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　　[摘　要 ]　利用阿城紫皮分蘖洋葱进行茎尖培养脱毒苗技术研究。结果表明: 最佳诱芽培养基为M S+ NAA

0. 1 m göL + BA m göL ;最佳生根培养基为 1ö2M S+ NAA 0. 01 m göL + IBA 1. 5 m göL + PP333 0. 1 m göL。以上各培

养基均加蔗糖 30 gökg、琼脂 8 gökg、pH 值调至 5. 7～ 5. 8。试验还就外植体的大小、鳞茎热处理对脱毒效果的影响

进行了探讨。细胞学观察表明,该途径保持了原材料的遗传稳定性。
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　　分蘖洋葱 (A llium. cep a L. var. m u ltip lcans Bai2
ley syn. var. A g rog a tum Don)俗称毛葱, 百合科葱

属草本植物,体细胞染色体数为 2n= 16。叶中空圆

筒状,植株密集丛生; 极少抽薹开花结实,以蘖生小

鳞茎进行繁殖。鳞茎为狭卵形或卵形,聚生[1 ] ,由肉

质鳞片和鳞芽组成,每株孽生几个至十多个大小不

规则的鳞茎,多为铜黄色,耐贮藏,植株抗寒性强,适

宜于北方地区栽培[2 ]。长期进行无性繁殖,导致一种

病毒单独侵染或几种病毒复合侵染所引发的病毒病

十分严重。

作者于 1999 年 5 月末 6 月初对黑龙江省分蘖

洋葱主产区——阿城市阿什河乡、宾县宾安镇科技

示范园及五常市兴隆乡新和村分蘖洋葱病毒病危害

程度进行调查,发病率均为 100% ,病情指数分别为

62. 13 % , 71. 07 %和 49. 87 %。人工接种发现,可

被分蘖洋葱病毒系统感染的植物有洋葱、大葱、大蒜

和蚕豆;局部感染的有千日红、苋色藜。电镜观察表

明, 病体细胞中含有大量线状病毒粒体, 其长度在

300～ 1 450 nm。通过叶片超薄切片,在叶肉细胞质

中观察到大量的风轮状、束状和涡轮状内含体,叶绿

体被破坏。体外抗性测定结果: 致死温度为 55～ 65

℃,稀释限点为 10- 4,体外保毒期为 3 d。酶联免疫

测试和洋葱黄矮病毒 (O YDV )抗血清、韭葱黄条纹

病毒 (L YSV )抗血清、大蒜复合病毒抗血清呈阳性

反应。以上特征表明,黑龙江省分蘖洋葱病毒病为几

种病毒复合侵染, 初步鉴定为洋葱黄矮病毒

(O YDV )和韭葱黄条纹病毒 (L YSV ) (另文待发)。

植株感病后,生长势弱,植株矮小,分蘖减少;葱头退

化变小,致使产量和品质大幅度降低,给生产消费和

出口创汇带来了严重的障碍。

目前,利用茎尖培养脱毒苗已成为防治植物病

毒病最有效的方法。本试验在对黑龙江省分蘖洋葱

主产区病毒病原种类鉴定的基础上,以分蘖洋葱鳞

茎茎尖为外植体,进行组培脱毒技术研究,获得了无

毒试管苗,为无毒种苗的工厂化生产提供了科学理

论依据和关键技术。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　供试材料为阿城紫皮分蘖洋葱鳞茎茎尖。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　无菌外植体的获得　剥除鳞茎外皮,用自来

水冲洗干净后切除顶部 2ö3,于 70 ℃温箱中热处理

10 m in, 用体积分数 10 %次氯酸钠溶液浸泡 10

m in,无菌水冲洗 3～ 4次,再用无菌滤纸吸干水分,

在无菌条件下于 40 倍双目实体解剖镜下用消毒镊

子和解剖针剥离 0. 15～ 0. 3 mm 茎尖,获得茎尖外

植体 (图版A )。

1. 2. 2　培养方法　以M S为基本培养基,添加蔗糖

30 gökg,琼脂 8 gökg,调pH 值至 5. 7～ 5. 8,起始培

养与生根培养分别添加NAA、BA、IBA、PP 333不同

质量浓度组合的植物激素。培养温度 (22±1) ℃,光
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照强度 2 000 lx,光照时间 13 höd。待初生茎尖组培

苗长至 3. 5～ 5 cm 时分离、切割,转入生根培养基上

进行生根培养, 20 d 时统计生根率。

1. 2. 3　试管苗驯化与移栽　试管苗移栽成活是组

培繁殖的关键环节之一[3 ]。为提高移栽成活率,选择

生长健壮、根系发达的试管苗在驯化移栽前低温炼

苗 5～ 7 d,然后移植到营养钵中,在自然光照、白天

22～ 24 ℃、夜间 11～ 14 ℃、空气相对湿度 (RH )

90%的温室内进行驯化。15 d 时统计成活率; 40 d

后即 4月 5日前后将成活的秧苗栽植于冷床中。扣

网棚防蚜。

1. 2. 4　茎尖大小及热处理汰毒试验　剥离茎尖的

大小分为 0. 15～ 0. 3, 0. 3～ 0. 5和 1 mm 3级; 将鳞

茎置于 70, 80和 90 ℃恒温干燥箱中处理 10 m in,然

后进行组织培养,调查成活率。从试管苗炼苗到移栽

网棚后整个生育过程,仔细检查苗株有无褪绿条斑、

花叶、皱缩扭曲等病毒病症状。先后 3批次共 35株

作电镜检测,观察有无病毒粒体。

1. 3　遗传稳定性检测

在组培中对茎尖分生组织直接成苗根尖、普通

分蘖洋葱根尖进行染色体观察。将样品用体积分数

5%的对二氯苯溶液在 10～ 20 ℃下处理 3 h,蒸馏水

冲洗 2～ 3 次,放在 Carnoy 固定液中, 1～ 4 ℃条件

下固定 12 h, 用 1 mo löL HC l在 60 ℃ 解离 5～ 6

m in,水洗后用卡宝品红染色 3 h,压片。于光学显微

镜下观察,计数染色体数[4 ] ,用O lympu s显微照像。

2　结果与分析

2. 1　茎尖生长点的起始培养

　　茎尖接种 5 d 后,生长点产生明显的浅绿色芽

点突起,继而长成绿色小芽。40 d 后不同培养基上

的茎尖试管苗生长状态有明显差别。降低 IAA 质量

浓度虽可提高茎尖生长点转绿率,但幼芽伸长困难,

易处于芽点状态;而提高 IAA 质量浓度则不利于茎

尖生长点的转绿成活。其他激素如 2ip、KT 等与

IAA 不同配比试验中,茎尖生长点多发生 3种生长

分化情况: (1)停止生长,接种的茎尖并不成活,颜色

逐渐变褐,最后枯死; (2)生长缓慢,离体茎尖分生组

织虽然成活,也逐渐转绿,但伸长生长极其缓慢,外

观一直处于绿色小芽点状态; (3)茎尖分生组织成

活, 但基部产生较多的浅黄色愈伤组织, 不妨碍成

苗。

将 0. 15～ 0. 30 mm 茎尖外植体分别接种在含

有不同质量浓度组合NAA 和BA 的M S 培养基

上,通过观察幼芽形成的数量、质量及形态学变化,

研究激素对外植体分化形成幼芽的影响。培养 40 d

后,两种植物激素不同质量浓度配比的混合液对外

植体分化成芽率的影响见表 1。
表 1　 IAA 和BA 对分蘖洋葱茎尖外植体分化的影响

T able 1　Effects of IAA and BA on differen tia t ion of the m eristem tip

培养基
N o. of

m edium

植物激素ö(m g·L - 1)
Phytoho rmone

com bination

茎尖数
N o. of

inocu lation
exp lan t

诱芽率ö%
Rate of
shoo ting

每茎尖平均
分化芽数

M ean shoo ts
per m eristem tip

40 d时植株状态
State in cu ltu re fo r 40 days

株高öcm
P lan t heigh t

茎粗ömm
Stem w idth

A 1 NAA 0. 1+ BA 0. 1 60 68. 33 cd 1. 0 3. 53 cd 0. 90 bcd
A 2 NAA 0. 1+ BA 0. 4 60 100. 00 a 3. 1 4. 03 bc 1. 23 a
A 3 NAA 0. 1+ BA 1. 0 60 71. 67 cd 1. 2 4. 63 ab 0. 97 b
A 4 NAA 0. 5+ BA 0. 1 55 73. 82 c 1. 0 3. 37 cd 0. 66 d
A 5 NAA 0. 5+ BA 0. 4 60 85. 00 b 1. 4 4. 80 a 1. 13 ab
A 6 NAA 0. 5+ BA 1. 0 50 66. 63 cd 1. 0 4. 99 a 0. 63 d
A 7 NAA 1. 0+ BA 0. 1 55 62. 84 d 1. 1 3. 27 d 0. 91 bc
A 8 NAA 1. 0+ BA 0. 4 60 71. 67 cd 1. 0 3. 93 cd 1. 04 ab
A 9 NAA 1. 0+ BA 1. 0 60 65. 00 d 1. 0 3. 40 cd 0. 72 cd

　　注: 1)M S为基本培养基; 2)茎尖数为 3次重复接种茎尖总数; 3)具不同字母表示差异显著 (P < 0. 05)。

N o te: 1) T he basical m edium is M S; 2) T he num ber of inocu lated m eristem tip is the to tal of 3 repetit ions; 3) M eans fo llow ed by differen t

letter are sign ifican tly differen t (P < 0. 05).

　　从表 1可见,在相同试验条件下,就所选择的 9

种培养基而言,没有发现一种质量浓度激素组合比其他

质量浓度组合具有更明显的促进茎尖外植体分化生长

的作用,但以BA 0. 4 m göL + NAA 0. 1 m göL 组合
为最佳,茎尖成芽率为 100% ,平均每个外植体分化

不定芽 3. 1 个,株高可达 4. 03 cm ,茎粗 1. 23 mm ,

生长健壮 (图版B )。在M S 培养基中, NAA 和BA

的添加量不同,对外植体的分化作用也随之变化。就

形态学变化而言, NAA 能够促进愈伤组织的形成,

而BA 能够促进外植体基部营养叶的伸长[5 ]。

2. 2　根的诱导

将茎尖外植体启始培养生成的幼芽进行切割,
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保留基部 2 cm 切段,接种到不同激素配比的生根培

养基上,诱导生根, 20 d 后观察生根情况,并统计结

果 (表 2)。从表 2 可以看出,无根苗在 6 种培养基

上,虽然均可生根,但根的发生和植株长势存在着极

大差异。生根率最高可达 100 % (B 4, B 5) ;最低仅为

38. 33 % (B 6)。分蘖洋葱试管苗在多种不同的培养

基上均可生根,而且在培养基量充足的条件下,随着

培养时间的延长,增殖迅速而且植株基部膨大,这可

能与分蘖洋葱本身内源激素水平及分蘖性强的品种

特性有关。

从植物激素组成来看,单独加入 IBA (B 6)虽可

生根,但生根率和苗均根数很低。生长素类质量浓度

过高会抑制生根,且在苗基部形成大量愈伤组织,当

生长素类植物激素与细胞分裂素类植物激素以适当

质量浓度配合时,生根效果最佳。试验还发现,含有

相同植物激素配比的 1ö2 M S 培养基比M S 培养基

更有利于苗和根的分化生长,表现在根诱导率高、分

根数多。其原因是,由于大量元素减半,特别是N 元

素减半,增加了培养基的CöN 比,从而提高了试管

苗的R öT (根冠比)。说明培养基中无机盐含量对根

苗的分化生长有明显的影响,较少量的无机盐更有

利于根的分化生长。从生根率、苗均根数及根的形

态、植株长势等方面看,B 5培养基最佳,B 4次之。无

根苗接种到B 5 后, 能诱导根系早生快发, 根粗而

多,根系发达,根毛多,地上部生长健壮,叶色浓绿,

植株整齐一致, 地上部与地下部能协调生长 (图版

C)。

表 2　分蘖洋葱无根苗在生根培养基上生根

T able 2　Roo ting of roo tless shoo ts of T illered2onion in the roo ting m edium

培养基
N o. of

m edium

植物激素ö(m g·L - 1)
Phytoho rmone

com bination

接种无根苗数
N o. of roo tiess

shoo ts inocu lation

生根率ö%
Rate of
roo ting

根的形态
Roo t shape

植株状态
P lan ts status

B1 M S无激素
N o phytoho rmone 60 56. 67 d

根细长, 根数极少, 白色
Slender, m uch few er
roo ts, w h ite

不整齐, 浅绿, 长势弱
N o t regu lar, ligh t2green,
grow th vigour is w eak

B2 M S + IBA 0. 5 +
NAA 0. 05 60 63. 33 c

根细长, 根数少, 白色
Slender, few er roo ts,
w h ite

较整齐, 长势中等, 浅绿
A litt le regu larer, grow th
vigour is moderate, ligh t2
green

B3 M S + IBA 1. 5 +
NAA 0. 01 55 72. 78 b

根略细, 较长且多, 根毛
少 Slenderer, long and
m any roo ts, bu t few roo t
hairs

整齐, 长势中等, 浅绿
Regular, grow th vigour
is moderate, ligh t2green

B4 1ö2 M S+ IBA 1. 5
+ NAA 0. 01 60 100. 00 a

根略细, 较长且多, 根毛
少 Slenderer, longer and
a lit t le mo re roo ts, few
roo t hairs

整齐, 长势较强, 浅绿
regu lar, grow th vigour is
stronger, ligh t2green

B5
1ö2 M S+ IBA 1. 5
+ NAA 0. 01 +
PP333 0. 1

60 100. 00 a

根短粗, 根数极多, 根毛
多 Sho rt and th ick roo ts,
a great m any roo ts, m uch
mo re roo t hair

整齐健壮, 长势强, 浓绿
Regular, grow th vigour
is strong, th ick green

B6 M S+ IBA 4. 0 60 38. 33 e
根细长, 根数少, 有大量
愈伤组织 Slender, few
roo ts, m uch callus

极不整齐,长势弱,浅绿,
玻璃化苗多M uch irreg2
u lar, grow th vigour is
w eak, ligh t2green, vitrifi2
cation

注: 1) 为 3次重复接种无根苗总数; 2) 具不同字母表示差异显著 (P < 0. 05)。

N o te: 1) To tal num ber of th rice repeat inocu lated roo ting shoo ts; 2) M eans fo llow ed by differen t letter are sign ifican tly differen t (P < 0. 05).

2. 3　炼苗与移栽

3月上旬,将根系发达、生长健壮的试管苗移出

培养室,打开封口膜,于 18 ℃室温下低温炼苗 5～ 7

d。然后洗净根系附着的琼脂,移植到 5 cm×5 cm 的

营养钵中,移植基质体积比为 1ö3草炭土、1ö3大田

土、1ö3厩肥,并添加少量过筛炉灰渣。浇足水后置

于温室中管理, 其成活率为 100% (图版D ) ; 04205

前后移栽到冷床中,植株能很好地适应外界环境条

件,生长势强 (图版 E)。

2. 4　茎尖大小及热处理对脱毒效果的影响

从病株鳞茎上分别切取 0. 15～ 0. 3, 0. 3～ 0. 5

和 1. 0 mm 大小的茎尖进行组织培养。试管苗在移

栽前和移栽到网棚中正常生长后,用电镜检测脱毒

效果。结果表明,只有用 0. 15～ 0. 3 mm 茎尖培养,

方可获得 100%的脱毒苗 (表 3)。

将病株鳞茎先进行不同热处理,然后切取0. 3～

0. 5 mm 茎尖,进行组织培养,结果见表 4。从表 4可

知,病株鳞茎经高温处理后,可用较大茎尖进行组织
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培养而获得脱毒苗,且获得脱毒苗的比例较高。

用 0. 15～ 0. 3 mm 茎尖可以完全脱除分蘖洋葱

病毒,但成活率低,且操作困难,易污染。而大茎尖剥

离方便,污染少、成苗率高。鳞茎经高温热处理后,其

脱毒率也提高到与小茎尖相似的水平,因此,从温度

处理对植株存活率、脱毒率、操作效率等综合因素来

看,于 80 ℃ 高温条件下处理 10 m in,然后切取0. 3

～ 0. 5 mm 茎尖进行培养,可获得最佳脱毒效果。

表 3　茎尖大小对脱毒效果的影响

T able 3　Effect of length of m eristem tip on detox ication

茎尖大小ömm
Size of m eristem tip

接种数量
N o. of inocu lated

exp lan ts

成活率ö%
Survival rate

移苗期脱毒率ö%
V irus2free rate

at seedling stage

0. 15～ 0. 3 45 35. 56 100

0. 3～ 0. 5 40 87. 5 77. 5

1. 0 45 100 48. 89

表 4　不同热处理结合茎尖培养脱除病毒效果比较

T able 4　Comparison of virus2free rate in m eristem tip cu ltu re after differen t heat treatm ents of diseased p lan ts

热处理类型
T ypes of heat treatm en t

茎尖大小ömm
Size of

m eristem tip

接种数量
N o. of inocu lated

exp lan ts

成活率ö%
Survival rate

移苗期脱毒率ö%
V irus2free rate

at seedling stage

连续 70 ℃高温处理 10 m in
Consecu tive heat tream en t at 70 ℃ fo r 10 m in

0. 3～ 0. 5 50 100 80

连续 80 ℃高温处理 10 m in
Consecu tive heat tream en t at 80 ℃ fo r 10 m in

0. 3～ 0. 5 50 96 100

连续 90 ℃高温处理 10 m in
Consecu tive heat tream en t at 90 ℃ fo r 10 m in

0. 3～ 0. 5 50 50 100

2. 5　遗传稳定性检测

植物组织经离体培养后,其遗传稳定性对微繁

技术的应用至关重要。本试验研究了分蘖洋葱组培

材料染色体变化情况,结果表明,茎尖分生组织培养

苗未发现染色体变异现象,其染色体数均为 2n= 16

(图版 F)。这说明通过茎尖分生组织分化的幼苗在

染色体数目上是稳定的,即该途径保持了原材料的

遗传稳定性,用于脱毒快繁既可保持其种的遗传稳

定性而且脱毒效果较好,可用于生产实践。

图版A 2F　分蘖洋葱茎尖培养脱毒苗技术研究
A. 茎尖电镜扫描; B. 茎尖外植体形成不定芽; C. 不定芽诱导生根,形成完整植株;D , E. 驯化移栽及移入冷床成活的植株; F. 染色体 (2n= 16)

P late A 2F　Study on virus elim ination of t illered2onion by m eristem tip cu ltu re

A. E lectron m icrograph of m eristem tip; B. Shoo ts fo rm ation from m eristem tip; C. T he shoo ts roo t in the roo ting m edium;

D , E. In vitro p lan ts w ere transp lan ted in to the so il, the grew robustly; F. Ch romo som e (2n= 16)
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3　讨　论

3. 1　茎尖大小对脱毒效果的影响

　　利用茎尖培养脱毒苗已成为防治植物病毒病最

有效的方法。感染病毒的植株体内病毒分布并不均

匀,顶端分生组织区域一般无毒或只携带浓度很低

的病毒,因此在进行茎尖培养脱毒苗时,在保障成活

的条件下,切取的茎尖越小脱毒率越高。另外,不同

种类植物和不同种类病毒在茎尖培养时切取的茎尖

大小也各不相同。Bho jw an i和H avranek 等利用0. 4

～ 0. 9 mm 的茎尖培养大蒜脱毒苗, 脱毒率可达

75% [6, 7 ]; 而 Pena2Ig lesias[8 ]利用 0. 3 mm 的茎尖脱

毒率可达 90% ; Sako2I等[9 ]利用 0. 5～ 0. 7 mm 茎尖

培养,有效地脱除了洋葱中的O YDV 和GLV。本试

验也探讨了不同大小的茎尖外植体对脱毒效果的影

响,经病症观察和电镜检测, 0. 15～ 0. 3 mm 茎尖可

完全脱除病毒。但由于未通过免疫电镜 ( ISEM )、酶

联免疫吸附法 (EL ISA )等手段进行检测,其结果的

可靠性尚有待于进一步深入研究。

3. 2　茎尖培养与热处理对脱毒效果的影响

茎尖培养与热处理方法相结合脱去病毒,已在

许多植物上得到应用[10 ]。Robert2U cm an 等[11 ]利用

热处理结合茎尖培养,通过 EL ISA 分析发现,对大

蒜中的O YDV 脱除率可达 90%～ 100% ,但传统的

热处理一般是在 35～ 40 ℃高温条件下处理几十分

钟,甚至数月。这种对寄主进行长时间的高温处理有

可能钝化植物组织中的阻抗因子,使寄主抗病毒因

子也不活化,从而增加无效植株的发生率[12 ]。本试

验突破常规,采取极限高温 (80 ℃)短时 (10 m in)处

理分蘖洋葱鳞茎,然后切取 0. 3～ 0. 5 mm 茎尖进行

培养,脱毒率可达 100%。但起始培养形成的不定芽

比较弱,颜色淡绿,可能与高温处理有关,有必要做

常规热处理试验,比较两者的脱毒效果。

3. 3　脱毒苗田间种植再度染病的机率

无病毒植株不具备抗病毒的能力,而且在清除

病毒以后,体内营养和生理状况发生改变,因而对其

他病毒和病原体的侵染更为敏感。日本马铃薯栽培

品种均用茎尖培养脱除 PV X 病毒, 结果导致花叶

病的突然蔓延; 张明厚等[13 ]研究发现, 脱毒大蒜在

田间种植 3年后,发病率达 80 %。脱毒分蘖洋葱种

苗种植田间后,是否能够被病毒再度侵染以及染病

机率的大小,有待于进一步试验。现已知道病毒交叉

保护 (V iru s cro ss2p ro tect ion)现象, 即一种病毒的

存在可使寄主植物抵抗其他病毒的侵染,有必要对

分蘖洋葱进行这方面的研究。

3. 4　离体培养过程中的遗传稳定性

植物组织经离体培养后,其遗传稳定性对微繁

技术的应用至关重要。通过组织培养产生的植物群

体中,变异是一种常见的现象,也就是说植物组织培

养物及其再生植株通常并非是遗传上同一的。除了

组织的自然变异倾向外,还有培养过程中的变异。其

中培养基是变异的重要因子。有人认为培养基中多

种植物激素 (特别是 2, 42D )作用,导致组培材料细

胞分裂变异。已有报道认为,在组培中组培材料染色

体变异与材料来源、成苗途径及培养时间等因素有

关[14 ]。

由分蘖洋葱茎尖分生组织通过组培直接成苗,

经检测未发现染色体变异,这说明通过茎尖分生组

织分化的幼苗在染色体数目上是稳定的,即该途径

保持了原材料的遗传稳定性。
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Study on viru s elim ina t ion of t ille red2on ion by m eristem tip cu ltu re

XU Qi- j iang1, CHEN D ian 2, ZHANG Y un -x iu3

(1 D ep artm en t of B iology , H eilong j iang N ong ken T eachers Colleg e,A cheng , H eilong j iang 150301 Ch ina;

2 D ep artm en t of H orticu ltu re,N ortheast A g ricu ltu re U niversity , H arbin, H eilong j iang 150030, Ch ina;

3 A g ricu ltu ra l B u reau of L ongf eng D istrict,D aqing C ity ,D aqing , H eilong j iang 163711, Ch ina)

Abstract: T he resu lts of viru s elim inat ion by shoo t2t ip cu ltu re of pu rp le2sk inned t illered2on ion com 2
mon ly grow n in A cheng city show ed that the best m edium fo r shoo t ing w as M S+ NAA 0. 1 m göL + BA

0. 4 m göL , and that fo r roo t ing w as 1ö2 M S + NAA 0. 1 m göL + IBA 1. 5 m göL + PP 333 0. 1 m göL. Each

m edium w as added 30 gökg sucro se and 8 gökg agar. T he value of pH w as adju sted to 5. 7- 5. 8. Effect of

cu ltu re w ith M eristem tip s from thermo 2t rea ted bu lb s and the t ip s size on viru s elim inat ion are discu ssed.

Cytogenet ic analysis on vit ro show ed that there w ere 16 Ch romo som es in all sing le cells ob served, no varia2
t ion w as found. So the genet ic type of m ateria l w as m ain ta ined w ell.

Key words: t illered2on ion; m eristem tip cu ltu re; viru s elim inat ion
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