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普通小麦基因转化中良好受体系统的建立
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　　[摘　要 ]　对影响小麦幼胚愈伤组织高频率再分化的条件进行了研究。结果表明, 暗培养条件下诱导的小麦

幼胚愈伤组织的再分化频率显著高于散光和 2 000 lx 光照条件; 大田生长的小麦比温室盆栽小麦的幼胚脱分化和

再分化频率高。小麦主茎穗部的幼胚组织脱分化和再分化特性显著高于小麦分蘖茎穗部的幼胚组织。不同年份、不

同基因型小麦品种, 及不同胚龄幼胚组织的脱分化和再分化特性有一定差异。通过诸多因素的优化和最适幼胚组

织的选择, 可建立小麦基因转化中不依赖于基因型的良好受体系统。

[关键词 ]　小麦; 幼胚组织; 再分化; 受体系统

[中图分类号 ]　S512. 103. 53　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2004) 0920001203

　　小麦是世界上播种面积、总产量和贸易量最大

的谷类作物。在我国小麦是仅次于水稻的第二大粮

食作物, 同时我国也是世界上第二大小麦进口国, 小

麦生产状况对国民经济发展具有举足轻重的作用。

品种改良是小麦生产中最经济、有效的措施之一。基

因工程育种是近年来在分子生物学基础上发展起来

的新的作物育种技术, 与常规育种方法相比, 其具有

基因资源来源广泛 (可来自于植物、动物、微生物及

人工合成等) , 能定向、快速的改良作物等特点, 因此

发展很快, 并已在棉花、大豆、玉米、番茄、烟草等重

要作物上培育出了一批重要的优良品种。而小麦基

因转化研究相对滞后, 作为基因转化的主要受体

——离体培养的小麦细胞的再生特性差, 已成为影

响小麦基因转化的瓶颈。本研究通过小麦幼胚培养

中培养条件的选择、供体材料生理状态及幼胚发育

时期的选择研究, 旨在建立不依赖于供体植株基因

型的普通小麦高频率的体细胞离体培养再生技术体

系, 为小麦基因转化研究奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

　　供试材料为西北农林科技大学细胞工程实验室

试验田种植的黄淮麦区 12 个优良品种 (系) : 小偃

22, 9848, 千斤早, 阎良8911, 陕253, 花育888, 新麦9

号, 豫麦29, 周麦13, 9023, 内乡188 和陕160。

1. 2　试验方法

大田材料于试验田同等条件下种植, 随机区组

设计, 重复两次。9848 和小偃22 两品种温室的盆栽

试验, 当年 6 月播种, 春化处理。在供试小麦品种

(系)灌浆期, 剥取不同发育时期的幼胚组织, 接种到

脱分化培养基中, 脱分化培养基为M S+ 2. 0 m göL
2, 42D + 0. 5 m göL KT + 3. 0% Su+ 0. 5% A g。接

种的幼胚组织在脱分化培养基中培养 20 d 后, 统计

计算愈伤组织诱导率 (愈伤组织诱导率= 形成愈伤

组织的幼胚数ö接种幼胚数×100% ) , 然后将被诱导

的幼胚愈伤组织转入再分化培养基 (M S +

0. 5 m göL KT + 2. 5% Su+ 0. 5% A g)中, 待愈伤组

织分化出苗后, 统计计算不同处理愈伤组织的再分

化频率 (再分化频率= 再分化愈伤组织数ö转分化愈

伤组织数×100% )。

试验设计了不同脱分化条件、不同生理状态及

12 种基因型品种不同的幼胚发育时期, 对比研究了

不同处理中小麦幼胚脱分化和再分化的特性。

2　结果与分析

2. 1　脱分化培养条件的选择

　　不同光处理对小麦幼胚组织脱分化和再分化特

性的影响结果 (表1)表明, 3 种光照培养条件对小麦
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幼胚愈伤组织的诱导率无显著影响, 但对被诱导愈

伤组织的质量有显著影响, 在暗培养条件下诱导的

小麦幼胚愈伤组织再分化频率, 显著高于自然光和2

000 lx 光照条件。
表 1　脱分化培养中不同光处理对小麦幼胚脱分化和再分化特性的影响

T able 1　Effect of cu ltu re condit ion on dedifferen tia t ion and redifferen tia t ion

charecterist ic of w heat imm ature em bryo

培养条件
Cultu re condition

接种幼胚数
N o. of imm ature
em bryo s p lan ted

愈伤组织诱导率ö%
Induction frequency

of callus

愈伤组织再分化频率ö%
Redifferen tiation

frequency of callus

暗培养D ark 600 100. 0 63. 1

散光培养N ature ligh t 680 98. 2 48. 7

2 000 lx 光照 2 000 lx ligh t 500 99. 6 46. 5

2. 2　供试材料的生理状态

由表 2 可以看出, 供试材料的生理状态对愈伤

组织诱导率影响不大, 但通过影响被诱导愈伤组织

的质量而显著影响幼胚愈伤组织再分化频率。在供

试的两个品种中, 大田生长的小麦比温室盆栽小麦

具有更好的生理状态, 其幼胚脱分化和再分化特性

显著高于温室盆栽小麦。小麦主茎穗部的幼胚组织

脱分化和再分化特性显著高于小麦分蘖茎穗部的幼

胚组织。供试两个品种的表现有相同趋势。

表 2　不同生理状态的小麦品种幼胚组织的脱分化和再分化特性

T able 2　D edifferen tia t ion and redifferen tia t ion charecterist ic of w heat imm ature em bryo under differen t cu ltu re condit ion

供试品种
V arieties

栽培条件
Cultu re
condition

幼胚来源
Source of
imm ature
em bryo s

接种幼胚数
N o. of

imm ature
em bryo s
p lan ted

愈伤组织
诱导率ö%
Induction
frequency
of callus

愈伤组织
再分化频率ö%

Redifferen2
t iat ion

frequency
of callus

9848

温室盆栽
Greenhouse

主茎M ain stem 62 100. 0 62. 9

分蘖 T iller 78 99. 7 51. 3

大田 F ield
主茎M ain stem 106 100. 0 84. 0

分蘖 T iller 118 100. 0 76. 3

小偃22
X iaoyan 22

温室盆栽
Greenhouse

主茎M ain stem 52 100. 0 69. 2

分蘖 T iller 30 100. 0 56. 7

大田 F ield
主茎M ain stem 72 100. 0 81. 9

分蘖 T iller 98 100. 0 77. 6

2. 3　供试品种及幼胚发育时期的选择

不同年份 (2002, 2003 年)、不同基因型小麦品

种 (12 个优良品种、系)、不同胚龄幼胚组织的脱分

化和再分化特性研究结果表明, 不同年份、不同基因

型、不同胚龄对小麦幼胚组织的脱分化和再分化特

性都有重要影响。2002 年小麦灌浆期阴雨较多, 胚

发育迟缓, 诱导幼胚组织脱分化和再分化的最适胚

龄为 14～ 18 d; 2003 年小麦灌浆期阳光充足, 胚发

育较快, 诱导幼胚组织脱分化和再分化的最适胚龄

为12～ 16 d。不同基因型最适胚龄有一定的差异, 12

个基因型品种在最适胚龄时的小麦幼胚愈伤组织诱

导率以9848 品系最高, 达84. 0% , 最低为阎良8911,

为39. 8% , 有10 个品种的幼胚愈伤组织再分化频率

达到60. 0% 以上。

2. 4　小麦基因转化中良好受体系统的建立

通过脱分化培养条件的优化、不同基因型品种

幼胚最适时期的选择, 用大田栽培植株主茎穗部的

幼胚组织进行离体培养, 已建立了10 个不同基因型
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品种良好的体细胞受体体系 (图 1～ 3) , 其中有 4 个

品种的胚性细胞系的再生特性已保持1 年以上。

3　讨　论

小麦体细胞胚性无性系在小麦遗传饰变[1, 2 ]及

基因转化[3, 4 ]中具有重要的应用价值, 但这一体系的

建立受诸多因素的影响。激素对小麦体细胞胚性无

性系影响的研究已有大量报道[5, 6 ] , 并已积累了大量

的资料, 但其他因素影响的研究报道不多。本研究结

果表明, 小麦幼胚组织的脱分化条件、供试材料的生

理状态对其脱分化和再分化特性都有重要影响, 暗

培养条件下诱导的小麦幼胚愈伤组织的再分化频率

显著高于自然光和 2 000 lx 光照条件; 大田生长的

小麦比温室盆栽小麦具有更好的生理状态, 其幼胚

脱分化和再分化特性显著高于温室盆栽小麦; 小麦

主茎穗部幼胚组织脱分化和再分化特性显著高于小

麦分蘖茎穗部的幼胚组织。

胚龄大小也是影响小麦幼胚组织脱分化和再分

化的重要因子, 在目前衡量幼胚大小的两个标准中,

以授粉后胚发育天数衡量胚龄大小时若不同年份小

麦胚发育时期气候差异较大, 授粉后胚发育到一定

天数时胚发育的大小不一样, 而以胚的直径衡量胚

龄大小时, 不同基因型品种发育到同一胚龄时其大

小有差异, 这可能使不同条件下按相关指标获得的

胚并不是最佳时期的胚, 而胚龄对小麦幼胚组织脱

分化和再分化影响很大。本研究认为, 同一基因型品

种在不同年份表现在脱分化和再分化特性上的差

异, 及某些品种脱分化和再分化特性差, 部分原因可

能是胚龄大小的把握不够准确。因此, 在小麦体细胞

高频再生体系建立上, 离体培养小麦幼胚胚龄大小

的选择至关重要, 建立更精确的胚龄衡量指标也是

必要的。
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Abstract: Effect of few facto rs on w heat imm atu re em b ryo callu red ifferen t ia t ion ab ility w ere studied.

T he resu lted show ed that the redifferen t ia t ion frequency of w heat imm atu re em b ryo callu s inducted in dark

cu ltu re w as h igher than that of w heat imm atu re em b ryo callu s inducted in natu re ligh t and 2 000 lx ligh t.

T he callu s red ifferen t ia t ion frequency of imm atu re em b ryo s ob ta ined from field w as h igher than that of im 2
m atu re em b ryo s ob ta ined from greenhou se. T he callu s red ifferen t ia t ion frequency of imm atu re em b ryo s ob2
ta ined from m ain stem w as h igher than that of imm atu re em b ryo s ob ta ined from tiller. D ifferen t geno type

variet ies and differen t developm en t stage em b ryo s w ere differen t in the redifferen t ia t ion characterist ic of

imm atu re em b ryo callu s. W heat t ran sgen ic accep to r system has been estab lished u sing op t im izat ion of cu l2
tu re facto r and dedifferen t ia t ion cu ltu re of w heat imm atu re em b ryo.

Key words: w heat; imm atu re em b ryo; red ifferen t ia t ion; accep to r system
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