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粳稻成熟胚高频率再生因素的研究
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摘 要 : 以水稻成熟胚为外植体 , 就不同基因型、不同激素浓度对愈伤组织诱导、继代及分化的影响进

行研究 , 并建立了水稻成熟胚高频再生系统。研究结果表明 : NMB、NB、CC 为较适宜的培养基 , 可以用于北

方粳稻愈伤组织的诱导 ; 在诱导过程中加入 2,4- D 1～2 mg/L 有利于愈伤组织的诱导 ; 在继代的过程中加入

甘露醇 4 g/L可明显改善愈伤组织的质量 ; 诱导分化时 , 进行预分化 - 分化培养可以显著提高分化率。
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关于水稻的组织培养前人有过许多研究 , 已有从根尖、节、盾片、叶鞘、胚芽鞘、花药、原生质体、

胚囊、幼胚、叶片和幼穗等 [1]组织上成功进行离体再生培养的报道 , 但上述取材多受季节和环境影响 ,

尤其在北方 , 难以满足常年实验的要求。目前 , 越来越多的研究者开始使用成熟的种子作为受体材

料 , 期待从成熟的种胚中诱导出高质量愈伤组织 , 用于水稻遗传转化。

本研究针对粳稻成熟胚出愈率低、所获愈伤组织质量差、分化率和出苗率低的问题。详细研究不

同基因型、不同培养基对水稻愈伤组织诱导和再生的影响 , 并由此建立水稻高频率再生系统。

1 材料与方法

1.1 实验材料及培养基

粳稻品种(系): 农大 3 号、丰优 501、超产 2 号、农大 13 和农大 19。

培养基 : NMB、NB、CC、MS、正 14、N6[2]。

1.2 实验方法

选取无病斑的成熟种子去壳 , 用 70%乙醇漂洗 1 min, 然后用 0.1%升汞浸泡 10 min, 并用磁力搅

拌器不断搅拌 , 再用无菌水漂洗 3～5 次 , 最后用无菌滤纸吸干 , 将消毒后的种子接种在诱导培养基

上 , 于 26 ℃黑暗的条件下诱导愈伤组织。在诱导培养基上培养 5～7 d 拔去胚芽 , 然后继续诱导培养。

20～30 d 后转到继代培养基中 , 15 d 左右继代 1 次。继代 1～3 月进行愈伤组织的分化培养。

计算公式 :

愈伤组织诱导率 = 愈伤组织块数 / 接种粒数×100%

愈伤组织致密率 = 致密愈伤组织块数 / 接种愈伤组织粒数×100%

增重指数 = 继代后愈伤组织质量 - 初始愈伤组织重量 / 初始愈伤组织质量

分化率 = 分化出绿苗的愈伤组织块数 / 分化的愈伤组织块数×100%

2 结果与分析
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2.1 成熟胚愈伤组织的获得

实验证明 , 应用 70%乙醇 1 min+0.1%升汞 10 min 的方法消毒时间短,效果好 , 污染率为 0。研究发

现在同一培养条件下不同品种拔芽时间不同 , 一般取芽长 0.7～1.3 cm, 在此范围内 , 拔芽效果好 , 较

易获得大量的愈伤组织 , 成熟的种子在诱导培养基上一般在 5～7 d 拔去胚芽。成熟种子获得大量愈

伤组织的时间一般为 30 d 左右。

2.2 愈伤组织的诱导

2.2.1 不同培养基对愈伤组织诱导的影响

水稻成熟胚诱导的愈伤组织分为两种类型 : 一是浅黄色或黄色 , 结构松散 , 生长比较旺盛 , 愈伤组

织的分化频率比较低 ; 二是乳白色 , 结构致密 , 质地较坚硬 , 生长较缓慢 , 近似于胚性愈伤组织 , 分化

频率高。

不同种类培养基对5个水稻品种的综合诱导效果差别很大 , 其中NMB、CC、MS、N6的诱导率都达到

80%以上 , 但致密愈伤组织诱导率差别显著 , 只有NMB、NB和CC较好 , 致密愈伤组织诱导率超过50%,

而N6仅为21.05%。所以 , NMB、NB和CC是较适宜的培养基 , 可用于水稻愈伤组织的诱导(表1) 。

对水稻品种农大19而言 , 6种培养基对其诱导率和致密率差异显著 , 差异水平分别为33.22%和

36.61%, 这表明在水稻受体系统的建立过程中 , 选择适宜的培养基是十分必要的(图1)。

2.2.2 不同基因型愈伤组织诱导的差异

实验选用的 6 种培养基中 , NMB表现对 5 个水稻品种的诱导率和致密率最佳。不同的水稻品种

诱导率和致密率差异显著 , 其中农大 3 号、丰优 501 和超产 2 号诱导率和致密率达到 80%以上 , 表明

其优良再生能力(图 2)。

2.2.3 不同激素种类和浓度对愈伤组织诱导的影响
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图 3 不同种类培养基对愈伤组织继代的影响 图 4 甘露醇对愈伤组织继代的影响

图 5 预分化在水稻分化中的作用 图 6 不同水稻品种的分化率

继代培养 24 d 统计的结果

经过 10～30 d 的预分化培养
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在实验中采用 7 种激素处理 , 研究不同激素处理条件下的诱导效果。结果表明 , 处理 1 诱导率最

低为 0, 其它 6 种激素处理诱导率均达到了 60%以上 , 但致密率差异显著。处理 2 最高为 77.5%, 处理

4 最低为 24.24%。其中表现比较好的诱导效果为处理 2 和 3, 即 2,4-D 浓度为 1.0 和 2.0 mg/L, 处理 2

的诱导率和致密率为 95.0%和 77.5%(表 2)。

2.3 愈伤组织的继代培养

2.3.1 培养基种类对水稻愈伤组织继代培养的影响

用 6 种培养基对水稻愈伤组织进行继代培养 , 不同的培养基继代效果差别显著。有大量的研究报

道 NB 培养基主要用于南方籼稻组织培养 , 本实验表明 , NB 培养基也适用于北方粳稻的培养。不同的

培养基其增重的指数排列顺序为 : NMB>NB>CC>MS> 正 14>N6。其中 NMB 增重最快 , 愈伤组织质量

好 , 为结构致密 , 乳白色颗粒状 , NB 为乳白色的颗粒状 ; CC 和 MS 愈伤组织状态较好 , 结构致密 , 为

黄色 ; 正 14 为乳白色大块 , 质地坚硬 , 不容易剥落 , 分化困难 ; N6 继代效果最差 , 愈伤组织增重最慢 ,

且结构松散 , 为黄色 , 此类愈伤组织不能分化出苗(图 3)。

2.3.2 渗透调节剂对愈伤组织继代的影响

在 NMB 培养基中添加 4 g/L 甘露醇 , 愈伤组织增重效果明显 , 比对照增重 2.625 6 倍 ; 当甘露醇

的加入量为 8 g/L 时 , 愈伤组织的增重指数下降 , 且增重指数远远低于对照。这表明适当的加入甘露

醇有利于愈伤组织的生长和繁殖 , 过多的甘露醇会抑制愈伤组织的生长。所以愈伤组织在继代培养的

过程中 , 要根据愈伤组织的生长状态适量加入甘露醇(图 4)。

2.4 愈伤组织的分化

2.4.1 预分化培养对水稻愈伤组织分化率的影响

在水稻的组织培养过程中 , 分化率低一直是制约水稻遗传转化的一个主要因素。粳稻品种的直接

分化率平均低于 10%。关于粳稻分化前的预分化培养在水稻组织培养中的重要作用未见报道 , 而在

南方籼稻的分化再生中有过报道 [3]。实验结果表明 , 通过 10～30 d 的预分化培养不但可以改变愈伤组

织的生长状态 , 而且可以显著提高愈伤组织的分化频率。水稻品种丰优 501 经过预分化培养分化率提

高 8 倍多。由此 , 水稻愈伤组织再生的过程中预分化的培养是必不可少的(图 5)。

2.4.2 不同水稻品种的分化率

经过预分化 , 不同基因型水稻的分化率都有大幅度的提高 , 但是不同基因型的水稻品种分化率差

异显著。其中水稻品种丰优 501 最高为 95.0%, 农大 19 最低为 35.0%(图 6)。



此外 , 在实验过程中发现的 0、5、10、15、20、25、30 d 的预分化 - 分化的过程中 , 随着预分化时间

的延长 , 转移到分化培养基中愈伤组织的分化率呈“∧”型 , 这说明有一个最佳的预分化时间 , 并且各

个品种所表现的最佳预分化时间是不同的。因此 , 在进行预分化时要根据愈伤组织的生长状态来确定

预分化时间的长短。

3 讨 论

水稻品种间在愈伤组织再生能力上有很大差异 , 一个高效形成愈伤组织及再生植株的组织培养

体系是细胞工程和基因工程在育种上运用的基础。有报道 [4], 在玉米组织培养过程中 , 培养基中附加

甘露醇和山梨醇等渗透调节剂有助于改善细胞质量。在本实验中 , 首次在继代培养基中添加甘露醇

4g/L 时,明显改善愈伤组织的质量。其机理可能是高渗处理造成愈伤组织的渗透胁迫 , 从而启动内在

的调节系统 , 增强愈伤活力。然而 , 要从高层次上解决转基因受体不良培养特性的问题 , 还有赖于对

细胞再生分化机理的进一步研究。
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Factors Affecting the Frequencies of Callus Induction and Plantle t
Regenera tion in Mature Embryo Culture of Rice
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Abs tract: Five rice genotypes were used to study the factors affecting callus induction and subsequent

plantlet regeneration in mature embryo culture of rice. Highly efficient plantlet regeneration systems were es-

tablished for tested varieties. The results were as follows: (1) Medium of NMB, NB and CC gained very

well induction efficiency and excess 50 percent. (2) Induction medium which containing 2,4-D 1-2mg/L can

obviously enhance the efficiency of induction. (3) D-Mannital 4g/L can improve the state and height of calli.

(4) Treatment of calli for pre-regeneration before differentiation could obviously increase plantlet regenera-

tion.

Key words : Oryza Sativa L.; Mature embryo; High efficient; Regeneration system
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