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杭菊花花瓣组织培养

南京农业大学园艺系 ( 210095)　　王康才
 
　张雪琼　茅毓英

摘　要　为了实现杭菊花优良种苗的有效快繁 ,用杭菊花始花期刚露白花蕾的花瓣为材料 ,按不同接种方向接种

于不同激素配比的培养基上诱导分化。 结果表明: 以 M S+ N AA 0. 2 mg / L+ KT 2 mg /L培养基较好 ,培养 40 d

后芽分化率为 72. 2% ～ 81. 8% ,不同的 KT浓度与不同接种方向对花瓣组培形成不定芽有显著影响 ;不同品种类

型间花瓣组培结果也有明显差异。
关键词　杭菊花　花瓣　组织培养

　　杭菊花是我国传统中药之一 ,具有散风清热 ,平

肝明目之功效 ,主要用于风热感冒、头痛眩晕、目赤

肿痛、眼目昏花等病痛。随着祖国中医药事业的不断

发展 ,各种开发产品如菊花茶、菊花酒不断推出 ,菊

花用量急剧增加。但目前生产上存在品种混乱、退化

等现象 ,因此良种选育工作势在必行。菊花多为无性

繁殖 ,这对新品种快速繁殖有一定限制。本试验利用

杭菊花花瓣为材料进行组培实验 ,其目的是为了找

到一种繁殖系数和芽分化率高的快速繁殖方法。

1　材料与方法

1. 1　材料:取自于南京农业大学校内试验基地的杭

菊花 (大白菊、小白菊、黄菊 )始花期花蕾的花瓣。

1. 2　培养条件: 以 M S培养基为基本培养基 ,光照

强度为 2 000 lx ,光照时间 12 h ,昼夜培养温度

( 25± 2)℃。

1. 3　方法

1. 3. 1　不同 K T浓度处理: 将小白菊的花瓣经过

灭菌消毒处理后 ,在 NAA浓度相同 K T浓度不同

的培养基 MS+ NAA 0. 2 mg /L+ KT 1 mg /L和

MS+ NAA 0. 2 mg /L+ K T 2 mg /L进行培养。

1. 3. 2　正反接种方向的结果:为了确定花瓣不同接

种方向对芽诱导的影响 ,将小白菊灭菌花瓣用正反

两种方法 (即将靠近花瓣基部的切面插入培养基中

叫正接 ,反之 ,将靠近花瓣顶端的切面插入培养基中

叫反接 )。 接种在 MS+ NAA 0. 2 mg /L + KT 2

mg /L培养基上培养 , 3次重复。

1. 3. 3　不同品种类型间差异:将小白菊、大白菊和

黄菊 3个品种的无菌花瓣接种于 MS+ NAA 0. 2

mg /L+ KT 2 mg /L培养基上培养 , 3次重复。

1. 3. 4　沙培花瓣组织苗的观察:观察记录愈伤组织

起动期、愈伤组织大小、质地、色泽、发芽块数等。

2　结果

2. 1　 K T浓度对愈伤组织及芽形成的影响: 从表 1

可知 , K T不同浓度对杭菊的愈伤组织形成率及大

小差异不明显 (P > 0. 05)。但从表 2可知 , KT浓

度对愈伤组织芽分化的影响差异明显 ,在 MS+

NAA 0. 2 mg /L + K T 2 mg /L上愈伤组织诱芽率

在培养 20 d后就达 80. 8% ,而培养基 MS+ NAA

0. 2 mg /L+ KT 1 mg /L仅为 34. 4% ,即使培养 40

d后也只有 42. 3% 。由此可见 ,在生长素浓度相同
表 1　KT浓度对愈伤组织形成的影响

处理

M S( mg /L)

K T　N AA
外植体

培养 20 d后

愈伤组织

形成块数

愈伤组织

大小 ( cm)

愈伤组织

形成率 (% )

培养 40 d后

愈伤组织

形成块数

愈伤组织

大小 ( cm)

愈伤组织

形成率 (% )

Ⅰ 1　 0. 2 26 23 0. 2△ 0. 7 88. 5 23 0. 4△ 1 88. 5

Ⅱ 2　 0. 2 26 22 0. 1△ 0. 8 84. 6 26 0. 3△ 1 100

　　　　△供试品种为小白菊 ;正接
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的条件下 ,较高 K T浓度对芽诱导有利 ,以 2 mg /L

为较适浓度。

2. 2　花瓣不同接种方向对不定芽形成的影响: 由表

3可知 ,正接、反接两种方法的愈伤组织诱导率相

同 ,但是反接的花瓣愈伤组织芽分化率为 0,而正接

的花瓣愈伤组织芽分化率为 80. 8% 。以上两者之间

有极显著差异 (P < 0. 01) (表 3)。 培养过程中还发

现反接的花瓣愈伤组织有向下生长的趋势 ,但不能

出芽。

2. 3　不同品种杭菊愈伤组织及芽分化的关系:从表

表 2　 KT浓度对愈伤组织芽分化的影响

处理

M S( mg /L)

K T　N AA
外植体

培养 20 d后

愈伤组织

形成块数

愈伤组织

诱芽数

芽分化率

(% )

培养 40 d后

愈伤组织

形成块数

愈伤组织

诱芽数

芽分化率

(% )

Ⅰ 1　 0. 2 26 23 9 34. 6 23 11 42. 3

Ⅱ 2　 0. 2 26 22 21 80. 8 26 22 81. 8

表 3　不同接种方向对芽诱导的影响

接种方向 外植体数

培养 20 d后

愈伤组织

形成块数

愈伤组织

大小 ( cm )
发芽块数

发芽分率

(% )

培养 40 d后

愈伤组织

形成块数

愈伤组织

大小 ( cm)
发芽块数

发芽分率

(% )

正接 26 22 0. 1△ 0. 8 21 80. 8 26 0. 3△ 1 22 81. 8

反接 26 22 0. 1△ 2. 3 0 0 22 0. 2△ 0. 4 0 0

　　　　△供试品种为小白菊 ;　培养基: MS+ N AA 0. 2 mg /L + KT 2 mg /L

4可见 ,不同品种杭菊培养 20 d后愈伤组织诱芽率

有明显差别。小白菊的诱芽率均达 80% 以上 ,而黄

菊的诱芽率仅为 17. 4% ,大白菊诱芽率为 66. 7% ,

同时可见不同花色品种间不定芽形成能力有强弱 ,

白色 (大白菊、小白菊 )明显强于黄色 (黄菊 ) ,而小白

菊的芽分化率又高于大白菊。
表 4　杭菊不同品种类型愈伤组织与芽诱导结果

品种 外植体数

培养 20 d后

愈伤组织

形成块数

愈伤组织

发芽数

诱芽率

(% )

培养 40 d后

愈伤组织

形成块数

愈伤组织

发芽数

诱芽率

(% )

大白菊 26 23 17 66. 7 23 19 72. 2

黄　菊 26 20 5 17. 4 20 6 21. 1

小白菊 26 22 21 80. 8 26 22 81. 8

　　　　培养基为　M S+ N AA 0. 2 mg /L+ KT 2 mg /L;正接

3　讨论

3. 1　通过试验及相关资料可知 ,菊花花瓣的适宜培

养期为始花期花蕾 ,形成的愈伤组织块大 ,成苗率

高。这是因为始花期花蕾中所含营养物质丰富 ,花蕾

直径以 1. 5～ 2. 0 cm刚露白时为佳 ,外植体长度以

0. 5～ 0. 7 cm为好 [ 1]。 培养基最适配比为 MS+

NAA 0. 2 mg /L+ KT 2 mg /L。

3. 2　激素浓度对花瓣愈伤组织及芽诱导的影响取

决于生长素与细胞分裂素之比。 因为花瓣组织内缺

乏内源激素 ,当培养基中加入的外源激素 NAA /

KT值低时就能促使不定芽分化 ,当外源激素不能

满足芽分化即 NAA /K T 比例高则形成愈伤组

织
[2 ]
。本试验的结果与该结论相符。

3. 3　不同花色对外植体产生的不定芽数影响很大 ,

不定芽形成强弱顺序为白色> 黄色> 红色> 粉红

色 ,这可能是由于过氧化物同功酶不同而引起的 ,因

在菊花几个重要性状的酶谱表达中 ,花色差异最

大
[2 ]
;而过氧化物同功酶在植物组织生理功能之一

是具有吲哚乙酸氧化酶的作用 ,它可控制不定芽形

成和生长发育
[3～ 6 ]
。花瓣接种方向不同而产生明显

的结果差异 ,正向接种芽的分化率高于反向接种的

原因还有待于探讨。

3. 4　通过对花瓣组培苗的沙培观察 ,一般花瓣组培

苗不易成活 ,因此成苗率偏低 ,而本试验组培苗沙培

成苗率高达 90% 以上 ,且菊苗叶色正常 ,叶形裂缺

深浅与供试品种土培苗无明显差别 ,植株生长旺盛 ,

但就其染色体是否丢失或加倍而导致药效改变 ,因

实验条件限制 ,有待以后进一步试验。 从实验看出 ,

在相同的激素水平条件下 ,不同菊花品种愈伤组织

的诱导率和愈伤组织块大小不同 ;同一菊花品种在

生长素相同 ,而细胞分裂素不同的条件下 ,虽然愈伤

组织诱导率相同 ,但愈伤组织诱芽率则以高水平的

KT高 ,所以在菊花组培中 ,要根据不同品种采用不

同激素浓度。
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沙苑子及其伪品的可溶性蛋白质电泳鉴别

河北省职工医学院 (保定 071000)　　马晓莉
 
　周文英

摘　要　对沙苑子及其伪品进行了可溶性蛋白质电泳鉴别 ,同时比较了两种蛋白质染色剂考马斯亮蓝 R-250和

G-250的染色效果。
关键词　沙苑子　伪品　电泳鉴别

　　沙苑子为少常用中药 ,药典收载的正品为豆科

植物扁茎黄芪 Astragalus complanatus R. Br. 的干

燥成熟种子。由于同属植物种子性状相似 ,沙苑子的

异物同名品甚多 ,各地区的使用情况也不尽相同 ,我

们用连续性非解离型聚丙烯酰胺凝胶电泳技术 ,对

沙苑子及其伪品进行了分析 ,所得蛋白电泳图谱有

显著差异 ,可作为鉴别依据 ,同时比较了两种蛋白质

染色剂考马斯亮蓝 R-250和 G-250的染色效果。

1　实验材料、仪器与药品

1. 1　实验材料

沙 苑 子: 豆 科 植 物扁 茎 黄 芪 Astragalus

complanatus R. Br.种子。

紫云英: 豆科植物紫云英 A. sinicus L.种子。

华黄芪:豆科植物华黄芪 A. chinensis L. 的种

子。

沙大旺: 豆科植物直立黄芪 A. adsurgens Pall

的种子。

以上材料由保定市药检所提供经张建英鉴定。

1. 2　仪器: DYY-Ⅲ 2型稳压稳流电泳仪 (北京市六

一仪器厂 ) ,圆盘电泳槽 (北京市六一仪器厂 ) , LD5-

10型离心机 (北京医用离心机厂 )。

1. 3　药品:丙烯酰胺为化学纯 ,双丙烯酰胺为进口

原装 ,四甲基乙二胺为生化试剂 ,考马斯亮蓝 R-250

和 G-250为进口分装 ,其余药品均为分析纯。

2　实验方法

2. 1　试剂的配制及凝胶的制备:见文献 [ 1, 2] ,凝胶浓

度为 6. 3% 。

2. 2　样品液的制备: 取实验材料 0. 5 g ,加电极缓

冲液 5 mL研磨成匀浆 ,静置 30 min ,移至离心管

中 ,按 3 000 r /min离心 15 min,取上清液 0. 5 mL

加入 0. 05% 溴酚蓝示踪指示剂 1～ 2滴 ,混匀备

用。

2. 3　电泳:调节电流按 1毫安 /管进行电泳 , 2 min

后按 3. 5毫安 /管进行电泳 ,待示踪指示剂行至距

末端 0. 5 cm时 ,关闭电源 ,全程约 40 min。

2. 4　染色:考马斯亮蓝 R-250染色法:将胶条置固

定液中固定 10 min,再置 90℃染色液中染色 10

min,最后用洗脱液反复洗脱 ,至背景清晰为止。 考

马斯亮蓝 G-250染色法: 将胶条置染色液中 ,室温

条件下染色 30 min即得。

3　结果与讨论

3. 1　沙苑子及其伪品的蛋白质电泳图谱 (图 1)各

不相同 ,有显著差别 ,通过多次重复实验 ,重现性好 ,

结果可靠 ,可作为鉴别依据。

1, 1′-沙苑子　 2, 2′-紫云英　 3, 3′-华黄芪　 4, 4′-沙大

旺　 1～ 4-用考马斯亮蓝 G-250染色所得图谱　 1′～ 4′-

用考马斯亮蓝 R-250染色所得图谱

图 1　沙苑子及其伪品的蛋白电泳图谱

3. 2　我们按颜色的深浅将谱带分为 2级 ,色深者为

Ⅰ级 ,色浅者为Ⅱ级。同种实验材料在相同条件下 ,

分别用两种蛋白质染色剂考马斯亮蓝 R-250和 G-

250染色 ,所得电泳图谱基本相同 ,只是一些细带、

弱带略有差异 ,如沙苑子和华黄芪用 G-250染色所

得图谱与用 R-250染色所得图谱相比 ,少了一些弱
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