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摘 要! 东北玉米骨干自交系在诱导愈伤组织和植株再生中"基因型差异非常显著$ 自交系 /%(( 最高愈伤诱

导率达 +%.!0"芽苗率为 &&.,0#而最低的 %(! 诱导率仅有 !+.%0"芽苗率为 "$ 再生途径主要有两种!/%(( 主要以体

胚发生途径为主",!((%+%"( 主要以器官发生途径为主$(1,$2 是体胚诱导不可缺少的植物生长激素"适当的细胞分

裂素能促进诱导 ,!!(%+%"( 不定芽的产生$ 而且"再生途径并不是一成不变的"在一定条件下可以相互转变$
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从 !%/# 年 @JBB9 等首次用幼胚为外植体诱导

出胚性愈伤组织并再生植株以来" 玉米组织培养研

究发展非常迅速"已从花药%幼穗%幼胚等不同的外

植体获得再生植株" 特别是近几年发展起来的玉米

遗传转化工作取得了很大的进展$ 已经成功地获得

抗玉米螟的 ]C 转基因玉米% 抗除草剂转基因玉米

等$而转基因体系的建立"其中最重要的一个环节是

如何建立一个良好的受体系统" 受体系统中如何提

高玉米体细胞的再生能力尤为关键$ 由于诱导愈伤

和植株再生一直受到基因型的限制" 诱导再生频率

不高"因而限制了玉米遗传转化的研究$我们就此问

题开展研究" 主要选择了在东北农业生产上常用的
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玉米骨干自交系为材料" 根据不同的基因型选择不

同的诱导方法"走不同的再生途径"建立起了适合于

遗传转化的高频再生系统" 为东北玉米自交系的遗

传转化奠定了良好的基础$

! 材料和方法

@AB 实验材料

东北春玉米骨干自交系 +%"(%,!!(%/%((%%(!%
+#*%+*#%,,,%+,&%_""( 和 YP[/$
CAD 实验方法

取授粉 !" b !# M 的玉米幼穗"在无菌条件下挑

取 ".+ b !.# AA 的幼胚接种在诱导培养基上"* M 后

盾片膨大"及时切除伸长的胚根和胚芽"!# M 后幼胚

上逐渐长出愈伤组织和小不定芽",# M 后小不定芽

变绿"愈伤组织上逐渐长出黄色的颗粒状的胚状体$
将不定芽和胚状体取下放在去掉生长素或少加细

胞分裂素的分化培养基上"将长出一个完整的小植
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株!然后将植株放入生根培养基上生根!生根后进

行移栽"
!"# 培养条件

诱导培养#!"#微弱光下"
继代培养#!"#$$" % 散射光下"
分化培养#!"&$$" % 光照!空气相对湿度 ’()"
生根培养#白天 !"#!夜间 !*+!强光照!空气

相对湿度 ,*)"
!"$ 培养基

-./诱导培养基" 012#32 大量452 微量4!6789
*:; < !=* >? @ A4蔗糖 7)-B @ CD" 01E#32 大量452 微

量4!6789 F=; < !=F >? @ A4GH F=I < F=J >? K A4"5L *:I
< *:J >? K A4蔗糖 7)-B K CD"

-!D继代培养基" M02#32 大量452 微量4!6789
*:; < !:* >? K A4蔗糖 J)-B K CD" MN#32 大量452 微

量4!6789 *=; < !=* >? K A4GH *=I < *=J >? K A4"5L *=.
< *=J >? K A4蔗糖 J)OB K CD"

-JD分化培养基" MP#32 大量45; 微量4GH *:.
< *:J >? K A4蔗糖 J)-B K CD"

-7D生根培养基" P#Q"415L *:; >? K A4蔗糖 !)
-B K CD" RS ;=,!培养基按常规消毒灭菌"

! 结果与分析

%"! 基本材料的选择

良好的受体系统是玉米遗传转化的一个关键技

术环节!它直接影响转化再生频率的高低" 目前!一

般是以幼胚诱导的胚性愈伤组织作为转化受体" 但

受体系统的建立是受多种因素影响的!例如!我们供

试的 .* 个玉米自交系的幼胚大多数都能形成愈伤

组织!但形成胚性愈伤组织的能力却有很大差异!其

中 ’T!! 的胚性愈伤诱导率可达 ,*)! 而 T!. 为 *%
另外幼胚的大小$基本培养基的成分$激素的配比$
培养条件等都有影响" 最后我们根据初始愈伤组织

的诱导$后期愈伤组织的分化及再生频率!从中选出

7 个作为我们建立再生系统的基因型"
%"% 愈伤组织类型研究及发育途径

取授粉 .* < .J U!*=, < .=; >> 大 小 的 玉 米 自

交系 ’T!! 的幼胚!在无菌条件下接种在诱导培养基

012$01E 上!暗培养 J U 后!切除伸长的芽".; U 后接

种在 012 培养基上的幼胚在膨大的盾片上出现了白

色的较硬的紧密的 1 型愈伤组织!J* U 后在愈伤组

织上长出了黄色颗粒状的胚性愈伤组织%01E 培养

基上的幼胚盾片开始形成淡黄色的不定芽点! 不定

芽点在 MN 继代培养基上增殖$长大$变绿" 分别将

黄色颗粒和绿色的不定芽点取下后放在分化培养基

上! 一周后在黄色颗粒形成的类似盾片上开始有胚

芽伸出!另一侧有胚根伸出!不定芽芽苗逐渐伸长!
待小苗长至 7 < ; V> 高时开始移栽"

通过研究!幼胚在诱导$继代$分化过程中愈伤

组织的类型是不同的! 而愈伤组织类型的不同导致

了发育途径的不同! 其中一种愈伤组织的类型比较

适合体胚发生途径! 另一种愈伤组织的类型较适合

器官发生途径"
近几年来! 通过胚状体途径再生研究的人越来

越多"因为胚性细胞具有较强的再生能力!且能长期

保持!是遗传转化的良好受体系统"而体胚诱导及其

频率的高低受基因型$ 培养基$ 培养条件等影响很

大" 我们从中筛选了一个基因型比较适合建立体胚

再生系统的材料 ’T!!"
器官发生途径与体胚发生途径一样受基因型限

制! 但不如体胚途径严格" ,T*!$7..!$J7* 和 ’T!!
在适合条件下!都能以器官发生途径再生植株"而体

胚途径只有 ’T!! 幼胚诱导胚性愈伤突破了 "*)!
其它基因型和外植体还有待于研究" 此途径虽然成

苗快$简单!但不定芽不宜长期保存"
%"# 影响各系统诱导!培养!再生的因素研究

!"#"$ 基因型与再生芽苗的关系

不同基因型玉米自交系的幼胚在诱导愈伤组织

的过程中有很大差异!不但愈伤组织的诱导率不同!
而且形成芽苗时发生途径亦不同" 接种 .; U 后幼胚

的表面就开始形成愈伤组织" 表 . 中结果列出了在

012 诱导培养基上!’T!! 形成的愈伤组织表面干燥!
边缘呈花边状!白色!结构紧密!几天后在其上长出

黄色颗粒状的 11 型愈伤组织! 此时最适宜扩繁$增

殖" 将其置于分化培养基上!颗粒状的体细胞胚就会

从类似的盾片上抽出绿芽!另一侧伸出胚根!如同种

子的萌发过程!芽苗率达 ""=7)" 而 ,T*!$7..! 诱导

出来的愈伤组织表面发散!诱导率与 ’T!! 虽然相差

不太多!但芽苗率很低只有,=!)和.!=’)!且多数是

丛状的畸形苗"T!.的出愈率只有.,=T)!芽苗率为 *"
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!"#"! 培养基和培养条件

不同的基因型和不同的外植体! 必须在合适的

培养基中和培养条件下才能诱导出不定芽和胚状

体!进而再生出植株" 基本培养基成分有很大影响!
在激素不变的条件下!诱导和继代阶段 !" 大量#$%
微量好于 !"#&%#’( 培养基! 而生根时 ’) 明显好

于其它培养基"在不定芽再生途径中!细胞分裂素选

用 *&+,-./ 0 1.2 34 5 67或 89,-:/ ; 1:2 34 5 6<!生 长

素多为 =>?@AB1:C ; = 34 5 6<或 D&+,-:= ; -:C 34 5 6<!
而体胚再生研究中!=>?@A,E ; = 34 5 6<是必不可少的

生长素"一般情况下!诱导阶段在微弱光条件下进行

培养!继代培养需散射光下!而分化和生长在强光下

进行培养!且空气相对湿度要达到 F-G以上"
!"#"# 激素的不同配比对再生途径的影响
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表 = 结果可以明显看出!=>?@A 在诱导玉米愈

伤组织和胚性细胞的过程中起着决定性的作用" 在

=>?@A -:C 34 5 6 诱导培养基中!只有 FH== 诱导率达

到 2I:JG! 并且接种的幼胚只能限制在 E 33 以下!
但诱导出的愈伤组织大多是 DDD 型愈伤! 水渍状!分

化能力很低"而其它幼胚的胚根胚芽一起生长!没能

诱导出愈伤组织"
在 =>?@A =:- 34 5 6 的诱导培养基上!FH==#?II=

的愈伤诱导率都较高!且 FH== 的出苗率也较高达到

F*:?G! 可是 ?II= 只有 I=:FG!H=I 更低只有 ?:CG"
它们形成芽苗时主要以体胚发生方式为主" 在 =>?@A
=:- 34 5 6K89 -:/ 34 5 6K*&+ -:E 34 5 6 的诱导培养基

上!FH== 以体胚发生方式形成芽苗!而 ?//= 在诱导

愈伤组织的过程中表面直接形成绿色的不定芽!待

绿芽点长到一定时候转入分化培养基! 直接分化出

小苗! 小苗长至 2 ; ? L3 高时放入生根培养基生

根" 而 H=I 出愈率只有 IJ:HG!极易长出红色的气生

根!形成苗时与 ?II= 一样是器官发生途径"
对于自交系 ?II= 生长素和细胞分裂素的相互

协同作用!虽然诱导率比不加分裂素时要低!却可明

显的提高芽苗率! 可由 I=:FG提高到 *-:HG! 如果

*&+ 和 89 的浓度和大于 -:C 34 5 6!胚芽生长迅速!
就会影响愈伤组织的诱导"
!"#"$ 胚状体发生能力的保持

玉米幼胚一旦诱导出胚性愈伤组织! 如果进行

定期的继代和增殖培养!其胚发生能力可长期保持!
这有利于玉米的遗传转化研究" 我们将继代保持了

? 年之久的胚性愈伤组织齐 2IH B山东大学提供<置
于不含生长素的培养基上! 几天后就能产生大量的

胚状体!胚状体进一步发育长大!形成独立的个体!
最后形成完整的植株"

但随着继代次数的增加! 胚发生能力和分化能

力都有所下降" FH== 的胚性愈伤组织继代 I- 次以

下和继代 =C 次以上B每 IC M 继代一次<!同时用来分

化! 结果继代 I- 次以下的比继代 =- 次以上的愈伤

组织早发生 ? M!且分化率和出苗率都高 2-G以上"
随着继代次数的增加!畸形苗比例也增加"如果在继

代时挑选的组织块胚性不好! 在今后的保持继代中

也很容易丧失胚性" 所以在长期继代保持中尽量挑

选胚性好的组织块!减少继代次数"保持胚状体能力

的期限到底是多长时间!有待于今后的研究和探讨"

2 讨 论

基因型是影响胚性愈伤组织诱导率的主要限制

因子之一" 基因型不同胚性愈伤诱导率和分化率有

很大差异!且再生途径也不同"在供试的几个基因型

中!FH== 较适合体胚途径! 而 JH-=#?II= 较适合形

成不定芽的器官发生再生途径" 然而不定芽再生途

径很难长期继代下来! 在进行遗传转化时易形成嵌

合体" 而体胚途径形成的胚性细胞系可长期继代保

存!只要在培养基中去掉 =>?@A 就可形成芽苗!在遗

传转化时不受季节限制! 是目前较为理想的遗传转

化系统"但是随着继代次数的增加!变异率也随之增

加" 本实验中 FH== 形成芽苗的频率为 F*:?G!且主

要以体胚发生为主!是遗传转化的良好受体材料"
=>?@A 在诱导愈伤组织中是起决定性作用的植

物生长调节物质! 无论是哪种再生途径诱导愈伤组

织!=>?@A 都是不可缺少的!尤其是对胚状体诱导最

2- 玉 米 科 学 I2 卷



!上接第 "# 页$
!"# $%&& ’( )*+%&,-./,-0*& 0* -*,102 /*3 -*,%1&4%5-6-5 ,1/*&6%1 06 /*,708

59/*-* .%*%& :&-*. 40;;%* /& / +%5,01<=>( ?6;/*@%*479&-0;A BCDEA CDF
"GB2"GH(

!I> ’% J%, = K =( L7% %M4%1-N%*,/; N/*-4:;/,-0* 06 0+:;%& ,-&&:%<=>( O0*.8
N/* )*5 P( Q(R BCDSA BCH(

!S> T7,/ P($-.72%66-5-%*59 .%*%,-5 ,1/*&601N/,-0* 06 N/-@% U9 / N-M,:1% 06
40;;%* /*3 VM0.%*0:& ’QW<=>( ?105 Q/,; W5/3 X5-(A YXWA BCDZA D"[
HBS2HBC(

!Z> K/*-/,-& LA X/N100\ =A ]1-&,57 V ]( K0;%5:;/1 ^;0*%R W O/U01/,019
K/*:/;<K>( ^0;3 X41-*. $/1U01 O/U01/,019 ?1%&&R BCCG(

<H> _70: ‘ PR a%*. =( )*,103:5,-0* 06 %M*0.%*0:& ’QW -*,0 50,,0* %N8
U190&<=>( K%,703 -* V*@9N0;0.9R BCD"R bBEBcF I""2IID(

<D# 龚蓁蓁!沈蔚芳!周光宇!等 ( 授粉后 外 源 ’QW 导 入 植 物 技 术2
’QW 通过花粉管通道进入胚囊<=# ( 中国科学bde!BCDD!bZe"ZBB2
ZBI (

<C> ?0,19\:& )(‘%*% ,1/*&6%1 N%,703& 601 4;/*,& /*3 5%;; 5:;,:1%&<=>( ^-U/
]0:*3 X9N4R BCCER BSI[ BCD2GED(

<BE> 谢道昕!范云六!倪万潮!等 ( 苏云金杆 菌b!"#$%%&’ (&)$*+$,*’$’e
杀虫晶体蛋白基因导入棉花获得转基因植株<=> ( 中国科学!BCCB!
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<BB> 谢道昕!范云六!倪丕仲!等 ( 苏云金杆菌杀虫基因导入水稻栽

培品种中花 BB 获得转基因植株 <=> ( 中 国 科 学!BCCB!bDe"D"E2
D"I (

<BG> 邓德旺!郭三堆!杨志民 ( 棉花花粉管通道法转基因的分子细胞

学机理研究<=> ( 云南大学学报!BCCC!b"e"BGI2BGS (
<B"> 黄国存!董越梅!孙敬三 ( 以 ‘]? 为标记用花粉管通道途径导
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有效#在含 GRI2’ 的培养基中诱导出胚性细胞团!此

时是进行大量增殖和进行遗传转化的最佳时机!如

果在培养基中去除 GRI2’ 或降低细胞分裂素的含量

就能产生大量的胚状体! 胚状体进一步发育长大形

成一个独立的个体!最后形成一株完整的植株#虽然

此系统的胚胎发生频率较高!但还达不到完全同步!
待今后继续研究#

细胞分裂素同样在以器官发生途径形成不定芽

过程中是不可缺少的# DCEG$IBBG 在无分裂素的培

养基内诱导出的愈伤组织!分化能力很差!形成的芽

苗率极低!这对今后作为遗传转化系统是不利的#而

在加入分裂素的培养基内诱导出的 IBBG 愈伤组织

芽苗分化率高达 ZE(Ci!但分裂素浓度不宜过高!最

好控制在 E(" N. j O 之内# 而且再生途径并不是一成

不变的!在一定的条件下是可以相互逆转的!例如!
不同生理状态的幼胚再生途径就可能不一样! 而不

同大小的幼胚$不同的继代时间$不同的技术手法$
不同的培养条件等都会导致再生系统的改变# 我们

必须根据实验的不同要求!掌握好时机和条件!使之

向有利的再生系统转变#
本实验为玉米的遗传转化建立了良好的受体系

统! 我们正利用该系统进行东北玉米自交系的遗传

转化工作!已取得了高效的瞬时表达!其它工作还正

在进行中#
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