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甜玉米成熟胚的组织培养及其植株再生研究 

陈 莉 ，窦秉德 ，阮元元 ，沈 芳 ，张永霞‘，李亚林 ，曹俊梅 

(1-淮阴师范学院生物系，江苏淮安 223300；2．新疆农业大学农学院，新疆乌鲁术卉 830052) 

摘要：以45种甜玉米为材料，对成熟胚愈伤组织的诱导和继代培养、植株再生、再生苗移栽等方面进行丁研 

究。45种基因型玉米成熟胚经诱导多可产生愈伤组织，但各种基因型之间愈伤组织诱导率蔗异较大，变异范围 

为0 100％。不同基因型愈伤组织的增殖力也有显著差异。将愈伤组织转入分化培养基，选系B12—2—2和 

A50可再生出完整植株。 
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玉米是一种重要的粮饲作物，利用现代生物技 

术进行玉米品种改良的研究已日趋深入，并取得了 

令人瞩目的成就。1975年，Green和Phillips⋯用玉 

米幼胚做外植体，诱导出二倍体愈伤组织，首次获得 

再生植株。随着体细胞培养技术的不断改进，目前 

已经能从幼穗 、芽尖 j、幼嫩花序 J、花药 、幼 

苗切段 等诱导愈伤组织并再生植株，其中幼胚是 

最易诱导也是目前使用最多的外植体 』。玉米组 

织培养是遗传转化中一个基础而重要的环节。玉米 

组织培养及再生研究，目的是让外植体能够高频率 

地诱导出愈伤组织，建立高效的体细胞再生体系，为 

玉米外源基因的转化创造有利条件 j。 

甜玉米[Zea rnays(L．)Saccharata Sturt l是玉米 

种的一个亚种，子粒含有丰富的蔗糖、还原性糖、水 

溶性植物糖原以及维生素A、E和植物纤维素。甜 

玉米在食疔保健，改善人们食品结构，增加食品工业 

原料方面都有重要地位 。̈ 。近l0多年来，国际上 

甜玉米的研究越来越深入，中、美、法、英、巴西等国 

家极重视利用生物技术对甜玉米的选育及品质改 

良。母秋华  ̈、孙敬三  ̈分别发表了甜玉米组织 

培养及原生质体培养的结果。但迄今为止，成功建 

立再生及转化体系的大多是一些常规自交或杂交玉 

米，对于甜玉米再生体系的研究报道不多。幼胚虽 

是外植体中最易诱导和目前使用最多的外植体，但 
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幼胚取材的时间受到严格的季节限制，因为只有取 

授粉后10～14 d的幼胚进行培养，才能得到质量较 

好的胚性愈伤组织，而成熟胚不受季节限制。本试 

验以45种不同基因型甜玉米的成熟胚作为外植体， 

用N6为基本培养基，在相同光照和温度条件下对 

其愈伤组织的诱导及植株再生能力进行了研究 

1 材料与方法 

1．1 供试材料 

试验材料共45份(表 J)。 

1．2 外植体的获得 

挑选大而饱满的具有发芽能力的成熟种子，采 

取两步消毒法。剥胚前用0。1％升汞消毒 10 rain， 

无菌水冲洗，成熟胚盾片向上接种在培养基上。每 

基因型设 l0个重复。 

1．3 培养基及培养条件 

1．3．1 培养基 愈伤诱导培养基：N6+2，4一D 

2．0 mg／I +脯氨酸 0．7 me,／LJ+CH 500 mg／L+ 

0．7％琼脂；愈伤改 良培养基：N6+2，4一D 2．0 

mg／L+脯氨酸 0．7 mg／L+CH 500 mg／L+2％甘露 

醇+0．7％琼脂；分化培养基：N6+KT 1．0 rag／I + 

CH 100 mg／L+0．7％琼脂；壮苗培养基：1／2MS盐 

+0．1％活性炭+0．5％琼脂。以上各种培养基中，加 

3％蔗糖，调pH值5．8—6．0，121 下灭菌20 rain。 

1．3．2 培养条件 无菌条件下剥取试验材料的成 

熟胚，在愈伤诱导培养基上于(25±1)口【=下暗培养， 

20 d后对愈伤组织进行改良继代2次，记录有关数 

据。之后转入分化培养基，温度(25±1)cc，光照 

2 700—3 000 Ix，每天光照时间 13 h，20 d后统计分 

化相关的芽点数及出苗数。再生植株转到壮苗培养 
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基上，培养条件同分化培养，待苗长出些许健壮的根 

时，驯化后移入土中。 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织的诱导 

成熟胚接种3～7 d后，开始产生愈伤组织，15 d 

后明显增大(图版 I)。出愈率是以长出愈伤组织 

胚(个)分别占接种胚(个)的百分数来表示。对45 

种基因型的出愈率进行了方差分析(表2)。表2结 

表2 不同基因型的出愈率方差分析 

果表明，不同基因型问的出愈率有极显著差异。将 

愈伤组织转入分化培养前，出愈率高的基因型有 C2 
— 2一l[44](即基因型序号44，下同)、AIO(5)一4 
— 2[23]、B12—4—1[13]、A36单 3—5[1]、A50 

[28]、B12—2—2[14]。最差的为B18—2—5[27]， 

几乎不长愈伤组织。可见，甜玉米不同基因型在成 

熟胚诱导愈伤组织的频率方面存在着较大差异。 

2．2 愈伤组织的继代与状态 

愈伤组织最初多呈水浸状，质量较差，经过改良 

继代，其表面长出白色或黄色的愈伤组织，并迅速增 

殖。不同基因型所诱导出的愈伤组织质量有所不同 

(图版 I)。愈伤组织20 d继代1次，接种培养40 d 

后调查愈伤状态。45种基因型的愈伤组织可大致 

图版 I 

龌谗明； ．， 三I三J亘墨圉型虞憝肛诱导出来的愈伤组织；2．继代．、改造后得到的不同基因型的愈伤组织状态； 3
．转接人分化培养不同基因型形成的芽点情况；4．愈伤组织形成的再生植株；3．壮苗培养币酌苒笙疆株 ⋯ 
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分为A、B、c与其他共4种。A型愈伤组织淡黄色， 

结构松散，生长迅速，如A36单3—5[1]，A10(5)一 

4—2[23]等4种，其中尤以A36单3—5[1]愈伤组 

织质量为好；B型愈伤组织淡黄色或白色，结构松 

软，水浸状，生长缓慢，如 A43—2一l[5]、TD08 

[18]、A50[28]、A29—8—5[39]等 lO种；c型愈伤 

组织白色，结构松软，水浸状，部分愈伤组织周围有 

黏性物质产生，生长缓慢，如A8—01(21)[3]、N29p 
一 3一l[9]、B12—2—2[14]等 16种。除上述基因 

型夕 ，很多女口A39—2—2[8]、B2—4—3[29]、D12— 

4—4[36]、A21—3—1[45]等15种产生的愈伤组织 

状态很差，这些愈伤组织质地柔软，水浸状，几乎不 

长。看来仍需对其进行改良培养。 

2．3 愈伤组织的增殖力 

愈伤组织的增殖力(或称愈伤组织克隆力)是 

衡量愈伤组织质量的一个重要指标。通过20 d、40 

d及60 d的培养，分别以转接前后三角瓶的重量差 

来确定胚或愈伤组织重量。推算每日每胚愈伤生长 

量，再分别取平均值进行比较。 

方法为：接种前称出新鲜培养基重 M ，接种后 

立即再称重 M：，培养20 d后，先称出培养瓶重 M ， 

后立即将材料全部转出并再称原瓶重 M ，由[(M， 

一 M4)／N一(M2一M )／N]／20，N代表每瓶接种胚 

数，则得出愈伤组织的增殖力，后依此类推。本试验 

以愈伤增殖力经统计观察达稳定状态即接种40 d 

为标准进行分析，结果见表3。表3表明，不同基因 

型之间的愈伤增殖力也存在极显著差异。 

表3 40 d平均每胚愈伤增殖力 

变异来源 平方和 自由度 均方 堕 里董 
33．041 傲显著 基因型问 9．815 44 0．223 1 

基因型内 2．255 334 0+006 8 

总变异 12．069 378 

按照愈伤组织增殖力数值排序，愈伤增殖力高 

的基因型有A36单3—5[1]、B6—6—2[42]、B12— 

4—1[13]、B12—1一l『16]、A50『28]、B12—2—2 

[14]等，其中最好的基因型是 A36单3—5[1]，最 

差的为 B18—6—2[12]。 

2．4 愈伤组织的分化和植株再生 

对继代改良培养2次后(培养60 d)，对其分化 

培养20 d后的愈伤组织上长出的芽点数进行方差 

分析，结果见表4。表4表明，不同基因型的芽点数 

间同样存在着极显著差异。 

表4 不同基因型的芽点数方差分析 

变异来源 平方和 自由度 均 A F值 显著水平 

44 3．203 3 4．5D5 极显著 

317 0．7l1 1 

361 

基因型问 

基因型内 

总变异 

l40．943 3 

225．42l 4 

366．364 6 

在统计观察中将供试材料不同基因型转入分化 

培养基的出芽点情况进行降序排列。供试材料A71 
一 l—l[30]、C2—2一l『44]、Bl2—2—2f l4]、A67 
— 2—2[38]、B2—4—2[17]、A50[28]等基因型出 

芽点较好(图版 3)，而 A36单 3—5[1]、A8—0l 

(21)[3]、B5—1一l[4]、N29p一3—1[9]、B12—4 
— 1『l3]、TD08『l8]、A10(5)一4—2『23]、B2—4— 

3[29]、D12—4—4[36]、A21—3一l[45]等 l0种基 

因型未见有芽点迹象。基因型A71—1—1[30]出芽 

点数情况最好，但此种基因型最终并未分化绿苗，从 

而认为分化出芽点仅是植株再生的前提条件之一。 

供试的45种材料中只有选系 B12—2—2[14]和 

A50[28]可再生出完整植株(图版 I)，这可能与其 

较高的出愈率、愈伤增殖力以及较多的芽点数有关。 

3 讨论与结论 

在玉米的组织培养中，利用幼胚作为外植体在 

取材时问上有很大的局限性，曹俊梅等(2005)研究 

表明，在任何时间都可以利用成熟胚的培养及愈伤 

组织再分化率进行大量初选，选择愈伤分化率高的 

基因型，在甜玉米生长季节再利用其幼胚进行培养 

再生和转化研究，从而提高幼胚培养和转化的目的 

性和效率 。本试验则在此研究基础上，以45种 

不同基因型甜玉米的成熟胚作为外植体对其再生能 

力相关指标进行了筛选和探讨。 

愈伤组织诱导生长及分化结果表明，甜玉米不 

同基因型成熟胚出愈率、愈伤组织增殖力和芽点数 

方面均存在显著差异，说明成熟胚脱分化和再分化 

能力上的差异，与前人所报道的玉米植株再生对基 

因型具有依赖性的结论相一致。 

再生能力最终体现在获得分化绿苗的效率上， 

在愈伤组织继续生长过程中一般不应该过早地断言 

进行改良是再分化的条件之一。再生能力与良好的 

培养特性即胚性愈伤诱导频率和绿苗的分化率有直 

接关系，也是评价基因型能否作为适宜遗传转化受 

体的重要指标。 

通过再生基因型的分析认为，高出愈率、高愈伤 
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优质鲜食糯玉米南农紫玉糯 1号的特征特性与栽培要点 
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南农紫玉糯 l号是南京农业大学玉米育种室 

1997年选育出的高品质杂交种鲜食糯玉米。2002 

年通过江苏省审定，审定编号：苏审玉 200202。 

2000 年 授 予 国 家 新 品 种 保 护，公 告 号： 

CNA000083E。该品种在江苏、安徽等地种植，均表 

现高产、优质。 

1 主要特征特性 

1．1 特征特性 

该品种果穗圆锥形，子粒尖端颜色为深红色，子 

粒背面颜色为红色，子粒煮熟后色泽鲜亮。株高 
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增殖力及高芽点数，虽然不能直接决定再生力，但至 

少是甜玉米成熟胚愈伤再分化的条件。宋芸 

(2004)通过研究幼胚再生，认为出愈率、克隆力、分 

化率之间由不同的遗传系统所控制。为了探讨有关 

成熟胚的出愈率、器官量、愈伤组织增殖力、芽点分 

化数、绿苗分化数之间的关系，值得用统计学方法进 

行进一步探讨。 
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