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优 良小麦转基因受体品种的筛选及成熟胚半胚培养的研究 

叶健 ，王小霞 ，符书兰 ，唐宗祥 ，吴峰 ，张怀琼 ，任正隆 ，2 
(1．四川农业大学植物遗传育种省级重点实验室，四川雅安 625014；2．电子科技大学生命科学与技术学院。四川成都 610054) 

摘要 为了筛选具有良好组织培养特性的优良小麦品种作为转基因受体，使转基因小麦能尽快得到应用，对4个小麦品种的幼胚和成 

熟胚以及7个小麦品系的成熟胚进行离体培养，考察其组织培养特性。结果表明，l1个品种(系)的成熟胚成愈率都达90％以上，但不同 
成熟胚来源的愈伤组织的植株再生率存在很大差异：7个小麦品系的植株再生率都低于20％。而4个小麦品种的植株再生率都达35％以 

上，幼胚成愈率及植株再生率都分别达90％和 62％以上。该研究为小麦的遗传转化提供了几个新的优良受体品种。该研究进行成熟胚 

培养时，采用半胚培养的方式，一方面有效地克服了成熟胚在诱导培养基上直接萌发的现象，另一方面提高了成熟胚来源的愈伤组织分 

化为 多苗的能力。该再生体 系可作为小麦胚培养的参考。 
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Abstract In order to screen elite wheat eultivars with good tissue culture response as recipients ofwheat transformation and to sDE-ed up the application 

of transgenie wheat，the immature and mature embryos of four wheat euhivars：Mian yang l1，Chuannong l2，Chuannong l7，Chummongl8 and seven 

wheat lines．wh ich were used for areatest in Sichuan province in2Oo4．were cultured in vitro．111e results indieaied that lnean callus induction rate ofma— 

ture emb ryos was over 90％ ．However．significan t difieren~s were observed arr~ng the calli initiated from these mature emb ryos． e plant regeneration 

rate of callus initiated from ma ture emb ryo of seven wheat lines were less than 20 ％ and plant regeneration tale of callus initiated from ma ture emb ryo of 

four wheat eultivarswereI／lOrethan 35％ 、Moreover．the callusinduetion rateand plantregeneration rate ofimmature emb ryos offour wheat eultivarswere 

in excess of90％ and 62％．respectively、Sofour new elite recipient euhivarsforwheattransformationwere supplied throughthis research、Furthelmore． 

in this research．half-ma ture emb ryos were cultured．which can efficiently decrease germination ofmature emb ryo in callus induetion media and increase 

the muhiple-plantlet regenemlion tale of calli from mature emb ryo．111e wheat plant regeneration system eOHld be a referenee for other wh eat genotypes、 

Keywords Wheat；Immature emb ryo；Mature emb ryo：Tissue cultureresponse；Plantregenemlion 

转基因方法在小麦的改良中起着重要的作用。然而，转 

基因小麦的实际应用还受到限制，主要原因：一是不能找到 

大量合适的外源基因受体；二是小麦组织培养方案中外植体 

的选择范围狭窄，主要集中于幼胚和成熟胚 2种外植体。前 

人在小麦成熟胚的离体培养方面已取得很大进展_lI2J，然 

而，小麦胚的组织培养特性受基因型的影响极大l3_5j，因此 

找到某些优良小麦品种的植株再生体系是必要的。笔者考 

察了 11个小麦品种(系)的幼胚及成熟胚的组织培养特性， 

建立了一个比较有效的小麦植株再生体系，旨在为小麦转基 

因的研究提供参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料 2004年四川省区试中表现高产的7个小麦品 

系：CP93—17—31、G33、2LI21、SW18155、02048、64OOO2和小观 54 

的种子；4个小麦品种：绵阳 11、川农 12、J112<17和川农 18的 

种子和幼胚。 

1．2 培养基 愈伤组织诱导培养基和继代培养基：MS+2 

mg／L 2，4-D+0．1 g／L水解酪蛋白+30 g／I|蔗糖；分化培养 

基：Ms+2mg／I|KT+0．5 g／I|水解酪蛋白+20 g／I|蔗糖；生 

根培养基：1／2 MS+0．1 mg／L KT+0．5 mg／L NAA+20 L蔗 

糖。所有培养基用 8 g／L琼脂固化，pH调至5．8，121 oC下经 

1．1 k H12高压湿热灭菌 20min。 

1．3 小麦成熟胚、幼胚的离体培养 ①成熟胚培养。选择 

饱满种子，用 75％乙醇消毒 5 min，换以0．1％HgCI2消毒 25 

min，无菌水冲洗 5～6次，置于适量无菌水中，室温下浸泡 
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14～16 h，然后剥离成熟胚，横切为两段，将含胚芽的一段(以 

后称为半胚)接种于诱导培养基上。其中一部分胚以完整胚 

(以后称为全胚)的形式接种，以便和半胚比较培养效果。② 

幼胚培养。取开花后 14 d的 4个小麦品种的幼嫩种子，用 

75％乙醇消毒 1 min，再用0．1％HgCI2消毒 10 min，无菌水冲 

洗5～6次，剥离幼胚接种于诱导培养基上。每个品种都接 

种 120枚半胚、120枚全胚和120枚幼胚，3次重复。 

将胚放置在(24±2)℃的条件下暗培养以诱导愈伤组 

织。形成的愈伤组织每隔7 d继代 1次，成熟胚愈伤组织在 

继代培养基中共培养28 d。幼胚愈伤组织在继代培养基中 

共培养49 d，继代时除去直接萌发出芽的愈伤组织，随后将 

60枚愈伤组织转入分化培养基中，于(24±2)℃、光照 16 h／d 

(2 000 ix)条件下培养，3次重复。 

1．4 数据统计及处理 统计萌发率、出愈率、分化率和多苗 

率。进行 F检验及 t检验分析。 

2 结果与分析 

2．1 小麦胚的成愈率比较 供试的 11个小麦品种(系)的半 

胚、全胚及幼胚的平均成愈率都在 90％以上。l1个品种(系) 

问半胚和全胚的成愈率无显著差异(半胚 F=0．226；全胚 F 

= 0．213，Fo
．晒=2．30)，表明愈伤组织的诱导无基因型差异。 

同一品种(系)的半胚和全胚的成愈率也无显著差异(F= 

0．147，Fo晒=2．30)，表明成熟胚被分为两半后不影响愈伤组 

织的形成。4个小麦品种的幼胚和半胚间成愈率无显著差异 

(表 1)，表明半胚形成愈伤组织的能力和幼胚相似。 

2．2 半胚与全胚发芽率比较 成熟胚在形成愈伤组织的同 

时，其胚芽会直接萌发成苗。全胚的萌发现象最严重，平均 

萌发率43％以上。半胚的萌发率明显比全胚低，平均 9％以 

下。全胚和半胚的萌发率存在显著差异(F=74．199，Fo 05= 
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2．30)，表明半胚能很好地克服胚直接萌发。11个品种(系) 

间半胚和全胚萌发率无显著差异(半胚 F=0．238；全胚 F= 

0．441．F0 05=2．30)。表明 l1个品种(系)胚直接萌发的现象 

无基因型影响。 

表 1 4个小麦品种幼胚和半胚平均成愈率比较 

注 ：ns表不在 P=0．05的水平上差异不显著。 

2．3 基因型及不同来源的愈伤组织对植株再生的影响 

7个小麦品系的半胚和全胚所形成的愈伤组织，其植株再生 

率都分别在 15％和20％以下，明显低于4个小麦品种，因此 

未参与比较，说明植株再生率存在基因型差异。4个小麦品 

种的半胚和全胚的愈伤组织，其植株再生率分别都达 35％和 

47％以上(表 2)，无显著差异(半胚 F=2．458，全胚 F= 

1．733，F0 3-8)=4．07)。半胚和全胚来源的愈伤组织都能分 

化出多苗(图 1)。尽管全胚愈伤组织的植株再生率比半胚 

高，且两者间存在明显差异，但半胚来源的愈伤组织分化多 

苗的能力远高于全胚(表2)。4个小麦品种幼胚形成愈伤组 

织的植株再生率都在62％以上(表 3)，且品种间无显著差异 

(F=0．247，F0 05=4．07)。幼胚来源的愈伤组织的植株再生 

能力比半胚来源的高(表 3)，且4个品种幼胚来源的愈伤组 

织全都分化为多苗(图2)。 

表2 半胚、全胚愈伤组织植株再生率和多苗率比较 ％ 

注：**表示在 P=0．01水平上差异极显著。 

注：a．半胚愈伤组织上的多苗；b．全胚愈伤组织上的多苗 

图1 半胚和全胚愈伤组织上的多苗 

表3 4个品种的幼胚和半胚的愈伤组织平均再生率比较 

注：*表示在 P=0．05水平上差异显著。 

图 2 幼胚愈伤组织上的多苗 

3 讨论 

为了尽快使小麦转基因得到应用，有必要从大量已审定 

并推广的优秀小麦品种中筛选具有优良组织培养特性的品 

种作为转基因受体。该试验表明，供试的11个品种(系)中，4 

个小麦品种具有较好的组织培养特性，且川农 12、川农 17和 

川农 18具有高产、抗病、抗衰老等优良农艺性状_6 J，在小 

麦转基因研究中具有潜在的优势。供试的4个品种中，绵阳 

11是其余 3个品种的亲本之一_6一 J，这几个品种可以用来进 
一 步研究小麦胚组织培养特性的遗传规律。 

在该研究中，虽然幼胚表现出了比成熟胚更好的组织培 

养特性，但成熟胚取材方便，且表现出较好的组织培养特性， 

因此，在没有幼胚的情况下，可作为替代幼胚的外植体。对 

于成熟胚的离体培养，该研究采用了半胚的培养方式，有效 

地克服了成熟胚在诱导培养基上直接萌发的现象。唐宗祥 

等建议以提早收获成熟胚的方式克服萌发现象_8 j。但随后 

的试验表明，提早收获的成熟胚随着存放时间的延长，其成 

愈率明显下降。另外，以全胚的方式进行培养，形成的愈伤 

组织绝大多数再生单个植株，这样的植株极有可能是潜伏的 

胚芽在细胞分裂素作用下直接长成的植株，而不是再分化植 

株，用这样的愈伤组织接受转化不易得到转基因植株；而以 

半胚的方式接种，胚芽容易分化形成愈伤组织而不是处于潜 

伏状态，所以半胚愈伤组织分化多苗的几率高。该研究之所 

以没有采用含胚根的半胚进行培养，是因为胚根部分形成的 

愈伤组织分化率极低_9_9。 

该试验所选用的再生体系和以往报道的不同H，∞ 。 

尽管该培养体系没有被证明是最好的，但可以作为小麦胚培 

养的参考。 
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黄花株高 120 em左右，选定 3簇群落割除植株地上部分。于 

开花期(10月)点查每簇株数，取所有植株地上部分称取鲜 

重，取20株测量株高。测得最终株高151 em，鲜重防效57％。 

割除植株后会在原桩上长出分枝继续生长，直径较纤细约 

0．3～0．8 cm，花序及开花量明显减少，圆锥花序平均高 18 

crn ，底部直径 16 cm。 

3．2 化学防除 采用市场上常见的3种除草剂：41％农达水 

剂、10％草甘磷水剂、13％~--甲四氯水剂。对加拿大一枝黄花 

进行不同药剂、不同施药期、不同药量、不同用药次数、单剂 

和混剂喷施效果的对比试验。结果表明：①4月 3日施 41％ 

农达水剂4 500ml／hm2 100倍液、10％草甘磷水剂、13％二甲 

四氯水剂，药后 30 d的株防效分别为 97％、71％、67％；开花 

期的鲜重防效分别为67％、54％、1％，从速效性和持效性上 

看，41％农达水剂的效果最好。②41％农达水剂 100倍液 

4 500 ml／hm2 4月3日、5月3日、6月3日处理在开花期的鲜 

重防效分别为 67％、50％、5％，表明4月初为化学除该草的 

最适时期。③41％农达单喷、农达+二甲四氯混喷在药后 30 

d株防效分别为9r7％、78％，开花期鲜重防效分别为 67％、 

37％，41％农达单喷效果要好于农达 +二甲四氯混喷。④ 

41％农达9 750、4 500 ml／hm2开花期鲜重防效分别为74％和 

67％，41％农达9 750ml／hm2效果佳。⑤1年中只施药 1次， 

可控制植株高度及开花量，但很难将其根除，但植株较 CK茎 

秆细小，开花量少于CK。41％农达 100倍液9 750 ml／hm2苗 

期、成株期用药2次(4月 3日和7月 3日)，可使 95％以上的 

植株全株枯死，其余植株青枯，不能复绿，轻拔即出，防效显 

著(表2)。 

表2 多种药剂防除加拿大一枝黄花的效果 

4 小结与讨论 

4．1 生物学特性 加拿大一枝黄花植株平均高度255 em，主 

茎一生平均可着生340张叶片，植株生长速度约1．2 cm／d，叶 

片生长速度约 1．8片／d。6月底至7月上句植株顶部将陆续 

出现分枝，分枝平均长 33 cm，着生有72张叶片，生长速度约 

0．3 cm／d，叶片生长速度约为0．7片／d。9月初逐渐过渡到生 

殖生长期，主茎顶端叶片变小，长出花苞，植株高度增长变 

缓。分枝开始出现花苞的时间比植株主茎晚2 3 d。 

头状花序9月下旬至 10月上旬陆续开放，每朵花的花 

期为 11 d左右。10月下旬至 11月上句种子开始成熟并陆续 

离开母体。一朵花从开花到种子成熟需 30 d左右。l1月上 

句至中旬，整株花序全部成熟，陆续离开植株后，根状茎开始 

长出次生苗。从开花到次生苗出土需40 d左右。 
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农 12和川农 17 EJ]．麦类作物学报，2O03，23(2)：97． 
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种——川农 18 EJ]．麦类作物学报，2O04，24(4)：158． 

[8]唐宗祥，张 不琼，张怀渝，等．不同小麦成熟胚对愈伤组织形成及萌发 

的影响[J]．麦类作物学报，2305，25(1)：33—36． 

4．2 药剂防除 ①早春施用 41％农达水剂、10％草甘磷水 

剂或 13％二甲四氯水剂这 3种除草剂防除加拿大一枝黄花， 

以41％农达水剂的效果最好，用药量9 750 ml／hm2效果优于 

4 500ml／hm2。②农达与二甲四氯混用，其防效逊于单用农 

达，还有待进一步试验探讨。③4月为化学防除的最适期，用 

药效果最好。④41％农达水剂9 750ml／hm2，1年用药 1次可 

减少加拿大一枝黄花的开花结籽数量；苗期、成株期用药 2 

次，可使 95％以上的植株全株枯死，其余植株青枯，不能复 

绿，轻拔即出，效果显著。 
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