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　　[摘　要 ]　以小麦品种 (系) 千斤早和 9848 的幼胚组织为材料, 研究了 Cu2+ 对小麦幼胚组织脱分化和再分化

特性的影响。结果表明, 诱导培养基中的Cu2+ 对小麦幼胚愈伤组织的形成无显著影响, 但可显著提高被诱导愈伤组

织的再分化能力。在供试Cu2+ 浓度范围内, 千斤早的愈伤组织再分化率比对照提高了 37. 9%～ 72. 4% , 9848 比对

照提高了 8. 2%～ 21. 2%。分化培养基中的Cu2+ 对小麦幼胚愈伤组织再分化的影响表现出低浓度促进、高浓度抑

制的效应, 对愈伤组织再分化的最佳正向效应浓度千斤早为 1. 0 Λmo löL , 比对照提高 101. 4% ; 9848 为 1. 0～ 5. 0

Λmo löL , 分别比对照提高 102. 5%～ 116. 6% ; Cu2+ 对小麦幼胚愈伤组织再分化的影响远高于对幼胚组织脱分化的

影响。
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　　小麦是世界上种植面积最大, 总产量最高, 贸易

量最大, 加工制品最为丰富的粮食作物。在我国, 小

麦是最重要的粮食作物之一, 其生产状况直接关系

到国计民生。在小麦生产中应用广适、多抗、优质、高

产品种是稳定和提高小麦产量的重要措施。近年来,

随着细胞工程[1, 2 ]、基因工程[3, 4 ]等育种技术的建立

和发展, 为小麦品种改良提供了新的途径并取得了

一些重要进展。在这些新技术的应用上, 作为重要的

遗传饰变系统和基因工程受体系统, 离体培养小麦

细胞的再生能力差已成为影响新技术在品种改良中

应用的“瓶颈”。因此, 进一步探索影响离体培养小麦

细胞分化的因素及大幅度提高其分化频率, 仍然是

目前小麦细胞工程、基因工程育种研究的重要内容。

Cu2+ 是植物生活细胞中重要的元素之一, 据报

道[5, 6 ] , Cu2+ 具有显著提高水稻愈伤组织增殖和愈

伤组织分化的特性。本研究在小麦离体培养的培养

基中加入适量 Cu2+ , 研究了 Cu2+ 对小麦幼胚组织

脱分化和再分化特性的影响, 旨在探索Cu2+ 在小麦

离体培养中的作用, 大幅度提高小麦品种幼胚组织

脱分化和再分化效率, 为小麦基因转化中高频率再

生受体系统的建立奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　供试材料为西北农林科技大学农学院细胞工程

实验室田间种植的小麦品种千斤早和小麦新品系

9848。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　材料消毒与处理　剪取田间种植的胚龄为

14 d 的小麦品种千斤早和小麦新品系 9848 的穗置

于 4 ℃冰箱内保存。接种时将麦穗取出, 剥出籽粒,

在无菌条件下用体积分数 75% 的乙醇消毒 30 s, 体

积分数 0. 1% 升汞 (H gC l2)消毒 10 m in, 无菌水冲洗

4 次, 然后剥出幼胚接种于诱导培养基上。

1. 2. 2　培养基与培养条件　小麦幼胚愈伤组织诱

导培养基为 M S + 2, 42D 2. 0 m göL + KT 0. 5

m göL + Su 30 mL öL + A g 5. 5 mL öL。为了研究

Cu2+ 对小麦幼胚愈伤组织诱导的影响, 使用了附加

不同浓度 Cu2+ 的诱导培养基, 以不附加 Cu2+ 的诱

导培养基为对照。将在无菌条件下剥离的幼胚组织

接种到含不同浓度Cu2+ 的小麦幼胚愈伤组织诱导

培养基上, 每处理接 5 瓶, 每瓶 16～ 20 枚。接种后的

培养瓶于散光光照、(25±3) ℃条件下培养。 15 d
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后, 统计出愈率 (出愈率= 出愈伤组织的幼胚数ö接
种的幼胚数) , 然后将愈伤组织转移到不含Cu2+ 的

分化培养基上。分化培养基为 M S + KT 0. 5

m göL + Su 25 mL öL + A g 5. 5 mL öL。每处理 5 瓶,

每瓶6～ 10 块。将转分化培养的培养瓶置 2 000～

3 000 lx 光照、(25±3) ℃条件下培养。16 d 后, 统

计分析愈伤组织分化率 (分化率= 分化出苗的愈伤

组织数ö转分化的愈伤组织)。

研究Cu2+ 对小麦幼胚愈伤组织分化的影响时,

首先按常规方法接种幼胚于小麦幼胚愈伤组织诱导

培养基中, 15 d 后将诱导出的愈伤组织转入到附加

不同浓度Cu2+ 的愈伤组织分化培养基中, 以不附加

Cu2+ 的分化培养基为对照, 16 d 后统计分析愈伤组

织分化率。

2　结果与分析

2. 1　诱导培养基中的Cu2+ 浓度对小麦幼胚愈伤组

织诱导的影响

诱导培养基中Cu2+ 含量对小麦幼胚愈伤组织

诱导的影响结果见表 1。由表 1 可知, Cu2+ 对小麦幼

胚愈伤组织的诱导出愈率影响较小。千斤早除个别

幼胚死亡外, 出愈率在 90. 2%～ 100. 0% ; 9848 除

Cu2+ 浓度为 5. 0 Λmo löL , 由于幼胚成苗影响了愈伤

组织的形成, 在其他浓度下的出愈率基本相近。

表 1　诱导培养基中的Cu2+ 对小麦幼胚愈伤组织诱导的影响

T able 1　Effect of copper in induction m edium on fo rm ation of w heat imm ature em bryo calli

品种
V arieties

诱导培养基中
Cu2+ 浓度ö(Λmo l·L - 1)

Concen tration of
copper in

induction m edium

接种幼胚数
N o. of imm ature

em bryo s
p lan ted

产生愈伤组织数
N o. of imm ature

em bryo s
giving calli

出愈率ö%
Induction
frequency

of calli

千斤早
Q ian jinzao

0. 0 (CK) 100 100 100. 0

1. 0 80 80 100. 0

10. 0 79 78 98. 7

30. 0 102 92 90. 2

50. 0 75 68 90. 7

120. 0 99 99 100. 0

9848

0. 0 (CK) 104 99 95. 2

1. 0 120 120 100. 0

5. 0 104 76 73. 1

30. 0 111 110 99. 1

50. 0 119 117 98. 3

120. 0 100 100 100. 0

2. 2　诱导培养基中Cu2+ 浓度对幼胚愈伤组织再分

化的影响

将从含不同浓度Cu2+ 的诱导培养基上得到的

愈伤组织, 转入到不含Cu2+ 的分化培养基上, 研究

诱导培养基中 Cu2+ 浓度对小麦幼胚愈伤组织再分

化的影响。结果 (表 2)表明, 诱导培养基中添加Cu2+

可以使愈伤组织的再分化能力显著提高。在供试浓

度范围内, 小麦幼胚愈伤组织的再分化频率随着

Cu2+ 浓度的提高先上升后下降, 但均为正向效应;

Cu2+ 对 2 个供试品种 (系) 的再分化频率影响存在

差异, 千斤早比对照提高了 37. 9%～ 72. 4% , 9848

比对照提高了 8. 2%～ 21. 2%。

2. 3　分化培养基中Cu2+ 浓度对小麦幼胚愈伤组织

再分化的影响

分化培养基中的Cu2+ 浓度对小麦幼胚愈伤组

织再分化的影响结果 (表 3) 表明, 分化培养基中

Cu2+ 对小麦幼胚愈伤组织的再分化作用明显。Cu2+

对 2 个供试品种 (系)幼胚愈伤组织的再分化均表现

为低浓度促进和高浓度抑制作用。千斤早在Cu2+ 浓

度为 0. 1～ 5. 0 Λmo löL 时, 再分化率比对照提高了

71. 4%～ 101. 4% ; 在 10. 0～ 120. 0 Λmo löL 时, 再分

化率比对照降低了 23. 6%～ 72. 1% , 并随着Cu2+ 浓

度的提高, 降低幅度逐渐加大。9848 在Cu2+ 浓度为

0. 1～ 10. 0 Λmo löL 时, 再分化率比对照提高了

15. 9%～ 116. 6% ; 在 30. 0～ 120. 0 Λmo löL 时, 再分

化率比对照降低了 10. 8%～ 61. 8% , 并随着浓度的

提高, 降低幅度逐渐加大。Cu2+ 浓度对 2 个供试品

种幼胚愈伤组织再分化的影响有相同的趋势, 即在

低浓度时, 正向效应非常显著。
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表 2　诱导培养基中Cu2+ 对小麦幼胚愈伤组织再分化的影响

F ig. 2　Effect of copper in induction m edium on regenerat ion of w heat imm ature em bryo calli

品种
V arieties

诱导培养基中
Cu2+ 浓度ö

(Λmo l·L - 1)
Concen tration of

copper in
induction
m edium

转分化的
愈伤组织数
N o. of calli
transfered to
regeneration

m edium

再分化
愈伤组织数
N o. of calli
regenerating

再分化率ö%
Regeneration

frequency
of calli

较对照提高
比率ö%
Increased

rate

千斤早
Q ian jinzao

0. 0 (CK) 52 3 5. 8

1. 0 34 3 8. 8 51. 7

5. 0 40 4 10. 0 72. 4

10. 0 49 4 8. 2 41. 4

30. 0 50 4 8. 0 37. 9

9848

0. 0 (CK) 39 9 23. 1

1. 0 20 5 25. 0 8. 2

5. 0 50 14 28. 0 21. 2

10. 0 41 11 26. 8 16. 0

30. 0 20 5 25. 0 8. 2

表 3　分化培养基中Cu2+ 对小麦幼胚愈伤组织再分化的影响

F ig. 3　Effect of copper in regenerat ion m edium on regenerat ion of w heat juven ile em bryo calli

品种
V arieties

分化培养基中
Cu2+ 浓度ö

(Λmo l·L - 1)
Concen tration of

copper in
regeneration

m edium

转分化的
愈伤组织数
N o. of calli
transfered to
regeneration

m edium

再分化
愈伤组织数
N o. of calli
regenerating

再分化率ö%
Regeneration

frequency
of calli

较对照提高
比率ö%
Increased

rate

千斤早
Q ian jinzao

0. 0 (CK) 50 7 14. 0

0. 1 50 12 24. 0 71. 4

1. 0 39 11 28. 2 101. 4

5. 0 31 8 25. 8 84. 3

10. 0 28 3 10. 7 - 23. 6

30. 0 28 2 7. 1 - 49. 3

120. 0 51 2 3. 9 - 72. 1

9848

0. 0 (CK) 51 8 15. 7

0. 1 44 8 18. 2 15. 9

1. 0 44 14 31. 8 102. 5

5. 0 50 17 34. 0 116. 6

10. 0 50 13 26. 0 65. 6

30. 0 50 7 14. 0 - 10. 8

120. 0 50 3 6. 0 - 61. 8

3　结论与讨论

Cu2+ 是植物体内一些重要酶类 (多酚氧化酶、

抗坏血酸氧化酶、酪氨酸酶等) 的成分, 与植物体内

的氧化还原过程及氮素代谢等重要的生理生化代谢

活动有关, 也是植物生长发育所必需的元素。植物体

内 Cu2+ 浓度的变化会对其生理生化代谢活动产生

影响, 从而改变植物体的发育过程。 Pu rnhau ser

等[7 ]首先注意到植物组织离体培养条件下, 培养基

中较高浓度的Cu2+ 可以提高大麦、小麦、小黑麦、烟

草等作物的某些愈伤组织的再分化能力; YAN G

Yue2sheng [5, 6 ]证实, Cu2+ 具有显著提高水稻愈伤组

织增殖和愈伤组织再分化的特性。本研究表明, 在小

麦幼胚组织培养中, 提高诱导培养基中的Cu2+ 浓

度, 对小麦胚愈伤组织的形成无显著影响, 但可显著

提高被诱导愈伤组织的再分化能力。

本研究首次证实, 诱导培养基和分化培养基中

的 Cu2+ , 对小麦幼胚愈伤组织分化的影响是不同

的, 诱导培养基中 Cu2+ 浓度为 0. 1～ 30. 0 Λmo löL
时, 对小麦幼胚愈伤组织的分化均具有正向效应, 提

高 2 种基因型愈伤组织分化的最佳Cu2+ 浓度千斤

早为 1. 0～ 5. 0 Λmo löL , 分别比对照提高 51. 7%～

72. 4% ; 9848 为 5. 0～ 10. 0 Λmo löL , 分别比对照提

高 16. 0%～ 21. 2%。分化培养基中的Cu2+ 在低浓度
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条件下, 对小麦幼胚愈伤组织的分化均具有正向效

应; 随着诱导培养基中Cu2+ 浓度的提高, 千斤早在

高于 5. 0 Λmo löL , 9848 在高于 10. 0 Λmo löL 时, 均

表现出显著的负效应; 分化培养基中的Cu2+ 对小麦

幼胚愈伤组织分化的正、负效应在不同浓度间差异

较大, 效应显著。分化培养基中的Cu2+ 对愈伤组织

分化的最佳正向效应浓度千斤早为 1. 0 Λmo löL , 比

对照提高 101. 4% ; 9848 为 1. 0～ 5. 0 Λmo löL , 分别

比对照提高 102. 5%～ 116. 6%。说明Cu2+ 对小麦幼

胚愈伤组织的脱分化和再分化均有重要影响, 但对

再分化效应的影响远高于对幼胚组织脱分化的影

响。

研究同时证实, Cu2+ 对小麦幼胚组织分化和再

分化特性的影响还表现出基因型之间的差异, Cu2+

对千斤早幼胚组织脱分化特性的影响比对 9848 的

影响大, 对千斤早愈伤组织再分化特性的影响比对

9848 的小。但 Cu2+ 浓度对不同基因型小麦幼胚组

织脱分化和再分化特性影响的总趋势是一致的。

综合分析证明, Cu2+ 在小麦幼胚组织脱分化和

再分化中作用显著, 适当应用, 能大幅度提高小麦幼

胚愈伤组织的再分化率, 是建立小麦高效基因工程

受体系统的重要因子之一。

[参考文献 ]
[ 1 ]　陆维忠, 程顺和. 细胞工程在小麦抗赤霉育种中的利用[J ]. 江苏农业学报, 1998, 14 (1) : 9- 14.

[ 2 ]　陈耀锋, 韩德俊, 李春莲. 普通小麦抗赤霉细胞工程育种研究 É : 抗镰刀菌毒素细胞变异系的分离[J ]. 农业生物技术学报, 1998, 6 (3) :

217- 222.

[ 3 ]　Barro F, Rooke L , Bekes F, et al. T ransfo rm ation of w heat w ith h igh t mo lecu lar w eigh t subun it genes resu lts in imp roved functional p rop2

erties[J ]. N atu re B io techno logy, 1997, 15: 1295- 1299.

[ 4 ]　A ltpeter F, V asil V , Srivastava V , et al. A ccelerated p roduction of transgen ic w heat p lan ts[J ]. P lan t Cell Repo rts, 1996, 16: 12- 17.

[ 5 ]　YAN G Yue2sheng. Copper enhances p lan t regeneration in callus cu ltu re of rice[J ]. Ch inese J R ice Sci, 1999, 13 (4) : 95- 98.

[ 6 ]　YAN G Yue2sheng. A further study on the effects of copper in rice callus cu lau te[J ]. Ch inese J R ice Sci, 1999, 13 (4) : 245- 247.

[ 7 ]　Purnhauser L , Gyulai G. Effect of copper on shoo t and roo t regeneration in w heat, trit icale, rape and tobacco tissue cu ltu re[J ]. P lan t Cell

T issue O rgan Cultu re, 1993, 35: 131- 139.

Effect of copper on ded ifferen t ion and h igh frequency regenera t ion of

imm atu re em b ryo s in w hea t (T riticum aestivum L. )

CHEN Yao-feng1,W ANG L i-m in 1,D ING Y un - j iao2,L I Chun - l ian 1, GUO Y ue-x ia1,

HAN D e- jun 1, REN Hui- l i1, GUO D ong-we i1, X IYa- jun 1

(1 Colleg e of A g ronomy ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 S haanx i P arty S chool of CCP , X iπan, S haanx i 710000, Ch ina)

Abstract: D ifferen t ia t ion and redifferen ia ton characterist ics of w heat imm atu re em b ryo s w ere studied

u sing m edia con ta in ing copper. T he resu lts show ed that the copper supp lem en ted in the induct ion m edium

p romo ted w heat imm atu re em b ryo callu s d ifferen t ia t ion sign if ican t ly. T he regenera t ion frequency of Q ian2
jinzao callu s from the induct ion m edium supp lem en ted w ith 1. 0- 30. 0 Λmo löL copper w as 37. 9% - 72. 4%

h igher than that of con tro l and that of 9848 w as 8. 2% - 21. 2% h igher than that of con tro l. O n the o ther

hand, the copper supp lem en ted in the differen t ia t ion m edium p romo ted w heat imm atu re em b ryo callu s d if2
feren t ia t ion in low er concen tra t ion and inh ib ited w heat imm atu re em b ryo callu s d ifferen t ia t ion in h igher

concen tra t ion sign if ican t ly. U sing the mo st su itab le concen tra t ion of copper cou ld increased the eff iciency of

w heat imm atu re em b ryo callu s d ifferen t ia t ion sign if ican t ly. It w as found that the regenera t ion frequency of

Q ian jinzao callu s from the regenera t ion m edium supp lem en ted w ith 1. 0 Λmo löL copper w as 101. 4% h igher

than con tro l and regenera t ion frequency of 9848 callu s from the regenera ted m edium supp lem en ted w ith

1. 0- 5. 0 Λmo löL copper w as 102. 5% - 116. 6% h igher than con tro l.

Key words: w heat imm atu re em b ryo; copper; ca lli induct ion; regenera t ion frequency
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