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［摘要］% 以中籼品种扬稻 & 号和粳稻 ’’#( 为实验材料，研究不同品种成熟胚（种子）愈伤组织的培养力) 结果

表明：以 *( 为基本培养基，激素配比为 " +, - . !，$/0、! +, - . 121、! +, - . &/21 的培养基可以使扬稻 & 号的成

愈率达到 ’#3 45 ；激素配比为" +, - . !，$/0 的培养基可以使’’#( 的成愈率达到 ((3 !5 ；以 *( 为基本继代培养

基，激素配比为 ! +, - . !，$/0、" +, - . 121 的培养基可以使扬稻 & 号和 ’’#( 的愈伤组织的继代率分别为 6")

&5 和 (6) 45 ；以 *7 为基本培养基，激素配比为 #3 ! +, - . !，$/0、! +, - . &/21、! +, - . 89 的培养基使扬稻 & 号

和粳稻 ’’#( 愈伤组织的植株再生分别达到 &43 $55 和 &!3 65 ，建立了扬稻 & 号和 ’’#( 稳定高效的组织培养

再生体系)
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<% 引言

水稻是世界一半以上人口的主食，在世界粮食生产和安全中起重要的作用) 籼稻和粳稻是亚洲栽培稻

的两个亚种) 中籼品种扬稻 & 号（’:""）不仅是在长江流域和黄淮地区杂交稻的先锋主栽组合两优培九的

父本，而且也是扬两优 & 号、丰两优 " 号、粤优 ’:(、红莲优 & 号和扬稻 ( 号等新组合、新品种的亲本资

源［"］) 而 ’’#( 是江苏省新育成的优质高产晚粳品系，这些品种在生产上有重要的应用价值) 水稻基因转化

正在品种改良和功能基因组研究等方面发挥着重要作用［!］) 如通过转基因技术改良上述主栽水稻品种或

亲本，将可能配组或育成新的高产、优质多抗的水稻新品种)
现在以粳稻品种为受体进行转基因研究的成功报道中多以花培的中花系列为主［:—4］，而作为占水稻

(#5的籼稻的离体培养的成功报道也不多［&—(］，特别以大面积生产的主栽水稻品种或亲本的遗传转化研
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究就更少，而且也多以易诱导的幼穗和幼胚为外植体，究其主要原因是从成熟胚诱导的愈伤组织胚性较

差，继代和分化较难，并且品种特异性大的问题，严重地影响了水稻转基因工作的开展［!］"
我们以扬稻 # 号和 !!$% 为试验材料，从基本培养基的类型、外源激素、渗透压等因素的调节上比较上

述供试水稻成熟胚愈伤组织的培养力，试图进一步优化上述水稻品种成熟胚愈伤组织诱导、愈伤组织的继

代以及植株再生能力，建立高效稳定的水稻成熟胚组织培养再生体系，为水稻的遗传转化工作打下基础"
有关研究将对主栽水稻品种或亲本的分子育种及品种改良研究具有现实意义"

!" 材料和方法

!# !" 材料

& & 水稻（!"#$% &%’()% ’" ）品种扬稻 # 号系江苏里下河地区农业科学研究所用扬稻 ( 号与 )$*+ 杂交 ,+
种子经 #$-. / ! 辐照诱变育成的优质中籼新品种；粳稻 !!$% 为江苏省武进稻麦良种场育成的优质高产晚

粳品系"
!# $" 培养基

+0 *0 +& 水稻愈伤组织诱导的培养基

& & 基本培养基为 1%、2#、13 的大量元素、微量元素及其有机成分，琼脂条 % 4 5 ’，设置附加 )$ 4 5 ’、($ 4 5
’、6$ 4 5 ’ 和 #$ 4 5 ’ 的蔗糖浓度，确定适宜的蔗糖浓度；设置附加 + 74 5 ’ 和 * 74 5 ’ 的 *，(89；+ 74 5 ’ 和 *
74 5 ’ 脱落酸（:;:，:<=>?== @>?A）；$0 * 74 5 ’、+ 74 5 ’ 和 * 74 5 ’ #8苄基氨基嘌呤（# / ;:）和 $0 ) 74 5 ’ 的 BC
等外源激素，确定愈伤组织诱导中适宜的外源激素的浓度"
+0 *0 *& 水稻愈伤组织继代的培养基

1% 大量元素、微量元素及有机成分，蔗糖浓度为 6$ 4 5 ’，琼脂条 % 4 5 ’，设置附加不同浓度的 *，(89、

:;:，#8;: 等激素成分"
+0 *0 )& 植株分化的培养基

以 13 大量元素、微量元素及有机成分，蔗糖浓度为 )$ 4 5 ’，琼脂条 D 4 5 ’，设置附加不同浓度的 *，(8
9，#8;:、BC 或 2:: 等激素成分"
!# %" 水稻成熟胚愈伤组织的诱导

将水稻成熟种子去壳，经 D$E乙醇处理 6 7?F 后用 $0 +E 氯化汞溶液浸泡 )$ 7?F，再用无菌水漂洗 )
遍，放入 *#G H*G培养过夜，次日再用 D$E 乙醇处理 6 7?F，之后用 $0 +E 氯化汞溶液浸泡 6 7?F，再用无

菌水漂洗 ) 遍" 将消毒的稻种分别接种到不同的诱导培养基中，*#G H*G黑暗条件下培养 )$ A" 计算愈伤

组织诱导率：

愈伤组织诱导率 I 产生的愈伤组织米粒数 5 接种的米粒数 J +$$E
!# &" 水稻愈伤组织的继代培养

从上述种子胚盾片部分切下的愈伤组织，去掉芽等，接种到不同的继代培养基中，*#G H *G暗培养，

每 ( 周继代 + 次，连续继代 ) 次，观察各材料的愈伤组织继代能力"

表 !" 不同培养基对水稻成熟胚出愈率的影响

培养基 品种& & & 成熟胚数（种子数） 出愈率 5 E

1% 扬稻 # 号（ K） +$* %60 *
!!$%（L） ++( %$0 *

2# 扬稻 # 号（ K） +*$ D+0 )
!!$%（L） +$6 660 *

13 扬稻 # 号（ K） +$# #60 *
!!$%（L） +*+ ($0 6

& & 愈伤组织培养基中均附加 )$ 4 5 ’ 蔗糖、+ 74 5 ’ *，(89 和

& & + 74 5 ’ :;:，K I 籼稻；L I 粳稻"

!# ’" 水稻愈伤组织的分化和植株再生

挑选生长良好、结构致密的愈伤组织，先转到分化培养基上，*#G H *G黑暗条件下培养 * 周" 然后转

至 *#G H*G光照条件下培养，光强为 ($$ !7.M 5 7*·=，每日光照 +# N，培养 )$ O 6$ A，诱导不定芽，将产生

绿芽的组织转至以 + 5 * 13 为基本培养基的无激素的壮

苗培养基中，*#G H *G 光照条件下培养，使其生根长成

完整植株" 调查生成幼苗或植株的愈伤组织数，计算植株

再生率，植株再生率 I 生成幼苗或植株的愈伤组织数 5 接
种的出现绿色芽点的愈伤组织数 J +$$E "

$" 实验结果

$# !" 供试水稻品种成熟胚愈伤组织诱导的基本培养基

& & 通常以 1%、2# 和 13 为植物组织培养的基本培养
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基! 从表 " 可见，以 #$ 为基本培养基，水稻愈伤组织的诱导率最高! 为了便于比较，本研究以下的愈伤组

织诱导研究均用 #$ 为基本培养基! 现有的研究表明：籼稻比粳稻更难获得再生植株［"%，""］! 我们注意到，本

研究中粳稻的诱导率比籼稻扬稻 & 号低，水稻组织培养的难易与品种的特异性还是关系很大的!
!" !# 不同浓度的蔗糖浓度对水稻成愈率的影响

蔗糖是植物离体培养的最基本和最常用的碳源! 研究表明：不同的外植体诱导愈伤组织添加的蔗糖浓

度不同，如成熟胚为 ’% ( ) *，幼穗为 +% ( ) *，花粉为 &% ( ) * 等［"%］! 实际上，糖类除作能源外，还可以作为渗

透调节剂对愈伤组织的的质量起重要作用! 表 , 为不同浓度的蔗糖对成熟胚的成愈率和质量的影响的结

果，结果表明：适当增加蔗糖浓度，可以提高成熟胚的出愈率，并且提高愈伤组织质量，但如果提高到 &%
( ) *，则明显降低了出愈率，影响了愈伤组织质量! 在本组织培养体系中成熟胚愈伤组织的诱导培养基中添

加 -% ( ) * 的蔗糖为好!
表 !# 不同浓度的蔗糖对扬稻 $ 号成熟胚的出愈率的影响

蔗糖浓度 )（( ) *） 接种的种子数 出愈率 ) . 愈伤组织的形态/ / / /

’% -+ 0-1 ’ 黄色，疏松颗粒，多水，生长快

+% +2 $"1 , 黄白色，颗粒状，致密成团，生长慢

-% -$ $&1 - 乳白色，致密，多角性，生长较快

&% +& &%1 " 黄褐色，致密，干燥，生长很慢

/ / / / / / / / / / / / 培养基中附加 " 3( ) * ,，+45 和 " 3( ) * 676

!" %# 不同外源激素对供试水稻成愈率的影响

扬稻 & 号和 22%$ 在以 #$ 为基本培养基，激素的种类与配比不同的培养基上愈伤组织的诱导情况

（见表 ’）! 其成熟胚诱导 " 周后，就能观察到愈伤组织从种胚的盾片处出现胚状突起，当在诱导培养基中

再生长 , 周（接种 ," 8 左右），产生嫩黄色、紧密和颗粒状愈伤组织，不同水稻品种的愈伤组织成愈率在不

同培养基不同，诱导扬稻 & 号愈伤组织的最佳培养基为 #$’ 号培养基，成愈率可高达 2%1 -.，而且其愈伤

组织比较致密、干燥，其外源激素的种类与配比为 " 3( ) *,，+45，, 3( ) *676，, 3( ) *&476! 不少文献报道，

水稻成熟胚的诱导培养基中附加 , 3( ) * ,，+45 或者更高浓度［0，$］，而本研究增加 ,，+45 的浓度（从 " 3( ) *
到 , 3( ) *）对籼稻成熟胚愈伤组织的成愈率反而下降! 与我们的结果不同，分析可能与我们使用较高浓度

的蔗糖有关!
表 %# 培养基激素种类与配比对不同水稻品种成熟胚愈伤组织诱导的影响

材料名称 培养基（#$）/ / / / 成熟胚数（种子数）愈伤组织诱导率 ) . 愈伤组织的状态

扬稻 & 号 " 3( ) * ,，+45 -%+ $%1 , 非胚性愈伤、繁殖较慢

" 3( ) * ,，+45 , 3( ) * 676 -%& $&1 " 胚性愈伤、繁殖较慢

" 3( ) * ,，+45 , 3( ) * 676 , 3( ) * &476 -%0 2%1 - 胚性愈伤、繁殖较快

" 3( ) * ,，+45 , 3( ) * 676 , 3( ) * &476 %1 ’ 3( ) *9: -%2 $&1 0 胚性愈伤、繁殖最快

, 3( ) * ,，+45 %1 , 3( ) * &476 -%, $"1 , 非胚性愈伤、繁殖较慢

, 3( ) * ,，+45 , 3( ) * 676 -", &"1 ’ 非胚性愈伤、繁殖较慢

, 3( ) * &476
22%$ " 3( ) * ,，+45 -%’ $$1 , 胚性愈伤、繁殖较快

" 3( ) * ,，+45 , 3( ) * 676 -%0 $%1 , 胚性愈伤、繁殖较快

" 3( ) * ,，+45 , 3( ) * 676 , 3( ) * &476 -%- $%1 0 胚性愈伤、繁殖较慢

" 3( ) * ,，+45 , 3( ) * 676 , 3( ) * &476 %1 ’3( ) *9: -%+ $,1 " 胚性愈伤、繁殖较慢

, 3( ) * ,，+45 %1 , 3( ) * &476 -%% $"1 ’ 非胚性愈伤、繁殖较慢

, 3( ) * ,，+45 , 3( ) * 676 -%2 -,1 " 胚性愈伤、繁殖较慢

, 3( ) * &476

/ / 以上以 #$ 为基本培养基，添加 -% ( ) * 的蔗糖，

676 和 &476 对其愈伤组织诱导都有一定的促进作用，且两者联合使用对提高籼稻成熟胚愈伤组织

诱导率作用更显著，再适当添加 9: 对其愈伤组织出愈率无明显提高，但其诱导出愈伤组织更干燥、更致

密，有利于分化，这同前人的结果一致［-］! &476 对愈伤组织的出芽和增殖有重要作用，但我们研究表明：添

加 %1 , 3( ) * 的 &476 对其出愈和愈伤组织的质量没有明显作用，但进一步提高 &476 到 , 3( ) *，则促进愈

伤组织诱导和增殖!
而诱导 22%$ 愈伤组织的最佳培养基为 #$ 号培养基，单独附加 " 3( ) * ,，+45，其成愈率高达 $$1 ,.，
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但其愈伤组织形态与籼稻扬稻 ! 号不同，组织比较疏松多水，再

添加 !"#$、%& 对其出愈率影响不大，单独添加 $#$ 对其愈伤

组织的质量没有明显的促进作用，可见，粳稻成熟胚的诱导作用

对外源激素没有籼稻的敏感’
在水稻等禾谷类作物组织培养中，$#$ 对其诱导胚性愈伤

组织，胚状体发生以及在继代培养中保持愈伤组织胚性作用早

已得到肯定，特别对籼稻的作用更明显［(，)］’ 本研究还发现；适当

提高 $#$ 浓度还可以使籼稻的出愈提早，提早 * + 达到最大出

愈率，但提高 *，,"- 浓度则拮抗 $#$ 的作用，而且降低其成愈

率（图 .）’
!" #$ 不同水稻品种成熟胚愈伤组织继代活力的比较

在转基因过程中，一般要用选择剂筛选几轮才能得到转化

子，因此，愈伤组织的继代能力是水稻离体培养再生体系必须考虑的重要方面’ 与来源于幼胚、幼穗的愈伤

组织相比，成熟胚来源的愈伤组织继代更难［!］’ 添加外源生长素是继代培养基中必不可少的成分’ *，,"-
是首选的激素种类，但是增加还是降低其浓度，不同的品种有不同的报道’ 而本研究表明：增加 *，,"- 浓度

有利于其继代，见表 ,’ 如果继代时，只是更换新鲜的籼稻诱导培养基的成分，扬稻 ! 号的继代率只有

/!0 .1，而且因附加诱导分化的 !"#$，不但继代率降低，而且愈伤组织会由浅黄色变成白色的致密形态，

出现分化的迹象，* 周后会出现绿芽’ 去除 !"#$，则明显增加扬稻 ! 号的继代率，如再增加 *，,"- 浓度为 *
23 4 5，可显著提高其继代率’ 在继代培养基中加入 .23 4 5 %& 虽减低了愈伤组织的继代率，但对胚性的保

持有利，愈伤组织更致密、干燥，扬稻 ! 号和 6678 的愈伤组织的继代能力对激素的敏感性表现类似，但相

对而言，粳稻 6678 的继代能力比籼稻扬稻 ! 号的高’
表 #$ 水稻愈伤组织的继代能力

品种 培养基9 9 9 9 愈伤组织块数 愈伤组织的继代率 4 1

扬稻 ! 号 . 23 4 5 *，,"- . 23 4 5 $#$ * 23 4 5 !"#$ *7/ /!0 .
. 23 4 5 *，,"- . 23 4 5 $#$ *78 !70 *
* 23 4 5 *，,"- . 23 4 5 $#$ *7! ).0 !
* 23 4 5 *，,"- . 23 4 5 $#$ . 23 4 5 %& *76 ,70 !

6678 . 23 4 5 *，,"- . 23 4 5 $#$ * 23 4 5 !"#$ *7, ,.0 (
. 23 4 5 *，,"- . 23 4 5 $#$ *7) )!0 (
* 23 4 5 *，,"- . 23 4 5 $#$ *76 8)0 (
* 23 4 5 *，,"- . 23 4 5 $#$ . 23 4 5 %& *78 (70 *

9 9 9 9 9 9 9 9 9 以上以 :8 为基本培养基，添加 (7 3 4 5 的蔗糖’

!" %$ 不同水稻品种愈伤组织的再生

水稻愈伤组织的再分化常用 :; 培养基，它较其他培养基如 <!，:8 或 #( 等较佳，一般采用 /7 3 4 5 的

蔗糖浓度，利于愈伤组织分化成芽或根［.*］’ 我们用扬稻 ! 号和 6678 诱导的愈伤组织，在以 :; 为基本培养

基，激素的种类与配比不同的培养基上生成再生植株的情况见表 (’ 其愈伤组织转移到以细胞分裂素（!"
#$ 和 %&）为主的再生培养基上，经过 / 至 , 周的培养，一些表面开始出现含有叶绿素的半球状多细胞的

绿色区域，再通过 * 周的培养，一部分绿色区域开始形成幼苗’ 诱导扬稻 ! 号生成再生植株的的分化培养

基为 :;. 号培养基，再生植株的频率达到 !(0 ,1，其外源激素的种类与配比 70 * 23 4 5 *，,"-，* 23 4 5 !"
#$，* 23 4 5 %&，而且适当添加生长素类如 *，,"- 对植株再生有利；诱导 6678 生成再生植株的最佳培养基

为 :;* 号培养基，再生植株的频率达到 !*0 )1，激素的种类与配比为 70 ( 23 4 5 *，,"-，* 23 4 5 %&，可见，

两种水稻品种的分化培养基中都要加入少量的生长素类，但粳稻 6678 分化培养基中细胞分裂素和生长素

的比率（,= .）比籼稻的（*7= .）低’

—!7.—
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表 !" 培养基激素种类与配比对不同水稻品种植株再生的影响

品种名称 培养基! ! ! ! 愈伤组织数 再生植株的频率 " #

扬稻 $ 号 %& ’ () " * ’，+,- ’ () " * $,./ ’ () " * 01 2% $2& +
%& 2 () " * ’，+,- ’ () " * 01 2% 2%& 3
2 () " * $,./ 4 () " * 5// 2% 67& 3

33%7 %& ’ () " * ’，+,- ’ () " * $,./ ’ () " * 01 2% +%& 4
%& 2 () " * ’，+,- ’ () " * 01 2% $’& 8
2 () " * $,./ 4 () " * 5// 2% +4& 3

! ! ! ! ! ! ! ! ! 以上均以 9: 为基本培养基，附加蔗糖 6% ) " *;

综上分析以上各种因子的实验结果，提出下列适宜的培养基配方见表 $;
表 #" 扬稻 # 号和 $$%& 成熟胚组织培养再生体系的培养基

品种 诱导培养基! ! ! ! 继代培养基! ! ! ! ! 分化培养基! ! ! ! !

扬稻 $ 号 97：附加 2% ) " * 蔗糖；4 () " * ’，

+,-；’ () " * /./；’ () " * $,/；

%& 6 () " * 01

97：附加 2% ) " * 蔗糖；’ () " * ’，+,-；

4 () " * /./
9:：附加 6% ) " * 蔗糖；%& ’ () " *’，+,-；

’ () " *$,./；’ () " *01

33%7 97：附加 2% ) " * 蔗糖；

4 () " * ’，+,-
97：附加 2% ) " * 蔗糖；’ () " * ’，+,-；

4 () " * /./
9:：附加 6% ) " * 蔗糖；%& 2 () " *’，+,-；

’ () " * 01

’" 讨论

在转基因技术的研究中，人们发现水稻器官组织培养的离体培养和植株再生困难重重; 而水稻愈伤组

织培养力的大小，是对水稻离体组织进行遗传操作的关键; 目前用于转基因的外植体主要有胚性悬浮细胞

系、成熟胚愈伤组织，幼胚及其愈伤组织、花药愈伤组织、分生组织盘、萌发的胚、叶基或根、茎尖分生组织

等; 其中成熟胚量大、取材方便、不受季节的限制，在转基因研究中有着较为广阔的应用前景; 水稻成熟胚

愈伤组织的诱导和再生是组织培养中的两个关键问题，它们涉及到外植体的脱分化过程和愈伤组织的再

分化过程［46］; 影响水稻胚性愈伤组织形成和植株再生能力的因素包括基因型、外源激素、渗透压、外植体

来源、固化剂、培养基其它成份以及温度、光周期和继代时间等多个方面，其中材料的基因型和外源激素的

种类、浓度和配比是最主要的因素［4+］; 不同品种的基因型差异主要表现在它们对外源激素的敏感性的不

同和作用效果的差异上; 因植物体细胞转化为胚性细胞的一个重要前提是这些细胞必须脱离整体的约束

而进行离体培养，并有相应的激素来诱导其细胞分化; 由于离体细胞在开始往往缺乏合成生长素和细胞分

裂素的能力，然而这些细胞的分化和分裂又必须依靠这两种激素的共同作用，因此在培养基中添加不同种

类或不同浓度的外源激素是诱导胚胎形成必不可少的，而且对愈伤组织质量和再生频率影响极大［42］; 目

前水稻愈伤组织的诱导使用最多的生长素就是 ’，+,-，它是诱导胚性愈伤组织不可缺少的激素［7］; 虽然籼

稻扬稻 $ 号和粳稻 33%7 在只使用 4 () " * ’，+,- 的培养基上都可诱导出愈伤组织，但不同的基因型，其愈

伤组织的诱导情况不同; 如籼稻扬稻 $ 号其愈伤组织小，增殖慢，而且愈伤组织的质量状态不好，但粳稻

33%7 则可以诱导较多的愈伤组织; 如果诱导愈伤组织在施用用了 ’，+,- 的基础上，另外添加了 /./、$,
./、01 等激素，特别对籼稻的成愈率和愈伤组织的质量和胚性作用很明显，并可获得了较高的诱导率，而

对粳稻的愈伤组织的诱导作用不大，可见不同的基因型对激素的敏感性不同;
/./ 目前被认为是对诱导愈伤组织及愈伤组织胚性的保持有一定的作用，特别对籼稻的作用更明

显［8］; 本研究表明：提高 /./ 的浓度还可提早籼稻扬稻 $ 号的出愈的时间；而提高 ’，+,- 的浓度则降低其

出愈率，可见，在提高 ’，+,- 浓度不适于提高籼稻的成熟胚愈伤组织的诱导率，而且高浓度的 ’，+，- 浓度

下形成的愈伤组织结构疏松，而且易长出须根，器官的分化能力较差，这与前人的结果一致［4$］

维持培养基中的渗透压对愈伤组织的质量有十分重要的作用; 通常施用不同浓度的山梨醇或甘露醇

等渗透调节物质来调控，但如其浓度使用不当很容易使组织褐化或死亡，影响了成熟胚的出愈率和继代能

力; 可以推测，这些物质的累积可能诱导了植物的逆境反应; 本研究在诱导培养基中通过提高蔗糖的浓度

（2% ) " *），使作为培养基的碳源蔗糖，同时调控了培养基的渗透压，并且提高了其成愈率，起到一举多得的

作用;
本实验通过在基本培养基中高浓度的蔗糖，并辅助添加不同的激素种类和配比使扬稻 $ 号和 33%7 愈

—8%4—
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伤组织的诱导分别达到 !"# $% 和 &&# ’% ；使扬稻 ( 号和 !!"& 愈伤组织的继代率分别达到 )*# (% 和

&)# $% ，其植株再生分别达到 ($# +% 和 (’# )% ，建立了扬稻 ( 号和粳稻 !!"& 稳定高效的再生体系，为遗

传转化工作打下基础,
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