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籼稻Ｋｒａ　ＤａｎｇＮｇａｈ植株再生体系影响因素研究
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摘要：以籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ成熟胚为材料，探讨了培养基、植物凝胶质量浓度、激素配比、碳水化

合物等因素对其再生体系的影响。结果表明，籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ胚性愈伤组织的最佳分化培养

基为ＡＲＤＡ培养基，植物凝胶为３．０ｇ／Ｌ，细胞分裂素（６－ＢＡ、ＫＴ）与生长素（ＮＡＡ）配比为６∶１，

碳水化合物为山梨醇１５ｇ／Ｌ、水解酪蛋白１ｇ／Ｌ，在此条件下再生芽获得频率较高，为７５．０％。将

上述条件下获得的再生芽转移到生根培养基（ＭＳ培养基＋０．１ｍｇ／Ｌ　ＩＡＡ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖）中可获

得１００％具有完全根系的再生植株，移栽炼苗７ｄ后生长１个月，再生植株的成活率达到１００％。
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　　利用转基因技术对水稻进行遗传改良是改善
水稻品质、提高抵抗病虫害能力、培育新品种的重
要手段之一，而高效的再生体系是遗传转化成功
的先决条件。籼稻由于具有顽拗性，不容易接受
外界的刺激［１］。虽然科研人员在籼稻组织培养和
遗传转化方面的研究已取得一定进展［２－５］，但迄今
为止，完善的籼稻组织培养体系尚未建立，特别是

一些优良生产品种的组织培养已成为限制籼稻遗

传转化的主要因素，直接影响水稻功能基因组和
分子育种的研究进度。本研究探讨了培养基、植
物凝胶质量浓度、植物激素配比和碳水化合物对
籼稻成熟胚愈伤组织再生能力的影响，从而优化
再生体系，建立籼稻成熟胚高效再生体系，为其遗
传转化和分子育种奠定基础。
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１　材料和方法

１．１　材料及其预处理
以籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ（Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ．Ｌ）成熟

种子为试验材料，将其剥去外壳后浸入７０％乙醇中
表面消毒１ｍｉｎ；随后放入２０％的次氯酸钠溶液中，

滴入２～３滴Ｔｗｅｅｎ－２０，消毒５ｍｉｎ；然后在超净工
作台中用无菌蒸馏水洗４～５次；最后将种子放在无
菌滤纸上吸干水分，备用。

１．２　培养基
诱导培养基：ＭＳ＋２ｍｇ／Ｌ　２，４－Ｄ＋１ｍｇ／Ｌ

６－ＢＡ＋１ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ　ＫＴ＋３０ｇ／Ｌ蔗
糖＋１ｇ／Ｌ水解酪蛋白（ＣＨ），ｐＨ值调节至５．７，然
后加入７．５ｇ／Ｌ琼脂粉，于１２１℃、１．０７ｋｇ／ｃｍ２ 条
件下高压灭菌１５ｍｉｎ。

继代培养基：ＭＳ＋１ｍｇ／Ｌ　２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ＋０．２５ｍｇ／Ｌ　ＫＴ＋１ｇ／Ｌ
ＣＨ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，ｐＨ 值调节至５．７，然后加入

７．５ｇ／Ｌ琼脂粉，高压灭菌（条件同上）。

分化培养基：ＭＳ、Ｎ６［６］和 ＡＲＤＡ［７］，每种培养
基中均添加３０ｇ／Ｌ蔗糖、０．５ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ、１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ、２．０ｍｇ／Ｌ　ＫＴ、１ｇ／Ｌ　ＣＨ，在此基础上调整细
胞分裂素（６－ＢＡ＋ＫＴ）与生长素（ＮＡＡ）配比、碳水
化合物种类（具体方案见１．３．２），ｐＨ 值调节至

５．７，然后加入７．５ｇ／Ｌ琼脂粉或者植物凝胶（具体
方案见１．３．２），高压灭菌（条件同上）。

生根培养基：ＭＳ或者 ＭＳ＋０．１ｍｇ／Ｌ　ＩＡＡ，

ｐＨ值调节至５．７，添加３０ｇ／Ｌ蔗糖、７．５ｇ／Ｌ琼脂
粉，高压灭菌（条件同上）。

１．３　试验方法

１．３．１　胚性愈伤组织的诱导和继代培养　将灭菌
的种子接种到愈伤组织诱导培养基上，于１６ｈ光照
条件下培养４周，调查诱导率及愈伤组织的状态，

愈伤组织诱导率＝诱导出愈伤组织的种子数／接种
的种子数。然后将愈伤组织转接到继代培养基上，

继代培养３周，挑选质量好（淡黄色、紧凑颗粒状）的
胚性愈伤组织进行分化培养。

１．３．２　胚性愈伤组织分化成再生苗的影响因素分析

１．３．２．１　培养基　将继代培养后质量好的胚性愈
伤组织转接到 ＭＳ、Ｎ６和 ＡＲＤＡ　３种分化培养基
上，培养３～４周，统计胚性愈伤组织的分化率及所
需的时间和再生率。分化率＝长出绿点的愈伤组织
数／愈伤组织总数；再生率＝生成再生芽的愈伤组织
数／愈伤组织总数。

１．３．２．２　植物凝胶质量浓度　将继代培养后质量好
的胚性愈伤组织转接到１．３．２．１筛选出的最好的含
有１．７、２．５、３．０、３．５ｇ／Ｌ植物凝胶的分化培养基上，

并与培养基中添加７．５ｇ／Ｌ琼脂粉的处理相比较。

培养４周，统计每个愈伤组织上的分化芽数、再生率。

１．３．２．３　细胞分裂素与生长素的配比　将继代培
养后质量好的胚性愈伤组织转接到１．３．２．２筛选出
的最好的分化培养基上，并调整细胞分裂素与生长
素配比，其处理分别为：１．０ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ
ＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ，细胞分裂素与生长素配比为

３∶１；１．５ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ　ＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ，细胞分裂素与生长素配比为３．５∶１；１．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ　ＫＴ＋０．５ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ，细胞分裂素
与生长素配比为６∶１；１．５ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ　ＫＴ
＋０．５ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ，细胞分裂素与生长素配比为７
∶１。培养４周，统计分化率和再生率，同时记录根
的生长情况。

１．３．２．４　碳水化合物　将继代培养后质量好的胚
性愈伤组织转接到１．３．２．３筛选出的最好的分化培
养基上，并调整碳水化合物种类，其处理分别为：

１ｇ／Ｌ　ＣＨ（对照）、３００ｍｇ／Ｌ　ＣＨ＋５００ｍｇ／Ｌ　Ｌ－脯
氨酸＋５００ｍｇ／Ｌ谷氨酰胺、１ｇ／Ｌ　ＣＨ＋１５ｇ／Ｌ山
梨醇。培养４周，统计分化率和再生率。

１．３．３　再生芽的生根培养和移栽　再生芽长到

３～４ｃｍ时转接到生根培养基上，培养至完全根形
成，然后移栽到花盆中，炼苗７ｄ，移栽到温室，在

２８～３０℃下培养１个月，统计成活率。

１．４　数据分析
用ＳＡＳ　６．１１统计软件进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ胚性愈伤组织的诱导和
继代培养

灭菌的籼稻 Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ种子在愈伤组织
诱导培养基上培养４周后，获得了不同类型的愈伤
组织，然后转接到继代培养基上，愈伤组织扩繁并进
一步促进了胚性愈伤组织的发育，继代培养３周，可
以明显分辨出胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织。胚
性愈伤组织特征为：乳白色、紧凑且易散（图１Ａ），在
立体显微镜下观察为一簇或单个球状细胞（图１Ｃ－
Ｄ），胚性愈伤组织容易分化并获得再生植株。而黄
色带点褐化、松软且质地紧密的为非胚性愈伤组织
（图１Ｂ）。非胚性愈伤组织容易褐化且不易分化获
得再生植株。
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Ａ．乳白色、紧凑、易散的球状胚性愈伤组织；Ｂ．黄色、致密且软的非胚性愈伤组织；

Ｃ－Ｄ．立体显微镜下观察的胚性愈伤组织

图１　籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织的形态学特征

２．２　籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ胚性愈伤组织分化成再
生芽的影响因素

２．２．１　培养基　为了提高籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ的
植株再生频率，将胚性愈伤组织转接到 ＭＳ、Ｎ６和

ＡＲＤＡ　３种不同的分化培养基上，观察胚性愈伤组
织在不同培养基上表现出的分化能力（图２）。胚性
愈伤组织在 ＡＲＤＡ 培养基上培养２０ｄ就长出绿
点，表明愈伤组织开始分化，培养３０ｄ再生率达到

６１．３％，在该培养基上胚性愈伤组织分化最早、获得
的再生芽最多；在Ｎ６培养基上培养２０ｄ长出少许
绿点，培养３０ｄ再生率达到８．６％；而在 ＭＳ培养基
上培养３０ｄ没有出现绿点和绿芽（图２和图３）。由
图３可以看出，在相同的培养时间内，不同分化培养
基对胚性愈伤组织分化成再生芽的能力有显著影响。

其中，ＡＲＤＡ培养基最适宜籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ胚性
愈伤组织分化成再生芽，选择用于下面的试验。

Ａ．ＭＳ培养基；Ｂ．Ｎ６培养基；Ｃ．ＡＲＤＡ培养基

图２　籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ胚性愈伤组织在不同分化培养基上培养３０ｄ再生芽的发育情况

图３　籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎａｇｈ胚性愈伤组织在不同分化
培养基上培养３０ｄ的再生率

２．２．２　植物凝胶质量浓度　由表１可以看出，植物
凝胶处理（除１．７ｇ／Ｌ植物凝胶处理）的籼稻 Ｋｒａ
Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ胚性愈伤组织分化率和再生率均显著
高于对照（琼脂粉处理），胚性愈伤组织的分化率从

３２．１％（琼脂粉处理）提高到１００．０％（植物凝胶处
理），再生率从８．３％（琼脂粉处理）提高到６３．６％

（植物凝胶处理）；添加２．５～３．５ｇ／Ｌ植物凝胶处理
的胚性愈伤组织分化率和再生率均显著高于添加

１．７ｇ／Ｌ植物凝胶处理；２．５～３．５ｇ／Ｌ植物凝胶处
理的胚性愈伤组织分化率无显著差异，３．０、３．５ｇ／Ｌ
植物凝胶处理胚性愈伤组织再生率没有显著差异，

而３．０ｇ／Ｌ植物凝胶处理显著高于２．５ｇ／Ｌ植物凝
胶处理；３．０ｇ／Ｌ植物凝胶处理每个胚性愈伤组织上

表１　不同质量浓度植物凝胶对籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ
植株再生的影响

植物凝胶质量
浓度／（ｇ／Ｌ）

分化率／％ 再生率／％
单个愈伤组织
分化芽数／个

对照 ３２．１ｂ ８．３ｃ ３

１．７　 ０ｃ ０ｄ ０

２．５　 ８７．５ａ ２１．５ｂ ５

３．０　 １００．０ａ ６１．０ａ ７

３．５　 １００．０ａ ６３．６ａ ６

　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著，下同。
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的分化芽数最多，达到７个。因此，培养基中添加

３．０ｇ／Ｌ植物凝胶最适宜胚性愈伤组织的植株再生。

２．２．３　细胞分裂素与生长素的配比　由表２可以看
出，不同配比的细胞分裂素和生长素对籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ
Ｎｇａｈ胚性愈伤组织的分化有着显著的影响。当细胞
分裂素与生长素的配比为６∶１时可以显著提高胚性
愈伤组织的分化率和再生率，分别可以达到７５．５％和

３３．３％，与配比为７∶１处理差异不显著，同时，再生
植株上均长出了初生根；而低配比的细胞分裂素和生
长素表现出低的分化率和再生率，且没有根产生。因
此，细胞分裂素与生长素比例在６∶１～７∶１时适合
于植株再生，尤其是６∶１。

表２　细胞分裂素（６－ＢＡ＋ＫＴ）与生长素（ＮＡＡ）的配比对
籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ植株再生的影响

细胞分裂素

６－ＢＡ／
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ／
（ｍｇ／Ｌ）

生长素

ＮＡＡ／
（ｍｇ／Ｌ）

配比
分化率／
％
再生率／
％
根

１．０　 ２．０　 ０．５　 ６∶１　 ７５．５ａ ３３．３ａ 有

１．５　 ２．０　 ０．５　 ７∶１　 ６９．３ａ ３２．１ａ 有

１．０　 ２．０　 １．０　 ３∶１　 ４５．８ｃ ２０．３ｂ 无

１．５　 ２．０　 １．０　 ３．５∶１　 ５２．５ｂｃ　２５．４ｂ 无

２．２．４　碳水化合物　由表３可以看出，在再生培养
基中仅１ｇ／Ｌ　ＣＨ时，籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ胚性愈伤
组织的分化率和再生率很低。但降低ＣＨ质量浓度
至３００ ｍｇ／Ｌ，同 时 配 合 ５００ ｍｇ／Ｌ　Ｌ－脯 氨 酸 和

５００ｍｇ／Ｌ谷氨酰胺可以显著提高再生率，但分化率
提高不显著，说明Ｌ－脯氨酸和谷氨酰胺可以促进愈
伤组织分化芽的再生生长。相比前２个处理，在分化
培养基中添加１ｇ／Ｌ　ＣＨ和１５ｇ／Ｌ山梨醇可以提高
分化率，并显著提高再生率，再生率高达７５．０％。说
明山梨醇对籼稻植株的再生起着非常重要的作用，相
比Ｌ－脯氨酸和谷氨酰胺更能有效提高籼稻植株再生。

表３　碳水化合物对籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ植株再生的影响

碳水化合物处理　
愈伤组织
数／个

分化率／
％
再生率／
％

ＣＨ　１ｇ／Ｌ　 ２８　 ２０．０ａ ０ｃ
ＣＨ　３００ｍｇ／Ｌ＋Ｌ－脯氨酸５００ｍｇ／Ｌ＋
谷氨酰胺５００ｍｇ／Ｌ

２８　 ２２．０ａ ２７．３ｂ

ＣＨ　１ｇ／Ｌ＋山梨醇１５ｇ／Ｌ　 ２８　 ２６．０ａ ７５．０ａ

２．３　籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ再生芽的生根培养和移栽
经调查发现，将３～４ｃｍ 高的籼稻 Ｋｒａ　Ｄａｎｇ

Ｎｇａｈ再生芽转接到生根培养基上，因分化培养基不
同，其生根情况也不同。将ＡＲＤＡ培养基＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋１．５ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ　ＫＴ处理中获
得的再生芽转接到 ＭＳ培养基上，不添加任何植物

激素，培养３周就可以长出根并获得具有完全根系的
再生植株；将ＡＲＤＡ培养基＋０．５ｍｇ／Ｌ　ＮＡＡ＋１．０
ｍｇ／Ｌ　６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ　ＫＴ处理中获得的再生芽
转接到 ＭＳ培养基上，需要添加０．１ｍｇ／Ｌ　ＩＡＡ，培
养３周才能长出根并获得具有完全根系的再生植
株，两者生根率均达到１００％。将具有完全根的植
株移栽到花盆中，炼苗７ｄ后移到温室，培养１个月
（图４），成活率可达到１００％。

图４　移栽１个月后的籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ再生植株

３　结论与讨论

微量元素对诱导愈伤组织、防止褐化、继代培养
和植株再生有重要的影响［８］。本研究对籼稻 Ｋｒａ
Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ的再生体系进行优化发现，分化培养基成
分显著影响植株的再生能力，在ＡＲＤＡ培养基上胚
性愈伤组织分化率和再生率较高，这是由于 ＡＲＤＡ
培养基中的微量元素含量比Ｎ６培养基和ＭＳ培养基
中的微量元素都要高一些，特别是硫酸锰含量更高
些。Ｇｅ等［９］的研究也发现Ｓ培养基中高强度的硫酸
锰可以提高愈伤组织的分化率和再生率。

凝胶对植株再生的作用也不容忽视，本研究采
用的植物凝胶效果显著好于琼脂粉。这是因为琼脂
粉含有琼脂胶、硫酸盐和其他一些不纯的物质，可能
会抑制外植体的生长和继代培养，从而抑制植株的
再生［９］；而植物凝胶纯度比较高，且不含琼脂粉中发
现的不纯物质，这可能是植物凝胶可以提高愈伤组
织再生率的原因。另外，适当浓度的植物凝胶具有
可以调节湿度、可利用水分和微量盐分含量的作
用［１０］。３．０～３．５ｇ／Ｌ 植物凝胶比低浓度（小于

３．０ｇ／Ｌ）的效果好，因为低浓度的植物凝胶含水分
多，培养环境湿度高导致植株再生率降低。

在许多组织培养研究中，高比例的生长素和细
胞分裂素用于诱导胚性愈伤组织，低比例的生长素
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和细胞分裂素用于植株再生培养［８］。细胞分裂素对
根的启动和发育有调节作用，生长素可以通过调节
关键基因控制细胞周期［１１］。所以，生长素和细胞分
裂素的比例对组织培养各个阶段都起着非常重要的

作用，它们的作用根据组织、培养阶段和培养条件的
不同可能是协同的、抵消的或者是加性的［１２］，因而
决定了最终的作用是诱导愈伤组织产生、器官发生
还是胚胎发育。本研究在培养基中添加（６－ＢＡ＋
ＫＴ）和ＮＡＡ的比例从３∶１提高到７∶１，发现两者
配比为６∶１～７∶１时可以显著提高籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ
Ｎｇａｈ胚性愈伤组织分化率和再生率。证实了高比
例的细胞分裂素与生长素可以促进植株再生［１３］。

但是籼稻具有强的基因型独立性，根据基因型的不
同调节生长素和细胞分裂素的比例对于植株再生是

有必要的。

碳水化合物、渗透调节物质、氮源等对籼稻的再
生都起着重要的作用。本研究表明，山梨醇对籼稻

Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ胚性愈伤组织的再生效果显著好于

Ｌ－脯氨酸＋谷氨酰胺和单独使用ＣＨ的效果。ＣＨ
能够提供氨基酸可以促进胚性愈伤组织的诱导和植

株再生，但单独使用效果不明显。Ｌ－脯氨酸具有渗
透调节的作用，可以促进植株再生能力的提高，本研
究借鉴前人［１４］在籼稻组织培养中添加Ｌ－脯氨酸和
谷氨酰胺用量５００～６００ｍｇ／Ｌ的研究结果，在籼稻
培养基中添加Ｌ－脯氨酸和谷氨酰胺各５００ｍｇ／Ｌ，

结果表明Ｌ－脯氨酸和谷氨酰胺对植株的再生有促
进作用，但效果不显著。山梨醇既是一种渗透调节
物质也是碳源，可以提高胚性愈伤组织的植株再生
率［１５］。Ｓｈａｈｓａｖａｒｉ等［１６］研究发现，山梨醇可以大大
提高籼稻愈伤组织的植株再生频率。本研究将山梨
醇配合ＣＨ使用，也得到了相同的结果。

经分析发现，在ＡＲＤＡ培养基中添加细胞分裂
素（６－ＢＡ＋ＫＴ）与生长素（ＮＡＡ）配比６∶１、植物凝
胶３．０ｇ／Ｌ、山梨醇１５ｇ／Ｌ、水解酪蛋白１ｇ／Ｌ可以
使籼稻 Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ再生率达到７５．０％。达到
了优化籼稻Ｋｒａ　Ｄａｎｇ　Ｎｇａｈ植株再生体系的目的，

为籼稻的遗传转化及分子育种奠定了基础。
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