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摘 要 本文测试了不同消毒方式、愈伤组织诱导、绿苗分化及生根条件对不同类型水稻成熟胚培养再生成株 

的影响。研究结果表明：改良培养基比基本培养基处理效果更好，在改良培养基N6I愈伤诱导、MSR绿苗分化和 

MSC生根条件下，籼稻( sati n indicn CV．滇屯502)、粳稻( sativa aponica CV．日本睛)、籼粳杂种F。(滇屯502／ 

日本晴)和非洲栽培稻(D． 曲errima CV．RG105)~诱导率分别为96％、100％、98％和 100％，成苗率分别为264％、 

286％、216％和224％。以Yuhan Clorox f4％NaC10)稀释一半消毒 1 h效果最好。由此建立了一套非常高效、可靠、 

重复性好的适用于不用基因型水稻成熟胚再生系统，为水稻遗传转化和多倍体化的顺利进行奠定了基础。 
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Abstract possible factors may affect the regeneration office plantlets from matured embryo in vitro culture，such 

as methods ofsterilizing and callus induction，differentiation and regeneration ofgreen plantlets，and conditions for 

plantlet rooting,ofdifferent genotypes ofindica andjaponica rice，and rice cultivar from Africa were investigated． 

The main results showed that the treatment effect ofmodified medium was better than that ofthe、basic ones，and the 

sterilizing ofmatured embryos with halfofYuhan Clorox (4％sodium hypochlofite)for one hour showed the best 

action．Byuse ofmodified medium，the frequency ofcallus induction was 96％，100％，98％，and 100％，frequency of 

rooting was 264％，286％，216％，and 224％，in indica(Diantun502)，japonica(Nipponbare)，Fl ofindica／japonica, 

and African(RG105)cultivars，respectively．Consequently，a high efficient regeneration system for in vitro culture 

of matured embryos of fice was established，which would be reliable and repeatable for different genotypes of fice 

cultivars and could further be facilitated for smooth genetic transformation and polyploidization office． 

Keywords Rice，Matured embryo，Tissue culture，High efficient regeneration system 

水稻在世界粮食生产和安全中有着不可忽视的 

地位，提高其抗性、产量及改良品质有着重要的意义 

(蔡得田等，2001)。目前转化基因技术(张明洲和夏英 

武，2002)和多倍体技术(蔡得田等，2001)已较成熟， 

但由于受基因型的限制，水稻的遗传转化率还很低， 

于是对于水稻再生系统的研究也就非常的重要了， 

从外植体的选择到诱导成苗等一系列问题都已有广 

泛的研究(高三基等，2004；凌定厚和吉田昌一，1987； 

Gao et a1．，2004)。目前用于转基因的外植体主要有胚 

性悬浮细胞系、成熟胚愈伤组织、幼胚及其愈伤组 

织、花药愈伤组织、分生组织盘、萌发的胚、叶基或 

根、茎尖分生组织等，其中采用成熟胚作为再生系统 

的外植体(Takeuchi et a1．，1997；王亚琴等，2004；陈璋 

和朱秀英，1992)的优点在于成熟胚不受时间和季节 

的限制，不像幼穗取材受时空的限制，而且操作简 

便。影响水稻胚性愈伤组织形成和植株再生能力的 
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因 素 包 括 基 因 型 、 外 源 激 素 、 渗 透 压 、 外 植 体 来 源 、 固

化 剂 、 培 养 基 其 它 成 份 以及 温 度 、 光 周 期 和 继 代 时 间

等 多个方 面 ， 其 中材料 的基 因 型~u # l- 源 激 素 的种类 、

浓 度 和 配 比是 最 主 要 的 因 素(高三 基 等 ，
2 0 0 4 ) 。 不 同 品

种 的 基 因 型 差 异 主 要 表 现 在 它 们 对 外 源 激 素 的 敏 感

性 的不 同 和 作 用 效 果 的 差 异 上 (凌 定 厚 和 吉 田 昌
一

，

1 9 8 7 ；陈璋 和 朱 秀 英 ，
1 9 9 2 ) 。 所 以 由于 不 同 的材料 以

及 不 同 的地 域 等 因素 的 影 响 ， 导致 很难 参 照
一

套 完整

的系统 来得 出理 想 的再 生 效 果 。 其 中对 于 籼 稻 再 生 系

统 的研 究在 国 内外 已 比较 广 泛 ( 高三 基 等 ，
2 0 0 4 ；凌 定

厚 和 吉 田 昌
一

，
1 9 8 7 ；殷 绪 明等 ，

2 0 0 7 ) ， 而 粳 稻 再 生 系

统 的研 究 要 相 对 少
一

些 ， 非 洲 栽培 稻 再 生 系统 研 究未

见 报 导 。 在进 行 水 稻 的功 能基 因验 证 、 转基 因 和 远 缘

杂 交 结 合 多倍 体 化 种 质创 新 的研 究 项 目中 ， 为 了构建

成 熟 胚 再 生 系统 ， 我 们 曾经 引用 了很 多 的 消毒 方 式 和

培 养基 配 方 等 处 理 条件 ， 但 均 未达 到 理 想 的 效 果 。 选

择 成 熟胚 为外 植 体 ， 本研 究 旨在探 明消 毒 方 式 和 培 养

基 成份 差 异对 不 同类 型 水 稻 (籼 、 粳 、 籼粳 杂交和 非洲

栽 培 稻 1成 熟胚 再 生 的 影 响 ， 以 期 建 立 水 稻 成 熟 胚 的

高效 再 生 系统 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 水 稻 材 料

选 择 不 同类 型 水 稻 品种 为 实验 材 料 ， 其 中包 括 料

籼 稻 (D ． s o t i 口 0 i n d i c a C V ． 滇 屯 5 0 2 ， 云 南 改 良优 质 香

软 米 品 种 ) 、 粳 稻 (D ． s a t i v a j a p o n i c 口 C V ． 日 本 晴 ， 日 本

品 种 ) 、 籼 粳 杂 种 F ．(滇 屯 5 0 2 ／日 本 晴)和 非 洲 栽 培 稻

(o _ ∥a b e r r i m n C V ． R G l 0 5 ， 引 自国际 水稻研 究所 I R R ／) 。

糖 (s u c r o s e l 3 0 g ／L + 琼 fl ~(a g a r ) 6 g ／L ， p H 5 ． 8 ；

(2 1基 本 绿 苗 分化 培 养 基 M S ：M S + N A A 0 ． 1 m g ／L +

K T 2 ． 0 m g ／L + 肌 醇(M y o — i n o s i t 0 1) 0 ． I g ／L + 蔗糖 5 0 g ／L +

琼 脂 1 2 g ／L ， p H 5 ． 7 ；

(3 )基 本 生 根 培 养 基 M S ：M S + 肌 醇 0 ． 1 g ，L + 蔗糖

3 0 g ／L + 琼脂 6 g ／L ， p H 5 ． 7 ；

(4 ) 改 良诱 导 培 养 基 N 6 h N 6 + 2
，
4

一

D 2 ． 0 m g ／L + 酪

蛋 白 氨 基 酸 (c a s a y i n o a c i d s ) 0 13 ∥L + L
一 脯 氨 酸

(L —

p r o l i n e ) 2 ． 8 g ／L + 蔗糖 3 0 g ／L + 琼 脂 6 g ／L ， p H 5 ． 8 ：

(5 )改 良绿 苗 分 化 培 养 基 M S R ：M S (M g S 0 4
~ 7 H ：O

1 8 5 m g ／L + M n S 0 4
� H 2 0 3 ． 3 8 m g ／L + Z n S 0 4

‘ 7 H 2 0

1 ． 7 2 m g ／L + C u S 0 4
~ 5 H 20 0 ． 0 0 5 m g m

， 并 去掉甘氨 酸)+

N A A 0 ． 1 m g ／L + K T 2 ． 0 m g ／L + ~ 梨 醇 (s o r b i t 0 1) 2 0 g ／L +

肌 醇 O． 1 ∥L + 蔗糖 3 0 g ／L + 琼脂 6 g ／L ， p H 5 ． 7 ；

( 6 ) 改 良 生 根 培 养 基 M S C ： M S (M g S O 。
� 7 H 2 0

1 8 5 m g ／L + M n S 0 4
� H 2 0 3 ． 3 8 m g ／L + Z n S 0 4

’ 7 H 2 0

1 ． 7 2 m g ／L + C u S 0 4
~ 5 H 2 0 0 ． 0 0 5 m g ／L

， 并 去 掉 甘 氨 酸 ) +

肌 醇 0 ． 1 g ／L + 蔗糖 3 0 g ／L + 琼 脂 6 g ／L ， p H 5 ． 7 。

1 ．3 愈 伤 组 织 诱 导

消 毒 ： 分 别 取 上 述 品 种 水 稻 成 熟 胚 为 外 植 体 ， 在

超净 工 作 台将 种 子 先 用 7 5 ％ 的 酒 精 表 面 消 毒 5 m i n ，

无 菌 水 冲 洗 2 次 ， 分 别 用 1 ％ 、 0 ． 5 ％ 升 汞 (H g C l 2) 处 理

2 0 m i n 和 4 ％ 、 2 ％ Y u h a n C l o r o x (韩 国产 ， 其 中含 4 ％

N a C IO )表 面 消 毒 1 h ， 无 菌 水 冲 洗 5 ～ 1 0 次 直 至 洗 成

白色 为止 。

接 种 ： 每 个 直 径 9 c m 的 培 养 皿 放 入 2 0 枚 成

熟 胚 。 经 消 毒 的 成 熟 胚 接 种 于 愈 伤 组 织 诱 导 培 养

基 上 ( 图 l a ) 。

1 ． 2 培 养 基 1 ．4 绿 苗 与 生 根

用 于 诱 导 、 绿 苗 分 化 和 生 根 的培养 基 分 为 2 组 ，

具 体 配 方 ：

( 1 ) 基 本 诱 导 培 养 基 N 6 ：N 6 + 2
，
4 一 D 2 ． 0 m e ／L + 蔗

大 约 诱 导 一

个 星 期 就 能 开 始长 出 愈伤 组 织 ， 2 0 d

以后 就 能 生 长 出 大 量 的 愈伤 组 织 ， 选 取 质 地 较 硬 的

愈 伤 组 织 分 别 接 种 在 基 本 绿 苗 分 化 培 养 基 M S 和 改

a b c d e

图 l 水稻 成熟胚 高效再 生系统 图

注 ：a ：接种 ；b ：愈伤组 织 诱 导 ：c ：愈伤组 织诱导 ；d ：绿 苗 分化 ；e ：生 根培养

F i g u r e l P i c tu r e f o r h i g h e ffi c i e n t r e g e n e r a t i o n s y s t e m f r o m m a t u r e d e m b ~ o o f fi c e

N o t e ：a ：I n o c u l a t i o n ；b ：C a l l u s i n d u c t i o n ；c ：C a l l u s i n d u c t i o n ；d ：C a l l u s d i ff e r e n t i a t i o n a n d r e g e n e r a t i o n ；e ：R o o t in g o f r e g e n e r a t e d
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良绿苗分化培养基MSR上进行绿苗分化培养，在全 

天候光照和培养温度为26℃的条件下，3--4 d以后就 

能在愈伤组织上出现绿点，待苗长至 3～5 cm后剪取 

其全部根，然后转移至生根培养基 MSC上，l～2 d就 

能长出新根。 

1．5炼苗与移栽 

待根长至3～5 cm后，就能开盖洗干净培养基炼 

苗了，4～5 d待苗健壮后即刻移栽大田中。 

1．6计算方法 

愈伤组织诱导率：愈伤组织发生数 ／接种外植体 

数xlO0％；出芽率=出芽的愈伤组织数／转入分化培 

养基的愈伤组织数x100％；绿苗分化率：绿苗的愈伤 

组织数 ／转入分化培养基的愈伤组织数x100％；成苗 

率=绿苗数 ／转入分化培养基的愈伤组织数x100％； 

生根率=绿苗生根数 ／转入生根培养基中的绿苗数× 

100％。 

2结果 

2．1不同消毒方式对水稻成熟胚愈伤诱导以及绿苗分 

化的影响 

由于滇屯502／日本晴籼粳杂交种子兼备籼、粳稻 

的特性，所以选用该种子作为实验材料具有很强的代 

表性。首先把种子脱壳，然后选取完整的成熟胚在超 

净台用 70％酒精浸泡5 min，再选用不同的消毒剂进 

行消毒灭菌，分别比较不同消毒剂对外植体愈伤组 

织诱导、分化成苗的影响(表 1)。结果表明，以Yuhan 

Clorox稀释至50％最适宜作为成熟胚消毒剂。 

2．2不同培养基对水稻愈伤组织诱导的影响 

经添加酪蛋白氨基酸、L一脯氨酸的改良诱导培 

养基 N6I比基本诱导培养基N6在诱导效率上差异 

极其显著，甚至对于有些品种已经达到了100％的诱 

导效率(表 2；图 lb)，而且所生长出的愈伤组织质地 

较硬、呈颗粒状和颜色淡黄f图 lc)。 

表 l不同消毒方式对水稻籼粳交(滇屯502／日本晴)F 成熟胚组织诱导、绿苗分化的影响 

Table 1 Effects ofdifferent sterilizing methods on callus induction and differentiation from matumd embryo ofindica andjaponica F 

表2不同培养基对水稻愈伤组织诱导的影响 

Table 2 Effects ofdifferent medium on callus induction from matu~d emb~o office 

注： 表示P<0．05， 表示P<0．01；以下同 

Note： significant different at P<0．05 probability leve1． significant different at P<0．0 1 probability level；The same as follow 
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2．3不同培养基对水稻愈伤组织绿苗分化的影响 

经改良后的绿苗分化培养基MSR比基本绿苗 

分化培养基 MS的分化效率大大提高了(表 3)，差异 

显著(P<0．01)。出芽率由原来的70％左右提高至 90％ 

以上，绿苗分化率也由60％左右提高至90％以上，成 

苗率也由80％左右提高至了210％以上了。其中对于 

日本晴的分化效果是最佳的f图 】d)，出芽率和绿苗 

分化率都达到了 100％，成苗率也是高达286％。 

2．4不同培养基对水稻再生根的影响 

表 3不同培养基对水稻愈伤组织绿苗分化的影响 

在生根培养基中都去掉了外源激素，改良生根培 

养MSC几乎达到了 1 00％的生根率，要比基本生根培 

养基 MS 80％的生根率的效果提高了20％(表4)，二 

者差异显著(P<0．o1)，而且在改良生根培养MSC中新 

根的生长速度要快的很多，在长势上基本上都是根粗 

而长(图le)。 

2．5改良培养基对不同材料再生的影响 

经改良后的培养基对不同的材料的再生效果是 

不同的(表 5)，但是其影响程度不是很大。改良后的 

Table 3 Effects ofdifferent medium on callus differentiation and regeneration from mam~d embryo office 

品种 培养基 分化绿苗数 生根的绿苗数 生根率(％) 根的形态 
Cultivar Media No．ofgreen shoot No．ofgreen shoot rooted Frequency ofgreen Form ofmot 

品 种 

Cultivar 

愈伤组织诱导率(％) 

Frequency of callus 

induction(％) 

出芽率(％) 绿苗分化率(％) 

Frequency ofbud Frequency of green 

成苗率(％) 生根率(％) 

Frequency ofregene—Frequency of green 

initiation(％) shoot differentiation(％)rated seedlings(％) root regenerated(％) 

滇屯 502 
Diantun502 

日本晴 

96．67 100．00 96．67 264
．O0 100．00 

100．00 

Nipponbare 

滇屯502／日本晴 95．00 

Diantun502／Nipponbare 

RG105 100．00 

100．00 

92．00 

96．00 

100．00 

92．00 

96．00 

286．00 

2l6．00 

224．00 

100．00 

98．00 

100．00 
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培养基对于日本晴的诱导、分化和生根效果是最佳 

的，其比率几乎都达到了 100％。 

2．6水稻成熟胚高效再生系统的建立 

根据以上实验结果建立了水稻成熟胚的高效再 

生系统(图2)。该系统测试了4个不同类型的材料， 

经次氯酸钠消毒 1 h后转入改良诱导培养基 N6I中 

进行愈伤组织的诱导，再把愈伤组织转接至改良绿 

苗分化培养基MSR中，绿苗分化完成后就转移至改 

良生根培养基MSC中生根，直至炼苗移栽长成健壮 

的植株。我们利用该套系统对一批水稻亚种间远缘 

杂交后代 (F 、F 和 F，)进行成熟胚培养和多倍体诱 

导，效果理想。 

用Clorox(2％NaCIO)消毒 l h 
Clorox sterilize l h 

接种成熟胚于N6I上 
Inoculation with matured embryos to N6I 

暗培养25 d诱导愈伤组织 
Cu ltureinthe darkfor 25 duntilthe appearance ofcallus 

转入MSR中进行绿苗分化 
Transfer of callus into MSR for differentiation 

苗高7～10 clrl时转入MSCq~生根l周 
Transfer ofshoots with 7-10 cm longth into MSC for one week 

开盖并洗去培养基炼苗3～5 d 
Openingthett~ arrtwashingthemedium for3-5dforacclimatization 

移栽大IIl 
Transplantingintofield 

图2水稻成熟胚高效再生系统流程图 

Figure 2 Protocol for high efficient regeneration system from 

matured embryo of rice 

3讨论 

在比较不同消毒方式时，采用改良诱导培养基 

N6I，0．5％升汞处理的愈伤组织比 0．1％升汞处理的 

其诱导率高，但成苗率大大降低，可能是因为升汞 

浓度高渗透入胚组织中，在后期分化过程中产生毒 

害使成苗率降低，这与王亚琴等(2004)~0试幼胚的 

结果基本相同；而用 Yuhan Clorox f2％NaC10)处理 

不仅愈伤组织诱导率高，而且成苗率也高，比王亚 

琴等(2004)的研究结果在愈伤组织诱导率上高出了 

20％ 30％。从培养基成份配比来看，与已往的研究结果 

对~L(Gao et a1．，2004；李霞等，2005；殷绪明等，2007)， 

改良诱导培养基N6I诱导效果提高了l0％--20％，差异 

非常明显。添加的2,4-D 2．0 mg／L对于愈伤组织的诱 

导能获得较高的诱导效率在以往的研究中已经得到 

证实(殷绪明等，2007)，也有人同时按比例添加 2,4一D 

和 KT能获得较高的诱导效率(Gao et a1．，2004；王亚 

琴等，2004)，而本实验仅添加了2,4一D 2．0 mg／L就能 

获得理想的诱导效率，这与附加的酪蛋白氨基酸、L一 

脯氨酸的作用也有着直接的关系。N6I对于不同基因 

型的水稻诱导有细微的差别，要想获得最佳的诱导 

效果还需针对不同的品种调整外源激素比例的来达 

到理想的效果。并且在绿苗分化过程中可以发现，改 

良绿苗分化培养基 MSR在出现绿芽的时间也要比 

王亚琴等(2004)1~结果早 2～3 d，平均成苗率也高出 

了90％，而且生长速度也加快了很多，这与调整了培 

养基成份比例有着重要的关系。改良后的三种培养 

基对日本晴的再生效果是最好的，这一结果与以往 

的很多研究结果都是相近的，也与日本晴被广泛选 

用作为转化材料是一致的(Thilmony et a1．，2006；贾 

巧君等，2006)，只是效果更加好了，由此可以推测这 

种改良的培养基更加适用于粳稻成熟胚的再生。而 

对于籼粳杂交 F 代的成熟胚诱导要稍差一些，这可 

能杂交后代的细胞效应有关系(陈璋和朱秀英，1992； 

Gao et a1．，2004)。 

经改良后的诱导培养基 N6I、绿苗分化培养基 

MSR和生根培养基 MSC效率非常高，而这三种改 

良的培养基都是我们经历了两年时间的摸索对比而 

得出来的，我们曾经也引用过多种配方(傅雪琳等， 

2006；殷绪明等，2007；朱祯 等，2002；王 慧中等， 

2000)，但是都没有达到理想的效果。所以说影响水 

稻成熟胚再生原因还可能是由于不同的材料、不同 

的实验条件以及不同的地域所造成的，尤其是对于 

地处高海拔的云南显得突出些，因此经我们改良的 

培养基成份比例以及外源素的添加比例更加适合于 

在这一地区的水稻成熟胚的再生。本水稻成熟胚再 

生系统经历了大量的重复的实验验证，程序简单便 

于操作，效率非常高。本系统还将为水稻的转化、水 

稻的多倍体化等研究提供强大技术保障。 
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