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无毒藏红花组培芽的获取及其病毒检测① 

陈书安②一 陈文浩 王晓东 赵 兵③ 王玉春 

( 中国科学院过程X-程研究所生化X-程国家重点实验室 北京 100080) 

( 科技部中国生物技术发展中心 北京 100081) 

摘 要 为解决病毒感染藏红花问题和获得无毒种质资源，在球茎诱导愈伤组织以及愈 

伤组织再分化成苗的过程中进行了脱毒处理，并首次采用间接ELISA和 RT．PCR方法检 

测了国内外报道的侵染藏红花的芜菁花叶病毒(TuMV)、鸢尾花叶病毒(IMV)、菜豆黄花叶 

病毒(ByMV)、黄瓜花叶病毒(CMV)~烟草脆裂病毒(TRv)。结果表明：在藏红花愈伤组织 

和再分化芽中没发现国内外报道的侵染藏红花的病毒TuMv、TRv、CMV和 potyvirus，获 

得了无毒藏红花种质资源。 

关键词 藏红花，脱毒，愈伤组织 

0 引 言 

藏红花(Crocus sativu~L．)作为传统妇科良药在 

欧洲和亚洲已广泛应用，又可用于功能性食品和保 

健性化装品的开发。研究发现，藏红花柱头中藏红 

花素等活性成分具有良好的抗癌作用，能够从分子 

水平上抑制肿瘤的形成 ，有望成为 21世纪最理想的 

抗癌药物之一_ll2j。但藏红花只是柱头入药，产量 

极低，又因其资源有限，致使其价格昂贵，被誉为“植 

物黄金”_3j。我国藏红花的栽培品种主要来自于德 

国和日本l4j，在田问种植 2 3年后均严重退化，叶 

片出现黄色条斑，整株矮化、黄化，顶端枯死，提前倒 

苗，球茎畸小，柱头产量大大降低。国内外报道其病 

源为芜菁花叶病毒(turnip mosaic virus，TuMV)、鸢尾 

花叶病毒(iris mosaic virus，IMV)、菜豆黄花叶病毒 

(beam yellow mosaic virus，ByMV)、黄瓜花叶病毒(e1．1． 

CUITIbeF mosaic virus，CMV)及烟草脆裂病毒(tobacco 

rattle vires，TRV)l4 j，其中TuMV、IMV和ByMV属于 

马铃薯Y病毒(potyvirus)。经田间调查和病毒学鉴 

定，导致中国藏红花花品质衰退、产量递减的植物病 

源是TuMV[ _7_，这种病毒对藏红花的危害巨大，发 

生面积大，田间发病率为70％～97％。通过组培快 

繁无毒种苗是解决藏红花资源短缺的有效途径，但 

关于采用藏红花组培脱毒方面的研究还未见到报 

道。本研究在愈伤组织再分化成苗的过程中对藏红 

花材料进行了脱毒处理，并首次通过间接酶联免疫 

检测(enzyme linked immunosorbent assay，ELISA)和反 

转录聚合酶链式反应(RT．PCR)检测了国内外报道 

的TuMV、IMV、ByMV、CMV和 rRV等5种藏红花病 

毒，旨在获得无毒藏红花种苗，为抗病毒的品种的选 

育和组培快繁提供无毒种质资源。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

藏红花球茎取材于浙江省建德市三都镇藏红花 

种植基地 8。 

1．2 藏红花组织及其分化芽的获得 

(1)藏红花组织的诱导：选取无病斑的藏红花球 

茎，去掉皮膜，蒸馏水冲洗，加入 70％酒精和2％活 

性氯的次氯酸钠消毒后用于愈伤组织的诱导，方法 

参见文献[8]。 

(2)愈伤组织分化成芽：将愈伤组织接种在添加 

0．25mg／L萘乙酸(2，4-D)和2．0 rrc／L 6．苄基腺嘌呤 

(6．BA)的MS固体培养基上，在(21士0．3)℃下全时 

暗培养21d后，将其转接在添加 0．25mg／L 2，4-D、2 

mg／L 6．BA和 200 mg／L水解酪蛋 白(casein hydro． 

1asate，CH)的 1／2 MS固体培养基上，在光照强度 

31．74／tmol／m2s下每天光照 lOh，暗处理 14h，(21± 

① 863计划(2002AA241121)资助项目。 
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0．3) 培养可分化芽。 

1．3 藏红花愈伤组织和藏红花芽的脱毒方法 

(1)分化芽的高温处理：将由愈伤组织获得的分 

化芽接种在添加 0．25mg／L 2，4．D、2 mg／L 6一BA和 

200 mg／L CH的 MS芽分化培养基上，在光照强度 

31．74 mol／m2s下，每天光照 10h，暗处理 14h，(35± 

1)℃培养 25d后，可用于愈伤组织的诱导。 

(2)以分化芽为外植体再次诱导愈伤组织：方法 

同 1．2(1)。 

(3)愈伤组织的高温处理：将诱导出的愈伤组织 

接种于添加0．5mg／L NAA和0．25nw'L 6．BA的芽愈 

伤组织培养基上，在(35±1)oC下全时暗培养40d用 

于芽的再次诱导。 

(4)芽的再次诱导：方法同1．2。 

1．4 酶联免疫检测(ELISA) 

Potyvirus和TuMV的抗血清由中国农业大学植 

物病理学系提供，间接 EHSA检测方法参见文献 

[9]。 

1．5 反转录聚合酶链式反应(RT．PCR)检测 

(1)主要试剂：Trizol试剂(Sangon)，焦磷酸二乙 

酯(DEPC)处理的蒸馏水，反转录酶 XL(AMV)与 5 

x反转录缓冲液(TaKaRa)，Taq(5w／~L)DNA连接酶 

与 10 x Faq缓冲液(购于 TaKaRa公司)，dNTP(2． 

Deoxvnudeside 5．Triphosphate，1 0 mM each)(鼎 国公 

司)，RNA酶抑制剂(Promega)。 

(2)样品中总RNA的提取：取0．2 g藏红花愈伤 

组织或 0．2 g再分化芽，剪成小段，加入液氮研磨成 

粉末状，移人灭菌的 1．5mL离心管中，然后加入 lmL 

的 I'rizol，剧烈振荡 、摇匀。4~C，12000 g离心 10 min， 

将上清液转入一新的 1．5mL离心管中。室温下保 

持5min，加0．2mL氯仿，剧烈振荡 15s，然后在室温 

下保持 2～3 rain后，4~C下 12000g离心 15 min。将 

上层水相转移到新的1．5mL离心管中，加0．5mL异 

丙醇，颠倒混匀，室温下保持 15 rain。4℃下 12000 g 

离心10 rain，RNA就会在管的侧壁和底部形成沉淀。 

倒掉上清液，加入 75％的乙醇洗涤沉淀，然后4℃下 

7500 g离心5 rain(如沉淀悬浮起来，则用12000 g)， 

弃去 乙醇。沉淀于室温下充分干燥后，溶于经过 

DEPC处理的30I~L dH20中，一20℃冰箱保存备用。 

(3)PCR引物设计：CMV和 potyvims引物采用文 

献[10．13]的方法设计，见表 l。 

表 1 为检测 CMV[10-11]和 potyvirusI。。_ 】 

所用的 PCR扩增引物 

TuMV和，rRv的引物设计分别根据已经发表的 

TuMV cDNA序列_J4_ ]和 腰V eDNA(complementary 

DNA)序列[14-35 而设计的，引物序列见表2。 

表 2 为检测 I、 [14．∞]和 TRv[ 35]所设计的 PCR引物 

TuMV和 rRv引物设计所用病毒株系的同源性 

分别见其下面的同源性矩阵。 

1、 lv引物设计所用病毒株jiI的同源性矩阵t 

ln v7撕 江 100％ 

TuMV)·台湾 97 9％ 100％ 

1、lMv12 山东 99 0％ 97 6％ 100％ 

Tt~MVI,4-以色列 93 4％ 94 8％ 93．1％ 1∞％ 

_I1 1v1．日本 94 8％ 95 8％ 1％ 95 1％ 1∞ ％ 

ThMv2爱尔兰 95 3％ ％ 6％ 95 3％ 98 3％ 97 5％ 100c~ 

TuMV3．韩国 97 2％96 5％96 9％93 8％95 5％ q4 9％ lm％ 

nIM ．台湾 99 3％ 98 6％ 99 0％ 94 1％ 95．5％ 95 8％ 97 951 100％ 

1、l~fw 韩国 98 3％ 97+6％ 97 9％ 94 4％ 95 8％ 96 2％ 98 3％ 99 0％ 1C0％ 

1û l0’两班牙 94 4％95 I％94 1％98 3％95 8％98 7％94 8％95 1％95 5％ JO0嘶 

TRv 5f精设计所用晴毒株幂的同源性矩阵f 

TRv2．韩国 100％ 

TRV10-苏格 兰 44 3％ 100％ 

I'RV．英国 ,14 3％67 3％ Jfn％ 

TRVI2·荷 兰 45 I％ 35，％ 9％ 1(】0 

TRVI3·荷 兰 45 6％ 36 4％ 37 64 88 7％ 100％ 

TRvj美国 JO0 O％ 44 3％ ,14j掰 45 』讳 45 6僵 im 

TRV3i~ 1989 44 R％ 35 6％ 34 7曙 98 J* 87 7％ 44 8％ J00讳 

llHV4- I 49 2％ 68 8％ 8 J 3％ ” 0％ 37 8％ 49 2％ !％ lfx)* 

ll1{vb-德国 d4 7％ 36 J％ 36 2％ 94 6％ 9l 9％ 44 7％ 93 6％ 36 1％ J00疆 

11w8·德 国 44 3％ 98 0％ 67 9％ 35 8％ 孙 4％ 44 3 35 J曙 ∞ 8％ J弦 ItX)：／, 

嚅 、 一德 国 45 4％ 66 8％ 94 8％ 35 4肾 37 O％ 4璐 35 3曙 81 3暂 2* 67：；* l(耵 

TRVj1德 国 44j％67 3％94 8曙 4*37 6％44j噼 35j％82 8％36 *67j％93j％ 100％ 

(4)反转录(RT)：反转录以植物总 RNA为模板， 

用表 3中的引物进行反转录合成 eDNA，其反应体系 

为：3．0 t*L RNA、2．0 ltL 5×R_r缓冲液、1．0 f I．dNTP 
—

l l7l 一 
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(10 mM each)、0．5 RNA酶抑制剂(40 U／~L)、0．5 

L反转录酶XL(AMV)(5U／~L)、0．5 L引物和2．5 

flL dH20。混合均匀后，室温放置 10min，45％水浴 

1 h。 

表3 反转录所用的引物 

(5)聚合酶链式反应：聚合酶链式反应以反转录 

产物为模板，用表 3中的引物，进行聚合酶链式反 

应，其反应体系如下。聚合酶链式反应的体系为 

2．0 反转录产物、2．5 10×Taq缓冲液、1．0 

dNTP(10 mM each)、0．5 L Taq DNA聚合酶、0．5 L 

上游引物、0．5 下游引物和 l8 I dH2O，其反应条 

件见表 4 

表4 PCR扩增的条件 

病毒 扩增条件 

94℃ 5 min，1个循环；94℃ 30 s，48oC 30 S， 

Ⅲ ： 暑 。00 
环；4℃ 保温 

94℃ 5 min，1个循环；94℃ 30 s，48℃ 30 S． 

m 、， 72℃ 1 rain，3个循环；94℃ 30 s，49℃ 30 s， 
⋯’ 72℃ 1 min，30个循环：72℃ 10 min，1个循 

环；4℃ 保温 

94℃ 5 min，1个循环；94℃ 30 St50oC 30 S． 

cMV ； 。00 
环；4oC保温 

94℃ 5 min，1个循 环；94℃ 30 s，50℃ 1 
． ． min，72℃ l min，3个循环；94℃ 30 s，53 yvl
m 1 min

,72~C 1 IIlin，30不循 ．72℃10 n。1 
个循环；4℃保温 

按照上述条件进行 PCR扩增，若材料中有 

TuMV、potyvirus、CMV和 rrRV，则会扩增出TuMV、po— 

tyvirus、CMV和rrRV的特异性片段(其大小见表5)。 

一

l172 一  

表5 特异性扩增片段的长度 

病毒 Potyvirus TuMV CMV TRv 

理想片段长度 1．7 kb 0．6 kb 0．75 kb 0．45 kb 

(6)电泳及凝胶成像：将聚合酶链式反应产物置 

于 1％琼脂糖凝胶中进行电泳，其反应体系为： 

4．5 L标物，2．0 L 10×loading buffer，7．0 L PCR 

products，80V电压。电泳结束后将凝胶于 10 

溴化乙锭中染色 l5～20 rain，于Alpha凝胶成像仪中 

观察并记录结果。 

2 结果与分析 

2．1 藏红花组织及其分化芽的获得 

以出芽后芽周围 2cm左右的球茎为外植体，MS 

为培养基，2．0mg／L 2，4一D和 0．25 mg／L 6一BA为激 

素，在(21±0．3)℃及黑暗环境下培养，14d后可获 

得淡黄色的愈伤组织，将该愈伤组织接种在添加 

0．25mg／L 2，4一D、2．0 mg／L 6一BA和 200 mg／L CH的 

MS固体培养基上，2l℃全时暗培养45d后，挑取白 

色，质地坚硬，半透明状的愈伤组织转接到新的培养 

基上继续培养，45d可分化芽。 

2．2 经高温脱毒藏红花愈伤组织和分化芽的获得 

分化芽的高温处理、分化芽诱导愈伤组织及其 

经高温处 理愈伤组织 的再分化过程 见方 法 

1．3(1)一(3)。以高温处理的分化芽为外植体，经诱导 

25d后可获得愈伤组织，该愈伤组织经过高温处理 

可获得高温脱毒的藏红花愈伤组织；以高温脱毒的 

藏红花愈伤组织为材料，经过分化培养 50d后可获 

得高温脱毒的藏红花分化芽。 

2．3 经高温脱毒藏红花愈伤组织和分化芽的P0． 

tyvirus和 TuMV的 ELISA检测 

采用 ELISA方法检测经高温脱毒藏红花愈伤组 

织和再分化芽，其 potyvims和 TuMV病毒检测结果 

分别见表6和表7。 

表6 采用 ELISA检测藏红花愈伤组织和 

再分化芽中的 nls 
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表7 采用 ELISA检测藏红花愈伤组织和 

再分化芽中的TuMV 

注：I／H=(样品的平均 OD值一空白对照的 OD值)／(健康对照的 

平均 OD值 一空白埘照平均 OD值)，“一”表示没有颤色 

表 6和表7表明，以potyvirus和TuMV的抗血清 

为抗体，藏红花愈伤组织和再分化芽的抗原制备液 

经过间接ELISA反应后，没有出现可见的颜色反应， 

其OD值与空白对照或健康样品的相比，数值十分 

相近，均小于 0．I，没有明显的差异，这表明在愈伤 

组织和再分化芽中没有检测到 potyvirus、TuMV 再 

从 I／H来分析，藏红花愈伤组织和再分化芽的抗原 

制备液经过间接 ELISA反应后，其 I／H值均小于 0， 

这也说明在愈伤组织和再分化芽中没有检测到 po 

tyvirus、TuMV。 

总之，经过问接 ELISA检测，在藏红花愈伤组织 

和再分化芽中没有发现包括TuMV的马铃薯Y病毒 

属的植物病毒。 

2．4 经高温脱毒愈伤组织和分化芽的TuMV、lm． 

tyvirus、CMV和 TRV的PCR检测 

采用PCR方法检测经高温脱毒藏红花愈伤组 

织和再分化芽，其结果见图 1。 

由图 1中的泳道 2、3、4、5、8、9可见，以 TuMV、 

potyvims和 mV设计的特异性引物为引物，以藏红 

花愈伤组织和再分化芽中总RNA的反转录产物为 

模板，经过PCR扩增后，没有扩增出DNA片段，这表 

明经过 RT—PCR检测 ，在愈伤组织和再分化芽中没 

有发现 TuMV、Potyvirus和 TRV。 

从图 1中的泳道 6和泳道 7亦可见，以 CMV设 

计的引物为引物，以愈伤组织和再分化芽中总 RNA 

的反转录产物为模板，经过 RT．PCR扩增后，扩增出 

了一200kb左右的DNA片段，但 CMV的特异性片段 

在0．75 kb左右，因此这一DNA片段不是 CMV的特 

异性片段。这也表明经过RT—PCR检测，在愈伤组 

织和分化芽中没有发现 CMV。 

总之。以 TuMV、potyvirus、CMV和 TRV设计的 

特异性引物为引物，分别以愈伤组织和再分化芽中 

总 RNA的反转录产物为模板，经 PCR扩增后，在电 

泳图中没有出现TuMV、potyvirus、CMV和 ，IRV的特 

异性片段(它们的大小分别为 1．7 kh、0．6 kb、0．75 

kh和 0．45 kb)，这说明在愈伤组织和再分化芽中没 

有发现 TuMV、CMV和 mV这三类植物病毒以及马 

铃薯Y病毒属的植物病毒(potyvirus)。 

83Ibp 

564bp 

泳道 1：Marker(̂DNA／EcoRI+HimlIII)；泳道 2：愈伤组织的 

Tt MV PCR产物；泳道 3 芽的TuMV PCR产物；泳道 4：愈伤组织的 

potyvlms PCR产物；泳道5：芽的potyvims PCR产物；泳道6：愈伤组织 

的CMV PCR产物；泳道 7：芽的 CMV PCR产物；泳道 8：愈伤组织的 

TRV PCR产物；泳道9：芽的TRV PCR产物 

图1 藏红花愈伤组织和再分化芽的PCR扩增片段电泳图 

3 结 论 

在藏红花愈伤组织再分化成苗的过程中进行脱 

毒处理，经间接 ELISA和 RT．PCR方法检测，在藏红 

花愈伤组织和再分化芽中没发现国内外报道的侵染 

藏红花的病毒 TuMV、 mV、CMV和 potyvirus，获得 

了藏红花的无毒组培材料。 

藏红花植物病毒的危害巨大。藏红花花叶病的 

防治主要方法有：轮作、使用化学诱抗剂、减少病毒 

的传播途径、组织培养脱病毒和选用抗病品种_7 j，但 

最终防治需要获得无毒的种质资源。本研究获得无 

毒藏红花组培材料可为抗病毒的品种的选育、藏红 

花的组培快繁提供无毒种质资源，从而为解决藏红 

花资源短缺问题奠定了材料基础。 

致谢：中国农业大学植物病理 系的李怀方教授、范在丰 

博士、郭学水硕士、邓同良博士在藏红花病毒检测方面给予 

的诸多指导，并提供 了良好的实验条件 ，在此表示衷心的感 

谢。 
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Acquisition of virus-free tissue shoots of Crocus sativus L． 

and detection of their viruses 

Chen Shu’an ，Chen Wenhao ，Wang Xiaodong ，Zhao Bing ，Wang Yuchun 

( The State Key Laboratory of Biochemical Engineering，Institute of Process Engineering， 

Chinese Academy of Sciences，Beijing 100080) 

( The China National Center For Biotechnology Development，MOST，Beijing 10008 1) 

Abstract 

Th e induction of virus—free callus of Crocus sativu3 L．and its tissue shoot were studied to solve the problems of its 

virus infection．During the induction of callus and the tissue shoot differentiation，all the callus and shoots were treated 

with high temperature to disinfect virus，and then the viruses which could infect Crocus sativus L．were detected by the 

methods of indirect ELISA and RT-PCR．The results showed that no TuMV，potyvirus，CMV and rHV were found in the 

calluses and differentiation shoots of Cwcus sativu．~L．SO the virus． e Crocus sativus L．calluses and shoots weI℃ob． 

tained． 

Key words：Crocus sativus L．，virus—free，callus 
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