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白花除虫菊组织培养研究 

刘 蓁，高山林 

(中国药科大学，江苏 南京 210038) 

摘 要 通过除虫菊组织培养技术的正交试验及优化筛选，建立了除虫菊最适繁殖培养基：MS+BA 

0．3mg／L~NAA 0．2mg／L；通过在培养基中添加不同浓度生长素，得到适合除虫菊的生根培养基：1／2MS+ 

IAA 0．2 mg／L~ABT 0．1 mg／I 。建立了除虫菊根尖染色体鉴定的最佳条件。染色体鉴定结果表明：白花除虫 

菊的染色体为2n=18。为除虫菊的种质保存和优良品种的选育工作奠定了基础。 
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白花 除虫 菊 (Pyrethrum cinerariifolium 

Trey．)为菊科小黄菊属多年生宿根草本植物，以 

花或全草人药_1]。其花中提取的总除虫菊酯含除 

虫菊酯 I、Ⅱ，瓜菊酯 I、Ⅱ，荣莉菊酯 I、Ⅱ共 6种 

有效杀虫成分。这是迄今发现的不污染环境 ，对哺 

乳动物及植物无毒无害，对昆虫和蚊蝇等迅速击 

倒，不易产生抗药性的高效天然杀虫剂[2]。由于拟 

菊酯类农药在生产合成中造成污染，以及使用后有 

残毒，易产生抗药性等缺点，天然的除虫菊就越来 

越受到重视。2O世纪90年代，国际除虫菊市场仍 

呈现上升趋势。近几年，我国政府和社会大力倡导 

发展“绿色农业”，除虫菊已经在我国云南省迅速发 

展。作为绿色农药，除虫菊杀虫产品已在我国问 

世，这必然会对我国绿色农业 的发展起积极 的 

作用。 

采用组织培养技术，可以有效地保存除虫菊 

的优良品种，并在此基础上进行优良品种的快速 

繁殖，以满足生产上的需要。本文在已有关于除 

虫菊组织培养文献的基础上，首次用正交试验对 

除虫菊的快繁培养基进行了筛选，并在筛选的基 

础上做了进一步的优化试验，为除虫菊的种质保 

存和快速繁殖提供了科学的依据。对根尖染色 

体鉴定技术进行了优化，得到了清晰的染色体照 

片，为今后进行的多倍体优良品种选育打下了良 

好的基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

实验于 2004．2~2004．7月进行。供试材料白 

花除虫菊种子购 自山西香山农业科技示范园。栽 

培于中国药科大学实验苗圃。原植物经中国药科 

大学中药生物技术教研室鉴定为白花除虫菊(Py— 

rethrum cinerariiJblium Trey．)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 无菌材料的获得 选取饱满的白花除虫菊 

种子，肥皂水清洗 15 min，用流水冲洗0．5 h左右。 

在超净工作台上将材料置于 75 酒精中浸泡30 S， 

再放人0．1 升汞溶液中(加3～5滴吐温一20)消毒 

15 min，无菌水冲洗 5次，接种于26号培养基中无 

菌萌发。还可将种子在滤纸上自然萌发，取萌发的 

幼芽，用流水冲洗 15 min，在超净工作台上，先用 

2 次氯酸钠溶液(加 3～5滴吐温一20)消毒8 min， 

再用 0．1 升汞溶液 (加 3～5滴吐温一2O)消毒 

5 min，无菌水冲洗 5次。 

1．2．2 扩大繁殖培养基筛选实验 

(1)以 6一卞 基 腺 嘌 呤 (6-BA)、萘 乙酸 

(NAA)、病毒唑(RTcA)3种激素作为 3个因素， 

分别设计 3个水平做正交试验，以丛生芽平均生长 

率(丛生芽平均生长率一[(n天后材料重一接种时 

材料重)／接种时材料重]×100 )为衡量指标，综 
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合考虑各培养基中丛生芽的生长情况，筛选出适合 

除虫菊生长的培养基。试验因素水平表 1。 

Tab 1 The factor and level of orthogonal test of filtration 

of propagation medium of Py rethrurn． 

(b)以正交试验的结果为基础，对激素水平进 

行小范围的调整，对筛选出的培养基进一步优化。 

l_2．3 丛生芽生根试验 分别 1／2MS培养基中 

添JJn,~l哚乙酸(IAA)(浓度为 0～0．2 mg／L)和生 

根粉(ABT)(浓度为 0～0．2 mg／L)。记录生根 

率，根长等指标o ． 

1_2．4 试管苗移栽试验 分别在不同的月份和天 

气进行除虫菊试管苗的移栽试验。试管苗出瓶后 

练苗3 d，移栽苗床培养，每天早晚覆膜，每隔2 h喷 

雾 10 min,培育3～4 w后再移栽至大田，早晚各浇 

水 1次，1 w后计算成活率。 

l_2．5 除虫菊根尖染色体鉴定 于早晨 8：00～ 

9：00切取长为 3～5 mm的根，将材料在蒸馏水中 

冲洗 3次，用不同浓度的秋水仙碱溶液(0．1 ， 

0．2 ，0．3 )浸泡不同的时间(3 h，4 h，5 h)。取 

出后用蒸馏水冲洗 3次，于卡诺氏液中固定 2～ 

24 h。取出，蒸馏水洗 3次。于 60℃，0．2 mol／I 

HC1中分别水解 5 min，10 min，15 min。蒸馏水洗 

3次，并置蒸馏水中后低渗 30 min。切取根尖于载 

玻片上，改良苯酚品红试液染色 30 min，压片。用 

“Olympus BX40”显微镜观察并拍照。 

2 结果与分析 

正交试验结果与分析见表 2、3。 

2．1 正交试验结果与分析 

从正交分析结果可以看出：NAA的浓度与芽 

的生长速率有显著相关性，而 RTCA对除虫菊丛 

生芽 的生长 速率 影 响不 大。NAA 的 浓度 在 

0．3 mg／I 时最有利于芽的生长。6-BA的浓度在 

l_0～2．0 mg／I 问丛生芽的数量最多，但是部分丛 

生芽出现玻璃化现象，芽的生长不正常，叶片卷曲 

变形，非常细弱。而 6一BA在低浓度(0．5 mg／L)时 

丛生芽的生长正常，试管苗健壮，叶片翠绿。 

Tab 2 The results of filtration of propagation medium of Pyrethrum．designed by L9(34)orthogonai test 
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Note：Fl_o．01(2，2)=99．0 F1n 05(2，2)一19．0 F1n1(2，2)：9．0 

图 l中l号培养基中6-BA浓度为0．5 mg／L， 

试管苗生 长正 常；6号培养基 中 6一BA 浓度为 

1．0 mg／L，丛生芽中部分小芽生长十分细弱，叶片 

呈黄绿色，部分小芽明显玻璃化；9号培养基中6一 

BA浓度为 2．0 mg／I ，丛生芽基本全部玻璃化，虽 

然丛生芽数量为3种培养基中最多的，但是试管苗 

细弱，玻璃化严重。综合正交实验结果以及丛生芽 

生长数量和质量的全面考虑，6-BA的浓度不应高 

于0．5 mg／L，NAA浓度在 0．3 mg／L最有利于芽 

的生长。 

1．6-BA 0．5 mg／I ；6．6-BA 1．0 mg／I ；9．6-BA 2．0 mg／I 

Fig 1 The shoots of Pyrethrum in different cultural mediun~s 

2．2 优化试验结果和分析 

Tab 4 The results of the test of optimizing multiplication 

medium Of Pyrethrum 

从表 4优化试验结果可以看出，开始丛生芽 

生长率随着 6一BA浓度的增加而逐步增高，在 6一 

BA的浓度为 0．3 mg／L时达到最高，6-BA的浓 

度继续升高，则生长率有所下降。在4种培养基 

中丛生芽增殖系数差异不大，因此采用 3号培养 

基作为除虫菊快速繁殖培养基即可使繁殖材料 

的繁殖系数尽可能大，又能保证获得生长健壮的 

试管苗。 

2．3 丛生芽生根试验结果和分析 

除虫菊试管苗在未添加生长激素的 MS， 

l／2MS，B5 3种不同的培养基中均能生根，但以1／2 

MS培养基生根效果为最佳。为了考察 IAA和 

ABT 2种激素对除虫菊试管苗生根的效果，设计 6 

种培养基进行生根试验(表 5，6)。试验结果表明， 

在 l／2MS培养基中适当添加低浓度的IAA能促 

Tab 5 The phytohormones’proportion of rooting culture 

medium of Pyrethrum 

IAA 

ABT 

0．2 0．2 0 

0 0．1 0．1 

0．1 0．1 0 

0．2 0 0．2 

Tab 6 The results of the test of rooting culture medium of 

Pyrethrum 

Average 
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进试管苗生根，并且有利于初生根的生长；在 1／ 

2MS培养基中单独添加ABT，效果不佳；2种生长 

激素配合使用，生根效果优于 2种激素单独使用。 

IAA(0．2 rag／L)和 ABT(0．1 nag／L)配合使用时， 

培养 10 d的试管苗生根率在 98 9／6以上，初生根健 

壮，生长 1 w左右根长可达 3～5 cl'n。 

2．4 试管苗移栽试验结果和分析 

分别在 3，4，5，7月进行试管苗移栽苗床试验， 

3，4，5月的移栽成活率均在85 以上，7月移栽成 

活率极低。移栽最佳时间是4月份左右，选择天气 

温暖的阴天移栽成活率最高(可达 98 以上)。而 

在苗床培育 1个月的试管苗生长旺盛，对移栽大田 

的条件要求不高，移栽大rfl极易成活，移栽成活率 

可达 100 。 

2．5 除虫菊根尖染色体鉴定结果和分析 

用 0．2 秋水仙碱浓缩 3 h，4 h，5 h和用 

0．3 秋水仙碱浓缩 3 h，4 h后的观察效果都很 

好，其中以0．2 9／6秋水仙碱浸泡 4 h的效果最好，观 

察得到的染色体缩短长度适宜，易于记数。用 

0．2 mol／L HC1水解处理 10 min，大部分细胞分散 

开，染色体分散较好。试验得到除虫菊根尖染色体 

鉴定的最佳条件是：根尖用0．2 9／6秋水仙碱溶液浸 

泡4 h，固定液固定 2-~24 h后，依次用 100 ，75 9／6 

的乙醇和蒸馏水冲洗根尖，然后用 0．2 mol／L 

HCI 水解处理 10 nain，蒸馏水后低渗 30 nain，改良 

苯酚品红染色，压片。可清晰的观察到除虫菊染色 

体数为：2n=18(图2)。 

Fig 2 Pyrethrum cinerariaefolium Trey．rootlet chromo- 

some(2n=18) 

3 讨 论 

菊科植物大都生长旺盛，分蘖数较多，这说明 

菊科植物普遍含有较高的内源激素r3]。本研究结 

果也反映出较低浓度的6一BA和NAA配比具有较 

好的培养繁殖效果。虽然高 6一BA浓度可获得更 

多的丛生芽，但是芽的生长不正常，易出现玻璃化 

或褐化现象。本研究通过正交试验筛选出适合除 

虫菊快速繁殖的培养基，并在此基础上做进一步的 

优化试验，综合考虑丛生芽的生长情况和增殖系 

数，得到除虫菊最佳快速繁殖培养基的激素配比 

是：MS+6一BAO．3 mg／I +NAA0．2 mg／L。这一 

研究为除虫菊生产中遇到的种质保存和病毒感染 

等问题提供了一条解决途径，同时也为除虫菊优良 

品种的选育工作打下了一定的基础。 

除虫菊是白花授粉有孢子不亲合(不育)规 

律[4]，属异花授粉植物，如果没有特殊的隔离条 

件，1个品种的优良性状很难长期保持，因而种质 

的退化是不可避免的_5]。通过丛生芽生根试验， 

我们获得了除虫菊完整植株的试管苗，并通过移 

栽试验证明了用组织培养的方法保存除虫菊优 

良品种的可行性。与传统保留母株的方法比较， 

不仅省时，省工，而且还可以节约大量的田间管 

理费用。此外，还确定了除虫菊根尖染色体鉴定 

的最佳条件，为除虫菊同源四倍体的诱导及显微 

鉴定奠定了基础。 
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Studies on Tissue Culture and Chromosome Identification Technology of 

Pyrethrum Cinerariaefolium Trev． 
LIU Zhen。GA0 Shan-lin 

(China Pharmaceutical University，Jiangsu Province，Nanjing 210038，China) 

Abstract The fittest media of Pyrethrum cinerariifolium for rapid-propagation was established and op— 

timized by orthogonal test in tissue culture process．The obtained resuls indicated that the fittest rapid— 

propagation media of Pyrethrum cinerarizfolium is MS+BA 0．3 mg／I ~NAA 0．2 mg／L and its rooting 

media iS 1／2MS+IAA 0．2 mg／I +ABT 0．1 mg／I ．The best condition of chromosome determination 

was established．The chromosomal number of pyrethrum was 2n=1 8．The above research laid the basis 

for preserving the plant resource and breeding excellent lines of Pyrethrum cinerariifolium． 

Key words Pyrethrum cinerarii folium，Tissue culture，Identification of chromosome 
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