、无病虫害 、提高观赏价值[ 17] 。目前在多种植

物上获得了成功。Hahn等[ 18] 对比了菊花节间在生物反

应器中经液体培养基与凝胶培养腋芽的效果 ,发现液体

培养基中的腋芽鲜重、干重和长度等性状均优于后者。

1.2　悬浮细胞培养和原生质体分离

悬浮培养是在受到不断搅动和摇动的液体培养基

里培养单细胞及小细胞团的组织培养体系。获得的悬

浮细胞是进行原生质体分离、体细胞杂交与遗传转化等

研究的重要材料。陈发棣等[ 19]以小菊“七月红”为试材 ,

探讨细胞悬浮培养及再生诱导条件 ,以MS +1.0 mg/ L

2 ,4-D+0.2 mg/L 6-BA适合从试管苗中诱导适于悬浮

培养的疏松愈伤组织 ,细胞的悬浮培养系液体培养基配

置为 MS +0.5 mg/L 2 ,4-D+0.2 mg/ L 6-BA;在配置为

MS +0.2 mg/ L KT+0.2mg/L 2 ,4-D的培养基上 ,以固

液双层培养植板率最高;形成的愈伤组织在 MS +2.0

mg/L 6-BA+0.1 mg/ L NAA培养基上继代4次出现不

定芽。

植物原生质体是除去细胞壁的裸露植物细胞。陈

发棣等[ 20]统计了 2005年前菊科植物原生质体培养成功

的种类 ,共计20多属 50多种。这些植物集中在观赏种

类 、药用种类和经济作物。周菁等[ 21] 以酶解法获得了较

高产量的菊花叶肉原生质体 ,细胞活力在 64.5%左右 ,

经悬浮培养形成肉眼可见的愈伤后植板 ,植板率与琼脂

浓度和抗生素的浓度密切相关。

2　细胞工程在菊花育种中的应用
从育种处理方式看 ,辐射诱变 、化学诱变 、体细胞杂

交以及转基因育种大多经细胞生物技术处理诱导出愈

伤组织、悬浮细胞或原生质体后 ,筛选目的植株 ,最后经

扩大繁殖得到遗传结构基本一致的再生苗。

2.1　辐射诱变

辐射试管苗或植株愈伤组织导致染色体变异多种

多样 ,花色变异频率高 ,再加上观察容易、方法简单 ,目

前经辐射诱导变异育种获得了很多品种。以辐射处理

扦插苗获得变异株的方式简单 ,但为减少嵌合体的发

生 ,缩短育种时间 ,通过辐射诱变愈伤组织的报道越来

越多。陈发棣等
[ 22]
采用

60
Coγ-射线辐照 3个小菊品种的

舌状花和管状花的愈伤组织 ,从愈伤组织分化和生长情

况看 ,对其的最高辐射剂量宜 15Gy 为宜 ,个别的可以采

用 20Gy 。

有多篇文献探讨了辐射诱变的机制。在生理生化

机制的研究显示 ,适当剂量的辐射导致菊花的叶绿素的

含量增高 ,光合速率增高 ,过氧化物酶同工酶带数及带

的浓度与对照有明显差异[ 23] 。Lee等[ 24]分析了γ-射线

辐射后与花青素合成有关的基因和转录产物 ,结果支持

辐射导致了花青素基因的变异。Yamguchi等[ 7]比较经
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2Gy 碳离子 、10Gy 氦离子和 80Gyγ-射线辐射诱变后变

异株的遗传稳定性 ,所有经γ-射线辐射的子代不定芽培

育出的再生苗和变异母株花色不一致 ,而由离子束诱导

的一半左右再生苗与变异母株花色相同。这说明γ-射

线诱导植株产生了周缘嵌合体(Periclinal Chimeras),而

经离子束辐射的植株除了有周缘嵌合体外 ,还产生了纯

合突变(Solid Mutant),这种纯合突变性状能稳定地遗传

给后代。因此 ,在辐射育种工作中尤其要注意因周缘嵌

合体导致的遗传性状不稳定现象 ,同时也可利用这种现

象筛选到更多的表型变异的新品种。

2.2　化学诱变

化学诱变技术结合体外试管培养 ,使再生植株被隐

性或显性基因控制特征性状能有效表达 ,提高期望突
变。化学诱变剂按诱变机制分为:碱基类似物诱变剂 ,

如5-溴尿嘧啶(5-BU)、2-氨基嘌呤(AP);直接诱变DNA

结构的诱变剂 ,如烷化剂 、亚硝酸;诱发移码突变的诱变

剂 ,如吖啶类 、抗生素。作物中常用的诱变剂为甲基磺

酸乙酯(EMS)、平阳霉素(PYM)和叠氮化钠(NaN 3)。

Latado[ 25]将用 EMS处理未成熟的菊花花托外植体接种

于培养基上进行不定芽诱导 ,得到各种花色的变异株。

王红等[ 26]用平阳霉素处理小菊`意大利红' 的叶片和茎

段外植体 ,后代出现株高 、冠型 、叶色 、叶型及花色和花

型的变异 ,平阳霉素的最适诱变剂量为2 ～ 4 mg/L。

其它的植物抗性诱导剂如农药 、激素类物质 、病毒

或毒物的培养滤液和纯化毒素等用于体细胞无性系的

抗性筛选育种的研究也非常活跃[ 27] 。Kumar等[ 28]用菊

粗状壳针孢(Septoria obesa Syd)的滤出液筛选菊花品种

`Snow Ball'的愈伤组织 ,从抗性愈伤组织中得到了对菊

花枯斑病显著抗性的再生苗。

2.3　体细胞杂交

制备原生质体的主要目的是获得体细胞杂交新种 ,

但目前菊花体细胞杂交新的报道很少[ 29-31] (见表 1)。这

些体细胞杂交种的不良性状很明显 ,如菊花与大籽蒿的

杂交种除了能抗锈病外 ,还有明显的大籽蒿的其它性

状 ,出现花色 、花型 、花径的改变 ,影响观赏品质。

　　表 1 菊花原生质体融合
杂交组合 原生质体来源 融合方法 试验结果 参考文献

菊花×智利喇叭花

菊花×智利喇叭花

菊花×大籽蒿

叶片

叶片

叶肉细胞

电融合

电融合

电融合

杂种植物

杂种植物

抗锈病植物

[ 29]

[ 30]

[ 31]

2.4　转基因育种

转基因育种中的大部分途径都在试管内完成。作

为植物基因工程的核心 ,转基因育种有 3个步骤:将需

要介导的基因转入植物细胞;选择转基因细胞;转基因

植株的再生。关键的步骤是第 3步 ,但在其它 2个步骤

中 ,部分细胞可能没被转化 ,特别是在选择水平低的情

况下 ,未被转化的细胞不能剔出 ,而这种细胞又可能与

转化的细胞的再生能力一致 ,再加上再生培养时间长 ,

可能形成嵌合体植株。经薄层细胞培养的愈伤组织体

积小 ,细胞来源相对单一 ,有效地降低嵌合体的形成。

鉴于抗性筛选广泛应用于转基因中 , Teixeira da Silva[ 32]

研究了抗生素筛选农杆菌感染外植体的效果 ,G418 、庆

大霉素 、潮霉素 B 、卡那霉素 A 、新霉素和巴龙霉素等6

种氨基糖苷类抗生素用于菊花和烟草的茎 tTCL的抗性

筛选 ,具抗性的不定芽或愈伤组织生长良好 ,流式细胞

仪检测无嵌合体。此外 ,药理作用不同的药物对苗的再

生率也有很大影响 ,其梯度药害如下:除草剂>氯霉

素>利福平>链霉素>米诺环素>氨苄青霉素>青霉

素青G =青霉素 V[ 33] 。

陆续有采用 TCL培养获得转基因植株的报道 ,薄

层细胞培养对减少转基因植株中嵌合体的发生有明显

效果
[ 34]

。Teixeira da Silva等
[ 8 , 35-37]

用农杆菌法 、基因枪

法 、超声波辅助根农杆菌法和基因枪配合农杆菌法等遗

传转化方式处理菊花外植体 ,获得的转基因植株经检

测 ,发现茎 tTCL培养的外植体遗传转化效率最高
[ 8]

。

3　育种中的细胞遗传物质变异检测与分析
获得新品种的原因是不同的育种手段部分改变遗

传物质。定量检测遗传物质的改变多用分子生物学技

术。在细胞学层面上检测染色体变化的手段较少 ,常规

的多采用压片染色处理检测染色体的断裂 、倍性改变

等 ,更多细胞水平的定量或半定量检测染色体变异的方

式正在摸索中。单细胞凝胶电泳(Single Cell Gel Elec-

t rophoresis ,SCGE)又称为慧星试验 ,主要用于检测辐射

和化学物质引起的 DNA损伤 ,该方法具有灵敏 、简便、

快速 、低耗 、重复性好的独特优点 ,在遗传毒理和环境监

测方面用途广泛 ,目前也逐渐在植物学和育种中应用。

王静等[ 38] 检测了辐射对细胞的损伤和修复 ,Gichner

等
[ 39]
对比了不同浓度的EMS处理的8种农作物的彗星

图像 ,认为DNA的损伤可以通过图像的平均尾矩值表

达 ,而核的直径与细胞对 EMS的敏感性不相关。但目

前尚未见到对菊花辐射诱变育种后新品种 DNA损伤程

度与诱变剂量的相关性报道。

利用流式细胞仪与荧光染色剂结合 ,可以分析多种

植物的细胞中染色体含量和类型 、蛋白质和其它代谢产

物的含量 ,以及与 DNA 分子标记结合进行物理作

图
[ 40-43]

。Teixeira da Silva在所有已发表的与 TCL培养

方式有关文献中均使用流式细胞仪检测再生株的倍性

和嵌合体
[ 8, 32, 35-36 ,44-45]

。

4　细胞工程在菊花育种中的问题与展望
应用学科的发展离不开基础研究的支持。要使新

品种的研发获得更多的成绩 ,需要加强植物学基础研

究。通过植物细胞工程结合分子生物学理论 ,加快植物

细胞工程和植物基因工程方面的整合 ,继续深入植物生
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理生化机制 、代谢机制 、遗传转化及表观遗传现象的作

用机理等领域的研究。利用分析化学方面研究成果 ,探

讨植物的单细胞 、亚细胞 、分子乃至原子水平的结构。

这些基础性的进展将大大推进育种学的前进速度。

随着学科间的交叉和彼此渗透 ,多学科的技术手段

必将被更多的用于育种工作。此外 ,还需要进一步完善

现有的细胞生物培育技术。例如菊花中体细胞育种 、小

孢子育种等受培养条件和物种的特异性限制 ,多年来进

步不大;其它细胞工程问题如野生种质资源的保存 ,转

基因育种的低转化率影响转基因品种的筛选等 ,制约了

育种学方面的进展。

另外 ,还需要加快植物细胞工程在商业化生产中的

应用。大规模的生物反应器应用于药用植物的次生代

谢产物生产已经非常成功 ,但该技术在花卉的商业性快

速繁殖方面应用仍较少。如何结合市场需求 ,缩短从实

验室新品种的研发到大规模商业生产的距离 ,需要进一

步研究。
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Application of Plant Cell Engineering in Chrysanthemums' breeding

KUANG Qi , YU Qian-hua ,ZHOU Hou-gao

(Zhongkai University of Ag riculture and Engineering , Guangzhou , Guangdong 510225)

Abstract:Plant cell engineering methods have close interaction with breeding for providing stable materials.As outlined in

this review , the techniques such as irradiation mutagenesis , chemical mutagenesis , somatic cell hybridization , and trans-

genesis by using cell engineering methods in chrysanthemum breeding were introduced.Simultaneously , the important

related prog resses are highlighted , including research of rescue of leaf primordia-free shoot apical meristems by culturing

on root tips to obtain viroid-f ree regeneration shoots , and reduction of chimera and elevation of t ransformation rate in

transgenic plant by thin cell layer culturing.

Keywords:plant cell engineering;chrysanthemum breeding;rescue of shoot apical meristem culturing;thin cell layer
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