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摘 要：以互生玉米自交系H4d、8701d为材料，取自交授粉 12 d的幼胚，分别在含不同浓度 6-BA的脱分化培养基 

上诱导愈伤组织，筛选II型愈伤组织，分别转入0 3 mg L 6-BA浓度梯度的分化培养基上诱导出芽。芽点出现时，在 

解剖镜下剥离顶端分生组织，电镜扫描观察叶原基形态，并用 ELISA反应测定顶端分生组织细胞分裂素 6-BA、ZRs、 

DHZRs、iPAS和生长素IAA、NAA含量。结果表明，外源细胞分裂素 6-BA可调控互生基因型玉米材料幼苗叶原基 

转换为对生甚至畸形叶原基类型，6-BA浓度越高、处理越早，出现对生叶原基 、畸形叶原基的频率越高。ELISA反 

应显示，生长点激素含量的改变是外源激素的吸收累积造成的，内源细胞分裂素的含量并未明显改变，在互生基因 

型下通过增加外源细胞分裂素 6-BA提高细胞分裂素／生长素值可导致叶原基分化类型向对生、畸形类型转换，解除 

外源激素作用后，生长点细胞分裂素／生长素值的恢复导致叶原基分化类型返回原始基因型类型。这进一步证实生长 

点细胞分裂素／生长素是决定玉米叶原基分化类型的关键因素。 
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Differentiation of Leaf Primordium in M aize Regulated by Exogenous 

Cytokinin 

MA Qing，QI Lu—Lu，LI Xiao—Yu，XIANG Yah，ZHU Su—Wen，and CHENG Bei—Jiu 

(School of Life Science．Anhui Agricultural University,Hefei 230036，Anhui，China) 

Abstract：The 12一day immature embryos of 2 maize(Zea mays L．)inbred lines with alternative phyllotaxy,8701d and H4d，were 

cultured on media with different contents of 6-BA for 14 d to produce calluses，which were further subcultured twice on the same 

media．TypeⅡ calli were established Oil the differentiation mediums with 0-3 mg L- of 6-BA content ladder to induce sprout 

formation．Sprouts in shoot tips were peeled off under a dissecting microscope and the images of the phyllotactic paRerns of leaf 

primordinm were taken by scanning electron microscope．The contents of 6 benzylaminopurine(6-BA)，zeatin riboside group 

(ZRs)，dehydro zeatin riboside group(DHZRs)，isopentenyladenosine group(iPAs)，napthalene acetic acid (NAA)，and in— 

dole一3一acetic acid(IAA)in shoot apical meristem were measured by ELISA method．Three phyllotactic patterns，namely opposite， 

mi sshapen，and alternate were observed in the leaf primordium．In H4d plants，exogenous application of the cytokinin 6-BA in— 

duced a change in the phyllotaxy of shoot apical meristem (SAM)from alternate to opposite and misshapen．Higher 6-BA content 

and earlier treatment led to higher proportions of SAM  with misshapen leaf primordia an d opposite leaf primordia．The cyto— 

kinin／auxin(CTK／AUX)ratio in SAM with mi sshapen leaf primordia was higher than that with decussate leaf primordia，which in 

tum，was higher than that with alternate leaf primordia．The accumulation of cytokinin 6-BA increased the levels of cytokinin in 

SAM，but did not change the levels of endogenous cytokinins(ZRs，DI-IZRs，and iPAs)．The comeback of CTK／AUX ratio in 

tissue cultured immature seedlings could induce the leaf primordium of them to come back to the original phyllotactic patterns． 
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The CTK／AUX ratio is the determinative factor that regulates the differentiation of maize leaf primordium． 

Keywords：Maize；6-BA；Differentiation of leaf primordium；Tissue culture 

一 般禾本科植物叶片都是互生，正常玉米(Zea mays 

L．)叶片也是互生，但存在对生突变体，即茎秆同一节位 

上的果穗和叶片都相对且成对而生，它是一个极具研究 

价值的遗传资源_1】。玉米对生叶片一般 12～16对，全株叶 

片可达 36～39片 。在叶的发育过程中，决定植物叶大小、 

颜色 、形状等差别 的调控机制长期 以来是人们关注的重 

点。叶发育的调控机理十分复杂，植物自身发育过程中基 

因的作用和环境因素都不是孤立起作用的，环境因素可 

以引发某些与发育有关的基因表达，发育前期表达的基 

因产物可能引发发育后期 的基因的表达，基因产物的作 

用可以改变细胞内激素的平衡，激素反过来又可以调节 

另一些重要基因的表达 。这些作用交错在一起共同完成叶 

的发育过程 。植物激素在叶原基 的诱导和叶形态建成中 

具有十分重要的作用I4]。玉米 abphyll突变体的叶序排列 

呈对生，abphyll表达产物为 ABPH蛋 白，这是一类细胞 

分裂素调控蛋白，其表达受植物内源细胞分裂素的诱导， 

在内源细胞分裂素的作用下其在玉米顶端分生组织的空 

问表达改变迅速，造成叶原基排布发生改变L5 J。 

本实验室存有多套对生玉米 、互生玉米近等基因系 

材料。通过对它们不同时空内源细胞分裂素和内源生长素 

含量的分析，发现对生玉米材料生长点内源细胞分裂素 

含量显著高于对应互生材料。对生材料 的内源细胞分裂素 

／内源生长素值显著高于近等基因系的互生材料，显示出 

该 比值变化调控着玉米生长点叶原基分化类型(未发表)。 

另一方 面，我们在常规互生玉米的组织培养过程 中常常 

发现有大量畸形苗、对生苗的产生，这些幼苗栽培一段时 

间后可以恢复为正常的互生植株。在玉米组织培养过程中 

细胞分裂素是必需 的_6]，这种现象 的产生可能与移栽后 

失去外源细胞分裂素的作用有关。关于玉米的组织培养已 

有大量报道，但关于组培过程中植物激素对叶原基分化 

类型的调控研究未见报道[7-10】。为进一步了解细胞分裂素， 

特别是细胞分裂素／生长素值是否可以调节玉米叶原基对 

生与互生分化类型的转换 ，本研究利用功能相似的外源 

细胞分裂素 6-BA 添加给特殊 的互生基因型 自交系材料， 

分析外源激素诱导对玉米叶原基分化类型的转换调控及 

其与CTK／AUX值的关系，为揭示玉米叶原基分化的激素 

调控机制提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料及愈伤组织培养 

互生玉米 自交系 H4d、8701d均为本实验室保存 。 

2006年 6月 5日在安徽农业大学实验田，按照常规地膜覆 

盖方式种植，取 白交受粉 12 d的幼穗，剥离苞叶，70％酒 

精灭菌，剥取幼胚，盾片向上接入愈伤组织诱导培养基， 

培养基基本配方为N6B5_1”。以细胞分裂素为单一的研究 

因子，设置不同浓度梯度。愈伤组织诱导培养基共 3种， 

其配方分别为 N6B5+NAA 0．5 mg L +2，4一D 1．5 mg L 

+ L—Pro 500 mg L『 + CH500 mg L一 ；N6B5 +6-BA 0．25 

mg L一 +NAA 0．5 mg L一 +2,4一D 1．5 mg L一 +L-Pro 500 

mg L一 +CH 500 mg L-1：N6B5+6-BA 0
．

5 mg L一1+NAA 

0．5 mg L一 +2,4一D 1．5 mg L一 +L—Pro 500 mg L一 +CH500 

mg L～。接种后28~C暗培养，3 d后切幼芽一次，继续暗培 

养，2周后转入继代培养基 ]。继代培养基配方与愈伤组 

织诱导培养基相同，26~C下暗培养 2周[131,继代2次。 

1．2 芽的诱导 

选取松散、淡黄的愈伤组织，分别转入分化培养基， 

不同愈伤组织诱导 出的愈伤组织分开处理 ，分化培养基 

基本配方为 MS，分别添加 0、0．5、1．0、1．5、2．0、2．5和 

3．0 mg L-。6-BA。分化培养温度为26~C，光照时间14 h 

d～ 。 

1．3 叶原基形态及细胞分裂素含量测定 

从芽点出现开始，取每个处理组合下诱导出的幼芽 

各 30个，芽数不够的组合以可获得的总芽数为准，在解 

剖镜下剥离幼芽顶端分生组织，电镜扫描成像。顶端分生 

组织材料处理方法为剥取茎尖、FDA固定过夜(抽真空)、 

剥取顶端分生组织、还氧树脂处理过夜、去还氧树脂、喷 

金、扫描成像 H。 。将不同叶原基形态分类，解剖镜下统 

计不同处理组合下各形态的比率 。 

在解剖镜下将顶端分生组织分类。由于 ELISA反应 

需要顶端分生组织 0．5 g，单一处理组合下获得的各形态 

顶端分生组织数 目不能满足测定最低需求，因此对各处 

理组合下获得的不同形态类型顶端分生组织进行分类聚 

合。取不同形态的顶端分生组织 0．5 g，采用 ELISA反应 

测定激素 6一BA、ZRs、DHZRs、iPAs、IAA和 NAA的含 

量fl ，比较不 同叶原基形态顶端分生组织 的 CTK／AUX 

值，CTK值为 6-BA、ZRs、DHZRs和iPAs含量相加，AUX 

值为 NAA和 IAA含量相加。 

1．4 生根试验 

本试验主要研究 6-BA 单一因素对玉米叶原基分化 

的影响，生根培养基未使用激素诱导生根，将4～5叶的芽 

苗转入未添加激素的基本培养基中，利用植物内部合成 

的生长素自然生根，生根后 1周出瓶炼苗，人工气候箱温 

度 28℃、光照 200 gmol L- S～，相对湿度 75％，炼苗 1 

周后于 自然条件培养f1 。 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织诱导、继代与分化出芽 

玉米愈伤组织有I型和II型【 ，I型愈伤组织水渍状， 

继代过程中褐变、死亡，II型愈伤组织呈结构松散的淡黄 
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图 4 生根四周的H4d组培苗 

Fig．4 Result of H4d im mature seedling with decussate phyllotaxy 

set on root induction medium for 4 weeks 

3 讨论 

对生玉米突变体的形成机制一直是本实验室的研究 

重点。现有的对生玉米材料田问表现并不完全一致，有的 

品种叶序排列为规则的十字状，有些呈平行对生，8701D 

的部分 田间材料排列方式极不规则 ，呈盘旋对 生排 列， 

有的会出现基部叶片对生、顶部双茎旗叶互生或一茎对生 
一 茎互生的特殊形态，这种现象的出现可能与内源激素 

含量分配有关，前期的 ELISA 反应测定结果显示，对生 

玉米内源细胞分裂素 ZRs、DHZRs、iPAs均高于近等基 

因系的互生玉米。在常规互生玉米的组织培养过程中经常 

会发现组培幼苗形状与常规播种的互生玉米不同 但幼 

苗移栽定植后逐步恢复为正常的互生植株，这可能与离 

开含高细胞分裂素的出芽培养基后幼苗所吸收的外源细 

胞分裂素压力逐步丧失有关，但也有研究报道认为是细 

胞分裂素调控基因 ZMRR3突变引起的『5】，通过对本试验 

对生玉米材料 的分子检测，并未发现该基因的转座。对生 

玉米形成机制存在多样性，但可能都与细胞分裂素的调 

控机制有关。 

关于外源细胞分裂素对玉米叶原基分化类型转换的 

调控，冷泉港(Cold Spring Harbor)实验室发现高浓度的外 

源细胞分裂素会造成互生玉米幼胚 SAM位点的膨大，但 

并未获得对生植株。这可能与获得的玉米幼胚材料叶原 

基已经形成有关【 ”。本试验对玉米幼胚脱分化后形成愈 

伤组织，进一步诱导分化出苗，细胞分裂素可以直接对 

细胞发生作用，因此获得了不同类型叶原基的幼苗。 

我们的前期研究表明，对生玉米内源细胞分裂素含 

量以及内源 CTK／AUX高于同期近等基因系的互生玉米 

材料(未发表)。本试验表明，用外源细胞分裂素 6-BA处 

理未分化的互生玉米细胞可以诱发不同的叶原基形态。处 

理浓度高、处理早，获得畸形、对生的频率增加，外源激 

素 6-BA 在不同叶原基形态的顶端分生组织中含量不同， 

含量分布表现为畸形、对生、互生依次降低，外源细胞分 

裂素对 叶原基形态 的影响是通过 自身的吸收、积累形成 

的，并未发现外源激素 6-BA会引起内源激素ZRs、DHZRs 

和 iPAs含量改变；畸形植株、对生植株、互生植株的 

CTK／AUX值依次降低。由此可见，CTK／AUX值是决定玉 

米叶序类型的重要因素。 

本研究证实细胞分裂素对玉米形态建成的影响，为 

研究对生玉米突变体的形成机制提供了新思路。我们将在 

分子水平上对细胞分裂素合成基 因及相关调控基因进行 

深入研究，以期进一步揭示对生突变体的形成机制。 
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更 正 

对刊登在本刊2008年第9期上的莫惠栋等的文章 “田间试验的一种新设计一一数独方”作以下4项更正。更正后 

的版本可在本刊网站免费下载(http：／／www．chinacrops．org／zwxb)。 
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