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摘　要:研究组织培养中水稻种子胚愈伤组织的诱导与2, 4-D( 2, 4-二氯苯氧乙酸 )质量浓度变化的关系, 结

果表明2, 4-D质量浓度为 0.1 mg/ L时诱导愈伤组织的效率高达 88.9%, 低质量浓度及高质量浓度的2, 4-D

则均不适宜水稻成熟胚愈伤组织的形成;在此基础上成功建立了用于广亲和基因互作研究的受体杂交水稻

F1代测交种的再生体系, 并探讨了从愈伤组织分化到再生植株形成过程中可能出现的一系列问题, 为 F1 代

测交种的遗传转化奠定了基础.
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　　根据形态学 、生理学和杂交亲和性的表现,

亚洲栽培稻可分为 2 个亚种, 即籼亚种 ( Oryza

sativa L.subsp.indica) 和粳亚种 (Oryza sativa

L.subsp japonica) .在籼 、 粳亚种之间, 虽然杂

交可以进行, 但后代结实率很低, 一般为 0%～

30%, 这便是一般所指的籼 、粳不亲和现象.但

有些 “中间型” 品种与籼 、粳品种杂交都有正常

的育性, 因此称它们为广亲和品种.池桥宏等从

1979年起对这种现象进行了经典的遗传学分析,

最终将广亲和品种中与育性有关的一组复等位基

因定位于水稻第 6染色体上的 S5 座位, 简称为

S5, 与色素原基因 C和糯性基因Wx 紧密连锁.

根据池桥宏等提出的广亲和基因的单一作用

模式可知存在于 S5 座位的复等位基因中Sn5 对 Si5

和S j5 呈显性关系, 即杂合体 Sn5/S
i
5 和 Sn5/S

j
5均表

现出广亲和性状.这就是利用籼粳杂交 F1 ( S i5/

S j5) 进行广亲和基因互作研究的理论依据
[ 1] .

但是单子叶尤其是禾本科植物的组织培养一

直是个难点, 一般认为, 不论是愈伤组织的诱导

还是再分化体系的建立, 单子叶植物都比双子叶

植物要困难得多, 因而大大限制了水稻的遗传转

化工作.基于此, 我们曾对籼粳杂交水稻 F1种

子胚愈伤组织诱导及再生体系建立进行了初步研

究[ 2] , 此后又对水稻种子 (盾片 、 胚芽鞘) 愈伤

组织的诱导与2, 4-D( 2, 4-二氯苯氧乙酸)质量浓

度关系进行了系统研究, 以及从种子胚直接诱导

愈伤组织及再生体系建立方面的有益探索, 获得

了较高的愈伤组织诱导率和再生率, 为准备进行

的测交种转化工作奠定了基础.

1　材料和方法

1.1　材　料

1.1.1　植物材料　测交种种子的亲本为籼稻种

(O.sativa L.subsp.indica kato) 南京 11号和粳稻

种 ( O.sativa L.subsp.Keng Ting ) 黄金光 、 秋光

及辽粳 5;另外还用到了籼稻品种 CPslo-17 (美

国, 爪洼型) 和粳稻品种台北 309, 均由广州仲

凯农学院提供.

1.1.2　培养基 　研究中使用的培养基种类及其

成分如下:

MSD:MS 无机盐, 30 g/L 蔗糖, 500 mg/L

水解酪蛋白, 0.2 ～ 200 mg/L 2, 4-D, 8 g/L 琼脂

粉, pH 5.8

D3 (预分化培养基) :N6 大量元素, B5 微量

元素, B5维生素, 30 g/L 蔗糖, 2 mg/L NAA, 5

mg/L ABA, 1 mg/L 6-BA, 7 g/L 琼脂粉, pH

5.8;

D4 (再生培养基) :N6大量元素, B5 微量元

素, B5 维生素, 30 g/L 蔗糖, 1 mg/L IAA, 1

mg/L NAA, 1 mg/L KT, 2 mg/L 6-BA, 8 g/L 琼

脂粉, pH 5.8;

小苗培养基:1/2MS 无机盐和维生素, 15
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g/L 蔗糖, 8 g/L琼脂粉, pH 5.8.

1.2　方　法

1.2.1　水稻种子的无菌处理　健康成熟的水稻

种子, 去颖壳, 蒸馏水浸泡 2 h 左右, φ=75%

酒精快速灭菌 90 s, 迅速用无菌水冲洗 3 ～ 4次,

再用 w=20%NaClO溶液, 表面灭菌 30 min, 无

菌水洗涤 5次以上后备用.

1.2.2　种子胚愈伤组织的诱导　将处理好的水

稻种子胚端略向上斜插入2, 4-D质量浓度为 0.2

～ 200 mg/L 的 MSD 培养基上, 26 ～ 28 ℃, 暗培

养.约2周后从种子胚盾片部位切下直接诱导出

的愈伤组织, 继代接种于相同的新鲜培养基上,

每两周继代一次, 直到愈伤组织长成 1 ～ 2 cm2

的组织块.

1.2.3　水稻再生体系的建立　将生长迅速的愈

伤组织转接到预再生培养基 D3 上, 继续暗培养

3周后, 再转接到再生培养基 D4 上光照培养,

每天光照 12 h.3 ～ 4 周后将再生出的小苗转接

到1/2MS小苗培养基上光照培养, 2周后进行炼

苗移栽.

2　结果与讨论

2.1　2, 4-D质量浓度对水稻种子胚愈伤组织形

成的影响

　　本实验的结果表明,在水稻种子胚愈伤组织

的诱导中 2, 4-D的质量浓度至关重要, 低质量浓

度及高质量浓度的 2, 4-D都不适宜水稻成熟胚愈

伤组织的形成(表1) .低质量浓度的2, 4-D会降低

愈伤组织的诱导率, 实验中在含 0.2mg/L 2, 4-D

的培养基上萌发种子, 结果都倾向于长出幼芽或

生出很小的愈伤组织;高质量浓度的 2, 4-D则完

全抑制了种子的萌发及愈伤组织的生成, 这表明

2, 4-D作为生长激素对于禾本科植物的愈伤组织

诱导虽然是必需的, 但它的适用浓度范围较小.

另外, 表面消毒剂的选择既要考虑到除菌的强

度, 又要考虑到其毒性对诱导愈伤组织的影响.

我们曾试用过 w=1%AgNO3, 经其消毒后愈伤

组织的诱导速度和诱导率都不及 w=20%NaClO

的好.

早期提出的愈伤组织理论认为愈伤组织是创

伤刺激的结果, 但后来的研究表明:植物组织培

养中创伤刺激只是促使细胞增殖的原因之一, 而

且在某些情况下可能不是主要原因.导致细胞增

殖的决定性因素是外植体不再受整体植株对它的

表 1　2, 4-D质量浓度对成熟胚

愈伤组织诱导的影响

Tab.1　The effect of different msaa concentration of

2, 4-D on rice callus induction

ρ( 2, 4-D)/
( mg·L-1)

外植体数 诱导愈伤数诱导率/ %

0.2 21 8 38.1

1.0 20 18 88.9

2.0 20 15 75.0

3.0 11 4 36.4

20.0 20 1 5.0

200.0 20 0 0

制约,并获得合适的营养与生长调节物质.本实验

所取得的结果对此也有所证明:①从种子胚盾片

部位诱导的愈伤组织需要经过切除脱离母体后才

能快速生长;②植物培养基中生长素 2, 4-D的调

节对愈伤组织的诱导至关重要.

2.2　籼粳杂交 F1 代测交种种子胚愈伤组织的诱

导及再生

2.2.1　测交种及愈伤诱导 　Si5 、S
j
5、S

n
5 等位基因

之间的互作理论表明研究广亲和基因互作模式的

材料必须是 Si5/S
j
5 基因型.因此,我们初步进行了

此类基因型测交种的再生探索.获得的愈伤组织

诱导情况如表 2.

表 2　测交种的种子胚愈伤组织诱导情况
Tab.2　The case of rice callus induction on MSD medium

诱导愈伤 种子数 诱导愈伤 死亡
可能诱

导率/ %

黄金光×南京 11 5 3 1 60

秋光×南京 11 5 4 1 80

辽粳 5×南京 11 5 4 1 80

需要说明的是, 因为籼粳杂交 F1代种子数量

极少(不育) ,所以对其诱导率的估算只能是粗略

的,主要是表明我们的方法适用于这些测交品种

的种子胚愈伤组织的诱导.

2.2.2　愈伤组织的分离及继代分化　合适的培

养基上, 2周后可以看到浅黄色或乳白色愈伤组

织从种子胚端顶部长出, 而无芽的生长.对于愈伤

组织的诱导来说,这种情况是非常理想的.但有时

在愈伤组织生长的同时亦会有芽的生长(图 1a) ,

此时只要将愈伤组织切下,转接到新鲜的培养基

上,适当增加 2, 4-D的质量浓度即可.提高 2, 4-D

质量浓度的主要目的就是抑制芽的生长并促进愈
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伤分化.经过 2 ～ 3次转瓶, 生长良好的愈伤组织

会逐步形成不规则状的约 1 ～ 2 cm2 大小的愈伤

组织块(图 1b) .其中浅黄色 、块状 、结构致密且不

易碎的愈伤组织容易进行预再生及再生培养, 而

那些由于培养时间长或转瓶不及时导致的褐色或

深黄色疏松易碎的愈伤组织则难以再生, 这与

Seraj等
[ 3]
的报道是相符合的.

2.2.3　预再生与再生　愈伤组织先进行暗培养,

2 ～ 3周的预再生有利于其分生组织形成器官原

基.预再生培养基中不含有细胞分裂素 KT, 从而

有利于愈伤组织细胞的再分化.再生培养基上的

愈伤组织在光的作用下,表面会逐步形成一些小

绿点,进而生长为绿苗(图 1c) .分析实验结果发

现愈伤组织再分化的方式有 3种:①先产生芽,再

从芽的基部长出根, 形成植株;②先形成根,再从

根的上部长出芽;③从愈伤组织的不同部位分别

分化出芽和根,后形成植株.根据我们长期从事水

稻组织培养的经验来看,第一种方式下的再生情

况是最好的.那些先有众生根,或众生根与众生芽

一起出现的情况都不利于再生而得不到高的再生

率.从整个再生过程看,困难主要集中于愈伤组织

在再生培养基上的再分化,大部分愈伤组织会出

现上述的单极生长现象或逐步褐化死亡,这样即

使转瓶意义也不大, 仅能得到很少的再生植株.

图 1　测交种种子胚愈伤组织诱导及再生体系研究图版说明

Fig.1　The plates for rice callus induction and plant regeneration

　　　　　　　a MSD培养基上测交种种子胚愈伤组织的直接诱导(秋光×南京 11);

b MSD培养基上愈伤组织的分裂增值( 10 周后) (秋光×南京 11) ;

c 愈伤组织分化形成的再生植株(粳稻-台北 309) ;

d 1/ 2MS 培养基上生根壮苗后的再生植株(秋光×南京 11) ;

e 再生植株所分化出的强众生根系(台北 309)

表 3　测交种的种子胚愈伤组织再生情况
Tab.3　The case of regeneration derived from rice callus

材料 愈伤组织数 再生植株
可能再

生率/ %

黄金光×南京 11 3 0 0

秋光×南京 11 4 2 50

辽粳5×南京 11 4 0 0

同样需要说明的是由于籼粳杂交种子数量

少,再生率实际上是不能计算的,但这些结果能表

明我们的方法是可行的,至少对再生体系的建立

是有所裨益的, 而且我们用这种方法对粳稻台北

309的种子进行愈伤组织的诱导和再生, 获得了

较高的再生率.

2.2.4　生根壮苗　再生培养基上的再生苗生长

到 2 ～ 3 cm时,就要移植到生根壮苗培养基上.由

于矿物质浓度较高时有利于茎叶生长, 较低时有

80 中山大学学报(自然科学版) 第 40 卷　



利于根的生长, 所以多采用 1/2MS或 1/4MS培养

基.再生苗在生根培养基上生长旺盛(图 1d) , 3 ～

5周内即可长出 5 ～ 7 cm左右的众生根(图 1e) ,

这时炼苗移栽出瓶极易成活.

3　结　语

愈伤组织的诱导和植株再生, 是植物组织培

养中的两个关键问题.前者的本质是外植体细胞

的脱分化,后者的本质是愈伤组织细胞的再分化.

调节培养基中的生长素和细胞分裂素的比例, 可

以有效地控制这两个过程.对于水稻而言,很多组

织或器官作为外植体均可成功地诱导愈伤组织并

再生植株, 而用成熟稻株的叶片 、叶鞘 、茎和幼穗

等主要器官组织诱导愈伤并使之分化成植株尚较

困难.但是, 要对籼粳杂交水稻有限的 F1 代进行

转化, 必须要建立高效的愈伤组织诱导体系和再

生体系,这是极为关键的.本文通过对生长素浓度

与愈伤组织诱导 、植株再分化与不同培养基类型

等方面的研究, 在籼稻获得了约 89%的愈伤组织

诱导率, 较已发表的文献数据为高[ 4] ( 糯稻

84.5%, 粳稻 72.3%,籼稻55.3%) ,并在此基础上

从籼粳杂交F1 代测交品种也获得了较高的愈伤

组织诱导率, 同时在粳稻的模式转化植物台北

309也初步获得了约 20%的再生率, 这些都为水

稻的组织培养积累了一定的经验.更为有意义的

是,本实验的结果将与借助于根瘤农杆菌的植物

转基因技术结合起来, 为后续水稻广亲和基因转

化籼粳杂交测交种的工作奠定了基础.
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The Establishment of Tester Strain Regeneration System

for the Study of Wide Compatibility Gene in Rice

LI Yi-kun, FAN Yun, WANGJin-fa, LIU Liang-shi

(School of Life Sciences, Zhongshan University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:The study on the callus induction of the rice tester strain with different 2, 4-D concentration is present-

ed.Results show that the rate of callus induction can reach 88.9%when the 2, 4-D concentration in the medium is

0.1 mg/L, and much lower or higher concentration of 2, 4-D is not proper for the rice callus induction.By this

means, after predifferentiation and differentiation, the regeneration system of tester strain is established successful-

ly.Furthermore, the possible cases during the callus differentiation and the regenerated plantlet formation are dis-

cussed.This has paved the way for the study of wide compatibility gene ( WCG) in rice.

Keywords:rice;wide compatibility gene ( WCG) ;tester strain;regeneration
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