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籼型杂交稻亲本成熟胚愈伤组织再生体系的建立 冰 
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摘要：本文给出了6个籼型杂交稻亲本成熟胚愈伤组织再生体系建立优化措施。采用6个有重要育种价值的杂交籼稻亲本成熟 

胚盾片诱导愈伤组织作为分化再生的外植体，通过调节2，4．D浓度、培养基成分、接种方式、激素组合和愈伤组织分化途径，建立 

适合籼稻遗传转化的再生体系。结果表明，MB培养基是较为合适的愈伤组织诱导培养基类型，6个品种在MB培养基上的愈伤 

组织诱导率均在60％．80％之间。半粒米的接种方式能够明显提高愈伤组织诱导率，提高幅度达到28．2％。通过调节2，4一D浓度和 

激素组合，愈伤组织诱导率最高可达到97 9％，两步分化法和适当干燥处理能够提高愈伤组织的分化效率，6品种愈伤组织分化 

率均在 50％一90％之间。初步建立了6个杂交籼稻亲本品种成熟胚愈伤组织的再生体 系，为以后遗传转化奠定基础。 
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ABSTRACT：Optimizing measure for the establishment of regeneration system of callus was given in this paper by using 

embryomc callus induced from 6 fertilizing parents lines of xlan--type hybrid rice mamre embryo scutum as explants in this 

experiment．A regeneration system suitable for rice genetic transformation Was built by regulating the concentration of 2，4_D， 

medium ingredient，inoculation method，horm ones combination and the cell differentiation paths of the callus、The results showed 

that MB culture media was suitable for callus derivation，and the callus derivation rate in the 6 rice species Was from 60 tO 80 

percent．Th e inoculation of demi-grain of the rice could in~ease the callus derivation rate obviously．which Was up tO 28．2 percent． 

By adjusting the combination of hormones，the callus derivation rate could reach 97．9 percent．Two-step differential method and 
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水稻是我国主要的粮食作物[1J，我国上世纪 70年代籼型杂 

交水稻的推广应用使我国水稻单产获得了继矮秆水稻品种推 

广应用后的第二次飞跃。为了继续保证我国 13亿人口的粮食 

安全，目前我围正在实施超级杂交稻工程。超级杂交稻新组合 

的选育除了需要采用过去的常规育种技术外，更需要采用新的 

生物技术育种方法 ，才可能达到理想的彼岸。通过遗传转化技 

术获得抗病、抗虫、品质高和耐性强的转基因水稻品种一直是 

人们努力的方向[21。国内外水稻组织培养技术的不断完善，大大 

推进了以组织培养为基础的水稻遗传1二程的发展。总的来说， 

粳稻品种容易被转化成功，转化频率高；籼稻转化则较为困难， 

成功率较低，仅在少数品种中获得成功[31，造成这种差异的原因 

是籼稻的体外培养力比粳稻困难。应用水稻成熟胚作为组织培 

养的外植体能够克服水稻生长季节的限制，加快实验进程，缩 

短研究年限。 

本研究以6个农艺性状优良，在生产上有重要应用价值的 

籼型杂交水稻亲本成熟胚作为外植体进行了愈伤组织培养力 

研究，以期筛选到一些比较容易离体培养的籼型杂交水稻亲本 

品种，为规模化转基因研究与新的超级杂交稻新组合选育奠定 

基础。 

l材料与方法 

1．1供试水稻品种 

本试验采用了6个不同的籼型杂交水稻(Oryza sativa L．) 

亲本品种种子成熟胚作为组织培养的外植体材料，它们是 ：I． 
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1-32A(三系杂交中、晚稻不育系)、陆 18S(两系杂交早稻不育 

系)与培矮 64S(两系中、晚稻不育系)等 3个不同的籼型杂交 

水稻不育系品种 ；R402与 RT0974(三系杂交早稻恢复系 )、 

93 1 1(两系杂交晚稻父本品种)等 3个不同的籼型杂交水稻恢 

复系(父本)品种。 

1．2试验方法 

1．2．1不同品种愈伤组织诱导培养基的筛选方法 基本培养基 

为：N6、MS、CC、NMB、NB、MB等。其中，NB基本培养基为： 

N6大量元素、B5微量及有机成分 [4]；MB基本培养基为：MS 

大量元素及微量元素、B5有机成分 [5]；NMB基本培养基为： 

N6大量元素、MS微量元素、B5有机成分[6]。每种培养基中附 

加蔗糖 30g，L和琼脂粉 8g，L。6种诱导培养基的 2，4-D浓度均 

为 2mg门L，pH值为 5．8。 

1．2．2不同品种愈伤组织诱导的2。4-D浓度筛选方法 选取不 

同品种的最适愈伤组织诱导的培养基，在培养基中设置 3种不 

同2，4-D浓度：1．5mg，L、2．0mg，L、2．5mg，L。每种培养基中附加 

蔗糖 30egL和琼脂粉8egL，pH值为5．8。 

1．2．3不同品种愈伤组织诱导的不同激素种类和浓度筛选方法 

选取不同品种的最适愈伤组织诱导的培养基和各个不同品种 

的最适愈伤组织诱导的2，4-D浓度，在各个不同品种的最适愈 

伤组织诱导的培养基和在此培养基中最适愈伤组织诱导的 

2，4-D浓度中设置 3种不同种类和激素浓度 ：KT(0．5mg门L)、 

6-BA (0．5m ) 和 NAA (1m )+KT (O．5m )+6一BA 

(O．5mg／L)。 

以上水稻愈伤组织诱导实验中，将各品种中饱满成熟种子 

手工去壳后的糙米种子用 75％的酒精消毒 1分钟，再用无菌水 

冲洗一次，然后用 0．1％的升汞灭菌 l0一l5分钟，用无菌水冲洗 

4-5次，放在加有 3张无菌滤纸的无菌培养皿中，在超净工作 

台上吹干，分别接种到上述不同诱导培养基，并置于温室26℃ 

黑暗条件下进行培养，7一l0天后分别统计各不同水稻品种的出 

愈率。每个水稻品种在不同诱导培养基中分别接种 1 19粒成熟 

胚，每个培养皿接种 17粒，接种7个培养皿，结果取其平均值。 

1．2．4水稻愈伤组织分化途径 愈伤组织分化阶段设置 4种分 

化途径：(1)：将诱导出来的愈伤组织去芽后直接转到分化培养 

基；(2)将诱导出来的愈伤组织去掉芽后 ，干燥处理 48小时后 

再转入分化培养基中进行分化培养；(3)将诱导出来的愈伤组 

织去芽后转入到预分化培养基中进行预分化培养 I5天之后， 

再转入分化培养基中进行分化培养；(4)将经过预分化培养的 

愈伤组织干燥处理 48小时之后 ，再转入到分化培养基中进行 

分化培养。 

I．2．5水稻愈伤组织的分化培养基 水稻愈伤组织的预分化培 

养基为 MB基本培养基+NAA(Iml／L)+KT(2．5ml／L)+ABA 

(5ml／L)+蔗糖(30g／L)+琼脂粉(10g门L)，pH 5．8[5]；分化培养 

基：MB基本培养基+NAA(1mg／L)+6一BA(2megL)+琼脂粉 

(IOg／L)E 。 

在水稻愈伤组织预分化实验中，将各水稻品种诱导成功的 

愈伤组织，分别转入到预分化培养基中并置于温室26~C黑暗 

条件下预分化培养 l5天，然后将经过预分化培养的愈伤组织 

转入到加有 3张无菌滤纸培养皿中，置于温室 26~C黑暗条件 

下干燥 2天后再转入分化培养基中进行分化培养或者将经过 

预分化培养的愈伤组织直接转入到分化培养基中进行分化培 

养。25~30天后分别统计各不同水稻品种的出苗率。每个三角 

瓶接种 l2块愈伤组织，每种处理方式接种 5瓶 ，结果取其平均 

值。分化期间光照强度为 2000(Lux)，光照时间为每天 l4小时。 

2结果与分析 

2．1不同培养基对不同籼型杂交稻亲本成熟胚愈伤组织诱导能 

力的比较 

本实验用多品系 ／材料的成熟胚作为愈伤组织的诱导材 

料，结果表明同一品系的成熟胚在不同诱导培养基上的诱导率 

不同(表 1)。例如，9311成熟胚在 MB培养基上的愈伤组织诱 

导率为79．9％，而在NB培养基上的愈伤组织诱导率为49．9％。 

II-32A成熟胚在MB培养基上的愈伤组织诱导率为59．1％，而 

在 NB培养基上的愈伤组织诱导率为 1 1．8％。表 1中数据表 

明：不同品种在同一培养基中或者同一品种在不同培养基中的 

愈伤组织的诱导率表现出很大的差异，MB培养基是 比较适合 

籼稻品种愈伤组织的诱导。因此，对不同籼稻品种进行愈伤组 

织诱导，必须筛选出适合该品种的诱导培养基。 

表 1在不同类型培养基上籼稻品种的愈伤诱导率 

Table 1 Callus induction rate 0n different media 

2．2不同2,4．D浓度对不同籼型杂交稻亲本成熟胚愈伤组织诱 

导能力的比较 

2,4．D是植物组织培养中最常用的愈伤组织诱导剂，对于 

不同的水稻品种，它的使用浓度具有很大的差异。 当在 MB 

培养基中添加不同的2,4-D浓度时，从表 2数据可以看出，不 

同品种对不同 2,4．D浓度的反应有所不同。例如，陆 18S在 

2,4一D浓度为 1．5(mg门L)的 MB培养基中诱导率 38．8％，而 

2,4一D浓度为 2(mg门L)时，诱导率为 70．6％。 

表 2在不同2,4一D浓度上籼稻品种的愈伤诱导率 

Tab1e 2 Callus induction rate on the same media with different 

concentration of2，4一D 

2．3不同接种方式对不同籼型杂交稻亲本成熟胚愈伤组织诱 

导能力的比较 

表 2中数据表明：PA64S在添加不同 2,4．D浓度的最适愈 

伤组织诱导培养基中，愈伤组织诱导能力表现出很大的差异， 
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但是其愈伤组织的诱导率仍然很低。所以本实验在2，4一D浓度 

为2．0(mg／L)的 MB培养基中设置 2种接种方式以期提高其愈 

伤组织诱导能力。结果表明 2种不同接种方式对愈伤组织诱导 

能力表现卅很大的差异。整粒米接种时愈伤组织诱导率只有 

23．5％，而采用半粒米接种时愈伤组织诱导率上升到 51．7％。 

2．4不同种类和激素浓度对不同籼型杂交籼稻亲本成熟胚愈 

伤组织诱导能力的比较 

对于不同品种，本实验在加有最适浓度 2，4-D的愈伤组织 

诱导培养基(MB培养基)中，设置 3种不同种类和激素浓度 ， 

以期能够提高愈伤组织诱导率和改善愈伤组织状态。(PA64S 

以半粒米的方式进行接种)结果表明(表 3)，2，4-D和激素搭配 

使用时并不是能够提高所有品种的愈伤组织诱导率。例如陆 

18S、RT0974愈伤组织诱导率反而降低，但其它品种愈伤组织 

诱导率都有大幅度提高。 

表 3在 2。4-D与不同种类和激素浓度上籼稻品种的愈伤诱导率 

Table 3 Callus induction rate by using different kinds ofHormones 

and concentration 

注：A：2，4-D与 6-BA(0．5mg／L)组合的愈伤组织诱导率 B：2，4-D 

与 NAA(1 mg／L)+6一BA(0．5mg／L)+KT(0．5mg／L)组合的愈伤组织诱 

导率 c：2，4-D与KT(0．5mg／L)组合的愈伤组织诱导率 

2．5不同分化途径对不同籼型杂交稻亲本愈伤组织分化能力 

的比较 

表 4在不同分化途径上籼稻品种的愈伤组织分化率 

Table 4 Callus differentiation rate by using 

different differentiation method 

注：A：直接分化．B：干燥处理48小时之后接种到分化培养基中进 

行分化．c：预分化培养之后接种到分化培养基进行分化．D：预分化培养 

之后，干燥处理48小时之后接种到分化培养基中进行分化． 

对于每个品种，本实验设置 4种分化途径。结果表明(表 

4)，预分化培养和干燥处理都能提高愈伤组织的分化能力。但 

是对于不同品种，这 2种方法有差异，应该筛选出适合该品种愈 

伤组织的分化途径。 

3讨论 

3．1培养基对水稻愈伤组织诱导率的影响 

在植物组织培养中常用的培养基有 N6，B5，CC，MS等。 

MS和 CC培养基是籼稻成熟胚组织培养中普遍适用的培养 

基，但是由于籼稻基因型的差异，不同品种在同一培养基上的 

诱导率呈现出很大的差异。一些研究结果表明可以通过各种不 

同培养基成分的特点进行搭配以组合成新的培养基来提高籼 

稻品种的愈伤组织诱导率 。本实验以6个杂交籼稻亲本品种 

成熟胚为材料 ，实验结果表明：MB培养基是比较适合籼稻成 

熟胚愈伤组织诱导，与前人的研究结果一致 。由此可以推 

测，籼稻品种在愈伤组织诱导阶段，可能需要浓度较高硝态氮 

元素、有机元素和种类较丰富的微量元素。 

3．2激素对水稻愈伤组织诱导率的影响 

植物细胞离体培养、诱导脱分化和再分化过程并非某类激 

素单独作用的结果，而是不同种类激素之间相互作用的综合表 

现。前人的一些研究结果表明，对于不同的籼稻品种进行成熟 

胚培养时，在确定最适的2，4-D浓度后，可以添加不同种类的激 

素，从而提高其愈伤组织的诱导率和改善愈伤组织状态[11,12,13j。本 

实验发现不同水稻品种对不同 2，4-D浓度的反应具有很大差 

异。当2，4-D和不同种类和浓度的激素搭配使用时，对于同一 

水稻品种，其诱导率也具有很大差异，并不是所有的水稻品种 

添加激素以后都能提高愈伤组织诱导率。这可能是由于品种之 

间内源激素种类和浓度差异造成的。 

3．3不同接种方式对水稻愈伤组织诱导的影响 

水稻成熟胚愈伤组织诱导的接种方式有整粒米、离体胚和 

半粒米三种接种方式。前人的研究结果表明：不同的接种方式 

对水稻愈伤组织诱导能力影响很大。其出愈率以离体胚接种最 

好(出愈率为 96％一100％)；半粒种子和整粒种子的出愈率分别 

只有 90％一95％和 70％一80％。综合出愈率与工时考虑，半粒种子 

接种是最理想的接种方式 “。在愈伤组织诱导率不是很低的情 

况下，一般不使用此种接种方式。在本实验中PA64S的愈伤组 

织诱导率在 5种培养基中都很低，因此采用半粒米接种。结果 

表明，采用半粒米接种方式的愈伤组织诱导率明显提高，达到 

51．7％，而整粒米接种方式的愈伤组织诱导率只有 23．5％。因 

此，我们可以采用不同的接种方式来提高某些特殊品种的愈伤 

组织诱导率。 

3．4不同分化途径和干燥处理对水稻愈伤组织分化的影响 

在植物组织培养中，愈伤组织的分化途径有 2种，即直接 

再生培养法和两步再生培养法。直接再生培养法是指将诱导成 

功的愈上组织直接转入分化培养基中进行分化培养；两步再生 

法是指在愈伤组织接人分化培养基之前进行一个预分化培养 

过程。前人的一些研究结果表明，在愈伤组织转入分化培养基 

之前，对其进行预分化培养[14,15]和干燥处理[ 6,17,18]~够明显提高 

愈伤组织的分化率。本实验在 6个实验材料中发现 ，经过预培 

养之后再进行干燥处理的愈伤组织的分化效率反而降低。例 

如：RT0974经过预培养和干燥处理之后 ，愈伤组织分化率降低 

6．4％。而有些品种未经预培养而直接干燥处理的愈伤组织分化 

率比经预培养和干燥处理的愈伤组织分化率的提高幅度大的 

多。例如 II一32A直接干燥处理愈伤组织的分化效率为 76．6％， 

而经过预培养之后再干燥处理愈伤组织的分化效率为 57．8％。 
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可能是因为不同品种预培养时所需培养基成份 、激素种类和浓 

度、干燥处理时间和预培养时间差异所致。 

愈伤组织诱导和再生是组织培养中的两个关键问题。由于 

籼稻品种体外再生能力的高低受其基因型的影响，其愈伤组织 

培养力仅仅通过激素的探讨来建立 良好的再生体系是远远不 

够的，还必须对其它一些影响再生体系的因素进行研究，才能 

达到满意的效果。就本实验而言，虽然对整个系统的参数进行 

了适当的优化，取得 了一定的积极结果，但其愈伤组织诱导率 

和分化率都还不够高，要真正把成熟胚培养应用于基因工程产 

业化，还需要进一步的系统深入研究。 
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