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摘要:以郑麦 9023盾片为材料 ,对影响小麦组织培养的 2 ,4 - D , AgNO 3 ,蔗糖进行了研究 。结果

表明 ,培养基中附加 0. 5m g /L 2 , 4 - D 有利于胚性愈伤组织的诱导 ,添加 5 mg /L 和 10m g /L 的

AgNO 3 对根苗的分化有负效应 ,蔗糖 30g /L 对根苗的分化最有利 。
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Important Factors Af fecting Wheat T issue Culture Ef ficiency
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Abstract:In o rder to improve the eff iciency of w heat tissue cul ture , the ef fects of 2 ,4 - D , AgNO3

and sucro se on callus induction and regeneration w ere studied by culturing the scutella f rom

Zhengm ai 9023. The results show ed that the medium w ith 0. 5m g /L 2 , 4 - D was bet ter for the in-

ducement o f em bryogenic callus;addi tional 30 g /L sucrose w as beneficial to w hea t g reen primo r-

dium dif ferentiation , w hi le a supplement of 5 mg /L o r 10 mg /L AgNO3 w as negative.
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　　小麦是世界上栽培面积最大的重要粮食作物 ,

进行小麦品种改良无疑具有重要意义 。自 20 世纪

80年代开始研究转基因植物以来 ,利用转基因等生

物技术对小麦进行抗虫 、抗病 、抗逆及品质改良等已

取得了较大进展
[ 1]
。但转基因技术依赖于有效的小

麦组织培养体系 ,在小麦组织培养体系中植株再生

率低的问题是限制小麦转基因成功和大幅度提高转

基因小麦效率的瓶颈
[ 2]
。多年来 ,研究者对影响小

麦组织培养的因素(基因型 、外植体来源 、培养基类

型及成分等)进行了大量研究
[ 3 ～ 8]

,但小麦栽培品种

再生困难与转化改良要求之间的矛盾并没有得到根

本解决。

小麦属六倍体 ,遗传背景复杂 ,离体培养影响因

子众多。研究表明 ,外源激素在诱导愈伤组织方面

起到重要调控作用 ,其中 2 , 4 - D是诱导体细胞发

生的重要因素 ,特别是对禾本科植物的体细胞发生

具有决定性的作用[ 9] 。蔗糖作为重要的碳源能够影

响小麦胚性愈伤组织形成及再生 ,在一定浓度下还

可以提高愈伤组织活力 ,使其从松散状态转变为结

构紧密
[ 10]
。另外 , AgNO 3 作为一种较好的乙烯活

性抑制剂 ,近年来 ,有关其促进植物离体培养愈伤组

织的器官发生 、体细胞胚胎的形成及植株再生的研

究已有报道
[ 11 , 12]

。但 AgNO 3对小麦组织培养的作

用如何 ,鲜有报道 。为此 ,以河南省广泛种植的优良

小麦品种郑麦 9023为材料 ,对 2 , 4 - D , AgNO3 ,蔗

糖 3种影响小麦组织培养的因素进行研究 ,以期进

一步优化小麦组织培养体系 ,推动小麦遗传工程研

究的进展。
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1　材料和方法

1. 1　材料

选用六倍体小麦(Tri ticum aestivum L. )品种

郑麦 9023 ,种子由河南省农业科学院生物技术研究

所提供 。材料种植于河南省农科院试验田 。

1. 2　方法

1. 2. 1　培养基　培养基种类和配方见表 1。其中 ,

表 1　培养基配方 (m g /L)

培养基名称 基本成分 2 , 4 - D IAA ZT AgNO 3 蔗糖

诱导培养基(MS I) MS 1. 0 (0. 5 , 1. 0 , 1. 5 , 2. 0) 0 0 0(0 , 5. 0 , 10. 0 ) 30(30 , 60 , 90)

分化培养基(MS R) MS 0 1. 0 2. 0 0(0 , 5. 0 , 10. 0 ) 30(30 , 60 , 90)

　注:培养基中均含有 250 mg /L 谷氨酰胺 , 200 mg /L 水解酪蛋白 ,蔗糖含量为 3%,琼脂 0. 8%,肌醇 0. 1 g /L

括号中为不同浓度试验设置浓度。

1. 2. 2　材料获得与培养　取大田中开花 10 ～ 12 d

的小麦穗 ,用 70%的乙醇进行表面消毒 30 s ,剥出籽

粒 ,在无菌操作台上用 70%的乙醇浸泡 30 s , 0. 5%

的次氯酸钠消毒 10 min ,无菌水冲洗 3 ～ 4 次 ,用解

剖刀剥出完整盾片(0. 5 ～ 1. 0 mm),盾片向上接种

于 MSI 诱导培养基上 ,试验每处理设置 3 皿 ,每皿

外植体均为 20 个。材料在 23 ～ 25 ℃下暗培养

28 d ,再转至 M SR分化培养基上 ,在光照 12 h /d ,光

强 1200 lx 条件下培养 28 d。

每 14 d继代一次 ,28d 转到分化培养基时统计

愈伤组织的发生类型 , 56 d后统计芽数 、根数 、苗数

和再生植株数 ,试验期间不断进行观察和记载 。

1. 2. 3　统计方法　愈伤组织类型参照文献[ 9] ;出

愈率(%)=(愈伤数 /接种数)×100%;胚性愈伤率

(%)=(胚性愈伤数 /接种数)×100%;出苗率(%)

=(有苗愈伤数 /愈伤数)×100%;再生率(%)=(再

生植株数 /愈伤数)×100%。对统计结果整理后用

S pss软件进行方差分析和多重比较 。

2　结果与分析

2. 1　2 ,4 - D对小麦愈伤组织诱导的影响

在诱导培养基中分别添加 0. 5 , 1. 0 , 1. 5和2. 0

mg /L 2 ,4 - D。结果表明 ,添加 2 , 4 - D的培养基

在接种 3d后 ,大多数盾片诱导出白色的愈伤组织

(表 2)。2 ,4 - D 浓度在 0. 5 ～ 2. 0 mg /L 盾片的出

愈率没有明显区别 ,都达到 96%以上 ,胚性率表现

有差异 ,以 0. 5 mg /L 2 ,4 - D最高。还观察到不同

处理诱导愈伤组织的颜色 、质地 、形态及生长状况有

很大差别 。诱导愈伤组织的状态类型见表 3。其

中 ,2 ,4 - D浓度为 0. 5 mg /L 时 ,诱导的愈伤组织多

为 A 类(图 1a),这样的愈伤组织转到分化培养基上

时能够迅速分化出芽点 ,并且单个愈伤组织分化的

芽点数最多 ,为胚性愈伤组织 。2 ,4 - D浓度为1. 0

m g /L 时诱导的愈伤组织多为 B类(图 1b),状态与

0. 5mg /L 时的相近 ,但芽点的分化稍慢。2 , 4 - D

浓度为 1. 5 mg /L 和 2. 0 mg /L 时 ,诱导愈伤组织状

态多为 C类(图 1 c , d),这样的愈伤组织转到分化培

养基上 ,分化速度慢 ,为非胚性愈伤组织。有些芽点

最终也不能分化出苗或分化出畸形苗 。分析结果表

明 ,2 , 4 - D浓度的不同 ,在一定程度上主要是影响

愈伤组织的质量 ,培养基中附加 0. 5 mg /L 2 , 4 - D

有利于胚性愈伤组织的诱导。有研究表明 , 2 , 4 - D

虽然可以起到诱导作用 ,但其对外植体及愈伤组织

的伤害作用较大[ 13] 。较高浓度 2 ,4 - D(1. 5 mg /L

和2. 0mg /L)影响愈伤的发育可能和 2 ,4 - D本身

对材料的伤害有关 。

表 2　2 , 4 - D对小麦盾片愈伤组织诱导的影响

2 , 4 - D浓度

(mg /L)
接种数

(个)
出愈数

(个)
出愈率

(%)
胚性愈伤数

(个)
胚性率

(%)

0. 5

1. 0

1. 5

2. 0

200

200

200

200

200

196

200

199

100

98

100

99. 5

156

140

124

116

78

70

62

58

表 3　不同 2 , 4 - D浓度诱导愈伤组织状态

愈伤组织类型 颜色 质地 表面 长势

A 黄色 、淡黄色 较硬且触之易碎 干爽 ,有小米粒状突起 生长旺盛

B 淡黄色 较硬 较干燥 ,小米粒状或瘤状突起 较旺盛

C 暗黄色或发白 疏松 、湿软 光滑或少有突起 较差
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a:2 , 4 - D 0. 5 mg /L;b :2 , 4 - D 1. 0 mg /L;c:2 , 4 - D 1. 5 mg /L;d:2 , 4 - D 2. 0 mg /L

图 1　不同 2 , 4 - D浓度诱导愈伤组织的状态

2. 2　AgNO 3 对愈伤组织诱导和苗再生的影响

AgNO 3 在植物组织培养中的作用一直是研究

者关注的重点 。一般认为 , Ag +是一种乙烯合成的

抑制剂 ,它可以通过竞争与细胞膜上的乙烯受体蛋

白结合 ,从而阻止或降低乙烯的作用 ,降低植物细胞

的死亡 ,促进一些再生困难的形态发生 ,增加外植体

产生不定芽的数目 ,提高植株再生频率[ 14] 。本试验

中 ,在诱导和分化培养基中分别加入 AgNO 3 0 , 5 ,

10 mg /L ,结果显示 , AgNO 3 浓度的不同对出愈率

没有明显影响 ,各处理的出愈率都达到 100%,但影

响了愈伤组织的分化(表 4)。不同 AgNO3 浓度下

出苗率和再生率差别较大 。方差分析表明 ,植株再

生率差异达到显著水平 ,培养基中不添加 AgNO 3

时再生率最高。出苗率虽然没有达到显著差异 ,但

也是在 AgNO3 0 mg /L 时最高。试验中发现 , 在

AgNO3 0 mg /L 时 ,愈伤分化的芽较多 ,出苗率和再

生率均最高 ,且苗生长发育正常(图 2a)。AgNO3

浓度为 10m g /L 时 ,产生的愈伤组织多为深黄色 ,

含水量多 ,分化的芽较多 ,但多数畸形 ,成苗少 ,再生

苗的叶卷曲(图 2 c)。A gNO 3 浓度为 5 mg /L 时分

化的苗也多为畸形(图 2b)。

表 4　AgNO3 对小麦盾片愈伤组织诱导与分化的影响(%)

硝酸银

(mg /L)
接种数 出愈率 出苗率 再生率

0 200 100 78 78

5 200 100 63 61

10 200 100 71 71

a:AgNO 3 0 m g /L;b:AgNO 3 5 mg /L;c:AgNO3 10 mg /L

图 2　培养基中附加不同浓度 AgNO3 愈伤分化情况

　　分析结果表明 ,培养基中不添加 AgNO 3 时芽

苗的分化最好 ,附加 5m g /L 和 10 mg /L 的 AgNO 3

对郑麦 9023根苗的分化有负效应 ,在组织培养时应

慎重加入 。

2. 3　蔗糖对小麦愈伤组织诱导和苗再生的影响

蔗糖在植物组织培养中通常作为碳素来源和能

量物质 ,同时对保持培养基的渗透压也有重要作用 。

在本次蔗糖浓度试验中 ,在诱导和分化培养基中分

别加入 30 ,60 , 90 g /L 的蔗糖 ,结果显示 ,不同浓度

蔗糖对郑麦 9023盾片愈伤的诱导没有显著差异 ,但

出苗率和再生率差异显著(P <5%,表 5)。在试验

中 ,各个处理的出愈率达到 100%,但愈伤组织的质

量和生长速度有差异。蔗糖浓度 30 g /L 时愈伤质

量较好 ,黄色 ,质地疏松干爽 ,生长迅速 ,芽点分化较

早 ,成苗多且芽和苗生长正常(图 3a)。随着蔗糖浓

度的升高 ,愈伤组织的颜色变浅 ,含水量明显增多 ,

发育迟缓 ,芽点形成少 ,大部分芽点只是叶绿素的聚

积 ,在以后的继代中不断变褐 ,并且在蔗糖浓度为 60

g /L 和 90 g /L 时 ,芽和苗也有出现畸形的现象(图

3b , c)。

表 5　蔗糖对小麦愈伤组织诱导和分化的影响

蔗糖浓度

(g /L)

接种数

(个)

出愈率

(%)

出苗率

(%)

再生率

(%)

30 200 100 95. 5 89. 9

60 200 100 66. 8 52. 8

90 200 100 19. 0 7. 5
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a:蔗糖 30 g /L;b:蔗糖 60 g /L;c:蔗糖 90 g /L

图 3　培养基中附加不同浓度蔗糖愈伤组织分化情况

　　分析结果表明 ,蔗糖 30g /L 对根苗的分化最有

利 ,90g /L 的分化效果最差 。可能是蔗糖浓度太高

造成细胞内的渗透压增大 ,引起质壁分离无法复原 ,

从而影响愈伤分化。

3　讨论

3. 1　2 ,4 - D在小麦再生中的适宜浓度

2 ,4 - D是大多数植物离体培养诱导愈伤组织

最有效的物质 ,它能诱发细胞分裂活动 ,引起细胞脱

分化和无序增殖 ,产生愈伤组织 。在以前的研究报

道中 ,大多认为 2. 0 mg /L 2 ,4 - D 是小麦盾片和幼

胚脱分化的适宜浓度[ 3 , 15] 。而本研究表明 , 0. 5

mg /L 2 ,4 - D为郑麦 9023胚性愈伤诱导的适宜浓

度。这和 Sonriza Rasco Gaunt 等对 2个品种的研

究结果相一致 。Sonriza Rasco Ganut 也认为 ,盾片

在 2 ,4 - D 0. 5 mg /L 时的胚性愈伤率和再生率显

著优于其他浓度(1 ,2 , 3 , 4 , 5m g /L)
[ 16]
。这可能和

基因型有关 ,也可能和小麦离体培养时自身的生理

状态有关 。有研究结果表明 ,小麦胚性能力较强的

外植体的内源激素含量高于胚性能力较弱的 ,同时 ,

分化过程中胚性愈伤组织的ABA , IAA 含量高于非

胚性愈伤组织
[ 17]
。而对小麦致密愈伤组织而言 ,愈

伤组织本身的分化潜能似乎要大于外源激素的影

响[ 4] 。因此 ,小麦在诱导分化过程中内源激素的变

化及其作用机制应得到进一步的研究。

3. 2　AgNO 3 在小麦再生中的作用

在培养基中附加 AgNO 3 ,一方面可以促进植物

离体培养器官发生 ,同时又能对材料引起毒害 。不

同品种 、不同外植体源利用 AgNO 3 促进器官发生

和产生毒害的剂量等都存在差异。在对 AgNO3 的

研究中发现 ,其作用明显存在一个临界值 ,在玉米组

织培养中 ,AgNO 3 浓度超过 15 mg /L 时 ,胚性愈伤

诱导率会降低[ 12] ;进行水稻组织培养时 ,在培养基

中添加 8 ～ 10m g /L 的 AgNO 3 ,愈伤组织的诱导率

较高 ,但在分化培养基中添加 AgNO 3 对愈伤组织

的分化没有明显促进作用 。相反 ,浓度高时(超过 12

m g /L)会起相反的作用[ 11] 。在本试验中 , AgNO3

的存在没有正面的促进作用 ,一方面可能是郑麦

9023在盾片培养中不适宜添加 AgNO3 ,另一方面

可能是添加的浓度不合适。有研究表明 , AgNO 3 对

小麦幼胚胚性愈伤组织诱导率和绿点率效应随 Ag-

NO 3 浓度的提高而增加 ,浓度过高则降低 ,豫麦 18

号适宜的浓度为 2. 5 mg /L ,而豫麦 49号和兰考 906

以 5. 0m g /L 胚性愈伤诱导率和绿点率最高[ 18] 。因

此 ,有关 AgNO 3 对小麦组织培养的影响效应有必

要做进一步的研究 。

3. 3　蔗糖在小麦再生中的适宜浓度

在对小麦组织培养幼胚和盾片的研究中 ,对糖

种类和有关适宜浓度的研究报道不多 ,一般在培养

基中添加 3%的蔗糖能取得较好的培养效果 。这和

本研究的结果相一致。也有研究表明 ,小麦幼胚培

养最佳蔗糖浓度为 50g /L ,胚性愈伤组织诱导率和

生长势均达到最高 ,但存在基因型差异
[ 19]
。在对小

麦成熟胚的研究中 ,蔗糖浓度为 3%～ 9%时对愈伤

组织诱导影响很小 ,高浓度的蔗糖有利于胚性愈伤

组织的形成及再生
[ 10]
。对不同的品种而言 ,要得到

更好的组培效果 ,培养基中蔗糖浓度应在 3%上下

进行仔细筛选。

小麦愈伤诱导和再生过程是一个复杂的连续的

体系 ,针对一个方面进行单一因素的试验也势必受其

他各方面因素的影响。要全面提高小麦再生质量 ,还

应各个方面综合考虑 ,我们对小麦再生体系的研究也

必须更深入 ,以确立更高效的小麦再生体系。
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中 ,大豆产量高于 2800kg /hm2 的组合共有 35个 , 3

项农艺措施 X 的编码取值在 0 ～ 1. 682 的频率最

高 ,其取值范围分别为 X1 =0. 582 36 ～ 0. 85226 , X2

=0. 797 26 ～ 1. 039 20 , X3 =- 0. 116 00 ～ 0. 25108。

由此 ,3项农艺措施的最佳组合是:密度为 215774

～ 225402 株 /hm
2
, P 2O 5 用量为 265. 32 ～ 291. 56

kg /hm
2
,N 用量为 167. 59 ～ 206. 87 kg /hm

2
,此时黑

大豆的平均产量为(2945. 63±97. 97)kg /hm2 。

3　结论

1)通过试验研究 ,确立了在中等偏高肥力条件

下 ,影响黑大豆生育性状的主要因素是密度和磷;明

确了各因素影响黑大豆产量的顺序是:密度>磷肥

>氮肥。

2)在本试验条件下 ,通过正交旋转回归模拟寻

优 , 3 项农艺措施的最佳取值范围是:密度为

215 774 ～ 225402 株 /hm
2
, P2O 5 用量为 265. 32 ～

291. 56kg /hm
2
,N 用量为 167. 59 ～ 206. 87kg /hm

2
。

采用这套方案 , 黑大豆的平均产量为(2945. 63±

97. 97)kg /hm2 。

3)密度在 - 1. 682 ～ 1. 682之间 、N 在 - 1. 682

～ - 1 之间的交互作用为增产作用;当密度在 1水

平下 、N 在 0水平时 ,产量最高 。由此 ,密度偏高水

平和氮肥中等水平时产量较高 。如果密度过小 ,则

必须增加氮肥用量 ,以增加单株产量而获得高产;反

之 ,如果密度过大 ,则应减小氮肥用量 ,以防引起黑

大豆倒伏 ,从而增加群体产量。

4)试验表明 ,黑大豆对磷较敏感 ,因此 ,种植黑

大豆应重视磷肥的施用 ,同时由于磷肥在土壤中的

移动性差 、易固定 ,应采取播前沟施 ,犁底基施或拌

种施用 ,切忌地表撒施 。
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