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CuSO4和烯效唑对寒地粳稻成熟胚培养的影响
山 禾 1，邹德堂 1*，萨日娜 2，张皓政 1

（1. 东北农业大学水稻研究所，哈尔滨 150030；2. 黑龙江省农业科学院南繁基地，哈尔滨 150086）
摘 要：为了建立寒地粳稻成熟胚的高频再生体系，以寒地粳稻空育 131和东农 425为试验材料进行成熟

胚培养，研究 CuSO4和烯效唑的单独和组合使用对水稻成熟胚培养的影响。结果表明：在培养基中单独添加

15.0 μmol/L的 Cu2+或添加 0.50 mg/L的烯效唑有助于寒地粳稻成熟胚的诱导继代和分化；在诱导和分化培养基

中同时添加 CuSO4和烯效唑时，空育 131在 CuSO4浓度为 20.0μmol/L且烯效唑浓度为 1.00 mg/L时，愈伤组织的

诱导率和分化率都达到最高；CuSO4浓度为 10.0μmol/L，烯效唑浓度为 1.00 mg/L时，东农 425愈伤组织的诱导

率最高，CuSO4浓度为 15.0μmol/L，烯效唑浓度为 1.00 mg/L时，东农 425愈伤组织的分化率最高。
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Effect of CuSO4 and Uniconazole on Culture of Mature

Embryos of Japonica Rice
SHAN He1, ZOU De-tang1*, Sa Ri-na2, ZHANG Hao-zheng1

(1. Institute of Rice Research, Northeast Agricultural University, Harbin 150030;
2. South Breeding Base, Heilongjiang Academy of Agricultural Sciences, Harbin 150086, China)

Abstract：In order to establish the system of high frequency plant regeneration for japonica rice mature embry⁃
os, effects of different concentrations of CuSO4 and Uniconazole on in vitro culture of mature embryos were studied
using two rice cultivars of Kongyu 131 and Dongnong 425. The results showed that callus induction and plantlet dif⁃
ferentiation rate of japonica rice mature embryos were apparently improved on the medium with 15.0 μmol/L CuSO4

or 0.50 mg/L Uniconazole. When 20.0 μmol/L CuSO4 and 1.00 mg/L Uniconazole were added simultaneously in the
induction and differentiation medium，the callus induction and plantlet differentiation rate of Kongyu 131 was the
highest.When the concentration of CuSO4 was 10.0 μmol/L and concentration of Uniconazole was 1.00 mg/L, the cal⁃
lus induction rate of Dongnong 425 was the highest. For the plantlet differentiation rate of Dongnong 425, the ideal
concentrations of CuSO4 and Uniconazole were 15.0 μmol/L and 1.00 mg/L.
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自 Nishi和 Yamada第一次从成熟胚诱导出愈

伤组织并分化出小植株以来，水稻的组织培养工

作进展较快，也获得了较大的成就 [1-3]，与此同时

水稻组织培养中存在一些问题，如低再生率。影

响水稻成熟胚愈伤组织再生率的因素很多，其中

某些金属离子和生长调节剂对提高再生能力具有
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重要作用。铜离子是植物体内一些重要酶类的成

分，也是植物生长发育所必需的元素。调节培养

基中的铜离子浓度，不仅可以提高再生植株的数

量，同时也提高再生植株的质量 [4]；烯效唑作为一

种高效植物生长调节剂，近年来它的使用范围从

大田扩展到植物组织培养领域，已经被用于水稻

花药、玉米、草莓等试管苗的生长 [4-6]，但是在水稻

成熟胚培养中的应用较少。

前人研究重点一般在铜离子或者烯效唑单独

使用对水稻成熟胚愈伤组织培养的影响，本试验

以寒地粳稻品种空育 131和东农 425为试验材料，

在培养基中添加不同浓度铜离子及烯效唑，筛选
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出最适宜的铜离子和烯效唑浓度，再探讨最适宜

铜离子浓度和烯效唑浓度的配比，从而为提高水

稻成熟胚的诱导率和分化率，优化水稻组织培养

体系，进一步为开展水稻遗传转化研究奠定基

础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

空育 131和东农 425的成熟胚作为试验材料。

1.2 试验设计

1.2.1 试验方法

选取成熟饱满的种子，除去颖壳后，用 75%的

酒精浸洗 1 min，再用 0.1%的升汞溶液灭菌 10
min，用无菌水洗涤 3次。消毒后的外植体材料分

别放在加有 3张无菌滤纸的培养皿中，自然吹干

后接种至诱导培养基中。每皿接种 20～25粒，在

（26±2）℃暗培养 12 d，观察统计出愈率。形成愈

伤组织后,转入继代培养基中，（26±2）℃时 14 d后

转移到分化培养基上。分化培养时，每个培养基

接种 4～5 块愈伤组织，分化期间的光照强度为

3000 lx，光照每天 16 h。20 d观察绿点情况，统计

绿苗分化率。培养基成分见表 1。

表 1 愈伤组织的诱导培养基和分化培养基

培养基

诱导培养基

继代培养基

分化培养基

成 分

NMB培养基（N6大量元素+MS微量元素+MS铁盐+B5有机成分）+2，4-D 2.0 mg/L+6-BA 0.5 mg/L +CH 300 mg/L

+Pro 500 mg/L+3%蔗糖+0.7%琼脂

NMB培养基+2，4-D 1.0 mg/L +6-BA 0.5 mg/L +CH 500 mg/L+ Pro 500 mg/L +3%蔗糖+ 0.7%琼脂

MS培养基+NAA 0.5 mg/L +6-KT 2.0 mg/L +3%蔗糖+0.7%琼脂

1.2.2 CuSO4 和烯效唑单独使用对水稻成熟胚培

养的影响

在诱导和继代培养基中分别添加浓度 5.0、
10.0、15.0、20.0、25.0μmol/L 的 CuSO4 · 5H2O 和

0.25、0.50、1.00、2.00 mg/L 浓度的烯效唑，并以不

添加铜离子和烯效唑培养基为对照对成熟胚进行

诱导和分化培养。统计诱导率和绿苗分化率。

1.2.3 CuSO4 和烯效唑浓度的组合使用对水稻成

熟胚培养的影响

将筛选出的能够获得较高的愈伤组织诱导率

和绿苗分化率的 3 个 CuSO4浓度和 2 个烯效唑浓

度进行相互组合，并以不添加铜离子和烯效唑的

培养基为对照，再次对成熟胚进行诱导和分化培

养。统计诱导率和绿苗分化率。

1.3 统计数据及数据处理

愈伤组织诱导率（%）=（出愈的外植体数目/
接种外植体数目）×100%

绿苗分化率（%）=(具有绿点的愈伤组织块数/
转移的愈伤组织块数) ×100%

所获数据分析采用 DPS v7.05 和 Excel 2007
进行分析。

2 结果与分析

2.1 不同CuSO4浓度和烯效唑浓度对愈伤组织

的诱导和分化的影响

由表 2 可知，在添加不同浓度铜离子和烯效

唑的培养基上，2个品种的愈伤组织诱导率和绿

苗分化率因基因型的不同而有差异。2个品种在

添加铜离子的培养基中，其愈伤组织诱导率和绿

苗分化率均高于对照。在试验的浓度范围内，2
个品种的诱导率和绿苗分化率均随铜离子浓度的

增加呈先上升趋势，进一步增加铜离子浓度而呈

下降趋势。2个品种的愈伤组织诱导率在浓度为

15.0μmol/L 时达到最高，与其他处理均呈极显著

差异，与对照相比分别提高了 8.0%和 22.0%。空

育 131和东农 425的绿苗分化率在铜离子浓度为

15.0μmol/L 时达到最高，与培养基中不添加铜离

子的对照相比分别提高了 26.4%和 27.0%。这说

明在培养基中提高铜离子的浓度，有助于提高水

稻成熟胚愈伤组织的诱导率和绿苗分化率。

不同浓度烯效唑对水稻成熟胚愈伤组织诱导

率的影响较为明显，由表 2可知在试验的浓度范

围内，2个品种的愈伤组织诱导率均随着烯效唑

的浓度增加呈先上升趋势，进一步提高烯效唑浓

度愈伤组织诱导率反而降低。空育 131 和东农

425在烯效唑浓度为 0.50 mg/L 时的诱导率最高，

与对照相比提高了 6.0%和 9.2%，与其他浓度间的

差异达到极显著水平。以上结果表明在诱导培养

基中添加适量烯效唑有助于提高水稻成熟胚愈伤

组织的诱导率。
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与对照相比，烯效唑对 2 个品种的绿苗分化

均有促进作用，在一定浓度范围内，随着烯效唑

浓度的增加促进作用呈上升趋势，而进一步增加

烯效唑浓度促进作用下降。在浓度为 0.50 mg/L
时，空育 131和东农 425的绿苗分化率最高，与对

照相比提高了 20.4%和 38.2%，与其他浓度间的差

异达到极显著水平。

2.2 CuSO4和烯效唑浓度组合使用对愈伤组织

的诱导和分化的影响

如前所述，CuSO4和烯效唑的单一因素对水稻

成熟胚愈伤组织诱导和分化有明显效应，但其效

应的强度及其效应方向(正效应或负效应)则与浓

度和基因型密切相关。以下将进一步揭示它们的

组合效应。将选出的 3个CuSO4浓度（10.0、15.0和

20.0μmol/L）和 2 个烯效唑浓度（0.50、1.00 mg/L）
进行两两组合，并以不添加铜离子和烯效唑的培

养基为对照，将不同处理进行编号，如表 3。
不同浓度的铜离子和烯效唑组合对不同品种

表 3 组合效应对愈伤组织诱导率和绿苗分化率的影响

品种

空育131

东农425

编号

a

b

c

d

e

f

g

h

i

j

k

l

m

n

铜离子浓度（μmol/L）

0

10.0

10.0

15.0

15.0

20.0

20.0

0.00

10.0

10.0

15.0

15.0

20.0

20.0

烯效唑浓度（mg/L）

0

0.50

1.00

0.50

1.00

0.50

1.00

0.00

0.50

1.00

0.50

1.00

0.50

1.00

愈伤组织诱导率（%）

74.0eD

74.3dD

79.0 cC

79.3cC

79.1cC

83.0bB

83.8aA

42.0fF

48.6dD

52.7aA

47.0eE

51.5bB

49.6cC

49.8cC

绿苗分化率（%）

32.1gG

49.4eE

47.9fF

56.5cC

55.4dD

57.2bB

58.1aA

33.6gG

66.5eE

74.1bB

78.9aA

73.5cC

68.8dD

62.3fF

表 2 不同铜离子浓度和烯效唑对水稻愈伤组织诱导和绿苗分化的影响

品种

空育131

东农425

铜离子浓度

（μmol/L）

0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

愈伤组织

诱导率（%）

74.0fF

75.5eE

80.0bB

82.0aA

79.0cC

76.5dD

42.0 fE

48.4 eD

50.4 cC

54.4 aA

51.5 bB

49.6 dC

绿苗分化率

（%）

32.1fF

41.1eE

50.3cC

58.5aA

57.1bB

45.9dD

33.6eE

45.3dD

58.3bB

60.6aA

57.7bB

50.8cC

烯效唑浓度

(mg/L)

0

0.25

0.50

1.00

2.00

0

0.25

0.50

1.00

2.00

愈伤组织

诱导率（%）

74.0eE

79.0bB

80.0aA

76.5cC

75.0dD

42.0eE

49.6bB

51.2aA

47.6cC

45.6dD

绿苗分化率

（%）

32.1eE

45.4cC

52.5aA

47.5bB

35.0dD

33.6eE

46.0cC

71.8aA

50.0bB

42.9dD
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的水稻成熟胚愈伤组织的影响均表现不同，说明

存在基因型的差异。与对照相比，各浓度组合对愈

伤组织的诱导率和分化率均有一定的促进作用。如

表3，空育131在处理为Cu2+浓度为20μmol/L且烯效

唑浓度为 1.0 mg/L 时，愈伤组织的诱导率和分化

率达到最高，与其他处理的差异达到极显著水

平，与对照相比分别提高了 9.2%和 26.0%，在试验

浓度范围内，烯效唑浓度一定时，随着 Cu2+浓度的

增加，诱导率和分化率均呈上升趋势。但是 Cu2+

浓度一定时，随着烯效唑的浓度增加，诱导率和

分化率变化不同：b 和 c 处理的诱导率呈增加趋

势，分化率呈下降趋势；d和 e处理下诱导率和分

化率均呈下降趋势，f和 g处理下诱导率和分化率

均呈上升趋势。

Cu2 + 浓度为 10.0μmol/L，烯效唑浓度为 1.00
mg/L时，东农 425愈伤组织的诱导率最高，Cu2+浓

度为 15.0μmol/L，烯效唑浓度为 0.50 mg/L时，东农

425 愈伤组织的绿苗分化率最高，与其他组合的

差异都达到了极显著水平，与对照相比分别都提

高了 12.7%和 45.3%。在试验浓度范围内，当烯效

唑浓度一定时，随着 Cu2+浓度的增加，各组合间对

诱导率和分化率的作用差异较大，没有明显的规

律。在一定的 Cu2+浓度下，随着烯效唑浓度的提

高，愈伤组织的诱导率呈升高趋势，愈伤组织的

分化率都是随着烯效唑浓度的增加而呈下降的趋

势，除去当 Cu2+浓度为 10.0μmol/L 时的愈伤组织

的分化率反而是随着烯效唑浓度的增加而升高。

3 讨论与结论

Cu2+是植物生长发育所必须的元素，也是植

物体内多种重要的酶类的辅助因子，含有 Cu2+的

各种酶在植物生长过程中参与重要的生理生化代

谢活动 [8]。赵宏伟 [8]和黄绿红 [9]等研究发现在继代

培养基和分化培养基中添加 Cu2+可以有效地降低

愈伤组织褐化率和提高愈伤组织分化频率。本试

验研究指出，在诱导培养基和继代培养基中添加

适宜铜离子浓度（10.0～15.0μmol/L），2个品种均

显著提高愈伤组织诱导率，与对照相比分别提高

8.0%、17.2%，明显改善愈伤组织的质量；在分化

培养基中添加 10.0～15.0μmol/L铜离子可以显著

提高愈伤组织的分化率。当培养基中的 Cu2+浓度

高于最适浓度后，铜离子的促进作用减弱。这与

前人研究的结果是相一致的。结果表明:在培养

基中适度增加 Cu2+浓度，能够有效地提高愈伤组

织的胚性状态，使愈伤组织的诱导率及绿苗分化

率显著提高，但浓度过高则影响愈伤组织的诱导

及分化。

烯效唑是一种高效植物生长延缓调节剂，生

理机制在于它影响贝壳杉烯氧化酶活性，阻抑内

源GA3的合成从而降低内源GA3和 IAA的水平 [10]，

使细胞的伸长受到抑制，从而影响植株形态。付

凤玲 [5]和王尚军 [11]在培养基中添加适宜浓度烯效

唑可以提高胚性愈伤组织的诱导率和分化率，且

使愈伤组织生长情况明显优于对照。本试验研究

表明在培养基中单独添加烯效唑浓度在 0.25～
1.00 mg/L时，对水稻成熟胚愈伤组织的诱导和继

代生长起到促进作用，提高愈伤组织的分化率，

但是烯效唑浓度为 2.00 mg/L时，对愈伤组织产生

一定毒害作用，影响了成熟胚的诱导率和分化

率。研究结果与前人较为一致，说明在培养基中

添加适宜浓度的烯效唑可以提高愈伤组织的诱导

率和绿苗分化率，浓度过高时会对愈伤组织的诱

导率和分化率产生抑制作用。

CuSO4和烯效唑的单一因素对水稻成熟胚愈

伤组织诱导和分化有明显效应，但其效应的强度

及其效应方向(正效应或负效应)则浓度和基因型

密切相关。本试验研究结果表明，各个组合处理

下，2个品种愈伤组织的诱导率和分化率分别高于

相应品种的对照组。空育 131在处理为 Cu2+浓度

为 20.0μmol/L且烯效唑浓度为 1.00 mg/L时，愈伤

组织的诱导率和分化率达到最高；Cu2 +浓度为

10.0μmol/L，烯效唑浓度为 1.00 mg/L 时，东农 425
愈伤组织的诱导率最高，Cu2+浓度为 15.0μmol/L，
烯效唑浓度为 1.00 mg/L时，东农 425愈伤组织的

分化率最高。结果发现，与对照相比在培养基中

同时添加Cu2+和烯效唑，可以提高愈伤组织的诱导

率和分化率，但是与单独添加 Cu2+或烯效唑时相

比，并不是所有的组合处理都是起到促进作用的

叠加。如空育 131，处理 b和 c的愈伤组织诱导率

和分化率均低于单独添加 Cu2+浓度或者烯效唑浓

度时的愈伤组织诱导率和分化率，Cu2+和烯效唑表

现为相互拮抗。处理 e和 f的愈伤组织诱导率和分

化率也低于单独添加 Cu2+浓度时的愈伤组织诱导

率和分化率，但与单独添加烯效唑浓度相比，愈伤

组织的诱导率是降低的，但是分化率是提高的。

处理 f和 g愈伤组织诱导率和分化率均高于单独添

加 Cu2+浓度或者烯效唑浓度时的愈伤组织诱导率

和分化率，此时两者之间表现为促进。东农 425则
表现在大部分组合处理为两者的促进作用。在培

养基中添加Cu2+有可能引起金属离子（下转第 28页）
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0.05），而胞间二氧化碳浓度（Ci）只有通科 1的穗

位叶在深松 40 cm处理降低显著（P＜0.05），说明

深松促进了玉米光合作用，尤其深松 40 cm 处理

效果明显。光合作用提高后，把光能更多地转化

为干物质，促进产量的形成。郑单 958和通科 1两

个品种连续两年在 SS40和 SS30处理时，都比对照

增产显著。2011 年郑单 958 的 SS40 和 SS30 处理

分 别 比 对 照 增 产 8.17% 和 5.54% ，通 科 1 增 产

8.11%和 6.92%，2012年郑单 958的 SS40和 SS30处

理分别比对照增产 14.58%和 12.87%，通科 1增产

13.36% 和 11.07% 。 2011 年 郑 单 958、通 科 1 在

SS40处理与对照间差异均达到极显著水平，SS30
处理与对照间差异均达到显著水平；2012年郑单

958、通科 1两个品种在 SS40处理、SS30处理与对

照间差异均达到极显著水平。
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（上接第 22 页）的毒性胁迫，但培养基中的烯效唑可

以保护愈伤组织免受胁迫，所以同时添加两者

时，愈伤组织的诱导率和绿苗分化率与对照相比

均有所提高，但是与单独添加 Cu2+和烯效唑时相

比，2个品种均有不同表现。在成熟胚培养中，同

时添加不同浓度配比的 Cu2+和烯效唑时，既要考

虑品种间的基因型对 Cu2+和烯效唑的敏感程度，

还要考虑 Cu2+和烯效唑之间的互作效应，可能两

者同时添加比单一因素效果要好，也有可能反而

不如单独使用时效果好。
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