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超级稻离体再生培养条件的优化 
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摘 要：以超级稻品种两优培九成熟胚为外植体，研究了外源激素和化学试剂对超级稻离体再生培养的影响．结 

果表明，成熟胚在MS+2，4．D 2 mg／L+KT l mg／L培养基上，愈伤组织诱导率达94％；愈伤组织在MS+6．BA 2 

mg／L+KT l mg／L+NAA 0．5 mg／L培养基上，分化率为76．66％；当分化培养基中添加5 mmol／L CuS04，愈伤组织 

生长旺盛，分化率提高，可达86．66％． 
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Optimization of super rice in vitro cultivation conditions 

OUYANG Lin。。HONG Ya-hui。‘“ 。WANG Ruo-zhong 。ZHOU Yong。 

(a．College of Biological Science and Biotechnology Ib．Hunan Provincial Key Laboratory of Phytohormones and Growth 

Development，HNAU，Changsha 410128，China) 

Abstract：Using mature emb~os of super rice variety，Liangyoupe i 9，as explants，the effects of exogenous hommones 

and chemic reagentonthe cellar cultureofthe super ricein vitrowereinvestigated．The results showed thattheinduction 

frequencyofmature emb~oscallusonMS+2，4一D2mg／L+KT lmg／Lmedium Was 94％ ；thedifferentiationfrequencyof 

buds on MS+6-BA 2 mg／L+KT 1 mg／L+NAA 0．5 mg／L medium，used as differentiation medium．was 76．66％：When 5 

mmol／LCuSO4Was added tothedifferentiationalmedium，it reached ashighas 86．66％ andthecallusgrewwel1． 

Key WOrds：SHpe r rice；tissue culture；callus 

自从 1996年中国启动了超级稻育种计划，超 

级稻研究始终居于世界领先水平【1]．为了创造新的 

种质资源，组织培养及基因工程技术被广泛用于水 

稻研究，并取得了显著成果【24]．在现代生物技术育 

种过程中，愈伤组织经常作为外源基因的受体，因 

此愈伤组织的质量及其分化植株的能力是影响水 

稻基因工程和水稻育种的重要因素，在改善愈伤组 

织质量和提高植株再生能力方面，科学工作者进行 

了大量研究，并取得了一定的成果L5 】． 

笔者以超级稻两优培九成熟胚为试验材料，对 

水稻愈伤组织的诱导、分化进行了研究，以期通过 

在培养基中添加外源激素和特殊化学试剂【5 ]，提 

高愈伤组织的质量和再生植株的频率． 
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1 材料与方法 

1．1 材 料 

1．1．1 供试水稻品种 

超级稻两优培九，购自湖南省杂交水稻研究 

中心． 

1．1．2 培养基 

基本培养基采用MS，诱导培养基激素配比设7 

个组合，I：MS；II：MS+2，4一D l rag／L；Ⅲ：MS+ 

2，4一D 2 rag／L； IV ：M S+2，4一D 5 rag／L； V ：MS+ 

2，4一D 2mg／L+KT0．5rag／L；VI：M S+2，4一D 2rag／L+ 

KT l rag／L；Ⅶ ：MS+2，4一D 2 rag／L+KT 2 mg／L； 

都添加蔗糖30 g／L，琼脂7 g／L．调pH到6．0． 

分化培养基激素配比设计 7个组合，I：MS+ 

6-BA l mg／L+KT2 mg／L+NAA0．5 mg／L； II：M S+ 

6一BA l mg／L+KT l mg／L+NAA l mg／L： Ⅲ ：MS+ 

6-BA l mg／L+KT0．5mg／L+NAA 2mg／L：IV ：M S+ 

6一BA 2 mg／L+KT 2 mg／L+NAA l mg／L； V ：M S+ 
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6-BA 2 mg／L+KT 1 mg／L+NAA0．5 mg／L；VI：M S+ 

6-BA 2 mg／L+KT 0．5 mg／L+NAA 2 mg／L． 

调 pH到 6．0． 

1．2 方 法 

1．2．1 外植体处理 

成熟胚：选取成熟饱满的水稻种子，剥去颖壳， 

淘汰致病发黑断裂的米粒．在超净工作台内，先用 

70％乙醇浸泡 3～5 min，用无菌水冲洗种子 4～5 

次，再用 0．1％升汞浸泡 8～12 min，用无菌水冲洗 

种子 4～5次，每瓶 8粒接种于7种浓度梯度诱导 

培养基中，置于培养箱中 26～28℃黑暗培养． 

1．2．2 继代和分化培养 

成熟胚盾片愈伤组织诱导培养7 d后，将黄色 

盾片愈伤从萌发的种胚剥离，转到新鲜诱导培养基 

上，做好标iE(诱导 I～Ⅶ)，继代培养 7 d，统计愈 

伤组织出愈率． 

选取自然分散的质地致密、淡黄色颗粒状的胚 

性愈伤组织，接种于分化培养基上，做好标iE(分化 

I～V／)先将材料暗培养 3 d后转置光照条件下培 

养，用 日光灯 1 000～1 200 lx照明(16 tad)温度控 

制在 26～28℃．培养 30 d后统计分化率． 

1．2．3 铜元素的添加对植株再生能力的影响 

挑选自然分散的质地致密，呈淡黄色颗粒状的 

胚性愈伤组织，接种于含铜元素5 mmoL／L最佳分 

化培养基上，先将材料暗培养 3 d后转置光照条件 

下培养，用日光灯 1 000～l 200 lx照明(16 tad)温 

度控制在 26～28℃，隔 3～5 d观察愈伤组织生长 

情况，培养 30 d后统计分化率． 

1．2．4 统计方法 

种胚接种后每隔3～5 d观察 1次，7 d后进行 

第 1次继代，14 d后第2次继代并统计出愈率，分 

化培养 30 d统计绿苗分化率． 

出愈率=(产生愈伤组织的种胚数／接种的种胚 

数)×lo0％． 

绿苗分化率=(分化绿苗的愈伤组织块数／转移 

的愈伤组织块数)×lo0％． 

2 结果与分析 

2．1 超级稻成熟胚诱导愈伤组织 

将成熟胚接种到诱导培养基上培养，7 d后可 

观察到由盾片处长出直径 2～3 mm 的初始愈伤组 

织，呈淡黄色、瘤状、质地坚硬、紧凑(图 l—a)．继 

代培养 2次后，愈伤组织体积变大，直径为 1．5～ 

2．0 cm(图l-b)．从愈伤诱导率上看，2，4一D 2．0 mg／L 

愈伤诱导率最高，为95％；当2，4一D 5．0mg／L时愈 

伤诱导率最低，几乎不产生愈伤组织(表 1)．在相同 

浓度 2，4一D的诱导培养基上，添加不同浓度的KT， 

诱导率相差不大，分别为89％，94％，90％，其中以 

1 mg／L为最高，诱导率达94％，与单独添加2，4一D 

效果相近．因此，可以认为，使用 2，4一D 2 mg／L 

或 2，4一D 2 mg／L+KT 1 mg／L诱导效果最佳． 

一 
a 7 d后的初始愈伤组织；b继代培养2次后的愈伤组织 

图 1 成熟胚诱导的愈伤组织 
Fig．1 Callus inducted by mature emtryos 

2．2 同一诱导培养基所产生愈伤组织的分化 

将从诱导培养基上继代后的愈伤组织转移到 

分化培养基后，愈伤状态比较好的第 8天就开始出 

现绿点(图2一a)，l5～20 d后愈伤组织体积明显变大， 

直径为 1．5～3．0 cm，有的愈伤组织已分化成绿色小 

苗(图2-b)．选取其中长势最好，来源于同一诱导培 

养基配方的愈伤组织产生的绿苗进行分析，统计分 

化率(表2)．从表2可知，尽管诱导培养基相同，但 

由于分化培养基不同，分化率相差很大，其中以V 

号分化培养基绿苗分化率最高，达76．66％．可以认 

为，6一BA2mg／L+KT 1 mg／L+NAA0．5 mg／L最有利 

于愈伤组织分化出芽，是最佳分化培养基．同时， 

通过对比分析，发现高浓度 6-BA和低浓度 NAA有 

利于长芽，6一BA和 KT具有类似的功效． 

图2 培养 8，20 d后的愈伤组织 
Fig．2 Thecallus by8daysand 20days 
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表 1 不同激素组合的愈伤组织出愈率 
Table1 faldtlle~aent rateofdlWerentina 胁 n consistenceOil callus 

表 2 不同激素组合对愈伤组织分化的影响 

Thbk 2 -I1硷infection ofdifferent il~retion consistence to the 

dⅡferenltationof~I~-US 

2．3 不同诱导培养基所产生愈伤组织的分化 

将来源于Ⅲ和V号诱导培养基，在V分化培养 

基产生的绿苗进行统计，结果列于表 3．从表 3可 

知，尽管分化培养基相同，但由于诱导培养基不同， 

绿苗分化率相差很大，添加 KT对愈伤组织的诱导 

率的影响不显著，适当添加 KT将明显改善愈伤组 

织的绿苗分化率．同时，试验中还发现，添加了1．O 

mg／L KT的继代培养基中生长的愈伤组织呈浅黄 

色，表面干爽，隐有颗粒，具有旺盛的分裂能力， 

经多次继代仍保持胚性状态．相反，对于只添加 

2，4．D的继代培养基上生长的愈伤组织经多次继代 

后多呈粘液状，颜色灰暗、易褐化或变成松散易碎、 

失去胚性的细胞团． 

表 3 不同诱导培养基产生的愈伤组织的分化率 
Table 3 ．I differentiation rate of the callusfrom diflrerent inducement 

cultureincdhllm 

2．4 添加铜元素对植株再生能力的影响 

杨跃生等【8J认为，在分化培养基中添加合适浓 

度的 CuSO4是提高水稻愈伤组织绿苗分化率的简 

单而有效的方法．试验中发现，从V号诱导培养基 

产生的愈伤组织转入含铜元素5 mmoL／L的V号分 

化培养基上，进行芽分化试验，至第 5天时，可见 

到一些愈伤组织表面出现半球状多细胞的绿色区 

域，2周后大部分绿色区域开始形成幼芽，很少褐 

化；培养基中不含Cu2+，培养到第4天时，其愈伤 

组织表面未见到这种变化，继续培养到 8～10 d时， 

才有绿点出现，20 d时少数绿点区域开始形成幼 

芽．20 d后统计结果表明，尽管分化培养基一样， 

添加铜元素使得分化率明显提高，达到86．66％，未 

添加的分化率仅为 75．83％． 

3 小结与讨论 

超级稻组织培养中，影响培养的因素有多方 

面，而植物激素是愈伤组织诱导和绿苗分化的关键 

性因素．试验结果表明，2，4一D是诱导愈伤组织主 

要的因素，低于 l mg／L高于 5 mg／L 2，4一D都不适 

宜水稻成熟胚愈伤组织的诱导．2，4一D与 KT配合 

使用更有利于愈伤组织胚性状态的保持和提高分 

化频率，因此在实际工作中，选择合适的培养基和 

适当的激素配比，是水稻基因工程育种过程中提高 

诱导率和分化率的重要前提． 

水稻愈伤组织再生率提高与 POX活性增强有 

关，铜处理激发了 POX的活性，进而影响愈伤组 

织生长发育的进程，提高绿苗分化率． 
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