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用“对话"试验探索植物组织培养机制并建立适用性广的小麦组织培养 

方法 

王海波 范云六 
(’河北省农林科学院遗传与生理研究所，河北石家庄 050051； 中国农业科学院生物技术研究所，北京 100081) 

摘 要：以小麦为试材，以揭示培养因素与培养结果之间的对应关系为目标，通过用类似“对话”试验的方法探索了基因 

型、外植体类型、培养基、培养条件等在植物组织培养中的作用和影响。结果表明，基因型不影响愈伤组织的形成，只影 

响和决定愈伤组织的质量。外植体既影响愈伤组织的形成，又影响愈伤组织的质量。由外植体类型造成的愈伤组织质 

量差异并不亚于由基因型所造成的差异，但其作用主要表现在离体培养的早期阶段。培养基除了向培养物提供营养外， 

不同培养基之间的差别更主要地表现为对愈伤组织质量的不同调控效应。一般情况下，2，4一D和 NH4+对细胞分裂、愈伤 

组织生长表现为促进作用；细胞分裂素和 NO3-对细胞分裂、愈伤组织生长表现为抑制作用。光照具有类似细胞分裂素 

的效应。温度变化对愈伤组织质量也具有调控作用。各培养因素的作用实际上均转化为生理生化效应。借助这种认 

识 ，所有培养因素的作用均可在生理生化水平得到解释。据此，植物组织培养的可预见性和可控性得到大幅度增强。通 

过本研究 ，为小麦组织培养建立了有较广泛适用意义的方法。 

关键词：“对话”试验；组织培养因素；愈伤组织质量；小麦组织培养 
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Researching the Mechanism in Plant in vitro Culture via “Communication’’ 

Experiment and to Establish the M ethods W idely Used for Tissue Culture of W heat 

WANG Hai．Bo and FAN Yun．Lju2 

(’Institute of Genetics and Physiology，Hebei Academy of Agriculture and Forestry Sciences，Shijiazhuang 050051，Hebei； Biotechnology Research Institute， 

Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081，China) 

Abstract：Plant vitro culture has a history of more than one hundred years．but it is still unable to be predicted and 

inferred．There are 4 kinds of elements for plant in vitro culture：genotype(genetic elements)，explant—type(physiological 

elements)，medium (chemical elements)，culture—conditions(ph)rsical elements)．In order to find out the effects of these 

elements and the mechanisms in plant in vitro culture ．a series of‘‘communication’’experiments aimed at revealing the 

relationship between culture—elements and culture—results were conducted．Wheat was used as the main materials(Table 

1)．Callus induction，sobculture and callus quality improvement and evaluation were carried out with mature and immature 

embryos of difierent varieties on difierent media(MS，LS，N6，C 17 etc．)under difierent conditions(Table 2，3)．The 

effects of genotype ，explant—type ，medium，culture—conditions to plant tissue culture were studied systematically．The 

results showed that：Genotype  only determined the quality but did not limit the induction of callus．Explants affected both 

the formation of callus and its quality at early stage．The difference of callus quality originated from explants was no less 

than that from genotypes．Despite of providing nutrients，medium also played a very important role in regulating the quality 

of callus．Generally，2，4-D，N usually accelerated cell division and the growth of callus but cytokinin，NO；showed 

oppo site effects．Light had the simi lar effects to cytokinins．Temperature variation played an influential role to callus too
． 

Th ese results were also improved with corn ，rice，mi llet，cotton and so on．AⅡthe functions from these elements in in itro 

culture can be considered or imagined as the effects at physiological and biochemical levels and they can be managed as 

coadjutant factors according to the needs of callus quality improvement．With this idea，plant in vitro culture comes to be 

more controllable．Th rough this study，a series of methods wildly used for wheat tissue culture was established
． 
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在植物离体培养技术的探索上，不少研究者曾 

采用正交实验法或类似的思路做了大量的工作，其 

中有的较成功(如王培、陈玉蓉对 c。 培养基的研制 

等⋯)，但更多的不成功(如在解决禾本科植物原生 

质体培养的问题上，有的研究者设计了几万种甚至 

十几万种处理，也未组合出所期望的结果 )。离 

体培养是一种复杂而多变的体系，涉及的因素非常 

多。按照正交实验的思路进行试验，不仅工作量异 

常庞大，而且常因为难取到一致的试材而无法进行。 

笔者认为，解决植物组织培养的问题，不应先把寻找 

最佳方案作为目标，而应先探索各培养要素的作用 

性质和方式，然后再以此为依据设计所求的方案并 

通过验证加以确定。为此，笔者构思了一种“对话” 

式的试验方法，即先以需了解的主要问题为核心进 

行试验，在观察、分析、比较的基础上，将阶段性结果 

及时反馈于进一步的试验，在试验结果和试验处理 

之间形成交叉、互动关系，通过步步推进，全面了解 

需了解的各种问题，进而解决所要解决的问题。植 

物离体培养虽已有 100多年的历史 ，但仍存在着 

难以预见和可控性差的问题。基因型(遗传因素)、 

外植体类型(生理因素)、培养基(化学因素)、培养条 

件(物理因素)是影响离体培养的4方面要素，它们 

如何影响培养结果，目前尚无系统研究。揭示它们 

的作用机制，对提高植物离体培养的可预见性和可 

控性具有重要意义。本研究以小麦为试材 ，对组织 

培养的全过程(即愈伤组织诱导、继代和植株再生) 

进行了“对话”式的试验与分析，揭示了“培养因素” 

与“培养效果”之间的对应关系，明确了植物组织培 

养的一些机制，并为小麦的愈伤组织诱导、继代、质 

量改造等提供了一系列具有较广泛适用性的方法。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

试验材料详见表 1，由河北省农林科学院粮油 

作物研究所李杏普、方仁、王培提供。其中，A组仅 

用成熟胚诱导愈伤组织，B组仅用未成熟胚诱导愈 

伤组织，C组既用成熟胚也用未成熟胚诱导愈伤组 

织。另外，在用未成熟胚诱导愈伤组织的材料中还 

有 36个育种中间材料，因它们在遗传上还不稳定故 

未列入表中。用于成熟胚愈伤组织诱导的种子，除 

Valley存放 3年外，其他均存放了7个多月。 

表 1 试验材料 

Table1 Wheat culfivars(1ines)usedinthe study 

组别 Group 名称 Name 

冀麦 6号，冀麦 l5，冀麦 l9，冀麦 20，晋麦 11，徐州 211，豫原 1号，昌乐5号，洛夫林 l0，早 5，农大 139，科遗26，小红芒，红秃头 

A 13WS180，ValleY，蓝粒代换系，AH·小黑麦 

Jimai 6，Jima~15，Jima~19，Jimai 20，Jinmai 11，Xuzhou 211，Yuyuan 1，Chan~e 5，Lovrin 10，Zao 5，Non~a 139，Keyi 26。Xiaohongmang 
Hongtutou，13WS180，Valley，lanh Substitution Line，AH-tritieale 

监 11，监 l7，津丰 1号，石5418，欧选白，临漳麦，6N小黑麦 

Jian 11，Jian 17，Jinfengl，Shi 5418，Ouxuanbai，Linzhangmai，6N-triticale 

冀麦 7号，石5201，向阳4号，Z124，丰抗 l3，小偃6号，宝丰 7228 

Jimai 7。Shi 5201，Xiangyang 4，Z124，Fengkang 13，Xiaoyan 6，Baofeng7228 

Notes：Group A WaS used for mature embryo’S callus initiation；Group B was used for immature embryo’S callus initiation：and Group C wa8 used for mature 

andimmat~ embryo’s~allusinitiation． 

1．2 试验方法 

1．2．1 成熟胚愈伤组织的诱导 具体处理为： 

(1)将干种子消毒后直接接种于培养基；(2)将干种 

子切去胚根和茸毛部分，然后消毒接种于培养基； 

(3)将干种子浸泡 10 h，消毒后①直接接种于培养 

基、②挖取胚接种于培养基、③切去胚根腹沟茸毛接 

种于培养基。消毒方法为清水涮洗 3遍，70％酒精 

处理 30 s，0．1％ HgCI，处理 10～15 min，无菌水涮洗 

4遍。培养基为 N C LS和 MS，添加 2 ms／L 2，4一 

D、30 s／L蔗糖、7 g／L琼脂，pH 5．8，高压灭菌。培养 

条件为25～28℃，每天 12 h散射光光照，1年后改为 

暗培养。 

1．2．2 未成熟胚愈伤组织的诱导 取大田扬花 

后 15～18 d的未成熟籽粒，消毒后剥取幼胚接种于 

培养基。消毒方法同上，只是将 HgCI，处理时间减 

至5 min。培养基为 N6、c。，和 Ms，添加 2 mg／L 2，4一 

D、30 g／L蔗糖、7 g／L琼脂，pH 5．8，高压灭菌。培养 

条件同上。 

1．2．3 愈伤组织的继代 首先调查愈伤组织的 

形成时间；培养 20 d后，调查愈伤组织的形成率及 

在各培养基上的生长状况；培养到第 40天时，统计 

有芽分化能力的愈伤组织数量，并转移到新的培养 
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基上继代。最初 3 5次继代，仍用原培养基配方， 

把 2，4．D水平降到 l mg／L，每 30 d继代一次；转移时 

不做任何淘汰，但将有芽分化和无芽分化的愈伤组 

织分开培养。随时比较培养物生长状况，分析其与 

培养基、培养条件之间的关系。以后的继代，根据愈 

伤组织的质量及变化情况区别对待，对质量差的愈 

伤组织实施改良。具体措施为：(1)改换培养基或调 

整培养基成分。首先从所用的培养基中选出使愈伤 

组织长得最好的培养基，然后根据愈伤组织在不同 

培养基上的反应推测不同培养基成分的作用进而做 

出调整。(2)调整外源激素的水平或种类。主要是 

变换 2，4．D的浓度，并试用细胞分裂素 KT、6．BA和 

另一种生长素 NAA。(3)添加植物提取物。选择易 

培养且植株分化率高的基因型，将其种子(105粒) 

萌发，去掉胚根和叶芽，留下易形成良好愈伤组织的 

部分，分成三等份分别在少量的 0．1 mol／L HC1、0．1 

mol／L KOH、无水乙醇中研碎，加入 7倍( ／ )的去 

离子水，然后将三者混合，于4~C过夜。第二天将抽 

提液 pH调至 5．6，过滤灭菌后滴加于愈伤组织上。 

(4)调节光温条件。 

1．2．4 植株再生 愈伤组织 的分化培养基为 

MS+NAA(0．5 mg／L)+KT(0．2 mg／L)。改 良愈伤组 

织的植株再生，用不含任何激素的 MS培养基。 

1．3 研究策略 

试验过程中，通过分析不同基因型、不同外植体 

类型在相同培养基和培养条件下的表现，确定基因 

型、外植体类型及其生理状态的作用性质；通过比较 

同一基因型和同类外植体在不同培养基、不同培养 

条件下的表现，确定培养基和培养条件的作用性质。 

进而揭示植物组织培养各要素的作用机制。 

2 结果分析 

2．1 不同外植体愈伤组织的形成及其质量状况 

2．1．1 成熟胚 每个参试材料的成熟胚，一般培 

养 5 d后都能在 MS、LS、N 和 c 培养基上形成明显 

可见的愈伤组织。在愈伤组织的形成能力上，不同 

基因型、不同培养基之间没有明显差别。成熟胚愈 

伤组织的形成率与种子活力有关，和种子的发芽率 

相吻合。只要挑选了好的种子，消毒时又不把种胚 

杀死，出愈率可达 100％。 

不同基因型之间的愈伤组织生长状况差异明 

显，不同培养基之间的差异也较明显。培养 4JD d 

后，凡是分化芽点的愈伤组织，一般都表现为活力 

强、色泽鲜、质地脆密。由成熟胚诱导愈伤组织，仅 

少数基因型的个别愈伤组织块表现较好，绝大多数 

的质量都很差，将其转到 MS+NAA(0．5 mg／L)+KT 

(0．2 mg／L)的分化培养基上后不能分化出苗，只形 

成大量的根状物。对这样的愈伤组织若不进行改 

良，难以继代培养。Valley(老种子)的愈伤组织比其 

他种子的愈伤组织生长状况差。 

成熟胚愈伤组织形成于胚芽、胚轴和胚根部分， 

其盾片不形成愈伤组织。靠近胚芽处比靠近胚根处 

形成的愈伤组织质量好。由胚根和胚根鞘形成的愈 

伤组织稀软透明，既不能分化植株，也不能持续增 

殖。发育一段时间的胚根和再生根，能形成旺盛而 

持续增长的愈伤组织，但都不能形成再生植株。 

用萌动的种胚比用干胚直接接种出愈快 ，且形 

成的愈伤组织质量高。切去种子的胚根和茸毛，不 

仅容易消毒，而且形成愈伤组织的质量也较高。但 

消毒时间不宜超过 10 min。直接用种子接种和挖胚 

接种相比，起初在愈伤组织形成上没有明显差别，但 

后来的生长情况表明带一定的胚乳有利于提高愈伤 

组织的活力。接种后种胚萌芽，是种子活力强的标 

志，应在芽长度不超过 1．5 cm时去芽，否则不仅不 

利于形成好的愈伤组织，而且会导致大量的根相伴 

而生，进而形成大量源自根的不分化植株的愈伤组 

织。接种前把胚的结构破坏，可在一定程度上避免 

出芽，但这样做会使愈伤组织的增殖速度减慢，愈伤 

组织的质量也会受到一定影响。所有出芽后及时去 

芽所得到的愈伤组织，都比不出芽或出芽后不去芽 

得到的愈伤组织质量高。因此，以成熟胚诱导愈伤 

组织时，应在接种前先使种子萌动或接种后令其长 

一 长芽再去芽(包括去根)。 

2．1．2 未成熟胚 处在适宜时期的小麦未成熟 

胚是最易形成愈伤组织的外植体类型。所有参试材 

料都能在 MS、C， 和 N 培养基上形成愈伤组织。一 

般接种后第 2天便可看到胚的膨大，第 3天就能形 

成可见的愈伤组织，1周后整个胚就基本愈伤化。 

愈伤组织的形成及起初的生长状况，不同基因型、不 

同培养基之间没有明显差异，但在植株再生能力上 

不同培养基、不同基因型及不同外植体个体之间均 

有明显差异。值得注意的是，同一纯合基因型不同 

状态的幼胚 间表现出了较大的差异 ，而几种 F 植株 

上的幼胚 ，因接种时选择的胚的状态较为一致，却未 

表现出差异。 

处在刚好完成由透明向不透明过渡的幼胚(乳 
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白而脆嫩)最有利于诱导出好的愈伤组织(对于长在 

温室的材料也适用)。具体做法是，扬花 10 d后(环 

境温度高于 20cI=时可提前 1—2 d)，经常到取材地 

点对胚的发育状态进行监测(原则上每天 1次)，一 

旦发现刚好完成状态转变的胚时立即取材。这种通 

过“动态鉴测”取材的方法，比记录胚龄和看胚体积 

的做法 更为准确，而且方便实用。 

2．1，3 成熟胚、未成熟胚愈伤组织的诱导及生长情 

况比较 对于同一基因型，所有来自未成熟胚的 

愈伤组织的活力和质量都远比来 自成熟胚的好，而 

且这种由外植体类型造成的差异甚至超过了基因型 

间的差异。但是这些差异只在愈伤组织的诱导和早 

期几次继代中表现明显，随着继代次数的增加，两种 

外植体来源的愈伤组织会趋于一致。本研究中，达 

到趋于一致状态的时间是 8—20个月。这种时间差 

异的形成 ，与基 因型有关 ，更与所用 的培养基有关 。 

成熟胚与未成熟胚之间的这种差异可能是由于内源 

化学物质的差异所致，即在成熟胚中不利于细胞分 

裂的物质较多、有利的较少 ，而在未成熟胚中有利于 

愈伤组织生长的物质较多、不利的较少。随着继代 

次数的增加，这种由外植体类型决定的内含物格局 

会被冲淡。 

2．2 不同培养基及其成分对愈伤组织诱导与继代 

的影响 

用成熟胚诱导愈伤组织时，一般是 N 、C。，培养 

基好于 I．S、MS培养基(表2)。但继代时情况则恰恰 

相反，以 MS为最好 ，LS次之；在 N 上继代 2次后， 

特别是将2，4．D水平降低，并加少量的 KT(0．2 mg／ 

L)时，几乎所有材料的愈伤组织都会褐化死亡；在 

c。，上继代时，愈伤组织的状况也不好，只是变坏的 

速度比在 N 上略慢一些。所有材料的愈伤组织在 

MS、I．S培养基上继代时，不仅生长快，质量也好。即 

使经 N 、C。，继代已生长得不太好的愈伤组织，转到 

MS、I．S上后也能得到一定的改善和恢复。 

表2 培养基、基因型在小麦成熟胚愈伤组织培养中的效应 

Table 2 Effects of genotyp~ andmedia on caU嘴 inductionfrom mature embryos ofwheat 

． ． ．
鎏 ．+．．++ (9 ：生长旺盛、色泽鲜艳、质地较稚嫩、体积大；+一(1)：出愈后的愈伤组织几乎不长，色泽暗淡、质地松软、缺乏活力；其余符 号表示的是以上

二者之间的过渡态。括号中的数字是相应于符号所表示的生长状况的分值。不同试验中所用符号表示的意义无可 柱： 笨 
表中“++”表示的愈伤组织质量与表 3中“++”所表示的含义有着很大的不同。 总平均数。 

Notes：+++’(9)：Growing vigerously，fresh，tender and crisp，bigin size；+一(1)：Growing very slowly，dullness，loose and soft，smallin size
． The 

others are the transitional types between them·The digits in the brackets are the scores for the growth and quality of calli
， to the corresponding symbols．The 

meaning ofthe symbols is different in different tables，e
．g．the“++”in Table 2 is quite different from “++”in Table 3

． 
The total ave眦 e． 
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在未成熟胚愈伤组织的诱导上， 、C。，、MS培 

养基之间没有明显差别(表 3)，但随着培养时间的 

延长，特别是继代次数的增加，多数材料的愈伤组织 

在 培养基上逐渐褐化，只有少数材料能够继续生 

长，在 c ，培养基上的愈伤组织也会变得色泽暗淡， 

只有在 MS培养基上表现最好。后来进一步使用 LS 

和 1／2 MS进行继代，结果也均不如 MS好。诱导培 

养40 d后调查，49份参试材料中，在 MS上诱导出有 

芽再生能力的 19个，N 上有 9个，c ，上只有 4个， 

而且在 MS上产生的有芽分化潜力的愈伤组织比率 

也明显比在 、c。，上高。 

表3 培养基、基因型在小麦未成熟胚愈伤培养中的效应 

Table3 Effects of genotypes andmedia OI1 CallUSinductionfrom 

hnmature embryus of wheat 

品种名称 

Cultivar(1ine) 

培养基 Culture medium 

N6 CI7 MS 

注 ：愈伤组织均 为乳 白色 ，绝大多数质地郡鲜密。在生长速度上 

表现为 ，+++>++>+。 
Notes：AU the callui are milk white in colour and most of them are fresh 

and compact in texture．The sp~ed of growth + ++ > + + > +． 

与 MS相比，LS缺少 VB 、烟酸和甘氨酸，c 

的铵态氮水平较低，C ，有生物素。用 MS继代效果 

比LS好，用 和 c ，的效果都不好，但用 c，，比 

变坏的速度慢的结果说明维生素等可能对愈伤组织 

质量有益。为此笔者设计了一种新培养基——Mc， 

其中无机成分同 MS，有机成分为甘氨酸2 mg／L、VB 

0．55 ing／L、VB6 0．5 mg／L、烟酸0．5 ing／L、生物素0．75 

mg／L、肌醇 250 mg／L。用 MS、MC进行对 比试验表 

明，愈伤组织在 MS上易形成长、弯、空的细胞(衰败 

细胞)，而在 MC上则形成胚性愈伤比率较高的鲜脆 

致密结构。所有参试愈伤组织，无论来自成熟胚还 

是未成熟胚，都在 MC培养基上得到了一定改善。 

比较 MS、N6、Cl7、1／2 MS的成分，可以看 出， 

NH4有提高愈伤组织活力的作用，NO；有抑制愈伤 

组织活力的作用。在 NH4水平高时，NO3的作用 

不明显；而当 NH4浓度低时，随着 NO；水平的升 

高，愈伤组织生长会受到抑制。表明氮源除供应培 

养物氮素营养外，其类型和用量可成为影响愈伤组 

织质量的调节因子 。 

2．3 继代过程中 2，4．D的作用 

2．3．1 降低 2，4．D水平的结果 在成熟胚愈伤 

组织的继代培养中，将2，4．D由原来诱导培养时的2 

mg／L降到 1 mg／L和0．5 mg／L，那些未有芽再生现象 

的愈伤组织总也改变不了暗淡的颜色和蓬松的结 

构，只是个别基因型中个别愈伤组织分化出很少的 

苗。鉴于此，后来在转移愈伤组织时，有意识地用镊 

子将那些愈伤组织外部的衰败细胞(即外部的疏松 

部分)去掉，并将内部致密的部分(镜检表明，它们的 

细胞为近等径、核比较大、质比较浓)切碎，也只在起 

初几天的颜色上略微变得鲜艳了些，以后仍旧形成 

以前的样子。降低 2，4．D浓度，不仅没能获得胚性 

愈伤组织，而且随继代时间的延长愈伤组织内部致 

密的部分变得更加坚硬(分裂能力降低)，外部疏松 

的部分变得更加暗淡。 

在未成熟胚愈伤组织的继代中，降低 2，4．D水 

平在早期(5—8代以内)确实有利于形成金黄、鲜 

亮、致密的类型，而且在有光照的条件下形成大量的 

绿色丛生芽。但是将愈伤组织长期继代于2，4．D水 

平较低的培养基，则不仅增殖很慢，且不能再生出正 

常植株，已分化出的芽状物会变成扭曲的叶状体，愈 

伤组织变得实硬、褐黄、缺乏活力。 

借鉴陈东方等在棒头草组织培养上的一些作 

法 引，让2，4．D水平按 2 mg／L、1．0 mg／L、0．5 mg／L循 

环变换，但未能改变外部总是形成大量衰败细胞和 

内部形成木质化内核的状况，只是在出现时间上稍 

延迟些。另外，在 2，4．D水平较低的培养基上继代， 

那些一开始就质量很差的愈伤组织总也不会向好的 

方向发展。 

2．3．2 升高2，4．D的作用 将继代在2，4．D水平 

较低(0．5—1．0 mg／L)的培养基上表现为越来越实 

硬和质地疏松、色泽暗淡的愈伤组织，转到 2，4．D水 

平为5 mg／L的培养基上后，很快会变得色泽鲜艳起 

来，生长速度加快。经过 1代(30 d)或几代的培养， 

那些质地实硬、不能出苗的愈伤组织变得鲜艳而富 

有活力，当再将其放到降低或去掉 2，4．D的培养基 

上后便分化出正常植株；而那种质地疏松、质量较差 

的类型，在远离培养基的部位也出现了鲜、密、脆的 

愈伤组织，对这部分愈伤组织进行镜检发现，基本由 

等径或近等径、质较浓、核较大、壁较薄的细胞组成。 

2．3．3 根据愈 伤组织状 态变换 2，4．D水平的继代 

为了探讨不同水平的2，4．D对愈伤组织的影响 
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和 2，4．D的有效使用方法，本研究设 3、4、5、l0、20 

mg，L 5种浓度的处理，对来 自几种基因型的状态一 

致的愈伤组织进行继代培养。结果表明，这几种水 

平的2，4．D虽未能彻底摆脱衰败细胞的产生，但 5 

m L时胚性愈伤组织的比率最高，10 m L时胚性 

愈伤组织的绝对量最高。后来以更多的材料进行类 

似的试验表明，将 2，4．D水平设定在 8 mg／L更为合 

适。但这种不同2，4．D水平上的表现仅仅是继代 1 

次或少数几次时的结果，若连续几代一直使用较高 

的2，4．D水平，愈伤组织会变成色泽鲜艳、结构疏 

松、膨大型衰败细胞比率增高的类型。由此可见，继 

代时并没有一个固定的永远合适的 2，4．D水平。为 

此本研究建立了变换 2，4．D水平进行继代的方法， 

即以转移前愈伤组织所在培养基的2，4．D水平为基 

础，若愈伤组织生长良好(鲜嫩、致密、有较强的植株 

再生潜力)，则维持原来的2，4．D水平；若愈伤组织 

生长过旺(色泽鲜艳、质地松软，像沙西瓜瓤样)，则 

降低2，4．D水平(至 0．5～l mg，L)；若愈伤组织的色 

泽虽然鲜艳，但质地仍然很坚硬，生长缓慢、易分化， 

则增加2，4．D的用量(4～8 mg，L)；若愈伤组织结构 

蓬松、色泽不鲜(甚至暗淡或黄褐)、内部有趋于硬化 

的愈伤组织核，增加 2，4．D的用量水平(8 mg，L)。 

通过这种方法，那些以前难以继代的愈伤组织均能 

够继代了，那些一开始质量很差的愈伤组织也得到 

了改良。另外，用此方法还将一些活力变得较差、不 

分化植株的小麦花粉愈伤组织和经长期培养只分化 

绿点或绿色小子房、不分化正常植株的小麦幼穗无 

性系，改造得分化出了大量的正常苗。 

2．4 其他激素及光照对愈伤组织的作用 

NAA虽也是生长素，但一般情况下(0．5 mg，L) 

只是促进小麦愈伤组织产生根状物，尤其是与 KT 

配合时根发生情况更重，而且在这种培养基上培养 

时间一长，愈伤组织就会变成黄褐色。当 2，4．D水 

平较高时，附加 0．2 m L的 KT有利于维持愈伤组 

织的致密结构和芽分化，附加 0．2 mg／L的6-BA也 

有类似效果。较高水平的 KT、6-BA(1～2 mg，L)对 

愈伤组织生长不利，极易导致活力降低或褐化。即 

使以0．2 m L的水平(且与 2，4．D配合的情况下)， 

长期使用细胞分裂素，也会使愈伤组织慢慢变坏或 

变得极易长根状物。在光照条件下培养时，细胞分 

裂素的效应会表现得更明显，愈伤组织褐化现象出 

现得早且程度重；若暗培养，褐化现象则出现得晚， 

且程度也轻。在幼胚愈伤组织的前 1～2代继代中， 

当2种细胞分裂素都用并各为 1 mg，L时，在遮光的 

条件下只表现了使愈伤组织致密和使分化率提高的 

作用。不用细胞分裂素，只使用光照也会表现为一 

定程度的类似使用了细胞分裂素的效应。 

2．5 愈伤组织在每个继代周期内的变化 

培养过程中的愈伤组织是不断变化的。对徐州 

211、宝丰7228、向阳4号进行重点观察表明，不管什 

么样的愈伤组织，在转到新培养基上后，前几天都会 

变成水淋淋、脆而软的样子，随着时间的推移(一般 

20 d后)才逐渐表现出人们常描述的那种在色泽、质 

地、结构方面的典型特征。因此，评价愈伤质量，应 

注意这种动态的变化。另外，即使同一块愈伤组织， 

不同部位的状态也不相同，往往是远离培养基的部 

分质地致密，靠近培养基的部分质地松软。 

2．6 植物提取物对愈伤组织的影响 

大多数起初不分化出植株的成熟胚、未成熟胚 

愈伤组织，改用 MS或MC培养基和变换 2，4．D水平 

继代后，质量得到改进，最后分化出植株。但仍有少 

数基因型不能分化植株。这种愈伤组织表现为质地 

疏松、脆软、含水多、生长快。将其堆积成直径约 

1．5 cm的愈伤组织堆，把来 自于植株再生能力强的 

基因型的萌发胚提取物慢慢滴加在上面，每堆约加 

1～1．5 mL，每 7～10 d滴加一次。1个多月后，这些 

过去从未出现过致密硬块的愈伤组织有的开始变 

硬，并于 2个月后分化出少量的植株或芽。而那些 

未经这样处理的愈伤组织仍保持原来的老样子，不 

能分化出植株。 

2．7 低温及温度变化对愈伤组织的影响 

小麦组织培养中常遇到两类问题，一是许多愈 

伤组织随着继代次数的增加极易形成大量的根或根 

状物(若不及时将其彻底去除，由其脱分化形成的愈 

伤组织往往比能再生芽的愈伤组织还竞争力强。而 

且这种愈伤组织似乎还产生着可导致其他愈伤组织 

朝易长根的方向发展的物质，使不长根的愈伤组织 

也跟着变坏)。二是有些愈伤组织总是过旺地生长， 

呈结构疏松、质地脆软、水淋淋的状态。多年来，人 

们一直没有找到控制这两类愈伤组织的办法。 

本研究表明，降低培养温度(至 l6～20℃)对这 

两类愈伤组织的质量改进有一定的积极作用。较低 

的温度，对愈伤组织主要表现为抑制作用，但对不同 

类型的愈伤组织抑制程度不同，对易长根的愈伤组 

织抑制较重，对易长芽的愈伤组织抑制较轻。不过， 

这种小幅度降低温度的效果在短时间内不易显现出 

来，特别是对那些既不长根、也不长芽的旺长型愈伤 

组织尤其不明显。但利用冬季条件，在玻璃温室内 

(白天≤30℃、夜间≥10℃)对两类愈伤组织进行变 

温、变光照(自然光变化)处理，20 d后便都开始呈现 
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差异化变化。1个多月后，那些原先看上去无差别 

易长根的愈伤组织，变出了“深黄致密”和“灰白透 

明”两种类型；那些生长过旺、质地脆软的愈伤组织， 

也出现了一些深黄色的颗粒或硬点。 

2．8 基因型在组织培养中的效应 

用成熟胚诱导愈伤组织时，基因型的差异表现 

在愈伤组织活力差异和植株再生能力2个方面(表 

2)。培养 8个月后，冀麦 6号、冀麦 7号、冀麦 15、冀 

麦 20、徐州211、豫原 1号、昌乐 5号、丰抗 13、洛夫 

林 10、向阳4号、小偃 6号、蓝粒代换系 12个基因型 

的愈伤组织再生出了植株。但在这 12个基因型中， 

早期(即诱导后 3个月内)只有蓝粒代换系、向阳 

4号、徐州211再生了植株，其他 9个是经过 5个月 

的继代改造后才再生植株的。 

用未成熟胚诱导愈伤组织时，所有基因型的愈 

伤组织都活力较旺(表3)，基因型的效应主要表现 

在植株再生能力的差别上。在所有参试的纯合基因 

型中，除石 5418未分化出植株、监 17只分化出根 

外，其余都再生出了植株。但随着继代次数的增多， 

由基因型决定的愈伤组织生长状况差异则越来越明 

显地表现出来。 

基因型的效应虽然在各种处理中都能明显地表 

现出来，但其程度和性质常随外值体类型、培养基、 

培养条件的不同而改变。如宝丰 7228、Z124，用其未 

成熟胚诱导的愈伤组织都再生出了植株，而用其成 

熟胚诱导的愈伤组织就都没有再生出植株。绝大多 

数基因型的成熟胚愈伤组织，一开始都不能再生植 

株，而是经过一定的继代改造后才有了较多的基因 

型再生植株。在未成熟胚愈伤组织中，一些基因型 

(如冀麦7号、丰抗 13等)的植株再生也是经过继代 

培养的改造后获得。而这种改造，主要是通过改变 

培养基成分和培养条件实现的。所有在早期甚至经 

过一段时间的改造还未再生植株 的基 因型，经过进 
一 步的改造，最后都长出了小植株，即 25个基因型 

的成熟胚愈伤组织和 49个基因型的未成熟胚愈伤 

组织最终都再生了植株。但是，这种改造的难易程 

度，不同基因型之间存在明显的差异。 

3 讨论 

本研究，虽然在形式上体现为以小麦为试材建 

立具有广泛适用性的组织培养方法，并且也达到了 

这一 目的(即将所有的参试基因型均都再生出了植 

株，这在国内外尚未见过报道)，但着力探索的是植 

物组织培养机制，回答的是植物组织培养中的一些 

具全局性意义的问题，旨在对植物组织培养技术的 

发展做出较大的推进。 

国内外几十年来关于组织培养的最主要经验是 

选择易培养的基因型。但这条经验用起来十分蹩 

脚。因为组织培养的目的是为了克隆或改造某个品 

种(基因型)，而这个品种不一定正好就是易培养的 

基因型。 

组织培养中的基因型效应是普遍存在的，这已 

为许多工作所证实 。但如何理解基因型在组培 

培养中的作用?相当多的研究者常将其分为可培养 

和不可培养的类型，认为那些不能再生植株的基因 

型即使改变培养基及培养条件等也不会再生植株。 

然而，从组织培养研究的发展历史来看，这种观点在 

不断地被否定。许多过去认为不能培养的植物种类 

或基因型，经过努力都变成了可培养的，而且这种转 

变又主要是通过改变外界因素实现的。 

人们之所以得出不可培养的结论，可能是因为 

有些基因型确实经过多年努力没有分化出植株。笔 

者认为，在组织培养上不同基因型之间只存在培养 

难易的不同，没有可不可培养的问题。植株再生的 

困难，主要是愈伤组织质量不佳所致。任何植物都 

是由单细胞发育而来的，细胞的全能性是本来就存 

在的，离体培养只不过是把在体内实现的个体发育 

过程在体外表现出来。从生物自身的发育来讲，生 

长点的形成、胚的发育等都是一系列生理生化变化 

的结果。基因型的作用也是通过一定的生理生化过 

程来实现。所有基因型，都具有完成个体发育的全 

部特性，都可在离体培养体系中接受人为干预。不 

同基因型在离体培养上表现出的差别，可能是在某 

些发育环节上存在着一些由基因型决定的不利于外 

界培养因子发挥作用的机制。来 自基因型的这种 

“毛病”，可通过调节可控因素给予适当配合而得以 

化解。本研究的结果在这方面提供了证据。 

组织培养是一种人工控制体系。在这一体系 

中，培养基、培养条件都是调控培养物的外在因子。 

基因型的作用、外植体的生理状态都可以理解为内 

在因素。因此，认识植物组织培养的机理首先需要 

认识基因型、外植体类型及其状态、培养基、培养条 

件在组织培养中的作用性质。成功地认识这些因素 

的作用，需要有好的实验构思和设计，如本文表 2中 

把“品种效应”和“培养基效应”用符号和分值表示出 

来，就为认识基因型和培养基的作用提供了很大的 

方便。这种做法的意义，在于把所有培养要素的作用 

都放在生理生化水平来理解，以便帮助操作者更好地 

发挥人为调控作用提供突破口和可遵循的规律。 

综合本研究的结果，不难发现，(1)基因型通过 
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由其相应的遗传基础决定的生理、生化机制及发育 

进程，影响和控制培养对象，一般表现为培养的难易 

不同。(2)外植体通过由其类型和生理状态所决定 

的内源活性物质，影响起始愈伤组织的质量和早期 

继代培养的结果。此阶段，由外植体类型造成的愈 

伤组织质量差异并不亚于由基 因型所造成 的差异。 

(3)培养基不仅仅向培养物提供营养，还以提供外源 

调控因子的方式影响、调控愈伤组织的状态。不同 

的培养基，从营养上讲都能满足植物的需要，它们之 

间的差异 更主要反映在对培养物 的不 同调控效应 

上。一般情况下，2，4．D、N 对细胞分裂、愈伤组 

织生长表现为促进作用；细胞分裂素、NO；对细胞 

分裂、愈伤组织生长表现为抑制作用。(4)培养条件 

以物理因子的方式 ，通过对培养 物生理生化活动过 

程及其机制进行调控而影响愈伤组织的状态。施以 

光照具有一定程度的类似使用细胞分裂素的效应。 

低温的作用，由于主要表现为抑制细胞分裂，也有一 

定程度的类似使用细胞分裂素的效应。 

用玉米、水稻、谷子、高粱、棉花等进行验证表 

明，也基本都支持上述结论，特别是在细胞水平上的 

培养试验几乎百分之百地支持这些结论。其中，细 

胞分裂素在离体培养(特别是细胞培养)中表现为抑 

制细胞分裂的结果，与生理学教科书中所讲的内容 

出入较大，这可能和过去确定该类激素性质时实验 

的局限性有关。细胞培养中细胞分裂素抑制细胞分 

裂的结论已为大量的实验所验证。为何 NO；表现 

为抑制细胞分裂?可能和硝酸还原酶形成有关。对 

大多数植物来说，其硝酸还原酶的形成可能扮演了 
一

种限制因素。但在水稻中的情况有些出入，有的 

基因型表现为使用 NO；更有利于细胞分裂而不是 

NH4+。因此 ，进行水稻组织培养时，应先确定所培养 

的材料是否属于 NO 喜好型。另外，NH4+对细胞 

膜有一定的毒害作用，当外植体的体积较小时，如花 

药培养时的花粉，这种毒害作用会淹没其在细胞分 

裂上的积极作用，具体操作时应予注意。 

另外，“对话试验”的意义并不仅局限于植物组 

织培养，而是有着广阔的应用前景，如复合药物的研 

制等。“对话”试验法的策略是减少“横向”工作的 

量，增强“纵向”工作问的联系，用较少的试验解决较 

多的问题。其关键是，发挥好设计、观察、比较、分析 

的作用，安排好试验结果与试验处理之间的交叉与 

互动，以实现对话的意图。 
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