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影响小麦 K1 99不同外植体愈伤组织诱导的因素 

张 弛 2，李 霞 ，王玉珍 

(1．中国科学院 遗传与发育生物学研究所农业资源研究中心，河北 石家庄 050021；2．中国科学院研究生院，北京 1(3(1039) 

摘要：以小麦科农 199(K199)的完整种子、离体成熟胚和幼叶作为外植体，探讨了取材时间、取材部位、激素浓度 

和培养方式对小麦离体培养的影响。结果表明，刨碎的离体成熟胚和叶片基段为小麦组织培养的良好起始材料，种 

子萌发 4 h为最佳取材时间，2 mg／L 2，4一D更有利于获得 II型愈伤，光培养比暗培养更适用于叶片愈伤培养。 

关键词 ：小麦；组织培养；成熟胚；幼叶 

中图分类号 ：s512．01 文献标识码 ：A 文章编号 ：1000—7091(2008)增刊 一0104—05 

Factors Affect Callus Induction from Various Explants of K199 

ZHANG Chi 一，LI Xia ，WANG Yu．zhen 

(1．Research Center of Agricultural Resources，Institute of Genetics and Developmental Biology， 

Chinese Academy of Sciences，Shijiazhuang 050021，China； 

2．Graduate University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100039，China) 

Abstract：The explants used in the study are whole seed，detached mature embryo and leaf segment of wheat cultivar 

K199．Th e factors affecting the induction and differentiation of calli were studied．Th e results showed that mature emb ryo 

pieces and basal segments of young leaves were the best explant sources for K1 99．Good callus with high regeneration fre— 

quency could be obtained from medium containing Kinetin(KT)3 mg／L and 2，4-D ichl0rophen0xyacetic acid(2，4-D) 

0．01 mg／L． 
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小麦作为世界上重要的粮食作物之一，对其进 

行分子改良工作一直倍受关注，但因基因型依赖、再 

生困难等因素的影响 ，制约了小麦遗传转化改 良作 

物的发展，因此探索和完善小麦组织培养体系成为 

小麦分子育种的重要课题。近年来，已有不少学者 

以小麦的叶E1 J、幼穗[ 、花药l 、幼胚[ ]及成熟胚[ ] 

为材料，研究了其愈伤组织诱导及分化的情况，发现 

幼穗、幼胚具有较高的再分化能力 6．7 J。但幼穗、幼 

胚培养受 季节的限制且生理的一致 性很难得到保 

障；而相对于幼穗、幼胚而言，成熟胚 (种子 、离体成 

熟胚)和叶片作为外植体，来源丰富且不受季节、植 

物发育时期等因素限制，具有取材方便、操作简单等 

优点，是进行小麦基因转化的良好外植体来源 8， 。 

但当前报道的小麦成熟胚和叶片诱导愈伤培养中， 

其愈伤组织的诱导及分化频率低的问题仍未解决， 

进一步选择不同取材方法 ，优化多种培养条件，提高 

胚性愈伤组织的形成能力，仍是 目前小麦成熟胚和 

叶片培养面临的主要问题[10,11]。 

科农 199(K199)越冬抗寒性强 ，抗倒性好 ，节水 

耐寒，氮肥利用效率高，中抗秆锈病，中感纹枯病，高 

感条锈病、叶锈病、白粉病，是经系统选育而成的高 

产、稳产小麦新品种。本试验以K199小麦品种为材 

料，对不同外植体愈伤培养进行了研究，旨在获取分 

化率高的胚性愈伤组织，优化再生体系，为进一步的 

分子改良K199的农艺性状研究奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

供试材料为小麦品种 K199，由中国科学院遗传 

与发育生物学研究所农业资源中心提供。 

1．2 培养基 

培养基种类及成分见表 1，所有培养基均附加 
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0．8％琼脂 ，3％蔗糖 ，pH调至 5．8，121℃高压灭菌 18 

mino 

表 1 培养基种类及成 分 

Tab．1 Sorts and components of medium 

种类 成 分 
Sorts Component 

诱导培养基 MS+1．0 mg／L 2，4-D 

Induction MS+2．0 mg／L 2，4·D 

medium MS+4．0 mg／L 2，4一D 

MS+8．0 mg／L 2，4·D 

分化培养基 MS+3．0 mg／L KT+0．01 mg／L 2，4一D 

Regeneration MS+3．0 mg／L KT 

me~um MS+2．0 mg／L 6-BA+0．02 mg／L NAA 

MS+2．0 mg／L 6一BA 

1．3 试验方法 

1．3．1 取材与接种 取收获后保存 3个月的小麦 

种子，75％酒精处理 1 rain，0．1％ HgC12处理 10 min， 

无菌水洗 5次 ，浸泡萌发 ，取不同外植体接种于上述 

诱导培养基上。 

1．3．2 成熟胚诱导愈伤 

1．3．2．1 全种子诱导愈伤 取消毒后浸泡萌发 4 h 

的小麦种子 ，将种子腹沟朝下置于培养基上 ；或将成 

熟胚做半剥离，即自胚芽两侧切开，并用刀将胚芽翘 

起使之不接触胚乳，但胚根和下胚轴仍与种子相连， 

种子腹沟朝下置于培养基上。 

1．3．2．2 离体成熟胚诱导愈伤 取消毒后浸泡萌发 

2，4，6，8，10，12，14 h的小麦种子，在无菌条件下，将 

成熟胚剥下 ，按盾 片向下 、胚芽不直接接触培养基 

(正放)和盾 片向上 、胚芽直接接触培养基(反放)2 

种方式进行接种；或将消毒后萌发 16 h已露白成熟 

胚 的胚根和胚芽切去仅将胚轴接人诱导培养基 ；或 

将消毒后浸泡萌发 4 h的种子 ，将胚以刀尖刨碎后 ， 

置于诱导培养基上。 

培养温度 25℃，暗培养 28 d后 ，进行 出愈率和 

愈伤品质统计。 

1．3．3 叶片诱导愈伤 将按上述方法消毒后的种 

子接种于 MS培养基上 ，进行光 培养 ，光 照强度为 

2 000 lx，每 日照光 16 h，3～4 d后 ，取芽长 2 cm左右 

的叶片，切取叶片做外植体置于愈伤诱导培养基上 ， 

进行愈伤诱导。 

出愈率 =产生的愈伤组织块数／接人的外植体 

数 ×100％；有效 出愈率 =产生的 II型愈伤组织块数 

／接人的外植体数 ×100％；2x出愈率 =两端都有愈 

伤产生的外植体数／接人的外植体数 ×100％；芽萌 

发率 =有芽萌发 出的外植体数／接人 的外植体数 × 

100％；根萌发率 =有根萌发出的外植体数／接人的 

外植体数 ×100％。愈伤品质分为表面水化程度、愈 
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伤松软程度、愈伤颜色 、愈伤透明度 、愈伤生长量 5 

个方面，较优则记作 1分，较差则记作0分，最高为5 

分 。 

1．3．4 愈伤再生 愈伤培养 28 d后(每 14 d继代 1 

次)，转入再生培养基 ，光培养 28 d后统计再生率 。 

再生率 = 产生芽结构的愈伤块数／接人的总 

愈伤块数 ×100％。 

2 结果与分析 

2．1 取材部位和放置方式对愈伤诱导和品质的影响 

从图 1可以看 出，不同的取材方式在相同 2，4一 

D浓度诱导下的出愈率存在着较大的差异，这可能 

与小麦内源激素与 2，4一D的浓度比相关，完整的胚 

结构在 2，4．D浓度较低(2 mg／L)时，内源激素 的作 

用显著 ，导致芽和根 自然生长 ，而不是产 生愈伤组 

织，特别是有胚乳供应时(全种子和半剥离)出愈率 

更低 ，从后续试验 中也可得知 出愈率和芽萌发率呈 

反比趋势；而当胚原有结构被破坏，即进行碎胚时， 

内源激素浓度减低 ，对 2，4一D诱导更为敏感 ，出愈率 

大幅提高。 
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图 1 取材部位 对愈伤 的影响 

Fig．1 Effect of different explants 

全种子和半分离途径的愈伤(图 2-a)品质类似 ， 

松软透明，明显水化；离体胚途径愈伤(图 2-b)颜色 

乳 白，结构紧实 ，生长量较为适宜 ，但表面略显水化 ； 

胚轴(图2-c)途径的愈伤与离体胚途径状态类似，但 

是生长量很低 ，碎胚途径 的愈伤 (图 2-d)乳 白紧实， 

有颗粒状结构，愈伤品质最优；叶片途径的愈伤(图 

2-e)颜色浅黄，结构紧实，生长量最优 ，品质得分与 

碎胚相同。 

2．2 不同 2。4-D浓度对诱导愈伤组织的影响 

取离体成熟胚 (反放)和萌发 3～4 d叶片取基 

部以上 0．5 cm区段置于含 1，2，4，8 mg／L 2，4一D的 

MS培养基 ，培养 30 d后统计出愈率和愈伤品质。 

从图 3，4可以看出，2，4-D浓度 为 1或 2 mg／L 

的培养基对成熟胚愈伤诱导最为适宜 ，虽然出愈率 

不是最高的，但愈伤状态最好，这与其他文献中的记 
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载一致[ 。]；叶片基段在 2，4 mg／L 2，4-D的培养基上 

获得的愈伤状态类似，但当2，4-D浓度为4 mg／L，可 

获得更多的愈伤组织，这与其他文献记载略有区 

别~13,14]，可能是因为品种差异造成的影响。 

a．全种子途径诱导产生的愈伤(右)和半分离途径诱导产生的愈伤(左)；b．成熟胚正放(左)和反放(右)；C．反放成熟胚(1)、划伤的 

成 熟胚(2)和胚轴(3)：d．破碎胚途径产生的愈伤 ；e．叶片途径产生的愈伤 ；f．破 碎胚愈伤的再生植株 ；g．破碎 胚愈伤再 生方 式为体 

细胞胚途径(箭头)；h．叶片途径的再生植株。 

a．Callus inducted from explants of wh0le seed(right)and half-cleaved(1eft)：b．Callus inducted from mature embryo with scutellum 

downwards(1eft)and upwards(right)；C．Callus inducted from mature embryo with scutellum upwards(1)。lacerated mature embryo(2) 

and hypocotyl(3)：d．Callus inducted fromfragments ofmatte embryo；e．Callus inducted from basalleav~：f．Regeneration of callus in- 

ductedfrom fragmentsof mature embryo；g．Regenerationof callus via somatic embryogenesls(arrow)：h．Regeneration of callus inducted 

from hasalleav~ ． 

图 2 小麦 K199愈伤诱导及再生 

Tab．2 Callus induction and regeneration of wheat K199 

口 出愈率 —◆__愈伤品质 —I—I出愈率 + 愈伤品质 
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图 3 2．4．D浓度对成熟胚愈伤的影响 

F ．3 Effect of 2．4·D on c~lus induction of mature embryo 

2．3 种子萌发 时间对离体成熟胚愈伤诱导和品质 

的影响 

在试验中，我们发现小麦萌发时间有以下规律， 

自4 h开始胚发生软化萌动，8 h开始露白，16 h全 

部露白。根据表 2可以看出，随着萌发时间的增加， 

出愈率先是增长，而后降低，芽萌发率和根萌发率也 

呈现相同的趋势。芽萌发率在 10 h时达到最高，可 

能是因为露白种子增 多，在摇动萌发的过程中因为 

—  

_壬_ —— 

／ 。 。＼  、◆ 

：广]． 
2，4．D浓度 ／(mg几) 

图 4 2．4-D浓度对叶片愈伤的影响 

Fig．4 Effect of 2，4-D on callus induction of leaves 

碰撞损伤反而导致芽萌发率降低，同样根萌发率则 

在 8 h达到最高。出愈率受到胚萌动程度的影响，2 

h时种子萌动程度较低，因此愈伤诱导率也较低，而 

6 h后，由于芽萌发率和根萌发率的提高，反而制约 

了愈伤的诱导 ，可能内源激素 自6 h开始逐步增强， 

对 2，4一D的起到拮抗作用。 

2．4 不同取材位置和取材长度对叶片愈伤的影响 

将长度为 2 cm带有胚芽鞘 的芽 自根 以上全部 
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切取(包括胚轴)，均等分为 3分，基段标记为 1，中 

段标记为 2，顶段标记为 3；或取 0．25，0．5，1 cm的叶 

片基段，分别记作 a，b，C。将外植体置于 MS+4 

mg／L 2，4一D诱导培养基上，光培养 30 d后统计出愈 

率和 2x出愈率。 

表 2 萌发时间的影响 

Tab．2 Effects oftime for germination 

根据表3可以看出叶片只有基段能产生愈伤组 

织，且区段长达 1 cm时，只有靠基部的一端能产生 

愈伤，区段长 0．5 cm时，会有部分外植体两端均产 

生愈伤，这些现象与小麦的结构有很大关系，在解剖 

过程中，我们发现小麦的分生组织在营养生长过程 

中始终处于根叶连接处，因此越靠近基部的叶片细 

胞越接近分生细胞 ，越容易诱导产生愈伤。 

表3 不同取材部位和长度对叶片愈伤的影响 

Tab．3 Effects of sorts and length of explants on 

cullus induction from leaf 

出愈翠／％ 89．27 0．00 0．00 81．33 90．67 84．00 

2x出愈率／％ 35．00 0．00 0、00 10．00 35．00 2．00 

2．5 不同光照条件对叶片愈伤的影响 

按上述方法得到的 0．5 cm幼叶基段接入 MS+ 

4 mg／L 2，4-D的诱导培养基中，光培养 ，或光暗交替 

培养(暗培养 15 d后转至上述光条件下培养15 d)， 

或暗培养 30 d。进行有效出愈率和愈伤品质统计。 

匹 
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皇 

图 5 不 同光照条件对叶片愈伤 的影响 

Fig．5 Effects oflight condition oll cautls induction from leaf 

光培养得到的愈伤颜色浅黄，质地紧实，多为 II 

型愈伤；暗培养获得的愈伤则颜色灰白，质地松软， 

多为 I型愈伤；光暗交替培养的愈伤品质介于上述 

两种方式之间。因此尽管出愈率差异不 明显，但光 

照条件下培养的外植体有效愈伤率最高(图5)。 

2．6 成熟种子不同取材部位对分化的影响 

离体成熟胚途径愈伤在再生过程中毛状根生长 

旺盛 ，大面积出现绿点，但无法形成真正的芽结构 ， 

在本试验中仅获得 2株再生植株；碎胚途径的愈伤 

稍为松软，颜色略浅，在再生培养基上均有再生植株 

产生，最高可达 10％(图2．f，g)；叶片途径的愈伤在 

再生过程中，表现并不比碎胚途径的愈伤更好，再生 

率很低，共获得 5棵再生植株(图 2-h)。 

KT和 6-BA对小麦愈伤分化的影响差异不明 

显，但在 KT培养基中加入少量 2，4一D，更有利于芽 

分化，NAA会导致毛状根的大量生成，一旦愈伤生 

成大量毛状根便不会再分化出芽结构。 

3 讨论 

迄今为止，基因型的局限性是限制小麦遗传转 

化和应用的关键因素之一。筛选培养力高而且农艺 

性状好的基因型作为受体，对于促进转基因小麦的 

研究和发展具有重要意义。因此使用推广品种作为 

材料 ，以成熟种子为基础进行不同取材方式和不同 

培养条件的探索，对不同培养途径得到的愈伤进行 

统计和评估，选择、建立和完善更为有效的愈伤诱导 

和分生体系对于提高小麦生物技术育种效率具有重 

要意义。 

3．1 最优的培养途径 

取消毒后萌发4 h的种子，以刀尖将胚刨碎，接 

种于2 mg／L 2，4-D的 MS培养基上，培养 30 d后，转 

入 MS+3．0 mg／L KT+0．01 mg／L 2，4-D的分生培养 

基上进行再生，分化率最高可达 10％，碎胚法得到 

的愈伤颜色乳白，质地紧实，再生率高，这可能是因 

为碎胚法完全破坏了胚的原有结构，从而大大降低 

了自身激素的影响，有利于产生 II型愈伤。 
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3．2 2。4．D在分生培养基中的应用 

在分生培养基 中加入低浓 度的 2，4一D，比单纯 

使用 KT更有 利于愈伤分化 ，这与彭朝华等[ ]的研 

究结果相异，推测可能是品种差异引起的区别，因为 

在谷立坤等[16]的试验中可以看 出不 同的基 因型对 

分 生培 养 基 中加 入 2，4一D呈现 不 同反 应。对 于 

K199这个品种 ，加入适量 2，4一D有利于抑制毛状根 

的生长，提高分化率 ，可能是因为 2，4．D有利于保持 

细胞胚性，从而更容易进入正常的芽分化。 

本试验对 K199愈伤组织的诱导和分生培养基 

仅仅进行了初步的探索，为建立K199高效组织培养 

系统提供了重要依据。但要建立分化率更高的小麦 

组培途径并能用于下一步的遗传转化提供材料，应 

该进一步弄清小麦分化过程中各种因素的影响，对 

此我们正进行进一步的试验。 
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