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玉米幼胚离体培养体系的建立 

杜文平，徐利远，余桂容，王 一，钟昌松 
(四川省农业科学院生物技术核技术研究所 ，成都 610066

．

) 

摘 要：以78599、A1 89和糯杂3号的幼胚为外植体进行幼胚培养，研究最佳培养基配方及培养程序。结果表 

明：用改良的玉培培养基 +2mgCL2,4一D+0．2mgCLKT+5mmolCaC12+600mg／L脯氨酸 +500mg／L水解酪蛋白+7 

g，L琼脂+30g，L糖进行诱导培养，3种基因型中78599最易诱导出愈伤组织。在其它条件不变的情形下，2,4一D浓度 

降到1 mg／L，胚性愈伤组织呈颗粒状分散且颗粒细小，呈黄绿色。此种胚性愈伤组织接种在加KT或加BA的分化培 

养基中，以加 KT的绿苗数多。 
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System Establishment of Maize I mmature Embryos Culture in Vitro 

DU W en-ping,XU Li-yuan，YU Gui-rong,WANG Yi，ZHONG Chang—song 

(Institute ofBiotechnology&Nuclear Techniques，Sichuan A cademy ofAgricultural Sciences， 

Chengdu 610066，China) 

Abstract：It was studied to find out the best composition of medium and propagation procedure with the imma— 

ture embryos of 78599，A 1 89 and Nuoza No．3．The results showed that using the modified corn media with 2 mg／L，KT 

0．2 mg／L，CaC12 5 mmo]，Pro 600 mg／L and CH 500 mg／L as initiation medium，78599 easy to be initiated the callus． 

When the concentration of 2,4一D was 1 mg／L，the embryonic callus was yellow green dispersive grain．In plant regen- 

erating period，it was higher plan t regeneration rate with KT than BA． 
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用遗传转化技术进行玉米品种的改良一直受到 

重视。遗传转化中如何通过组织培养获得高频率的 

胚性愈伤组织是重要的环节。自1975年美国Green 

和Philips以A188的幼胚为材料诱导出二倍体愈伤 

组织并首次获得玉米再生植株以来，已在幼叶、幼 

穗、根尖、成熟胚、幼胚等外植体上诱导出愈伤组织。 

幼胚仍是最理想的外植体材料。迄今对玉米幼胚培 

养做了许多工作，并取得了很大的进展。本文探讨获 

得高频率的胚性愈伤组织以及绿苗分化率的最佳培 

养条件，为玉米的遗传转化研究建立基础。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 
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玉米品种为 78599、A189和糯杂 3号。 

1．2 材料消毒处理 

植株在田间套袋自交，授粉后 l0 13 d摘取果 

穗，室内剪去花丝，剥去最外层苞叶，于超净工作台 

上用75％酒精擦拭苞叶，擦一层，剥一层，直至剥出 

果穗，再将子粒的顶部切去，露出胚乳，最后用镊子 

取出 1．5 2．0 mm的幼胚，盾片向上接种于诱导培 

养基中。 

1．3 培养基 

基本培养基为Y0、N6和正 l4，其中Y0包括玉 

培(大量元素)和N6(有机物、铁盐、微量元素、肌醇)。 

在基本培养基的基础上添加其它成分。其中Yl、 

Y2、Y3、Y4、Y5、Y6、Y7、Y8为诱导培养基，Y9为胚 

状体继代培养基，YIO、Yll、Y12为分化培养基。 

1．4 数据统计 

接种 10 d后将玉米幼胚转人其原来的诱导培 

养基中。4周后除去已污染的幼胚后所剩下的胚为 

接种幼胚数，统计诱导出愈伤组织的幼胚数和胚性 

愈伤组织数，按公式计算出愈率、胚愈率和绿苗数。 
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出愈率= ×100％ 

胚愈率= 篓 ×100％ 

绿苗分化率= 塞幕裁 

(愈伤组织转入分化培养基30 d后统计) 

1．5 培养条件 

诱导培养和继代培养均为暗培养，温度为 25 

×100％ ～28℃； 化 养为光罂培养，光照 度为l 500～ 
2 000 Ix，每天光照时间为 12 h，温度为(25±21℃。 

表 1 各种培养基及其成分 

Table 1 Media and their components 

2 结果与分析 

2．1 玉米幼胚的诱导培养 

将78599、A189和糯杂3号玉米的幼胚接种在 

不同的诱导培养基中，2 d后幼胚开始陆续膨大，有 

的幼胚出现胚根和胚芽；10 d后将幼胚的胚根和胚 

芽切除并转入与原来相同的诱导培养基中；4周后 

可见玉米幼胚的诱导情况各不一致，有的幼胚产生 

黄绿色、颗粒状、结构致密且生长较快的胚性愈伤组 

织，该愈伤组织易分化出绿苗，有的幼胚则产生质地 

柔软、呈水浸状的非胚性愈伤组织，该愈伤组织经过 
一 段时间的培养后颜色逐渐变灰暗，表面产生大量 

粘液，最后褐化死亡。统计各基因型玉米的愈伤组织 

诱导频率(出愈率)与胚性愈伤组织诱导频率(胚愈 

率)并对其进行方差分析(表2和表3)。 

表2不同培养基对玉米幼胚诱导的影响 

Tab le 2 Effect of different media on inducting of maize immature embryo ％ 

表2数据表明，基因型是影响玉米幼胚培养较 为重要的因素之一。在3个玉米品种中，78599的出 
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愈率和胚愈率都是最高的，而糯杂3号的出愈率和 

胚愈率都较低，并且3种基因型的胚性愈伤组织诱 

导频率达到极显著差异，只是三者之间的愈伤组织 

诱导率差异不明显。基本培养基对玉米幼胚培养的 

诱导试验分析表明，基本培养基的不同，玉米的出愈 

率或胚愈率都有明显差异，其中胚性愈伤组织诱导 

频率达到极显著差异。同时在培养基中添加适当的 

KT有助于胚性愈伤组织的获得，但当KT浓度过高 

时，尽管胚性愈伤组织有一定的提高，愈伤组织的诱 

导频率却明显降低，实验发现添加0．2 mg／L的KT 

对玉米幼胚的诱导效果较好。实验结果还表明，在其 

它条件相同的情况下，N6和玉培培养基适合玉米的 

幼胚培养，两者的差异不明显，正 14不太适合玉米 

幼胚培养。另外，添加AgNO 不仅降低出愈率，且胚 

性愈伤组织的诱导频率也下降，有许多幼胚还可直 

接形成完整植株，且根特别细长。 

表 3 愈伤组织、胚性愈伤组织诱导频率和绿苗分化率的方差分析 

Table 3 Analysis of callus．embryonic callus induction rate and plant regeneration rate 

注：绿苗分化率数据来源于表 4，另两组数据来源于表 2。 为 5％显著水平， 为 l％极显著水平。 

Note：Data of plant regeneration rate were from Table 4．an d the other two data sets were from Tab le 2． and indicated the significant at 5％ an d l％ 

level respectively． 

2．2 愈伤组织的继代培养 

a-,非胚性愈伤组织 b：胚性愈伤组织 

a：none embrgonic callus b：embryonic callus 

图 1 玉米胚性愈伤组织与非胚性愈伤组织比较 

Fig．1 The difference ofmaize embryonic callus an d none 

embryonic callus 

将经过诱导培养基诱导的胚性愈伤组织转移到 

Y4和 Y9两种不同的培养基中。两周后发现 Y9上 

的愈伤组织呈黄绿色，结构致密，呈颗粒状分散，颗 

粒细而小，易分化成苗；在 Y4上继续培养的愈伤组 

织部分颜色逐渐变灰暗，表面开始产生粘液，逐渐转 

变为非胚性愈伤组织，失去分化能力(图1)。1个月 

后在Y9上继代的愈伤组织增殖明显，少部分变成 

非胚性愈伤组织；而Y4上培养的愈伤组织增殖效 

果差，且很大部分变为非胚性愈伤组织。表明当玉 

米的幼胚经过 1个月左右的初始诱导培养后，愈伤 

组织应该转入继代培养基中，这样其胚性愈伤组织 

才很少失去胚性。 

2．3 愈伤组织的分化培养 

将愈伤组织接种到含有不同激素的分化培养基 

中，10 d后陆续有绿苗从颗粒状的胚性愈伤组织中 

分化出绿苗。由于分化培养基中激素组合的不同以 

及浓度的差异，导致愈伤组织的分化有一定的差异， 

但差异不明显(表 3)。表 4表明，在 KT和 BA相同的 

浓度条件下，KT分化频率明显高于BA；在不改变 

KT浓度的条件下，适当添加一定浓度的BA分化频 

率变化不大。另外，实验发现基因型的差异对玉米的 

分化频率有较大的影响。其中78599分化频率最高， 

而糯杂3号最小，其差异达到显著水平。 

表 4 玉米愈伤组织在不同分化培养基上的分化频率 

Table 4 Plantlet regeneration frequencies of maize callus 

in differentmedia ％ 

3 结 论 

玉米幼胚愈伤组织的诱导率和植株再生都因品 

种而异。本文所用 3个品种的幼胚培养(下转第78页) 
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吐丝后 15、20、10 d，甜、糯、四单19的含糖量分别达 

到最大值，以后有缓慢降低。对于甜玉米和糯玉米 

来说，乳熟中期鲜食或制罐头是最好的时期。对于蔗 

糖含量来说，三种类型春玉米子粒中蔗糖含量呈单 

峰曲线，随着子粒灌浆过程的进行，含糖量升高，至 

吐丝后 15、20、10 d，甜、糯、四单 19的含糖量分别达 

到最大值，以后有缓慢降低。综合试验结果与方差分 

析：甜玉米、糯玉米和高淀粉玉米在吐丝后 15、20、 

10 d可溶性糖和蔗糖分别均达到了最大值，是鲜食 

或商业利用的最好时期。 
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(上接第75页)都能诱导出愈伤组织，但诱导率和再生 

率有明显差异。78599易诱导出愈伤组织和胚性愈 

伤组织，且植株再生频率都相应高；而糯杂3号诱导 

率和再生率都最低，糯杂3号诱导效果或再生效果 

差可能与它含有较高的糯质基因有关。就培养基来 

说，基本培养基对幼胚愈伤组织形成的影响较大， 

N6和玉培培养基的出愈率高些，这与张红伟等人的 

研究结果相同。但傅作申认为81l4比N6、MB等更 

易诱导愈伤组织。另外，在愈伤组织的诱导培养基 

中，添加一定的KT也有利于胚性愈伤组织的形成， 

这与张红梅等人的观点不同。也有一些研究认为，适 

宜浓度的2一iP与KT或 6-BA搭配可明显增强胚状 

体的形成。 
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