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摘 要：对 6个玉米自交系和 15个杂交组合的幼胚在不同培养基中进行了愈伤组织诱导、继代、分化培养，所试材料都 

能诱导出状态良好的愈伤组织，并在继代培养中生长正常．使用Dicamba和AgNO。能促进和改善愈伤组织的诱导数量 

和质量，二者对愈伤组织的良好状态和分化能力的保持具有协同效应．在分化培养基中提高蔗糖的浓度和附加细胞分裂 

素有利于胚状体的形成和苗的分化．杂交组合的愈伤组织生长状态遗传了双亲的特点，正反交试验表明，其特征更接近母 

本．对 自交系 Z3和 Z31进行基 因枪转化 ，PCR及 PCR—Southern检测证实外源基 因的导入． 
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玉米(Zea mays)是重要的粮食、饲料和工业用粮作物，它的组织培养、再生植株和遗传转化一直受到人们的 

普遍重视．建立高效的体细胞再生系统是进行突变体筛选、抗性、育种工作，特别是转基因研究的基础．自Green 

等l_】 首次报道从幼胚培养诱导出愈伤组织并再生植株以来，玉米的组织培养研究得到了迅速发展．但是，玉米的体 

细胞再生能力受基因型和培养条件的影响较大，以致玉米的遗传转化受体多年来只限于A188、B73、BMSCz一一 等 

少数几个品系．如何克服基因型的限制，扩大材料范围，建立良好的组织培养体系是开展玉米基因工程的基础．本 

研究以6个玉米自交系和 15个杂交组合的幼胚为材料，探索玉米的组织培养及其转化方法． 

1 材料和方法 

1．1 供试材料 

植物材料为玉米 6个 自交系：综 3、综 3l、P9—10、齐 31、获白、L1029(即 Z3、Z31、P9—10、Q31、HB和 

L1029)及其由此而配合的 15个杂交组合(包括 4个正反交，见表 1)幼胚的愈伤组织． 

表 1 本试验所用的玉米自交系及其杂交组合 

旱 含 z3 z31 P9—10 Q31 HB L1029 

z3 ● ▲ 

z31 ★ ● ▲ 

P9—10 ★ ● 

Q31 ★ ▲ ● ▲ 

HB ▲ ★ ● ▲ 

L1029 ★ ★ ★ ▲ ▲ ● 

●表示自交；★表示杂交；▲表示正反交 

pAMB质粒载有玉米矮花叶病毒(MDMV)的外壳蛋白(CP)基因，如图 1． 

图 1 pAMB质粒图 
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1．2 玉米幼胚的组织培养 

取授粉后 10 d～12 d的玉米雌穗，去苞叶后在 7O 9／5的乙醇中浸泡 2 min，取 出后在超净台上吹干，剥幼 

胚接种于诱导培养基上． 

1．3 培养基 

用于自交系的诱导培养基为D培养基[5]，用于杂交组合的是N 培养基并附加 2，4一D 2 mg／L或Dicamba 

2 mg／L，脯氨酸 690 mg／L，水解酪蛋白200 mg／L，蔗糖 30 g／L，琼脂 7 g／L，pH 5．8．继代培养基中分别使用 

N 、B 、MS的微量成分以及N 和R有机成分．分化培养基中设计了三种细胞分裂素和两个蔗糖浓度的组合．生 

根培养基比较了MS、N 、B 大量元素、微量及有机成分的影响． 

1．4 玉米基因枪转化 

玉米愈伤组织的基因枪转化方法参见文献[6]．轰击后的愈伤组织转至附加bialaphos 6 mg／L的选择培 

养基上进行 3～4次选择培养，每次 3周．抗性愈伤组织转移到分化培养基上分化出苗，将小苗移至生根培养 

基中生根壮苗．当小植株根系较发达且长至三叶一心时移到花盆中(蛭石 ：腐殖质一2：1)，3～4周后移栽 

到大 田． 

1．5 转化体的分子检测 

PCR 引 物 1 ：5 GGTCAAAGAGACAAAGACGTTGAC 3 引 物 2： 5 GATTTCGCTGAA— 

GACCGTATCTTG 3 可特异扩增 CP基因的一段编码区(400bp)．PCR反应条件：95 C预变性 5 min；94 C 

变性 1 min，55 C退火 1 min，72 C延伸 2 min，循环 35次；72 C延伸 10 min．扩增产物在 1．2 9／5琼脂糖凝胶 

上电泳，观察照相．PCR—Southern blot是在 PCR电泳检查的基础上，将凝胶中的DNA按 Sambrook等[7]所 

述转移到杂交膜上，与跎P标记的MDMV CP基因片段探针进行杂交． 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织的诱导及其继代培养 

6个自交系及其 15个杂交组合的玉米幼胚在不同培养基中进行愈伤组织的诱导培养，其愈伤组织的生 

长情况如下． 

2．1．1 不同基因型的影响 

6个自交系在诱导培养基上都易产生愈伤组织，在愈伤组织的继代过程中，Z31、Z3常保持良好的生长 

状态，色泽鲜黄，属于结构致密的TypeI型愈伤组织；Q31和 HB在继代培养中易分化，显示了这两个 自交系 

具有较强的分化能力；P9—10常处于良好的黄色愈伤组织状态，但分化不明显；而 L1029自交系总处于褐化 

状态，培养基中使用 Dicamba和AgNO。可减缓褐化． 

杂交组合的愈伤组织生长状态同亲本相似，遗传了两个亲本的特征，如 L1029同其它 5个 自交系的组 

合在同一种培养基上的生长状态，以L1029×Z31最好，L1029×P9—10处于不分化状态，L1029×Q31和 

L1029×HB易分化，L1029×Z3较 L1029×Z31差．从正反交的结果来看，愈伤组织特性更接近母本，如Q31 

×L1029比L1029×Q31好、HB×Z3比Z3×HB好．再有，愈伤组织状态具有累加效应，即HB×Q31最好， 

HB×Z3次之，HB×L1029较差 (Q31×Z31、Q31×Z3和 Q31×L1029也类同)． 

2．1．2 培养基成分的影响 

比较了N 、B 、MS的微量成分以及 N 和R有机成分对玉米愈伤组织继代和分化的影响．在愈伤组织 

的继代生长上，B 微量和 N 微量均可使之保持良好的状态，但 B 微量组分更全面，而在含 MS微量元素的 

培养基上生长的愈伤组织易颜色发黄、质地变硬，更有利于分化． 

R有机成分除含有常见培养基中的VB 、VB 、VPP外，还附加了许多有机物质，共达 10种．对于如此丰 

富的有机营养来说，不同基因型的愈伤组织对其的反应不同，Z3、Z31在含有 R的 D培养基上生长状况很 

好，Q31和HB在含 N 有机的培养基上也保持了良好的生长状态，而杂交组合则完全没有必要使用 R有机 

成分．特别是对于分化来说，丰富的有机营养只会使愈伤组织保持高度分裂状态，而不利于分化． 

在玉米自交系的组织培养中，使用 Dicamba和AgNO。能改善愈伤组织的生长状态．但对有些材料，在 

用 2，4一D和用Dicamba上没有明显差别，如Q31和HB．培养基中添加AgNO。可以改善愈伤组织的质量，显 
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著提高Type I型胚性愈伤的产量和质量．但若连续使用，则可能使其效果变得越不明显，因此可以采用间断 

添加法．然而，对于一些特殊的组合如L1029×P9—10，则在不加 AgNO。的培养基上生长得更好． 

2．2 愈伤组织的分化培养 

设计了不同的分化培养基(表 2)以比较细胞分裂素种类、蔗糖浓度和生长素对愈伤组织分化的影响结 

果见表 2． 

表 2 玉米愈伤组织在分化培养基中的生长情况 

养霉 ( m g一／L ( m g／LA)(m g／L)(m g／L) 出苗 生根 编号 ( ) ) 状况 一’ 一。。 
1 3 + + 

2 3 2 + + 

3 3 2 + + + 

4 3 2 十 

5 6 结构致 密 + 

6 6 0．5 疏松 

7 6 2 胚状体 + 

+为数量较少，++为数量较多，+++为数量很多 

玉米愈伤组织在不加激素的分化培养基中容易分化根，尤其是在低蔗糖浓度情况下更是如此．提高蔗糖 

浓度，会使愈伤组织结构致密，而加入少量的2，4一D则有利于调整愈伤组织的疏松状态． 

分化培养基中加入细胞分裂素有利于出苗，在所试的三种分裂素中，以KT出苗最多，ZT较少，但 KT 

诱导的苗较细，BA和ZT诱导出的苗较壮．细胞分裂素的浓度一般以2 mg／L为宜，过高时易形成次生苗， 

因此，在高浓度下培养的时间不易过长． 

高糖下有利于胚状体的诱导，低糖下则有利于分化苗．高糖培养基上生长的苗更粗壮． 

诱导苗分化时，培养基中不宜加人生长素类激素，如 IAA、IBA，IAA会使根系膨大，IBA则会形成黄化 

苗． 

除分化培养基中的成分对苗的形成有影响外，分化还受继代培养基和不同材料及其生理状态的影响(自 

交系、杂交种、Type I／Type II愈伤组织的比例等)．若愈伤组织中Type II型较多时，分化可在不含激素的培 

养基中直接成苗，否则需要提高蔗糖浓度来诱导胚状体或加分裂素促进苗分化．自交系比杂交种更需要激素 

诱导分化，继代时间长的材料也要用分裂素来促进分化． 

2．3 小苗生根诱导及植株再生 

将培养皿中的小苗移人生根培养基中诱导根的分化和壮苗．一个月后测量苗高和根长．从表 3中看出， 

生根培养基中仍需加入一定量的蔗糖补充碳源．随着糖浓度增高，根长增加，在MS和N 培养基中生长的苗 

高虽然没有明显差别，但 MS更为适于壮苗培养．此外也可在生根培养基中加入 0．5 mg／L～1 mg／L的 

NAA 促进生根． 

表 3 玉米组培苗在 生根培养基中的生长情 况 

培养基 元3vl

素

R 水解

(m

酪蛋

g／L)

白 L -

m

N

g

氨酸

／L) 

平 高 平 长 

R1 N6 B5 N6 100 700 5 12．3 7．0 

R2 MS MS MS 100 700 2 12．5 4．0 

R3 1／2MS MS MS 100 700 0 8．5 2．2 

组织培养过程见图 2(P311)． 
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■圈誓一 一  

M：EcoRI，HindⅢ双酶切 —NDA 

CK+：阳性对照 (质粒pAMB) 

CK一：阴性对照 (质粒pAMB) 

1～8：转化再生植株 

CK+：阳性对照 (质粒pAMB) 

CK一：阴性对照 (未转化植株 ) 

1～14：转化再生植株 

图 3 部分转化再生植株的 PCR扩增结果 图 4 部分转化再生植株的PCR—Southern结果 

3 讨论 

用于转基因的玉米受体材料受基因型的影响较大，建立和完善玉米自交系的组织培养及其转化系统是 

植物转基因的基础．与杂交种相比，玉米自交系的转化有相当的难度．玉米自交系大多数在一般的培养条件 

下，组织培养性状不够理想，诱导出的愈伤组织状态差，或不易分化．在玉米 P9—10自交系的转化系统中，通 

过改 良培养基(采用 MS微量元素，附加肌醇)使难以再生的愈伤组织分化出了胚状体，获得了转基因植 

株 ．由此看来，通过调整培养基优化组织培养再生体系仍有一定的潜力．在我们的实验中，根据不同的自交 

系调整培养基中的微量元素组分和有机成分、添加 AgNO。、使用 Dicamba等，使所试的玉米自交系都诱导出 

了状态良好的愈伤组织，并保持了相当长的时间． 

玉米的愈伤组织诱导和植株再生能力受遗传因素的控制，这种组培差异的遗传效应主要以加性效应为 

主，在某些组合中，也存在一定的显性效应_g]．Bronsdema等_1。。用正反交分析比较研究愈伤组织形成和植株 

再生，发现核质效应的存在．Kamo等通过B73与A188正反交实验发现玉米愈伤组织的诱导频率和再生能 

力存在母性效应 “]．在我们的试验中也观察到了玉米组培的核效应和质效应的存在．随着玉米自交系培养 

的逐步完善，通过改变培养基中的成分和培养条件来克服基因型的限制仍有相当的潜力，更多生产上常用的 

自交系有望在植物遗传工程操作中得到利用，从而与常规育种接轨向产业化方向发展． 
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Study on Tissue Culture and Transformation of M aize 

ZHAO Yun—yun ，ZHOU Xiao—mei ，W ANG Guo—ying。 
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Abstract：Immature embryos of 6 inbred and 1 5-hybrid maize (Zea mays)were cultured on modified D or 

N 6 medium．Callus was induced from all the genotypes tested and grow normally．The supplement of silver 

nitrate and Dicamba in media were found to improve both the quality and the quantity of the embryogenic 

calli．A synergistic effect between AgNO3 and Dicamba was observed for callus initiation and maintenance． 

High concentration of sucrose and cytokinin show to be most favorable for the formation of the embryo— 

genic callus and shoot differentiate．The result of hybrid combination indicated that the capacity to form 

regenerable callus cultures in maize had a heritable basis．The study for 4 reciprocal crosses showed that 

there were probably some maternal effects on maize callus cultures．The lines of Z3 and Z31 were used for 

transformation by bombardment．PCR and PCR—Southern hybridization demonstrated that the extrogenous 

gene had integrated into the maize genome． 

Key words：Maize；tissue culture；transformation 
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