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摘 要 以栽培二粒小麦(~iticu,m dico,ccum Schuble)、硬粒小麦(Triticum durum Desf．)以及普通六倍体小麦 

祖先种野生二粒小麦(Triticum dicDccoides Kom．)、野生一粒小麦(Triticum ne i!opides Ba1．)4个基因型麦属植 

物成熟胚(MEs)为外植体，对成熟胚愈伤组织诱导、分化及植株再生的组织培养效果做了初步研究，筛选出 

适合于非六倍体小麦成熟胚组织培养的基因型。结果表明 不同基因型成熟胚愈伤组织的诱导、分化及植株 

再生差异显著，具有很强的基因型效应和基因型依赖性。其中栽培二粒小麦的成熟胚表现出较好的组织培养 

特性，它的愈伤组织诱导率、分化率、成苗率以及组培效率分别为 95．00％、90．00％、32．40％、27．70％，显著高 

于其它基因型。二倍体、四倍体小麦成熟胚组织培养特性的研究以及组织培养基因型的筛选，为遗传转化体 

系的建立、小麦功能基因的分离和克隆，以及小麦分子育种工作奠定了基础。 
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Abstract The behavior of diploid and tetraploid wheat in their tissue culture response of mature embryo(MEs) 

callus was primarily studied in this paper．Significan t differences were detected in callus induction
，
embryogenic 

callus differentiation，plantlet regeneration an d culture effi ciency when mature embryos of cultivable emmer wheat 

(Triticum dicoccum Schuble)，durum wheat (Triticum durum Desf．)，and the common wheat progenitors Triticizm 

dicoccoides，and Triticum aegi,ilopides were compared．The results showed that．．the genotype dependency was 

strongly high in tissue culture of mature embryos of these triticum plant genotypes．The genotype，which the e衔一 

ciency of induction，differentiation an d regeneration of mature embryos callus was high
， had been screened out． 

Mature embryo—derived callus of dicoccum showed better tissue culture response than  other genotypes
． Its fre．． 

quency of callus induction，embryogenic callus differentiation，plantlet regeneration an d culture effi ciency were 

95．00％ ，90．00％，32．40％，27．70％ respectively．．Plan tlets Can be regenerated from mature embryos of diploid an d 

tetraploid wheats saving on growth facility resources an d time required for the collection of other explan ts and pro— 

viding a solid basis for genetic tran sformation．，genes clonging an d molecular plan t breeding of triticum plants
． 

Keywords Diploid wheat．，Tetraploid wheat．，Mature embryo，Tissue culture 

小麦基因组庞大，重复序列多，重要功能基因的 

克隆存在很大困难。二倍体、四倍体小麦较普通六倍 

体小麦(Triticum aestivum L．)基因组小，是进行插入 

诱变以分离、克隆小麦基因的良好材料。因此，寻找 
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组培效率高的二倍体、四倍体小麦基因型，建立简 

便、高效的二倍体、四倍体小麦植株再生体系和遗传 

转化体系，是当前学者们的研究热点之一。 

国内外研究者发现 (于晓红等，1999；覃建兵和 

何光源，2OO1)，来源于麦属植物幼胚、幼穗的愈伤组 

织具有较高的分化再生能力，但是幼胚、幼穗取材受 

到植物体生长发育的严格限制。以成熟胚作为外植 

体源可以弥补以幼胚、幼穗为外植体源的不足，具有 

取材时间不受限制、材料充足并且生理状态一致、操 

作简便等优点。人们曾以普通小麦成熟胚 (柳建军 

等，1996；Ozgen et a1．，1998；唐宗祥等，2004；Bi et a1．， 

2007)、细小的成熟胚切段(Delporte et a1．，2001)、幼芽 

的分生组织切段(Sharma et a1．，2005)等为外植体进 

行愈伤组织诱导和分化，并获得再生植株。但是，至 

今关于二倍体、四倍体小麦成熟胚组织培养的报道 

较少。 

本文通过对二倍体、四倍体小麦成熟胚愈伤组 

织的诱导、分化和成苗的初步研究，筛选出适合于非 

六倍体小麦成熟胚组织培养的基因型，为非六倍体 

小麦遗传转化体系的建立、插入诱变分离克隆小麦 

功能基因以及小麦分子育种研究奠定了基础。 

1材料与方法 

1．1实验材料 

供试材料有栽培二粒小麦(Triticum dicoccum Schu— 

ble)、硬粒小麦(Triticum durum Des~)、野生二粒小麦 

(Tntwum dicoccoides)、野生一粒小麦(Triticum aegilopi— 

ges)，由国家小麦改良中心泰安分中心种植保存。 

组织培养基本培养基：MS培养基附加水解酪蛋 

白(CI4)500 mg／L、谷氨酰胺 200 mg／L、天门冬酰胺 

150mg／L、蔗糖 30g／L、琼脂粉 8 g／L。成熟胚愈伤组 

织诱导培养基：基本培养基附加 2，4一D 2 mg／L、 一萘 

乙酸(NAA)0．5 mg／L、脱落酸(ABA)0．1 m#L。愈伤 

组织继代培养基：基本培养基附加 2，4-D 2 mg／L、 

NAA 0．5 mg／L、ABA 0．5 mg／L。分化培养基：基本培 

养基附加细胞分裂素 (KT)5 mg／L。生根培养基： 

I／2MS培养基附加蔗糖 20 g／L，用 8 g／L琼脂粉进行 

固化。 

培养基各成分(除植物生长调节剂)按比例溶解 

混匀，pH值调至 5．8，高压蒸汽灭菌 l2l℃ 20 min，待 

培养基温度降至 40-50℃时，过滤灭菌加入植物生长 

调节剂。 

2，4一D、NAA、ABA、KT购 自北京鼎国生物技术 

有限责任公司；谷氨酰胺、天门冬酰胺购自上海伯奥 

生物科技有限公司；琼脂粉购自Sigma公司；其它试 

剂购自上海化学试剂有限公司、北京欣经科生物技 

术有限公司。 

1．2成熟种子的表面消毒 

选取成熟饱满、颜色和大小相对一致的二倍体、 

四倍体小麦成熟种子，用 70％(v／v)酒精浸泡 5 min， 

无菌水冲洗 2～3次，再经 0．1％的升汞(HgCl )浸泡 

20 min，无菌水冲洗 6～8次后，置于无菌保湿滤纸 

上，26℃暗培养 l8-20 h。 

1．3成熟胚愈伤组织的诱导和继代 

26℃预培养 l8～20 h，待种子露白后，用镊子撕 

破种皮，破坏胚芽和胚根，剥出种胚，接种在诱愈培 

养基上，26~1℃暗培养 20 d。挑选获得的胚性愈伤组 

织，每 2～3周继代一次。 

1．4胚性愈伤组织的分化再生 

挑选胚性愈伤组织转入分化培养基，26~1 oC暗 

培养 10 d后，转入同温条件下光培养，光照强度为 

40 I~mol·ITI S～，光照时间 16 1Vd。经过 40 d的分化 

培养(每 10 d更换 1次新鲜培养基)，形成绿芽原基 

和绿芽，待分化出的绿芽长至 2～3 cm时，切取绿芽 

转至生根培养基，使之生根。 

1．5再生植株的春化及移栽 

具有正常根系的再生植株长至 6～8 cm时，4℃ 

冰箱春化 6～8周 (16 h光周期，光照强度为40 mol· 

ITI ·S 1)，敞开培养瓶瓶口，温室中炼苗 l周，移栽入 

温室花盆中 (26~2℃，16 h光周期，光照强度为 80 

胂ol·m-2~s )，生长至成熟。 

1．6愈伤组织的观察、记录 

成熟胚接种到诱愈培养基 15 d后，观察愈伤组 

织出愈质量(Bi et a1．，2007)，以“+”记录愈伤组织质 

量等级。“+”表示愈伤组织质量差，重 50～100 mg，直 

径 1-3 nlln，水浸状，质软，苍白色或者褐变，甚至死亡； 

“++”表示愈伤组织质量中等，重 150～200 mg，直径 

3-4nTffll，淡黄色，表面不规则，质硬；“+++”表示愈 

伤组织质量高，重 250 mg左右，直径 4～5 mln，亮黄 

色，表面呈不规则颗粒状，质地致密。 

1．7数据的统计、计算及分析 

成熟胚接种到诱愈培养基 20 d后，统计愈伤组 
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织出愈数量，计算愈伤组织诱导率；愈伤组织接种到 

分化培养基 40 d后，统计计算愈伤组织分化率；分化 

出的绿芽转至生根培养基，20 d后统计计算愈伤组织 

成苗率。每次实验接种 100个(或块)，重复2次。 

诱导率 =诱导出愈伤组织的外植体数／接种的外 

植体数x100％；分化率=分化出绿芽原基或绿芽的愈 

伤组织块数 ／接种的愈伤组织块数x100％；成苗率= 

成苗数的愈伤组织块数／接种的愈伤组织块数~100％。 

实验数据在 0．05概率水平上进行方差齐性检 

验、单因素方差分析、Duncan多范围检验等，所用统 

计分析软件为DPS。 

2结果与分析 

2．1预备实验 

在植物组织培养过程中，植物组织的生长发育 

受到很多因素的影响。小麦成熟胚愈伤组织诱导过 

程中，光照、温度、培养基 2，4一D浓度对愈伤组织的 

诱导及分化影响的预备实验结果表明 f数据没有显 

示)，黑暗培养诱导出来的愈伤组织其质量、诱导率、 

分化率略好于光照培养(16 h光照 ／d)诱导出来的愈 

伤组织，26"C条件下以及诱愈培养基 2，4-D浓度为 

2 mg／L时，诱导出来的愈伤组织质量、诱导率和分化 

率较高。因此在以后的诱愈培养中均采用 26℃黑暗 

培养，诱愈培养基2,4-D浓度为 2 mg／L。 

表 l二倍体、四倍体小麦成熟胚愈伤组织的诱导、分化及再生 

2．2二倍体、四倍体小麦成熟胚组织培养反应 

将二倍体、四倍体小麦成熟胚剥出，接种到诱愈 

培养基上，2 d种胚开始膨大，4 d左右开始产生白色 

至淡黄色的愈伤组织。栽培二粒小麦、硬粒小麦出愈 

时间基本一致，野生二粒小麦、野生一粒小麦出愈时 

间稍晚。在愈伤组织诱导过程中，栽培二粒小麦愈伤 

组织生长最快，愈块大，直径多为 4~6 mln，颜色鲜 

艳，呈淡黄色，表面有不规则颗粒，质地致密(图 1A)； 

硬粒小麦、野生二粒小麦愈伤组织生长快，愈块直径 

多为 3～5 min，呈淡黄色，表面有不规则颗粒，质地致 

密；野生一粒小麦愈伤组织生长缓慢，愈块小，直径 

多为 1-2 min，颜色稍暗，呈 白色至淡黄色，表面有不 

规则颗粒，质地较硬。愈伤组织诱导培养 20 d，统计 

计算各基因型诱导率(表 1)。实验结果表明，二倍体、 

四倍体各基因型小麦成熟胚在相同的愈伤组织诱导 

条件下，出愈时间、出愈质量、诱导率均存在明显不 

同，诱导率之间的差异具有统计学意义 <0．05)。其 

中以栽培二粒小麦出愈时间早，愈伤组织质量好，诱 

导率较高，为95．00％。 

将二倍体、四倍体小麦各基因型诱导培养 20 d 

的成熟胚愈伤组织转移到分化培养基上，经过 8—10 

d培养，栽培二粒小麦分化出绿芽原基，15 d后开始 

分化出绿芽(图 1B)，其余各基因型分化出绿芽原基 

和绿芽的时间较晚，且有根的形成。分化培养 40 d， 

统计计算各基因型分化率(表 1)。把各基因型分化形 

Table 1 Induction，differentiation and regeneration ofcallus derived from IVIEs ofdiploid and tetraploid wheat 

注：平均值后面相同的小写字母表示经过方差分析和 Duncan多范围检验不同处理下百分率在 0．05概率水平上差异不显著；P： 

不同处理下百分率方差分析结果；+：愈伤组织质量差；++：中等：+++：高 

Note：The m~lns ofpercent presented here wel'e the average an d not significantly different according to the analysis ofvarian ce an d 

Duncan multiple rangetestat0．05levelofprobabilityfollowedbythe sameletter
,
Pwas resultofan alysisofvarian ceofpercentatdif- 

ferentcondition；+：Qualityofcallus waslow：++：Modorate；+++：High 
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