
作为重要的粮食作物，水稻是世界上三分之

一人口的主食，也是生物学研究中重要的模式植

物。自 1955 年以藤原等[1]开始水稻组织培养至今，

已经有许多报道利用水稻不同部位作为外植体成功

诱导出愈伤组织并再生成苗，包括花药[2-3]、幼穗[4-5]、
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幼胚[6-7]、成熟胚[8-9]等。另外，通过组织培养诱变技

术选育水稻新品种[10-11]，将外源基因转入水稻核基

因组改良品种[12-13]以及水稻 T-DNA 插入突变文库

的建立[14-15]等方面的研究也取得了明显进展。
叶绿体转化技术是一种新兴的植物遗传转化

技术，相对于传统的核转化，具有明显的优势如表

达量高、无基因沉默等[16]，所以在作物遗传改良、
植物生物反应器以及叶绿体发育等方面发挥重要

作用[17]。因此，将叶绿体转化技术改良水稻重要农

艺性状、增强抗性水平等方面的研究具有积极意
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摘 要：良好的高频再生能力是水稻叶绿体转化能否成功的重要因素。本研究选择最新选育的 20 个具有

良好农艺性状的早熟水稻新品系为材料，分别剥取幼穗作为外植体，从基因型和培养基组成两个因素对水稻

再生体系进行优化，筛选高频再生能力好的水稻品系。研究结果表明，水稻品系 19 的幼穗在含有 2.0 mg/L

2，4-D 的 MS 培养基上愈伤诱导率为 100%，经过连续 8 轮继代后在最适培养基 SF3 上仍能保持 77.8%的分

化率，且分化数多于 10 株的高频分化率为 36.1%，具有作为叶绿体转化受体的潜力。
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Abstract: The ability of high-frequency regeneration is the key factor for successful chloroplast trans-

formation of rice. At the present study, twenty newly bred rice lines with early-maturing and good agronomic

traits were used as explants to evaluate their regeneration ability by means of optimal design with three media

and 20 lines, and finally screen out the lines with high-frequency regeneration ability. The results indicated

that the callus induction frequency of line 19 reached up to 100% on the MS medium supplemented with 2.0

mg/L 2,4-D, and the callus differentiation rate kept 77.8% on SF3 medium after eight rounds of subculture

continuously. More importantly, high-frequency differentiation rate of line 19 which means more than 10

plantlets were regenerated from one callus still remained 36.1%, and therefore it is considered to be the po-

tential candidate for subsequently chloroplast transformation.
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表 1 水稻不同基因型的愈伤组织诱导率

品系 接种数 愈伤数 诱导率(%) 愈伤类型 品系 接种数 愈伤数 诱导率(%) 愈伤类型
12 36 21 58.3 III 117 36 0 94.4 ND*

14-17 36 33 91.7 I 198 36 33 91.7 I
15 36 27 75.0 III 201 36 34 94.4 I
17 36 35 97.2 II 239 36 35 97.2 II
19 36 36 100 II 450 36 22 61.1 III
35 36 0 0 ND 501 36 33 91.7 II

37-14 36 22 61.1 II 808 36 35 97.2 II
47 36 34 94.4 I 848 36 25 69.4 III
58 36 36 100 II 1 471 36 0 0 ND

111 36 36 100 I Z291 36 33 91.7 III
注：ND：未检测

义。然而，目前叶绿体转化绝大多数是经过基因枪

轰击后，通过组织培养途径获得纯合转基因材料，

所以叶绿体转化对组织培养和再生的要求比核转

化更为苛刻，例如受体材料要具有高频的再生率，

经过多轮筛选仍然保持较高的再生能力；或者愈

伤组织经长时间的多次继代培养后，仍然具有较

高再生能力。具备了这些基本特性的物种才有可

能进行叶绿体遗传转化。尽管水稻组织培养技术

经多年实践已较为成熟，但是仍然存在不少问题

无法克服，如不同基因型之间的再生能力差异显

著[18-19]和长期继代导致再生能力明显下降[20-21]等，

这也是目前水稻叶绿体转化研究进展缓慢的重要

原因。关于水稻叶绿体转化的报道，目前只有两篇

文献，均未获得同质化的转基因材料[22-23]。
本研究利用具有良好农艺性状的水稻新品系

的孕穗作为外植体，从基因型和植物激素组成等

方面着手，在优化水稻再生体系的基础上，筛选出

长期多次继代后仍能保持较好再生能力的水稻基

因型，为今后的水稻叶绿体转化奠定基础。

1 材料和方法
1.1 试验材料

供试的试验材料为 20 份早熟水稻品系 (表

1)，由吉林农业大学水稻育种实验室选育。
1.2 试验方法

1.2.1 水稻幼穗愈伤组织的诱导
在水稻进入孕穗期后，将水稻茎秆拔出，用

75%酒精擦拭表面灭菌，在超净台中直接用镊子

取出幼穗，选取长度为 8～15 mm 的幼穗，将整根

幼穗切割成长度约 3～5 mm 的小段，接种于含有

2.0 mg/L 2，4-D 的 MS 培养基上，每个培养皿放 9

个外植体，设置 4 次重复。置于恒温培养室培养，

培养条件为温度 26℃，光照强度为 1 500～2 000

lx，16 h 光照 8 h 黑暗。培养 20 d 后观察愈伤诱导

情况，计算诱导率(诱导率 = 诱导愈伤组织外植体

数 / 接种外植体数)，鉴别愈伤组织的类型。
1.2.2 愈伤组织的分化

取直径约为 5 mm 的 II 型水稻愈伤组织，分

别 置 于 分 化 培 养 基 SF1 (N6 盐 + B5 有 机 + 1

mg/L 6-BA + 0.25 mg/L NAA + 0.2 mg/L ZT+0.5

mg/L KT + 3％蔗糖)、SF2 (N6 大量 + MS 微量 +

B5 有机 + 3 mg/L 6-BA + 0.5mg/L NAA + 3％蔗

糖)和 SF3(MS 盐 + B5 有机 + 1 mg/L 6-BA + 0.5

mg/L NAA + 0.5 mg/L KT + 3％蔗糖)上进行分化

培养，20 d 后统计出现绿色不定芽愈伤的块数，计

算分化率(分化率 = 分化的愈伤组织块数 / 接种愈

伤组织块数)。再经过 10～20 d 的培养，统计每块

愈伤组织上分化的不定芽数量，记录分化出 10 个

以上不定芽的愈伤组织数量，计算高频分化率(高

频分化率 = 能分化多于 10 个不定芽的愈伤组织

块数 / 接种愈伤组织块数)。
1.2.3 愈伤组织的多轮继代与分化率

将编号为 19、58 和 808 的 3 个品系的愈伤组

织放置在 2.0 mg/ L 2，4-D 的 MS 培养基上，每隔

20 d 左右继代一次，连续继代 10 次，然后分别置

于最适的分化培养基上分化培养 40 d，照相记录，

分析多轮继代培养对其分化的影响，统计分化率

和高频分化率。
1.2.4 再生植株的生根与移栽

将水稻品系 19 的愈伤组织连续继代 10 次后分

化出的再生植株移至 MS 培养基上进行生根培养，直

至幼苗长到 10 cm 高后，打开培养瓶盖子，室温炼苗 3

d 后，移栽至含有 30%蛭石的腐殖土中培养。

2 结果与分析
2.1 水稻不同基因型的愈伤组织诱导率

以 20 个水稻早熟品系为材料，叶鞘灭菌后直

接取幼穗按照前述方法放置在诱导培养基上培养，
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统计愈伤诱导的结果。由于幼穗的部位特殊性，无

需采用传统的升汞、次氯酸钠和过氧化氢等方法

对幼穗进行灭菌即可达到无菌的要求。统计结果

表明(表 1)，除了水稻品系 35、117 和 1 471 未能诱

导出愈伤组织外，其余品系的诱导率均大于 50%，

有 10 个品系的出愈率大于 90%，但是其中仅有 17、
19、58、239、501 和 808 的愈伤组织主要为 II 型愈

伤(图 1)，故选择这几个品系继续进行下一步实验。

图 1 可高频诱导 II 型愈伤组织的水稻基因型

A-F：依次为水稻品系 17、19、58、239、501 和 808

A B C

FED

2.2 愈伤组织的分化

将上述 6 种基因型诱导的 II 型愈伤组织块

移至 3 种不同的分化培养基上分化培养，结果如

图 2 所示。3 种不同培养基对 6 种基因型水稻愈

伤组织的分化再生影响各异，其中品系 808 的最

适分化培养基为 SF1，品系 17、58、239 和 501 的

最适分化培养基均为 SF2，而品系 19 最适分化培

养基则为 SF3。其中 19、58 和 808 3 个品系在各自

最适培养基上的高频分化率均在 70%以上，具备作

为叶绿体转化受体的潜力。同时，选择此 3 个品系

进行下一步的多轮继代并分析其再生能力。
2.3 继代次数对愈伤组织再生的影响

图 2 不同培养基对分化的影响

A：分化率；B：高频分化率

A B

本试验表明，经多次继代培养后，愈伤组织的

分化能力明显下降。水稻品系 808 的愈伤组织经

连续继代 8 次后，在其最适分化培养基 SF1 上的

分化率为 48.7%(图 3A)。全部 56 块愈伤组织中仅

有 2 块分化出了 10 株以上的再生植株，高频分化

率为 3.6%，且出现了较多的白化苗，因此该品系

不适合多次继代；水稻品系 58(图 3B)在最适分化

培养基 SF2 上再生的愈伤组织均可分化出 10 株

A B C

图 3 多轮继代对愈伤组织再生能力的影响

A：品系 808；B：品系 58；C：品系 19

�

��

��

��

��

���

�� �� 	� �
� 	�� ���
���

�
�
�
�
��

��������

��������

�������


�

��

��

��

��

���

�� �� 	� �
� 	�� ���
���

�
�
�
�
�
�
��

��������

��������

�������


3 期 7王云鹏等：利用水稻幼穗建立适合叶绿体转化的高频再生体系



以上的再生植株，但由于分化率下降严重，仅为

14.7%，同样也不适合多轮继代试验；水稻品系 19

( 图 3C) 在 最 适 分 化 培 养 基 SF3 上 的 分 化 率 为

77.8%，高频分化率为 36.1%，分化率和分化频次都

是叶绿体转化过程中高压多轮筛选所必备的基本条

件，是今后水稻叶绿体转基因研究潜在的受体材料。

2.4 再生植株的生根与移栽

将水稻品系 19 的分化植株移至不含任何激

素的 MS 培养基上，培养 10 d 左右可以生根 (图

4A)，再经过 20 d 左右的培养植株长至 10 cm，经

过炼苗后(图 4B)，移栽到土壤中(图 4C)，再生植株

能够正常生长并结实(图 4D)。

A B C D

图 4 水稻品系 19 再生植株的生根与移栽结实

A：生根；B：炼苗；D：移栽；E：结实

3 讨 论
一般来说，建立水稻再生体系时，研究者往往

会选择中花 11、日本晴等模式基因型，或已推广

种植的水稻品种作为目标材料[24-25]。但如果受体

自身的农艺性状不能满足农业生产的要求，利用

基因工程技术引入新的功能基因后，无法直接推

广应用，而需要进行回交转育，延长了育种周期，

不利于转基因新品种的培育。本研究中筛选出的

高频再生水稻品系，均是在品种选育过程获得的

综合农艺性状优良的中间材料，有望进一步成为

苗头品种。因此，这些品系材料再生体系的建立会

明显缩短转基因水稻品种培育的周期。
Lee 等[22]分析水稻叶绿体转化出现的困难时

明确指出，受体材料经过长期继代后再生能力下

降是阻碍同质化进程的主要原因。目前建立的用

于核转化的水稻再生体系基本选取较短的培养、
筛选和继代时间，以避免长期连续的继代培养所

产生的愈伤组织再生率低、白化苗、体细胞突变等

问题[26-27]。我们知道，获得叶绿体转化同质化纯合

材料的主要途径是高压多轮筛选[16-17]。因此，本研

究中尽管包括品系 17 在内的所有水稻基因型都

能满足核转化的需要，但是大多数却无法满足叶

绿体转化的需要。只有水稻品系 19 幼穗所诱导出

的愈伤组织经过连续 10 次，每次 20 d 的长期连

续继代后，仍能在分化培养基 SF3 上具有很好的

高频分化率，是今后进行水稻叶绿体转化研究的

一份理想候选材料。
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