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小麦不同外植体的组织培养效果研究 
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摘 要：良好的组织培养效果是提高植物基因转化效率的基础。以山东省近年来育成并大面积推广的 1O 

个优良品种(系)为材料，对这些品种的花药、幼穗、幼胚和成熟胚的组织培养效果进行研究，旨在筛选每一基因 

型最适合于组织培养的外植体类型，为应用基因工程技术进行小麦遗传改良提供基础材料。结果表明，愈伤诱 

导率和再生成苗率与基因型和外植体类型(花药、幼穗、幼胚和成熟胚)密切相关 8802在花药和成熟胚培养中 

表现突出，花药出愈率迭1l9．5 ，愈伤分化成苗率19．9 }烟农 19的幼穗愈 伤直接 分化成 苗率最高，这 

43．5 ；8802、烟农 19和潍麦 8号三个基因型的幼胚培养效果差异不显著，其愈伤分化成苗率分别为26．3 、 

24．5％和24．8 。蔗糖浓度在 3 ～9 之间，对成熟胚的愈伤组织诱导率影响很小。高浓度蔗糖降低愈伤生长 

速度。在一定蔗糖浓度下，愈伤诱导率与 2，4一D浓度密切相关，高浓度的 2，4-D对愈伤组织再生不利。MS+ 

4 mg／L 2，4一D对于成熟胚的脱分化相对较好，MS和MS+0．4 mg／L NAA+0．6 mg／L KT作为成熟胚的愈 

伤组织再生培养基，对不同基因型具有一定的适用性。 
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Abstract：High frequency of callus induction and plant regeneration of recipients are very important for ge— 

netic transformation．Ten wheat cuhivars and advanced lines were used to compare their tissue culture re— 

sponse．Significant differences were observed in callus induction and plant regeneration capacity of different 

genotypes and different explants．1ane 8802 had the highest induction rate of embryogenesis and green 

plant regeneration，immature inflorescences from Yannong 1 9 had the highest plant regeneration capacity． 

Immature embryos culture efficiency among the cuhivars of 8802，Yannong 1 9 and W eimai 8 were similar， 

i．e+，26．3 ，24．5 ，24．8 ，respectively．Sucrose concentration of medium ranging from 3 to 9 

had no significant effects on callus induction of mature embryos．Higher concentration of sucrose decreased 

the growth of callus，concentration of 2，4一D in induction medium was associated with green plant regener— 

ation．Medium of MS+4mg／I 2，4一D showed comparable callus induction capacity than other media， 

plant regeneration of callus from mature embryos on media MS and MS+0．4 mg／L NAA + 0．6 mg／I 

KT had no significant differences． 

Key words：Common wheat；Anther；Immature embryo；Immature inflorescence；Mature embryo；Callus 

induction；Plant regeneration 

外植体是影响基因转化效率的重要因素，应 

用于小麦基因转化的外植体有花药、幼穗、幼胚、 

成熟胚、茎尖、根尖分生组织、叶片和原生质体 

等 卜 。̈诱导胚性愈伤组织是禾本科植物组织培 

养中获得再生植株的通用方法。研究表明，基因型 

对愈伤组织的形成影响较小，只决定愈伤组织质 
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量；外植体既影响愈伤形成，又影响愈伤组织质 

量，由外植体类型引起的愈伤组织质量差异并不 

亚 于基 因型，但 其影 响 主要 表 现在 早 期 阶 

段[10,11]。关于小麦花药、幼穗、幼胚、成熟胚培养 

方面的报道很多，多数研究集中在少数几个基因 

型 卜 ]̈，这些材料的农艺性状较差，以其作为基 

因改良的受体，得到的转基因后代很难在生产上 

应用。本研究以山东省近年来育成并大面积推广 

的1O个优良的品种(系)为材料，进行了花药、幼 

穗、幼胚和成熟胚培养，对这些品种的不同外植体 

进行组培效果研究，筛选出烟农 19、潍麦 8号、济 

麦 19和 8802等一批适宜于基因转化的品种和高 

代品系，确定了每一品种最理想的外植体种类。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

1．1．1 普通小麦品种(系) 济麦 19、济麦 2O、烟 

农 19、潍麦 8号、鲁麦 21、鲁原 301、泰山 9818、 

2002年播种于山东省农业科学院作物研究所试 

验农场，行长 2 FD,，行宽 0．25 ITI，两行区，3次重 

复。 

1．1．2 培养基 花药培养用 C17分化和脱分化 

培养基；幼穗培养用 MS改良培养基；幼胚脱分化 

用 MSE，再分化用MSR培养基；应用于小麦成熟 

胚脱分化和再分化培养基[is,16]列于表 1。 

1．2 方法 

1．2．1 花药培养 根据各品种(系)的发育时期， 

取单核靠边期的花药接种于 C17脱分化培养基 

上，28~29℃暗培养 4 week左右。将产生的胚状 

体分批挑出，接种于C17分化培养基上，于 25 C、 

日光照时间 10 h下诱导分化。 

1．2．2 幼穗培养 取长度 0．5～1．0 crn左右的 

幼穗，接种于 MS+2 mg／I 2，4 D诱导培养基上 

25C暗培养，每隔3 d观察一次愈伤生长情况。接 

种后 28 d将形成的愈伤组织转移到再分化培养 

基上，于 25 C日光照 10 h下诱导愈伤组织分化， 

4072、8044和 8802共 1O个品种(系)于 2001～ 再分化培养基为附加不同激素的MS培养基。 

表 1 用于成熟胚培养的脱分化和分化培养基 
Table 1 Callus induced and regeneration media for mature embryo culture 

培养基编号 培养基成分 培养基编号 培养基成分 
Code of media Component of media Code of media Component of media 

01 MS+3 g／L蔗糖+2．0 mg／l 2，4-D 19 MS+2 mg／L 2，4-D+0．1 mg／L NAA+0．3 mg／L Kt 

02 MS+5 g／L蔗糖+2．0 mg／L 2，4-D 2O MS+4 mg／L 2，4一D 

MS+0．5 g／L pro+0．5 mg／L对氨基苯甲酸+0．5 mg／L泛酸钙+ 03 MS+7 
g／L蔗糖+2．0 mg／L 2，4 D “ 0

． 5 mg／l 核黄素+40 g／L蔗糖+1．0 mg／l 2，4一D 

MS+0．5 g／L pro+0．5 mg／L对氨基苯甲酸+0．5 mg／L泛酸钙+ O4 MS+9 
g／L蔗糖+2．0 mg／L 2，4-D “ 0

． 5 mg／L核黄素+40 g／L蔗糖+2．0 mg／L 2，4一D 

05 MS+3 g／L蔗糖+2．5 mg／L 2，4-D  々 MS+0．5 g／L pro+0．5 mg／L对氨基苯甲酸+0．5 mg／L泛酸钙 
～ 0

． 5 mg／L核黄素+40 g／L蔗糖+2．5 mg／L 2，4一D 

06 MS+5 g／L蔗糖+2．5 mg／L 2，4-D 24 MS+2 mg／L 2，4一D+0．2．mg／L NAA+0．2 mg／L Kt 

07 
． MS+7 g／L蔗糖+2．5 mg／L 2，4一D 25 Ms+2 mg／L 2，4一D+0．2 mg／L NAA+0．3 mg／L Kt 

08 MS+9 g／L蔗糖+2．5 mg／L 2，4-D 26 MS+3 mg／L 2，4一D+0．2 mg／l NAA+0．3 mg／L Kt 

09 MS+3 g／L蔗糖+3．0 mg／L 2，4一D 27 MS+10 mg／L 2，4一D 

10 MS+5 g／L蔗糖+3．0 mg／L 2，4-D 28 MS 

l1 MS+7 g／L蔗糖 +3．0 mg／L 2，4-D 29 MS+2 mg／L 2．4一D+1BA 0．5 mg／L 

12 MS+9 g／L蔗糖+3．0 mg／L 2，4-D 3O MS+2 ntg／L 2，4一D+0．2 mg／L NAA+0．2 mg／L Kt 

13 MS+3 g／L蔗糖+4．0 mg／L 2，4-D 31 MS十1 mg／L NAA+0．2 mg／L 6BA 

14 MS+5 g／L蔗糖+4．0 mg／L 2，4一D 32 MS+0．4 rng／i．NAA+0．6 mg／L Kt 

15 MS+7 g／L蔗糖+4．0 mg／L 2，4-D 33 MS+1 mg／L 6BA 

16 MS+9 g／L蔗糖+4．0 mg／L 2，4一D 34 MS+2 mg／L 6BA 

MS+2 mg／L 2，4-D+0．1 mg／L 
“ NAA+ 0

．

1 mg／L Kt 35 MS+ 2 mg／L Kt+IBA 0．5 mg／L 

口 
MS+2 mg／L 2，4一D+0．1 

mg／LNAA+0．2mg／LKt 

1．2．3 幼胚培养 取授粉后 10 d左右、大小为 

0． 5～1．0 mm 的幼胚，盾片朝上接种于 MSE脱 

分化培养基上，25℃暗培养诱导愈伤组织的产生， 

每隔3 d观察一次愈伤生长情况。接种后 28 d将 

形成的愈伤组织转移到 MSR再分化培养基上， 

25℃光照 10 h诱导绿苗产生。 

1．2．4 成熟胚培养 将小麦干种子用 75 9／5酒精 

浸泡 5 min，l 9／6 NaCl0处理 20 min，无菌水冲洗 

5次，转入灭菌的培养皿中浸泡 6 h，剥胚，纵切， 

盾片朝上接于脱分化培养基上，25℃暗培养诱导 

愈伤组织产生，每隔 3 d观察一次愈伤生长情况。 

接种后 28 d将形成的愈伤转移到再分化培养基 
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上，25 C光照 10 h诱导绿苗产生，分化和脱分化 

培养基配方列于表 1。 

2 结果与分析 

至再分化培养基上诱导绿苗产生，结果表明，不同 

品种的绿色芽点形成快慢、绿色芽点发生率及成 

苗率差异显著。绿色芽点形成较快的潍麦 8号和 

8802只用 3 d，最慢的济麦2O在 45 d时才形成绿 

2．1 不同基因型的花药培养效果 色芽点；愈伤形成绿色芽点频率最高的基因型为 

共接种花药 9 240枚，得到胚状体 2 392个， 8802、4072、烟农 l9，达 100 9／5，最低的济麦 l9只 

再生成绿苗 268株，1O个不同品种(系)的花药出 有 15 ；烟农 l9成苗率最高(43+5 )，其次为潍 

愈率 差异 显 著 (表 2)，8802的 出愈 率最 高 麦 8号(37．5 )，济麦 20、8804和鲁麦 2l的愈伤 

(119．5 )，其次是 4072(40．3 )，济麦 l9的出 组织不能直接分化成苗。继代时，根据不同品种 

愈率最低，仅为6．2％。出愈率与其愈伤成苗率相 (系)及其愈伤生长状态进行培养基配方调整，以 

关性较小，参试的 1O个品种(系)中，愈伤成苗率 诱导较多的胚性愈伤产生，济麦 20、8804和鲁麦 

以 8802最高(19．9 )，其次是 8044(14．3 )。 21的愈伤组织经过继代改造，分化成苗率分别提 

4072的出愈率居第二位，但其愈伤成苗率最低 高 5、6．8和 0．9个百分点。4072、8802、鲁原 301 

(1．7 )。若以成苗数与接种花药数的相对比例来 和泰山 9818四个品种(系)的幼穗愈伤组织在继 

计算，8802的花药成苗率最高(23．8 )，其余品 代后分别有不同程度提高，提高幅度因品种而异。 

种的花药成苗率由高到低依次为烟农 l9、鲁原 而直接分化成苗率较高的潍麦 8号和烟农 19，其 

301、潍麦 8号、济麦 2O、8044、鲁麦 2l、泰山9818 愈伤组织经过继代后再生频率有不同程度的下 

和济麦 19。 降，烟农 19由43．5 9／5下降到25．0 ，潍麦 8号由 

2．2 不同基因型的幼穗培养效果 37．5 降到20．0 。但继代培养可以扩大愈伤组 

诱导培养 7 d左右，幼穗周围出现突起状的 织群体，提高单位幼胚的利用效率，因此，不仅幼 

愈伤组织，不同品种的愈伤组织状态及生长速度 穗愈伤组织直接成苗率较高的烟农 l9和潍麦 8 

差异显著，烟农 19生长速度明显慢，形成的愈伤 号可作为基因转化的首选材料，而经过继代改造 

较坚实。各品种的表现列于表 3。将诱导产生的愈 取得良好再生频率的 8802和济麦 19，其幼穗也 

伤组织分为两部分，一部分用于继代，一部分转移 是较为理想的转基因受体材料。 

表 2 不同小麦品种(系)的花药培养结果 

：!皇 !! 垒 ! !!! !! !!! ! 竺! !!!! !! !! ： !! 。 一 —— 

品种 
Cuhivar 

接种花药数 产生愈伤组织数 愈伤诱导率( ) 分化成苗数 愈伤成苗率( ) 花培效率( ) 
No．of No．of Callus No．of plant Callus Anther culture 

anther callus induction rate regeneration regeneration rate capacity 

济麦l9 Jimai l9 

济麦2o Jimai 2O 

烟农 19 Yannong l9 

潍麦 8号 Weimai 8 

鲁麦 2l Lumai 21 

鲁原301 Luyuan 301 

泰山9818 Taishan 9818 

4072 

8044 

8802 

合计 Total 

2．3 不同基因型的幼胚培养效果 

取受粉后 10 d左右、大小为 0．5～1．0 mm 

的幼胚，盾片朝上接种于MSE脱分化培养基上， 

25℃暗培养诱导愈伤组织的产生，4周左右愈伤 

组织由湿润透明逐渐转变成千爽乳白，此时将愈 

伤组织转移到MSR再分化培养基上诱导绿苗产 

生，1O个品种(系)的幼胚在 MSE培养基上脱分 

化率达 100 ，愈伤成苗率在不同品种之问存在 

显著差异(表 4)，8802的成苗率最高(26．3 9／6)，其 

次为潍麦 8号(24．8 9／6)、烟农 l9(24．5 )、济麦 

19(22．0 )，成苗率最低的鲁麦 2l，其成苗率仅 

为3．O 。 

2．4 不同基因型的成熟胚培养效果 

2．4．1 蔗糖和 2，4一D浓度对小麦成 熟胚脱分化 

的影响 济麦 l9、花培 l号、鲁原 301、8802和 

4072五个品种(系)的成熟胚在不同蔗糖和 2，4一 

D浓度配比的 16个培养基上(表 1)诱导愈伤组 

织的产生，结果表明，不同品种的成熟胚脱分化能 

O  O  O  0  0 O  O  O  0 O  0 ∞ ∞ ” ∞踮 ∞跎 乩弘 

1  1  l  0 
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力不同，同一品种的成熟胚在不同培养基上脱分 黄，无胚性突起。进一步增加2，4一D浓度，在 13号 

化能力差异显著。花培1号和济麦19在o1、o2、 培养基上愈伤形成率很高，形成的胚性突起紧密， 

O3、O5和 O6五种培养基上都成功脱分化，芽生成 不透明。将这种愈伤转移到再分化培养基上，2周 

量少，形成的愈伤组织乳黄透明，质感较好；而在 左右出现绿色幼苗，进一步提高 2，4一D浓度至 1O 

O7号培养基上愈伤组织表面有白色绒毛状突起， rng／I ，则愈伤诱导率与13号培养基无明显差异， 

似有老化现象；在o8号培养基上生长较慢，但愈 但所形成的愈伤再生能力明显降低，说明高浓度 

伤较坚实；在 O4号培养基上诱导产生的愈伤组 的 2，4一D对愈伤组织的再生不利。本实验表明蔗 

织，质地致密，干爽，表面有球状突起，愈伤再生能 糖浓度在3 ～9 之间时，对成熟胚的愈伤组织 

力高于o1、o2和o3号培养基上诱导的愈伤组织， 诱导率影响很少，高浓度的蔗糖有利于胚性愈伤 

说明较高浓度的蔗糖有利于胚性愈伤组织形成及 组织形成，在一定的蔗糖浓度下，愈伤诱导率与 

再生。8802、4072和鲁原 301在 o1至 12号培养 2，4一D浓度密切相关。成熟胚的愈伤组织诱导率 

基中芽生成率高，形成的愈伤组织疏松透明、色微 及愈伤状态与基因型密切相关。 

表 3 不同小麦品种(系)的幼穗培养结果 

Table 3 Immature inflorescence culture capacity of different cultivars 

品种 
C：ultivar 

愈伤直接再生成苗 愈伤继代后分化成苗 
Regeneration from callus Regeneration from second culture 

愈伤 愈伤 

状态 诱导数 
Callus Callus 

Status NO． 

济麦 19 Jimai 19 I 4O 

济麦 2O Jimai 20 I一 50 
烟农 19 Yannong19 I 58 

潍麦 8号 Weimai 8 I一 40 

鲁麦 21 Lumai 21 Ⅲ 60 

鲁原 301 Luyuan 301 I 80 
泰 山 9818 Taishan 9818 I 3O 

4072 I 52 

8044 Ⅲ 50 

8802 I 64 

平均 Average 52．4 

注t I．愈伤表面有明显的球状突起，干爽易于分离，色乳白；I．愈伤表面有不规则突起，较干爽，部分细胞粘连，色白透明； 
I．愈伤松软，不易分离，湿滑，色白透明。 

Note： I．The ball—like callus is white and friable，dry and easy to be isolated{ I．unshaped callus，comparatively dry，some stick 

together，white and transparent I．the callus is wet and soft，white and transparent，difficult to be isolated． 

表 4 不同小麦品种(系)的幼胚培养结果 
Table 4 Immature embryos culture capacity 

of different eultivars 

2．4．2 成熟胚分化培养基的筛选及愈伤组织的 

再生 表 1中 17～27号培养基为脱分化培养基 

上，将成熟胚分别接种于这些脱分化培养基，诱导 

愈伤组织的产生。结果表明，不同品种的成熟胚对 

培养基的反应不同。除 2O号和 27号培养基外，济 

麦 19、花培 1号、鲁原 301、8802和 4072的成熟 

胚脱分化率在其余的 9种脱分化培养基上都很 

低 ，具体表现为成熟胚直接萌发成苗，基部出现少 

量的愈伤组织白而透明、水样不致密，继代后生成 

大量毛根。济麦19和4072在22和23号培养基 

上脱分化率较高，但形成的愈伤透明疏松，无胚 

性；27号培养基上成熟胚脱分化率达 100 ，愈伤 

生长迅速，软而透明，不易剥离。5个品种在 2O号 

培养基上诱导的愈伤组织外观较致密干爽，形成 

不规则状突起，易于分离，愈伤状态较为理想。 

将 2o号培养基诱导产生的愈伤组织接种于 

．{ 

数 

一～ 一～ 
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一 

3  

0  O  O  O  O  8  7  O  8  O  6  孔  ̈ 0 ¨ 
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分化培养基上，平均成苗率在各品种之间差异显 

著。花培 1号的平均成苗率最高(5．5％)，其次是 

8802(2．3 )、4072(1．5 9／5)、济麦 19(1．3 )和鲁 

原301(O．8 )。不同培养基对愈伤组织再生有显 

著影响，5个品种在 29号和 35号培养基上仅形 

成绿色芽点，不能再生成植株；济麦19在33号和 

34号培养基上愈伤组织则发生褐变死亡，4072仅 

有绿色芽点发生，不能再生成苗；5个品种的愈伤 

组织在 3O号和 3l号培养基上都发生褐变死亡， 

而在28号和32号培养基中均有绿苗产生，因此， 

28号(MS)和32号培养基(MS+0．4 mg／I NAA 

+0．6 mg／I KT)作为成熟胚愈伤组织再生培养 

基对于不同基因型具有一定的适用性。 

3 讨 论 

本研究表明，品系 8802的不同类型外植体在 

组织培养中都有良好表现，花药和幼胚培养效果 

居参试 1O个品种之首，成熟胚培养效果居第 2 

位。花培 1号的成熟胚培养效果居第 1位，而花培 

1号的亲本之一就是 8802。花培 1号是山东省农 

科院作物新近育成的高代品系，耐寒性强，起身 

晚，但后期灌浆速度快，对倒春寒具有良好的抗 

性。烟农 19是山东省目前的主栽品种之一，它的 

幼穗愈伤组织直接再生频率达 43．5 0A，其花药培 

养和幼胚培养效果在 1O个品种中居第2位。潍麦 

8号的幼穗和幼胚培养效果居 1O个品种的第二 

位，它是 2003年山东省新定名的品种，大穗大粒、 

丰产性好，已大面积推广。良好的组培性能和优秀 

的遗传基础，使上述 3个品种(系)有望成为小麦 

基因转化的理想受体。 

小麦成熟胚是已经完全分化的器官，细胞具 

有很强的极性，诱导成熟胚产生理想的胚性细胞 

具有一定困难，本研究设计了35个培养基配方， 

对 5个品种进行了成熟胚培养，取得了初步进展， 

但小麦成熟胚的胚性愈伤组织诱导及再生频率与 

幼胚、幼穗和花药相比还有很大差距。 
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