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摘要: 以前期获得的‘怀白菊’ (Chrysanthemum morifolium ‘Huaibai’)四个十倍体株系HB-D1、HB-D2、HB-D3、HB-D4和其

对照株系HB-CK (五倍体)为试材, 进行大田种植, 观测其农艺性状, 筛选出大田表现最优的十倍体株系; 然后将筛选出的最

优十倍体株系和对照株系的试管苗置于人工控制的低温胁迫(昼10°C/夜5°C)条件下7 d, 比较分析二者的耐寒性。结果表

明: 在大田生长过程中, 与五倍体对照株系HB-CK相比, 同源十倍体株系中HB-D1、HB-D2、HB-D3长势更旺、冠幅增

大、分蘖数增加、产量提高, 以HB-D2表现最佳, 而HB-D4表现不及对照; 在人工控制的低温胁迫条件下, 同源十倍体株系

HB-D2叶片中叶绿素、可溶性蛋白及脯氨酸含量降幅及超氧化物歧化酶、过氧化物酶和过氧化氢酶活性的降幅均小于五

倍体对照株系, 且相对电导率、丙二醛含量的增幅也小于五倍体对照株系, 说明染色体加倍后的‘怀白菊’在大田的表现并

不一定都优于同源五倍体对照株系, 同源十倍体株系HB-D2的耐寒性强于其五倍体对照株系。
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菊花是菊科(Asteraceae)菊属(Chrysanthemum 
L.)多年生草本植物, 作为药用植物, 以产于河南焦

作(怀庆府)一带的“怀菊花”最为有名, 是著名的

“四大怀药”之一。许多研究表明, 菊花具有清热解

毒、抗菌等功效(Pereda-Miranda和Hernández-Carlos 
2002)。近年来随着人们对天然药物的追求和开发

不断增加, 怀菊花的供需矛盾越来越突出, 迫切需

要高产优质的怀菊花新种质或新品种出现。多倍

体育种是一种有效的育种技术, 可以创制新种质。

有研究表明, 染色体加倍能够改变植物的农艺性

状、生理生化特性, 提高产量(李俊星等2010; 李亚

娟等2008; 畠修一等2001), 在西瓜[Citrullus lanatus 
(Thunb.) Matsum. et Nakai] (袁建民等2009)、冬瓜

[Benincasa hispida (Thunb.) Cogn.] (万正林等2014)、
番茄(Lycopersicon esculentum Mill.) (吴志刚等2012)
等作物上已成功应用。目前, 国内外对怀菊花多倍

体新种质的创制和研究尚未见报道。此外怀菊花

收获季节往往易遭受低温威胁, 导致花朵不能充分

开放, 或花瓣变色, 严重影响其品相。本研究以前期

获得的‘怀白菊’同源十倍体株系及其五倍体对照株

系为试材, 进行了大田农艺性状的比较分析, 筛选出

了高产、优质的同源十倍体株系, 并对其进行了低

温胁迫耐性的研究, 旨在为高产优质‘怀白菊’同源

十倍体株系的大田推广与应用提供理论依据。

材料与方法

1  实验材料

实验材料均来自绿色药材生物技术河南省工

程实验室(河南师范大学生命科学学院)。同源十

倍体(10x=90)的‘怀白菊’ (Chrysanthemum morifolium 
‘Huaibai’)株系HB-D1、HB-D2、HB-D3、HB-D4
通过秋水仙素浸泡法并经过染色体镜检获得, 以
未经过秋水仙素浸泡的五倍体HB-CK (5x=45)为
对照。将二者的试管苗在温度25°C、光强37.5 
μmol·m-2·s-1、光照12 h·d-1的培养室(下同)中培养

15 d, 之后移入营养钵中练苗45 d, 再移入大田, 进
行大田生长中农艺性状的观测, 并筛选出最优的

同源十倍体株系进行室内试管苗的耐寒性实验。

2  测定指标与方法

2.1  农艺性状相关指标的测定

在大田营养生长时期(7、8、9、10月)每月中

旬, 用数码相机记录各株系的形态特征, 并用钢尺

测量各株系的株高和冠幅。在其生殖生长期(10月~ 
11月初)统计分蘖数并测定其产量。

2.2  耐寒性相关指标的测定

将对照株系(HB-CK)及其筛选出的‘怀白菊’
同源十倍体株系(HB-D2)分别接种于生根培养基

[1/2MS+0.01 mg·L-1 α-萘乙酸(α-naphthaleneacetic 
acid, NAA)]中, 放入培养室中培养25 d, 然后将材
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料转入人工气候培养箱中进行低温处理, 条件设

置为10°C/5°C (昼/夜), 光强37.5 μmol·m-2·s-1, 光照

12 h·d-1, 在低温处理的第0、1、3、5、7 d取叶片

进行以下生理指标的测定。单株样本, 重复3次。

叶绿素含量测定采用李得孝等(2005)的方法, 
可溶性蛋白质含量的测定采用王林嵩(2007)的方

法, 脯氨酸含量测定采用刘萍和李明军(2016)的方

法, 丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量测定采用

张志良和翟伟菁(2003)的方法, 相对电导率测定采

用化黎玲等(2013)的方法, 超氧化物歧化酶(super-
oxide dismutase, SOD)活性的测定采用氮蓝四唑

(nitro-blue tetrazolium, NBT)还原法(宋萍萍2010), 
过氧化物酶(peioxidase, POD)活性的测定采用愈创

木酚法(宋萍萍2010), 过氧化氢酶(catelase, CAT)活
性的测定采用邵换娟(2013)的方法。

3  数据处理

实验数据采用Excel 2010和SPSS 13.0统计软

件进行整理分析, 其中不同小写字母表示在P<0.05
水平上达到显著差异。

实验结果

1  五倍体和同源十倍体‘怀白菊’大田生长农艺性

状相关指标的差异分析

由图1和表1可以看出, 同源十倍体‘怀白菊’株
系在大田生长过程中株高和冠幅整体趋势一致。

在大田生长的7、8、9、10月中, HB-D1、HB-D2

图1  五倍体和同源十倍体‘怀白菊’大田生长中的形态比较

Fig.1  Morphological comparison of pentaploid and autodecaploid of C. morifolium ‘Huaibai’ in the field
图中标尺代表10 cm长度。
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和HB-D3的株高、冠幅均要高于对照, 而HB-D4却
明显低于对照。在同一月份中, HB-D2的株高、冠

幅均要高于其他株系, 在10月时差异最为显著: HB- 
D2的株高和冠幅均显著高于HB-D3、HB-D4和HB-
CK, 相对于HB-CK其株高增幅达12.65%, 冠幅增幅

达12.67%。由表1还可以看出, HB-D2的分蘖数、鲜

重亩产和干重亩产均高于其他株系, 且与HB-D3、
HB-D4和HB-CK差异显著, 相对于HB-CK其鲜重亩

产和干重亩产增幅分别达38.79%和47.88%。

可知, 染色体同源加倍后的‘怀白菊’在大田的

表现并不一定都优于其对照株系。在4个同源十

倍体‘怀白菊’株系中HB-D2表现最优, 为最佳株

系。由此, 下面以HB-D2为试材分析了‘怀白菊’同
源十倍体与其对照五倍体耐寒性的差异。

2  五倍体和同源十倍体‘怀白菊’耐寒性的差异分析

以下分别从叶绿素和渗透调节物质含量、膜

脂过氧化相关指标及保护酶活性等在低温处理下

的变化分析了同源十倍体‘怀白菊’ HB-D2与其对

照五倍体HB-CK株系耐寒性的差异。

2.1  低温处理对HB-CK和HB-D2试管苗叶片中叶

绿素含量的影响

如图2所示, 与五倍体对照株系HB-CK相比, 
低温下同源十倍体‘怀白菊’株系HB-D2叶片中叶

绿素含量始终较高, 且达到了显著性差异, 随着低

温处理时间的延长差异加大, 至第7天时差值达最

大, 与未处理时相比, 此时HB-D2的叶绿素a、b和
总含量的降幅分别为11.9%、24.14%和15.3%, 而
HB-CK对应指标的降幅分别为17.95%、32%和

22.16%。由此表明, 低温胁迫对染色体加倍植株

的叶绿体结构破坏较轻。

2.2  低温处理对HB-CK和HB-D2试管苗叶片中渗

透调节物质含量的影响

低温处理对HB-CK和HB-D2试管苗叶片中渗

透调节物质含量的影响见图3, 从图中可以看出: 在
低温处理中, ‘怀白菊’试管苗叶片中可溶性蛋白质

和脯氨酸含量分别表现出下降和上升的趋势。低

温胁迫下同源十倍体‘怀白菊’株系HB-D2叶片中的

可溶性蛋白质和脯氨酸含量始终高于五倍体对照

株系HB-CK, 至第7天时, HB-D2可溶性蛋白质含量

和脯氨酸含量分别比HB-CK高20.7%和53.5%。

HB-D2在整个低温胁迫期间可溶性蛋白质含量和
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脯氨酸含量的降幅和增幅分别为12.27%和41.21%, 
而HB-CK的降幅和增幅分别为21.5%和41.21%, 说
明染色体加倍增强了‘怀白菊’的低温协调能力。

2.3  低温处理对HB-CK和HB-D2试管苗叶片中膜

脂过氧化相关指标的影响

由图4可知, ‘怀白菊’试管苗叶片的相对电导

率和MDA含量在低温胁迫下都表现出相同的趋

势, 均随低温处理天数的增加而升高。与五倍体

对照株系相比, 低温下同源十倍体‘怀白菊’株系

HB-D2叶片中相对电导率和MDA含量一直较低, 

且达到了显著性差异; 随着低温处理时间的延长, 
差异加大, 从低温胁迫处理开始至结束, HB-D2的
相对电导率和MDA含量的增幅分别为113.16%和

57 .04%,  而HB-CK的增幅分别为118 .27%和

80.21%, 表明低温胁迫对染色体加倍株系的质膜

损伤程度较低。

2.4  低温处理对HB-CK和HB-D2试管苗叶片中保

护酶活性的影响

从图5中可以看出, ‘怀白菊’试管苗叶片中的

保护酶(SOD、POD和CAT)活性随着低温处理时

图3  低温处理对HB-CK和HB-D2试管苗叶片中可溶性蛋白和脯氨酸含量的影响

Fig.3  Effect of low temperature stress on soluble protein and free proline contents of leaves  
from HB-CK and HB-D2 test-tube plantlets

图2  低温处理对HB-CK和HB-D2试管苗叶片中叶绿素a、b和总含量的影响

Fig.2  Effect of low temperature stress on chlorophylls a, b and total chlorophyll contents of leaves  
from HB-CK and HB-D2 test-tube plantlets

各柱形上用不同小写字母标识表示差异显著(P<0.05), 图3~5同。
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图5  低温处理对HB-CK和HB-D2试管苗叶片中SOD、POD和CAT活性的影响

Fig.5  Effect of low temperature stress on SOD, POD and CAT activities from HB-CK and HB-D2 test-tube plantlets

图4  低温处理对HB-CK和HB-D2试管苗叶片中相对电导率和MDA的影响

Fig.4  Effect of low temperature stress on relatively conductivity and MDA content of leaves from HB-CK and HB-D2 test-tube plantlets

间的增加而下降。与对照植株相比, 同源十倍体

HB-D2株系叶片中的保护酶活性在整个低温胁迫

过程中始终较高, 且二者达到了显著性差异。低温

胁迫处理至第7天时, 与未处理时相比, 同源十倍

体HB-D2株系叶片中的POD、SOD和CAT活性的

降幅分别为23.96%、14.78%和18.21%, 而对照植

株HB-CK对应指标的降幅分别为40.13%、28.21%
和34.4%, 说明染色体加倍从保护酶活性水平增强

了‘怀白菊’低温下的保护能力。

综上所述, 染色体加倍后获得的同源十倍体

HB-D2株系, 在低温下能保持较高的可溶性蛋白质

和脯氨酸等渗透调节物质含量及SOD、POD、

CAT等保护酶的活力, 从而抑制了叶绿素含量的下

降及膜脂过氧化程度的加剧, 进而提高了抗寒性。

讨　　论

在大田生长中, 染色体加倍后的植株, 其株

高、冠幅等农艺性状会发生变化。有研究报道, 
在大田试验条件下, 与二倍体相比, 四倍体矮牵牛

(Petunia hybrida Vilm.)植株长势健壮, 茎粗壮, 叶
片厚度增加, 叶色深绿(魏跃等2010); 四倍体的青

花菜(Brassica oleracea L. var. botrytis L.)株高、茎

粗、开展度显著高于二倍体(李俊星等2010)。本

研究发现十倍体的‘怀白菊’植株在株高、冠幅、

分蘖数和产量方面均高于对照株系, 但同时也发

现染色体加倍的不同株系大田生长表现并不一定

都优于对照株系。和其他诱变育种一样, 多倍体

育种结果具有不确定性, 需要进行筛选才能获得

优良性状的株系。但由于基因的剂量效应, 多倍
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体株系一般会表现为营养器官巨大, 产量高等特

点(王涛等2015)。这也进一步说明了, 获得的染色

体加倍植株需种植到大田中, 进行差异性比较, 从
而筛选出优质的染色体加倍株系, 进而才能进行

大田推广种植。

在一定的温度范围内植物可以正常生长, 当
外界温度过低时, 会影响植物的生长发育, 甚至会

导致植物死亡(曹红星等2011)。低温逆境下, 叶绿

素首先受到破坏, 其含量下降的幅度和速度随着

低温胁迫程度的增强而加大, 因此叶绿素含量可

作为植株低温耐受的生理指标之一(张静和朱为民

2012)。有研究表明, 二倍体和四倍体杂交兰(Cym-
bidium hybrid)幼苗在低温胁迫下, 叶片叶绿素含量

均呈下降趋势, 但四倍体下降的幅度明显低于二

倍体, 说明四倍体杂交兰的抗寒性高于二倍体杂

交兰(王园园等2014)。本研究中, 在低温胁迫处理

时, 同源十倍体‘怀白菊’株系HB-D2的叶绿素下降

幅度低于五倍体对照株系HB-CK。染色体加倍后

的‘怀白菊’ HB-D2新陈代谢更强, 提高了对矿质元

素的吸收, 促进了叶绿素的合成, 因而十倍体叶绿

素含量的本底水平较高。低温会降低植株的呼吸

作用, 从而抑制植物对N、Mg等矿质元素的吸收, 
进而影响叶绿素的生物合成, 导致新的叶绿素合

成速度较慢, 而植物原有的叶绿素受到破坏, 使其

叶绿素含量持续下降。染色体加倍后减缓了叶绿

素含量的下降速度, 保持了较高的叶绿素水平。

在受逆境胁迫的植物细胞内, 积累的脯氨酸

除了作为植物细胞质内渗透调节物质外, 还能稳

定酶的空间结构及组织内的代谢过程, 因而能降

低凝固点, 有防止细胞脱水的作用, 因此在低温胁

迫中, 脯氨酸常被视为一种防冻剂或膜保护剂(蔡
仕珍等2010)。植物在逆境胁迫下, 会发生膜脂过氧

化反应从而严重损害细胞膜系统(陈少裕1991)。膜

脂过氧化的最终产物是MDA, 其含量的高低与细

胞膜受伤害的程度直接相关(Minami等2005)。有

研究表明, 低温胁迫下四倍体扬花萝卜(Raphanus 
sativus L. var. radculus Pers.)幼苗的可溶性蛋白和

脯氨酸含量高于二倍体, 而MDA含量低于二倍体

(颜志明等2007)。高静等(2016)研究表明多倍体彩

色马蹄莲(Zantedesehia hybrida)的抗寒性优于二倍

体。本研究中: 在低温处理下, 十倍体怀菊花植株

的渗透调节能力增强和膜脂过氧化作用降低, 同

时也表明了染色体加倍后的‘怀白菊’具有更强的

耐寒性。

在低温胁迫的条件下植株体内活性氧的产生

和清除失去平衡, 其活性氧自由基会大量地积累, 
进而使膜脂过氧化程度加剧, 导致细胞膜的结构

受到破坏(房用等2004)。SOD、POD和CAT在清

除自由基、抑制膜脂过氧化和保持细胞膜系统的

稳定性方面具有重要的作用(Wang等2000)。其中

最先消除自由基和活性氧对细胞伤害的酶是SOD 
(Du等2009; Alscher等2002)。植物在逆境胁迫下, 
SOD能把有害的超氧物自由基歧化为H2O2, 后者被

CAT和POD分解为H2O, 从而解除了对植物细胞的

危害(陈圣栋2007)。研究发现染色体加倍会提高

植物体内保护酶的活性, 在低温胁迫下, 四倍体不

结球白菜(Brassica campestris L. ssp. chinensis Makino)
清除自由基的能力比二倍体强(王雅美等2014)。
田永生和赵晓明(2007)认为, 四倍体蒲公英(Tarax-
acum mongolicum Hand.-Mazz.) SOD、POD和CAT
的活性均高于二倍体蒲公英。本研究结果得出: 
在低温胁迫期间, 同源十倍体‘怀白菊’株系HB-D2
的SOD、POD和CAT活性下降幅度小于五倍体对

照株系HB-CK, 能够有效的清除自由基, 降低细胞

膜受伤害的程度, 提高耐寒性。

植株的染色体加倍后, 在遗传物质加倍的同

时也伴随着染色体的变异, 进而加大了植物的遗

传多样性, 控制各个酶合成的基因也相应地增加, 
基因表达产物的种类和量随之增多, 糖类、蛋白

质等营养物质都会增加, SOD、POD等保护酶活力

也会增强, 进而提高了对外界环境变化的适应力

(王涛等2015)。
综上所述, 染色体加倍后的植株在大田生长

中的表现并不一定都优于对照植株, 需进行筛选, 
从而获得高产、优质的染色体加倍植株。染色体

加倍抑制了低温胁迫下‘怀白菊’叶片中的叶绿素

的破坏, 并保持了渗透物质含量和保护酶活性, 降
低了膜脂过氧化作用, 增强了低温耐性。以上研

究结果为获得的同源十倍体‘怀白菊’株系后期的

大田推广应用提供了理论参考。
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Differential agronomic traits and cold tolerances in Chrysanthemum morifolium 
‘Huaibai’ between pentaploid and its corresponding autodecaploid
ZHAO Xi-Ting1,2,3, FAN Zi-Jian1, LIU Lu-Ying1, LI Ming-Jun1,2,3,*

1College of Life Sciences, 2Engineering Laboratory of Biotechnology for Green Medicinal Plant of Henan Province, 3Engineering 
Technology Research Center of Nursing and Utilization of Genuine Chinese Crude Drugs, University of Henan Province, Xinx-
iang, Henan 453007, China

Abstract: Autodecaploid strains of Chrysanthemum morifolium ‘Huaibai’, including HB-D1, HB-D2, HB-D3 
and HB-D4, and their corresponding pentaploid, HB-CK, were used in this study. To identify autodecaploid 
strain with optimal field performance, these strains were transplanted into field and their agronomic traits were 
investigated. Then their tolerance to cold stress were compared at 10°C/5°C (night/day) for 7 days in an artifi-
cially controlled chamber. The results show that the HB-D1, HB-D2 and HB-D3 showed better field growth 
than HB-CK in terms of growth vigor, crown breadth, tiller number and yield, in which HB-D2 was the best in 
all strains, but the agronomic traits of HB-D4 showed no better than control. Under the artificially controlled 
cold stress, in leaves of HB-D2, the decreasing of total chlorophyll, soluble protein, proline contents, the activi-
ties of SOD, POD and CAT, the increasing of relative conductivity and MDA content was not as significant as 
the HB-CK control. It shows that chromosome doubling in ‘Huaibai’ chrysanthemum did not result in better 
field performance in all traits, and the autodecaploid strain HB-D2 had a higher cold tolerance than its penta-
ploid control.
Key words: Chrysanthemum morifolium ‘Huaibai’; pentaploid; autodecaploid; agronomic trait; cold tolerance
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