
收稿日期:2006 - 07 - 17
基金项目:河南师范大学青年基金项目(20040011)

作者简介:高武军(1973 -),男 ,山西芮城人 , 在读博士研究生 ,主要从事植物遗传学研究。

外源激素在玉米离体培养中的作用研究

高武军
1
, 胡　楠

2
,魏开发

1
, 卢龙斗

1

(1. 河南师范大学 生命科学学院 , 河南 新乡 453007;2. 南阳理工学院 ,河南 南阳 473004)

摘要:以玉米自交系黄早 4 、综 31的幼胚为材料 ,对外源激素在玉米离体培养中的作用进行了研

究。结果表明 , 2. 0mg /L 的 2 ,4 - D可以诱导出高频率的胚性愈伤组织 ,而添加高浓度的 6 - BA

不利于胚性愈伤的诱导;6 - BA(0. 5mg /L)+K T(1. 0mg /L)+NAA(0. 2mg /L)的激素组合对于

胚性愈伤组织的分化明显优于其他的激素组合;单独使用 1. 0mg /L 的 NAA有利于根的生长和发

育 ,虽然NAA 1. 0mg /L+多效唑 2. 0mg /L的激素组合中 ,根的平均数量和平均长度不如单独使用

1. 0mg /L 的 NAA ,但是幼苗的移栽成活率二者无显著差异 。
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Abstract:T he young embryos o f maize inbred lines Huang zao4 ,Zong31 were cul tured in vit ro and

the impo rtant functions of plant ho rmone s w ere studied. The results indicated that medium fo r

high f requency embryogenic callus w as M S+2. 0mg /L 2 ,4 - D;MS+6 - BA 0. 5mg /L+KT 1. 0

mg /L+NAA 0. 2mg /L w as bet ter for the cal lus different iation;MS +1. 0mg /L NAA was good

fo r roo t development and go t almost the same surviv al rate as MS+NAA1. 0mg /L+MET 2. 0mg /

L did.
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　　自 1975年[ 1] 以来 ,玉米组织培养已经从包括幼

胚[ 2 , 3] 、未成熟花序[ 4] 、花药[ 5] 、小孢子[ 6] 、叶片[ 7 , 8] 、

雌雄幼穗
[ 9]
、茎尖

[ 10]
等多种外植体诱导出愈伤组

织。在玉米的离体培养中 ,胚性愈伤组织诱导和分

化 、幼苗的状态以及根的质量对于其最终的移栽成

活率至关重要 ,其中 ,植物外源激素的影响是重要因

子之一。本研究在对基本培养基 、基因型 、不同培养

基附加物试验[ 11] 的基础上 ,进一步对不同的植物激

素的作用进行了系统的研究 ,报道如下 。

1　材料和方法

1. 1　材料

玉米自交系黄早 4 、综 31由山西省农科院农业

生物技术研究中心王景雪研究员提供 。

基本培养基 MS , NB , 改良 N6 的组成见文献

[ 12] 。培养基 pH 为 5. 8 。

1. 2　方法

1. 2. 1　玉米幼胚的制备　玉米材料在每年的 5月
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上旬和下旬播种于河南师范大学试验田内 ,每隔

10 d播种一次 , 7 ～ 8 月人工授粉 。取人工授粉后 9

～ 12 d的雌穗 ,在室内剥去苞叶 ,先用 70%酒精擦

拭表面 ,然后在0. 1%HgCl2 中浸泡 5min ,再用无菌

水冲洗 4 ～ 5次 ,用刀片切去 3 /5籽粒 ,挑出幼胚 ,盾

片朝上分别接种于相应的培养基上 。

1. 2. 2　胚性愈伤组织的诱导与分化　将黄早 4 幼

胚接种在表 1中的 10个激素组合的胚性愈伤诱导

培养基上 , 27℃,暗培养 , 7 d继代一次 ,继代后温度

降为 25 ℃, 12 h光照培养 2周后统计胚性愈伤率 ,

试验设置 3次重复 ,取平均值作为胚性愈伤组织诱

导率(胚性愈伤率=胚性愈伤外植体数 /总外植体数

×100%)。将黄早 4和综31的 Ⅱ型愈伤转移到表 2

中的 9个激素组合的胚性愈伤组织分化培养基上 ,

每试验设 3次重复 ,温度 25℃,光照 12h , 2 周继代

一次 ,4周后统计分化率(分化率 =正常出苗愈伤

数 /总胚性愈伤数×100%)。

表 1　胚性愈伤组织诱导培养基上不同外源激素的组合

组合
激素成分及浓度(mg /L)

2 , 4- D K T 6- BA NAA ABA ZT

1 2. 0 0 0 0 0 0

2 2. 0 4. 0 1. 0 0 0 0

3 2. 0 2. 0 1. 0 0 0 0

4 2. 0 0 0 0. 2 0 0

5 2. 0 0 0. 5 0 0 0

6 2. 0 1. 0 0. 5 0 0 0

7 2. 0 0 0 1. 0 0 0

8 2. 0 1. 0 0. 5 0. 2 0 0

9 2. 0 1. 0 0. 5 0. 2 1. 0 0

10 2. 0 1. 0 0. 5 0. 2 1. 0 0. 2

　注:基本培养基为 NB+500mg /L+700mg /L;蔗糖浓度为 30 g /L ,
琼脂粉 7. 5 g /L

1. 2. 3　胚状体幼苗的生根　待综 31的胚状体幼苗

2 ～ 3 cm 高时将其转移到生根培养基上生根培养 ,

温度 20℃,光照 8 h , 2 周后统计主根数量和根长 。

当幼苗生长至 10 cm 高度时进行移栽 ,统计成活率
表 2　胚性愈伤组织分化培养基上不同外源激素的组合

组合
激素成分及浓度(m g /L)

6 - BA K T NAA ABA GA 3

1 0 0 0 0 0

2 0 0 0. 2 0 0

3 0. 5 0 0. 2 0 0

4 1. 0 0 0. 2 0 0

5 3. 0 0 0. 2 0 0

6 0. 5 1. 0 0 0 0

7 0. 5 1. 0 0. 2 0 0

8 0. 5 1. 0 0. 2 1. 0 0

9 0. 5 1. 0 0. 2 0 0. 5

　注:基本培养基为改良 N6 +500mg /L +700m g /L;蔗糖浓度为

30 g /L ,琼脂粉 7. 5 g /L

(成活率=移栽后 20 d成活数 /移栽总数×100%)。

设 3次重复 ,取平均值 。

2　结果与分析

2. 1　外源激素对胚性愈伤组织诱导的影响

为了确定胚性愈伤组织诱导的最佳外源激素组

合 ,设置了 6种外源激素的 10 种组合。结果发现

(图 1),以 2. 0mg /L 2 , 4 - D在本试验条件下能够

有效诱导黄早 4胚性愈伤发生(图 2 A , B),而且愈

伤组织的分散性好 ,质量较高。添加不同 KT , 6 -

BA ,NAA ,ABA ,Zeat in 激素在相同培养条件下对

于胚性愈伤率的提高并未达到显著水平 。这说明

2 , 4 - D在脱分化过程中起关键的作用 ,2 , 4 - D与

内源激素相互作用 ,即可完成脱分化过程 。相反 ,细

胞分裂素 6 - BA 的补充特别是当 6 - BA 的浓度达

到 1. 0mg /L 时 ,严重抑制了胚性愈伤的发生 ,同时

导致愈伤组织褐化程度增加 。

图 1　不同激素对胚性愈伤组织诱导率的影响

2. 2　外源激素对胚性愈伤组织分化的影响

试验中发现 ,分散性好的胚性愈伤在不加任何

激素的条件下也能出苗。由表 3 的结果可以看出 ,

对于黄早4来说 ,在 NAA 浓度为0. 2mg /L 时 ,将6

- BA 由 0. 5mg /L 提到 1. 0 ～ 3. 0mg /L 后出苗率

急剧下降 ,一部分甚至褐化死亡 ,显然高浓度细胞分

裂素不利于胚性愈伤组织的分化 。在培养基中补充

了 ABA ,可以改善胚性愈伤组织的状态。在本试验

中 ,激素组合 7的正常出苗最高 。综 31在试验中也

表现出类似的结果 ,分化 4周后 ,只有激素组合 7能

产生最高的分化率。显然以 6 - BA(0. 5mg /L)+

K T(1. 0mg /L)+NAA(0. 2mg /L)的激素组合 ,能

较好保持愈伤的分化状态(图 2d);在激素组合 9中

没有观察到 GA 3 有利于胚性愈伤分化的作用 ,相

反 ,GA 3 对 Ⅱ型愈伤的分化有抑制作用 ,多数愈伤

产生根毛 ,继代后大部分死亡。
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表 3　外源激素对胚性愈伤组织分化的影响

组合

黄早 4

胚性愈

伤数
分化数

分化率

(%)

综 31

胚性愈

伤数
分化数

分化率

(%)

1 62 10 16. 1 - - -

2 64 16 25. 0 - - -

3 60 30 50. 0 63 11 17. 5

4 62 2 3. 1 60 8 13. 3

5 58 6 10. 3 80 10 12. 5

6 60 18 30. 0 78 14 17. 9

7 80 52 65. 0 79 46 58. 5

8 82 54 65. 9 81 40 49. 5

9 56 2 3. 5 78 2 2. 7

2. 3　外源激素对再生苗生根的影响

为了提高胚状体苗的生根质量 ,采用了 4种激

素组合进行试验。结果发现(表 4),生根培养基中

使用 NAA1. 0mg /L 的组合有利于根的生长和发育

(图 2E1 , 2),试验结果还显示 ,虽然 NAA 1. 0mg /L

+多效唑 2. 0mg /L 的组合中 ,根的数量和长度不如

前者 ,但是对于幼苗的移栽成活率二者无显著差异 。

多效唑可以使幼苗更壮实 ,但是明显抑制了根的生

长发育(图 2E4 ,5)。本试验中的移栽成活率最高达

到 55. 2%,对于进行玉米的遗传转化仍不够高 ,需

要进一步优化条件 ,提高移栽成活率。

表 4　外源激素对胚状体幼苗生根的影响

编号
激素

(mg /L)

根平均

数量

(条)

平均

根长

(cm)

移栽成

活率

(%)

1 NAA1. 0 5. 4 5. 6 55. 2

2 IBA1. 0 1. 6 2. 0 -

3 IBA1. 0+多效唑 2. 0 2. 4 2. 1 28. 3

4 NAA1. 0+多效唑 2. 0 3. 5 2. 0 52. 8

　注:基本培养基为 1 /2NB;蔗糖浓度为 30 g /L ,琼脂粉 6. 5 g /L

A , B:黄早 4胚性愈伤组织;C:移栽成活的幼苗;D:黄早 4胚性愈伤

分化的幼苗;E:生根培养后幼苗的根系(1 , 2:NAA1. 0mg /L , 3:

IBA1. 0mg /L , 4 , 5:NAA1. 0m g /L+多效唑 2. 0m g /L)

图 2　玉米自交系胚性愈伤组织诱导 、分化及生根情况

3　结论与讨论

本试验表明 ,对于玉米的胚性愈伤组织的诱导

来说 , 2. 0mg /L 的 2 , 4 - D可以诱导出胚性愈伤 ,

K T ,6 - BA , NAA , ABA ,Zeatin的添加并未明显提

高胚性愈伤率 ,而且添加 6 - BA 抑制了胚性愈伤的

诱导 ,这和 Kamada和 Harada报道的细胞分裂素可

以抑制胚状体的诱导的结果是一致的[ 13] ;也有研究

认为 ,细胞分裂素在玉米胚性愈伤组织的诱导上有

明显的促进作用 ,这可能和玉米的基因型有关
[ 14]
。

在改良 N6的基本培养基上添加 0. 5mg /L 6 - BA

+ 1. 0mg /L KT +0. 2mg /L NAA +1. 0mg /L 的

ABA可以诱导出较高的胚性愈伤组织的分化率。

玉米的愈伤组织的分化是个复杂的问题 ,这种复杂

性主要是由愈伤组织的多型性造成的 ,分化率的高

低与分化苗的质量也与基因型
[ 11]
和培养基

[ 3]
有很

大的关系。玉米离体培养的幼苗移栽的成活率一直

是限制玉米组织培养的难题 ,其中 ,关键问题之一是

根的诱导和质量问题。本试验对胚状体发生苗和器

官发生苗的根也进行培养条件的初步优化 ,发现胚

状体幼苗的根纤细 ,影响了其移栽成活率 ,而试验中

通过器官发生的幼苗诱导出的根粗壮 ,但是根的长

度和数量不足。

总之 ,玉米的组织培养是个复杂的问题 ,多年来

的研究已经在一些关键问题上取得一致的结论 ,但

是由于玉米组织培养中的影响因子多 、遗传背景复

杂 ,因此 ,对于多种因素之间的互作关系以及组织培

养和玉米基因组之间的相关性还有待于进一步的深

入研究 。
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殖。另外 ,当外源基因进入受体细胞后 ,整合与表达

以及表达量的积累都需要有一个过程 。因此 ,筛选

压的时间即共培养后延迟多长时间进行选择也会影

响到转化频率。本试验中 ,延迟 6d筛选的转化频率

最高 。我们在试验过程中还发现 ,羧苄青霉素与头

孢霉素对于生根的影响 ,在时间上没太大差异 ,只是

根的形态不同。

目前 ,经过初步分子生物学检测 ,己得到部分转

基因植株 。脂肪酸含量分析以及其他性状的检测仍

需进一步进行 ,期望筛选出高油酸的转基因植株 ,并

将这些基础材料应用于育种实践。
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