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摘　要:以籼稻不育系中 A的种子为外植体 , 探讨了培养基配方 、 外源激素 、 营养物等对其愈伤组织诱导和绿

苗分化的影响。结果表明 , 在 NB培养基中添加 2.5mg/L2, 4-D以及脯氨酸 、 水解酪蛋白 、 山梨醇等营养物有利

于提高籼稻中 A的愈伤诱导率 , 添加外源激素 3.0mg/L的 6-BA和 0.5 mg/L的 NAA有利于提高其分化率 , 添

加 0.1 mg/LNAA可以使生根率达到 100%。由此初步建立了籼稻中 A的高效再生系统 , 为其遗传转化的顺利进

行奠定了基础。
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　　水稻 OryzasativaL.是世界上最重要的粮食作

物之一 , 主要有籼稻和粳稻两个亚种 。在水稻的遗

传育种研究中 , 粳稻的组织培养较容易 , 愈伤组织

诱导时间短 , 而且诱导出来的愈伤组织生长快 , 再

生率高 , 目前许多粳稻品种已建立了重复性好 、转

化频率高的遗传转化体系
[ 1-2 ]

。然而经济上更为

重要的是籼稻品种 , 其栽培面积约占全球 80%,

相对粳稻而言 , 籼稻的离体培养力低 , 愈伤组织分

化成苗难 , 尤其是农业生产上推广的籼稻优良品种

更是如此。本实验选取的籼稻不育系中 A是华南

地区大力推广的优良品种 , 它具有外观品质优 、高

抗稻瘟病 、 中抗白叶枯病 、分孽力强而配合力高等

优点 , 属于水稻杂交工程中应用前途较广的不育

系 。然而多年来其再生系统的建立一直未得到突

破 , 直接影响了其在生产上的应用。本实验采用籼

稻中 A的成熟胚为外植体 , 通过培养基中各种元

素的调配 、 外源激素和营养物的添加等对影响愈伤

组织诱导 、 分化和生根的因素进行了较为系统的研

究 , 以期建立高效再生系统 , 为籼稻不育系中 A建

立完善的遗传转化体系提供技术支持 。

1　材料与方法

1.1　植物材料

供试水稻 OryzasativaL.品种—中 A是华南地

区的优质籼稻品种 , 由中国科学院华南植物研究所

提供。

1.2　植物培养基

在基本培养基 NB(N6 +B5)中添加不同的营

养物和激素配制如下培养基:

诱导 (继代)培养基 (Y):NB基本培养基

+Pro(脯氨酸)500 mg/L +CH(水解酪蛋白)

300 mg/L+2, 4-D2.5 mg/L +Sorbitol(山梨醇)

15g/L+Sucrose(蔗糖)15 g/L+Phytagel(植物

凝胶)3.0 g/L, pH=5.8。

预分化培养基 (YF):NB基本培养基 +Pro

500 mg/L +CH300 mg/L + 6 -BA2 mg/L +

NAA1 mg/L+ABA5 mg/L+Sorbitol15g/L+Su-

crose15 g/L+Phytagel3.0 g/L, pH=5.8。

分化培养基 (F):NB基本培养基 +Pro500

mg/L+CH300 mg/L +6 -BA3 mg/L + NAA

0.5 mg/L + Sorbitol15g/L +Sucrose15 g/L +

Agar(琼脂粉)8.6 g/L, pH=5.8。

生根培养基 (SG):1 /2 MS大量 、 微量元素

及铁盐 +1/2维生素 B5 +NAA0.1 mg/L +Su-

crose30 g/L+Agar8.6 g/L, pH=5.8。

1.3　外植体处理

水稻种子去壳后 , 先用 φ=70%酒精消毒 1

min, 无菌水冲洗 3次 , 再用 φ=0.1%升汞浸泡 20

min, 最后用无菌水冲洗 3 ～ 5次 , 用滤纸吸去多余

的水分 , 放置到培养基上诱导愈伤 , 7 ～ 10 d后将

愈伤切下进行继代试验 。
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1.4　继代与分化

愈伤诱导及其继代培养均于 26 ～ 28 ℃, 24 h

黑暗条件下进行 。分化培养条件为:26 ～ 28 ℃,

14 h光照培养 , 光强 1 000 ～ 1 500 lx。愈伤从胚上

剥离后活力旺盛 , 生长较快 , 所以第 1次继代间隔

时间不宜过长 , 5 ～ 7 d后即可继代 , 此后 10 d继

代 1次 。

1.5　生根 、 炼苗与移栽

当苗长至 5 ～ 8 cm时即可转入生根培养基诱导

生根 , 大约 1 ～ 2周根已长粗 、长密时便可除去瓶

盖炼苗 2 ～ 3 d, 然后取出 , 细心洗净根部残留的培

养基移植到无阳光直射的网盆中 , 并罩以塑料薄

膜 , 加入大量水保持一定湿度 , 成活后可移至大田

种植。

2　实验结果

2.1　不同培养基配方处理对籼稻中 A愈伤组织诱

导率的影响

MS、 B5和 N6是 3种在水稻愈伤组织培养中

应用最为普遍的培养基 , 三者的成分明显不同 , 对

愈伤组织诱导和植株再生的效应也明显不同。本实

验设置了 6种不同的培养基 , 分别为 MS、 B5、

N6、 NB(N6 +B5)、 MB(MS+B5)、 NMB(N6

+MS+B5)。籼稻中 A在其中培养 26 d后 , 统

计愈伤组织诱导率 , 结果见表 1。从表 1可以看

出 , 6种培养基对籼稻中 A的愈伤组织诱导率均无

显著影响 , 但在 NB培养基中其愈伤组织诱导率最

高 。说明 NB对提高籼稻的愈伤组织诱导率有一定

的作用 。

表 1　不同培养基对籼稻中 A愈伤

组织诱导的影响
1)

Tab.1　Effectsofdifferentmediaoninduction

ofcallusfromindicariceZhongA

培养基 接种外植体数 /块 愈伤组织诱导率 /%

MS 68 59.8

B5 75 64.3

N6 70 61.2

NB 65 68.4

MB 72 62.4

NMB 70 53.7

　　 1)愈伤组织诱导率=愈伤组织发生数 /接种外植体数 ×100%

2.2　不同激素质量浓度对籼稻中 A愈伤组织诱导

率的影响

在 NB培养基中添加质量浓度分别为 0.5、

1.0、 1.5 、 2.0 、 2.5 、 3.0 mg/ L的 2, 4-D , 培

养 26 d后调查其愈伤组织诱导状况 , 结果见表 2。

从表 2可以看出 , 添加不同质量浓度的 2, 4-D对籼

稻中 A的愈伤诱导率有显著的影响 , 说明籼稻中 A

愈伤组织的诱导受 2, 4-D质量浓度影响较大 , 其中

2, 4-D质量浓度为 2.5 ～ 3.0 mg/L时可获得较高的

诱导率。

表 2　不同质量浓度 2, 4-D对籼稻中 A愈伤

组织诱导的影响

Tab.2　Effectsof2, 4-Dconcentrationoninduction

ofcallusfromindicariceZhongA

2, 4-D质量浓度 /

(mg· L-1)

接种外植

体数 /块

愈伤组织

诱导率 /%

0.5 60 29.4

1.0 60 33.6

1.5 60 47.1

2.0 60 53.2

2.5 60 67.1

3.0 60 65.6

2.3　营养添加物对籼稻中 A愈伤组织诱导率的影响

在 NB培养基中添加甘露醇 、 脯氨酸 、水解酪

蛋白 、 山梨醇等营养物 , 培养 26 d后观察其愈伤

组织诱导情况 , 结果见表 3。从表 3可以看出 , 不

同营养添加物处理对籼稻中 A愈伤组织诱导率有

显著的影响 , 其中营养物的配合添加对籼稻中 A

愈伤诱导率的影响胜过单一营养物 , 以水解酪蛋白

+山梨醇 、脯氨酸 +水解酪蛋白 +山梨醇为最 ,

使其愈伤组织诱导率高达 85%。在单一营养物的

处理中 , 山梨醇对籼稻中 A愈伤组织诱导率的影

响较其他三种营养物大 。

表 3　不同营养添加物对籼稻中 A愈伤

组织诱导率的影响

Tab.3　Effectsofdifferentnutrientsbstancesoninduction

ofcallusfromindicariceZhongA

营养添加物
接种外植

体数 /块

愈伤组织

诱导率 /%

甘露醇 60 56.1

脯氨酸 60 61.4

水解酪蛋白 60 54.7

山梨醇 60 67.2

甘露醇 +脯氨酸 60 62.3

甘露醇 +水解酪蛋白 60 69.5
脯氨酸 +水解酪蛋白 60 63.3

脯氨酸 +山梨醇 60 77.7

水解酪蛋白 +山梨醇 60 84.6

脯氨酸 +水解酪蛋白 +山梨醇 60 85.1
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2.4　不同外源激素配合对籼稻中 A愈伤组织分化

的影响

在基本培养基 NB上添加不同比例的 6-BA与

NAA, 测试了不同外源激素组合对籼稻中 A愈伤

组织分化特性的影响 。实验发现在愈伤组织开始分

化时 , 添加 6-BA的处理较易出芽 , 而且 6-BA的

浓度要高于 2 mg/L, 从表 4中可以看出 , 在添加

6-BA3.0 mg/L和 NAA0.5 mg/L的处理中 , 籼稻

中 A的绿苗分化率高达 65.3%, 成苗率达 113.8%。

2.5　不同外源激素配合对籼稻中 A再生苗生根的

影响

在元素减半的 MS培养基上附加不同的外源激

素组合 , 测试籼稻中 A绿苗的生根能力 (表 5),

供试的 7个组合中 5个生根率在 85%以上 , 只有

加了细胞分裂素 KT和 6-BA的组合生根率较低 , 为

55%左右 , 而且其根系多分枝 , 长势弱 , 这说明在

生根培养基中附加细胞分裂素对根系的生长发育有

一定程度的抑制 。但在未加激素的培养基上取得了

表 4　不同外源激素配合对籼稻中 A愈伤

组织分化的影响
1)

Tab.4　Effectsofexogenoushormonesoncallus

differentiationfromIndicariceZhongA

植物激素 /(mg· L-1) 绿苗分化率 /% 成苗率 /%

6-BA3.0 +NAA0.5 65.3 113.8

6-BA2.5 +NAA0.5 52.3 92.0

6-BA2.0 +NAA0.5 42.1 73.7

6-BA1.5 +NAA0.5 42.0 77.3

6-BA1.0 +NAA0.5 50.7 81.7

6-BA0.5 +NAA0.5 44.9 72.7

　　1)绿苗分化率 =成苗的愈伤组织数 /转入分化培养基的愈伤

组织数 ×100%

成苗率 =绿苗数 /转入分化培养基的愈伤组织数 ×100%

很好的生根效果 , 说明水稻本身很易生根 , 附加外

源激素并不是必需的 , 只是适当浓度 NAA的添加

会使生根率达到 100%。

表 5　不同外源激素配合对籼稻中 A再生苗生根特性的影响
1)

Tab.5　EffectsofexogenoushormonesonrootingofshootsregeneratedfromindicariceZhongA

植物激素 分化的绿苗数 生根的绿苗数 生根率 /% 根的形态

NAA0.1 23 23 100 Thick, long

NAA0.5 20 17 85.5 Thick, long

NAA0.5+KT0.1 23 12 52.2 Thin, short

NAA0.5+6-BA0.1 25 14 56.0 Thin, short

IAA0.5 19 17 89.5 Thick, long

IBA0.5 21 19 90.5 Thick, long

0 27 23 85.2 Thick, long

　　 1)生根率 =生根的绿苗数 /分化的绿苗数 ×100%

3　结果与讨论

籼稻的离体培养困难一直是制约其基因转化成

功的关键环节之一 , 与幼胚 、幼穗等外植体相比 ,

以成熟胚作为外植体进行愈伤组织诱导和绿苗分化

则更难成功 , 然而成熟胚具有取材不受时间和季节

限制 、 操作简便的优点 , 因此提高成熟胚的培养力

和植株再生能力对水稻转基因研究具有重要意义。

水稻胚性愈伤的诱导是水稻遗传转化中的重要

环节 , 胚性愈伤的状态直接影响着遗传转化频率 。

所以 , 提高良好生长状态的胚性愈伤的数量是提高

转化频率的关键
[ 3]

。胚性愈伤的诱导不仅跟水稻

基因型有关 , 同时也受许多组织培养因素的影响 。

培养基成分是最关键的因子。本实验比较了 6种培

养基配方 , 发现 NB培养基对提高籼稻中 A的愈伤

组织诱导率有一定的作用 , 诱导的胚性愈伤多且胚

性强 , 生长和分裂旺盛 , 分化率高 , 适宜籼稻中 A

的培养。在水稻愈伤组织诱导中 , 一般认为 2, 4-D

是不可缺少的外源激素
[ 4-5 ]

, 在培养基中只需添

加 2.0 mg/L的 2, 4-D就可获得较高的诱导率
[ 6]

。

然而在籼稻中 A的诱导中 , 本试验发现 2, 4-D的最

适添加浓度为 2.5 ～ 3.0 mg/L。同时培养基中还应

添加脯氨酸 、水解酪蛋白 、山梨醇等营养物质 , 这

样不仅能进一步提高愈伤组织诱导率 , 而且显著地

改善了愈伤组织的生长状态 , 使之尽快进入旺盛生

长阶段。

水稻绿苗分化率的提高一直是育种工作者们要

解决的问题。在分化培养基中加入山梨醇 , 不仅可

提高渗透压 , 也有利于水稻愈伤组织的分化
[ 7]

,

又可作碳源
[ 8]

。本研究结果显示 , 在诱导和分化
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培养基中添加适量山梨醇 , 降低蔗糖含量 , 不仅可

以提高愈伤组织诱导率而且对植株再生有显著的促

进作用 。原因可能是培养基中渗透压高 , 还原力

强 , 可阻抑酚类物质的形成 , 防止愈伤组织褐化;

而且山梨醇氧化可形成葡萄糖或果糖 , 进而在植物

细胞内形成蔗糖或麦芽糖 , 补充碳源 , 从而促进愈

伤组织分化 。同时发现在愈伤组织进入分化阶段之

前 , 将其放入加有 ABA的预分化培养基中 , 一周

的培养就能使大部分愈伤组织变得结构致密 , 呈颗

粒状 , 大大提高了分化效率 , 与黄学林
[ 9]
认为低

浓度的 ABA对保持愈伤组织的致密 、 稳定 、结节

状结构 , 提高愈伤组织的胚性具有重要作用的观点

一致。

本研究还发现 , 在愈伤组织分化以及绿苗生根

时 , 将植物凝胶换为琼脂粉可使绿苗的分化率 、生

根率大大提高 , 而且绿苗的长势很好 , 这可能是植

物凝胶与琼脂粉不仅起固化作用 , 而且本身的成分

对组培苗有一定作用 , 而琼脂粉的成分较适合绿苗

的分化以及生长 , 也可能是琼脂粉呈不透明状可以

减弱培养基的光照 , 或者是其成分中微量元素从总

量上调节培养基中元素的平衡 。具体原因还需进一

步研究 。
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EfficientPlantRegenerationfrominVitroCulture
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Abstract:FactorsaffectingthecallusinductionandshootdifferentiationofindicariceZhongA, suchasmedia,

exogenoushormonesandnutrientsubstances, etc., wereinvestigated.Theresultsshowedthathighinductionfre-

quencyofmatureseedsderivedembryogeniccalliwasinitiatedonNBmediumsupplementwith2.5 ～ 3.0 mg/L2,

4-Dandnutrientsubstancessuchaspraline, caseinacidhydrolysateandD-sorbitol, highdifferentiationfrequency

wasobtainedonNBmediumsupplementwith3.0 mg/L6 -BAand0.5 mg/LNAA, and100 % rootingfrequency

wasobtainedonNBmediumsupplementwith0.1 mg/LNAA.Thereforeahighefficientregenerationsystemfrom

invitrocultureofindicariceZhongAwasestablishedforgenetictransformation.
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