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小偃 22 幼胚体细胞胚性无性系的诱导
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　　[摘　要 ]　采用田间取样和室内培养的方法, 研究了不同幼胚发育时期、盾片接种方式和状态、4 ℃预处理时

间对小偃 22 幼胚体细胞胚性无性系诱导的影响。结果表明: (1)小偃 22 未成熟种子长度占颖壳长度比例为 60%～

80% 时, 幼胚处于半透明向淡黄色过渡状态, 其愈伤组织诱导率达到 95% 以上, 胚性愈伤组织诱导率达到46. 1%～

49. 4% , 此时是幼胚最佳培养时期。(2)未成熟籽粒在 4 ℃冰箱保湿保存 3 d 内可陆续接种, 幼胚愈伤组织诱导率在

95% 以上, 胚性愈伤组织发生率达到 34%～ 50% , 接种时应使盾片向上并保持完整状态。
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　　小麦是世界上种植面积最大的粮食作物, 选育

高产、优质、抗逆性强的小麦品种对小麦生产具有重

要意义, 而外源优良基因的导入是获得优质小麦品

种的重要途径。小麦幼胚体细胞胚性无性系, 在小麦

的遗传饰变[122 ]和品种改良中[3 ]具有重要应用价值。

通过幼胚建立体细胞胚性无性系已有很多报

道[1, 427 ] , 但建立不依赖基因型的小麦体细胞胚性无

性系技术体系还需要进一步深入研究。因此, 以栽培

品种为基础建立和优化再生系统、提高植株再生频

率, 是小麦分子育种中一个亟待解决的重要课题。

小偃 22 是利用小麦与长穗偃麦草杂交和回交

选育而成的, 具有高产、稳产、优质、综合抗逆性强等

优良农艺性状, 是陕西省小麦第 6 次更新换代的骨

干品种, 符合小麦转基因受体的首要条件。有关激

素、胚龄等因素对小偃 22 幼胚体细胞胚性无性系的

影响已有报道[829 ]。本试验以小偃 22 为材料, 研究了

不同幼胚发育时期、盾片接种方式和状态、4 ℃预处

理时间对幼胚体细胞胚性无性系诱导的影响, 为建

立以栽培品种小偃 22 为基础的幼胚高效再生体系

奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料与培养基

1. 1. 1　供试材料　小偃 22 幼胚, 采自陕西杨凌西

北农林科技大学农学院小麦所试验田。

1. 1. 2　培养基及培养条件　愈伤组织诱导及继代

培养基:M S+ 2, 42D 2. 0 m göL + KT 0. 2 m göL + 蔗

糖 30 göL + 琼脂 4. 0 göL , pH 5. 8。所有培养基在

121 ℃高压灭菌 20 m in, 培养温度 25～ 27 ℃, 暗培

养, 每隔 20 d 转接培养 1 次。

1. 2　方　法

1. 2. 1　材料选取与消毒　从小偃 22 开花的第 1 天

起挂牌, 开花 10 d 后, 剪取发育程度不同的麦穗置

于 4 ℃冰箱内保存。接种时将麦穗取出, 剥出未成熟

籽粒, 在无菌条件下用体积分数 70% 乙醇浸泡 1

m in, 体积分数 0. 1% 升汞 (H gC l2) 消毒 8 m in, 无菌

水冲洗 3～ 4 遍, 于超净台上用解剖刀挑取不同处理

幼胚, 以不同方式接种于诱导培养基上。每处理接种

10 瓶, 每瓶 10 枚。

1. 2. 2　试验处理　 (1) 不同幼胚发育时期对小偃 22

幼胚培养特性的影响。根据未成熟种子长度占颖壳长

度的比例, 选取所占比例分别为 50%～ 60% , 60%～

70% , 70%～ 80% , 80%～ 90% 和 100% 5 种不同发

育时期的未成熟种子, 剥取幼胚进行接种处理。

(2) 不同盾片接种方式和状态对小偃 22 幼胚培

养特性的影响。按照盾片向上、向下放置方式和完

整、破裂接种状态设 4 个处理, 分别选取未成熟种子

长度占颖壳长度比例为 60%～ 80% 的幼胚进行接

种。

(3) 4 ℃预处理时间对小偃 22 幼胚培养特性的
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影响。从麦穗上剥下小偃 22 的未成熟种子, 用保鲜

膜包裹后置于 4 ℃冰箱, 分别保存 0, 1, 2, 3, 5, 7,

14, 20 d 后, 再剥取幼胚接入愈伤组织诱导培养基

中培养。

1. 3　数据统计

从幼胚接种第 2 天起逐日统计产生愈伤组织

数、胚性愈伤组织数、愈伤组织数、发芽胚数、接种幼

胚数, 计算愈伤组织诱导率、胚性愈伤组织诱导率和

胚芽率。

愈伤组织诱导率ö% = 产生愈伤组织数ö接种幼

胚数×100% ;

胚性愈伤组织诱导率ö% = 胚性愈伤组织数ö愈
伤组织数×100% ;

胚芽率ö% = 发芽胚数ö接种幼胚数×100%。

2　结果与分析

2. 1　不同幼胚发育时期对小偃 22 幼胚培养特性的

影响

不同胚发育时期对小偃 22 幼胚培养特性的影

响结果见表 1。
表 1　不同幼胚发育时期对小偃 22 幼胚培养特性的影响

T able 1　A ge effect of imm ature em bryo s on the som aclone s induction in X iaoyan 22

未成熟种子外观形态
Young seed fo rm

幼胚发育状态
Imm atured em bryo grow th state

种子长度占颖壳
长度比例ö%
Seed lengthö
grain husk

颜色
Co lo r

绒毛
Dow n

幼胚长度ömm
L ength

颜色质地
Q uality

愈伤组织
诱导率ö%
F requency
of callus
induction

胚性愈伤组织
诱导率ö%
F requency

of em bryon ic
callus

induction

50～ 60 白色
W h ite

无
N o dow n

0. 2～ 0. 5 透明
T ransparen t

68. 7 55. 8

60～ 70 嫩绿色
L igh t green

多
L o ts of dow n

0. 5～ 0. 8 半透明
T ranslucen t

95. 6 49. 4

70～ 80 嫩绿色
L igh t green

多
L o ts of dow n

0. 8～ 1. 0 淡黄色
L igh t yellow

100 46. 1

80～ 90 绿色
Green

较少
A litt le

1. 0～ 1. 5 乳白色
M ilky w h ite

100 36. 5

100 绿色
Green

无
N o dow n

1. 5～ 2. 0 白色
W h ite

100 12. 7

　　由表 1 可以看出, 当未成熟种子长度占颖壳长

度比例高于 80% 时, 幼胚处于乳白色或白色状态,

长度超过 1. 0 mm , 愈伤组织诱导率达到 100% , 但

胚性愈伤组织诱导率低于 36. 5% ; 未成熟种子长度

占颖壳长度比例为 60%～ 80% 时, 幼胚处于半透明

或淡黄色状态, 长度为 0. 5～ 1. 0 mm , 愈伤组织诱

导率达到 95. 6%～ 100% , 胚性愈伤组织诱导率较

高, 达到 46. 1%～ 49. 4% ; 未成熟种子长度占颖壳

长度比例低于 60% 时, 幼胚处于无色透明状态, 长

度为 0. 2～ 0. 5 mm , 胚性愈伤组织诱导率较高, 达

到 55. 8% , 但愈伤组织诱导率较低, 仅为 68. 7% , 幼

胚也很难挑出, 无菌操作困难。因此, 在幼胚体细胞

胚性无性系培养时, 以选择未成熟种子长度占颖壳长

度比例为 60%～ 80% , 长度为 0. 5～ 1. 0 mm , 色泽处

于由半透明向淡黄色过渡状态的幼胚接种, 能诱导出

较好的愈伤组织。在陕西杨凌地区 14 d 胚龄的小偃

22 幼胚基本符合这些特征, 是最佳的培养时期。

2. 2　不同盾片接种方式和状态对小偃 22 幼胚培养

特性的影响

小偃 22 幼胚盾片向上、向下接种方式及盾片完

整与破裂接种状态对幼胚培养特性的影响见表 2。

表 2　盾片接种方式和状态对小偃 22 幼胚培养特性的影响

T able 2　Effects of inocu lat ion m ethod on the som aclones induction in X iaoyan 22

盾片接种方式
Inocu lation
m ethod of

scu tella

盾片状态
Scu tella

state

愈伤组织诱导率ö%
F requency of

callus
induction

胚性愈伤组织诱导率ö%
F requency of

em bryon ic callus
induction

胚芽率ö%
F requency of

em bryo
germ ination

向上
Scu tella up

完整 Full scu tella 100 48. 1 11. 5

破裂B roken cu tella 100 28. 7 24. 3

向下
Scu tella dow n

完整 Full scu tella 100 12. 6 41. 2

破裂B roken cu tella 100 9. 8 57. 6

　　表 2 表明, 在不同接种方式和不同盾片状态下,

愈伤组织诱导率一致, 均达到 100% , 但胚性愈伤组

织诱导率和胚芽率有较大差异。接种方式相同情况

下, 完整盾片的胚性愈伤组织诱导率高于破裂盾片,
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其胚芽率低于破裂盾片; 无论盾片是完整还是破裂

状态, 盾片向下接种易诱导幼胚萌发出芽, 而盾片向

上接种的胚性愈伤组织诱导率较高。表明在小麦幼

胚接种时, 在培养基上盾片应向上接种, 并且注意不

要用解剖刀将盾片挑破, 保证盾片的完整状态。

2. 3　4℃预处理时间对小偃 22 幼胚培养特性的影响

由表 3 可以看出, 经过 1～ 3 d 的 4 ℃低温处

理, 幼胚愈伤组织诱导率在 95% 以上, 胚性愈伤组

织诱导率达到 34%～ 50% , 均高于未经过低温处理

(CK)的幼胚材料; 4 ℃低温处理 5 d 后, 幼胚愈伤组

织诱导率低于 74% , 胚性愈伤组织诱导率低于

22%。因此, 用 4 ℃冰箱保存幼胚材料的时间不宜过

长, 以 3 d 内接入诱导培养基培养为宜。

表 3　4 ℃预处理时间对小偃 22 幼胚培养特性的影响

T able 3　Effects of treatm ent t im e at 4 ℃ on the som aclones induction in X iaoyan 22

处理时间öd
T reatm en t

tim e

愈伤组织诱导率ö%
F requency of

callus
induction

胚性愈伤组织
诱导率ö%

F requency of
em bryon ic

callus
induction

处理时间öd
T reatm en t

tim e

愈伤组织诱导率ö%
F requency of

callus
induction

胚性愈伤组织
诱导率ö%

F requency of
em bryon ic

callus
induction

0 (CK) 90 31 5 74 22
1 100 50 7 63 12
2 100 48 14 13 3. 7
3 95 34 20 2. 7 0

3　讨　论

外植体生理状态对愈伤组织质量的影响接近于

基因型[10 ]。未成熟胚的生理状态与胚龄有关, 胚龄

合适时形成愈伤组织速度快、质量高。多数研究者以

小麦开花后 10～ 18 d 或直径 1～ 1. 5 mm 的胚作为

取材的衡量指标[9, 11 ] , 这种做法较为粗放, 不能把握

最佳的取材时机。本试验经过观察比较认为, 仅用时

间和体积作为取材指标不够全面, 而结合未成熟籽

粒的外部形态判断更加实用。本研究结果表明, 对小

偃 22 而言, 未成熟种子长度占颖壳长度比例为

60%～ 80% 时, 其幼胚正处于“半透明向淡黄色过

渡”状态, 是最佳的培养时期, 本试验结果可准确判

断和节省幼胚选取时间。

在取材过程中, 由于幼胚处于半透明至淡黄色

阶段的时间较短, 使接种前的取材时间非常集中, 接

种压力较大, 容易造成鲜嫩幼胚失水老化而浪费材

料。本试验结果表明, 幼穗选取后, 剥取未成熟籽粒,

在 4 ℃冰箱低温保湿保存, 3 d 内陆续接种, 幼胚愈

伤组织诱导率在 95% 以上, 胚性愈伤组织诱导率为

34%～ 50% , 可满足幼胚培养的要求, 大大缓解了接

种压力。

在接种方式方面, 盾片向上或向下接种方式对

幼胚培养特性影响的研究较多, 有学者[4, 7 ]认为, 盾

片向上接种有利于胚性愈伤组织的诱导, 本试验结

果与此一致; 而盾片完整或破裂状态对幼胚培养特

性影响的研究还未见报道, 本试验结果表明, 接种破

裂状态的盾片不影响幼胚愈伤组织诱导率, 但降低

了胚性愈伤组织诱导率, 增加了胚芽率。所以, 接种

时应使盾片向上并保持完整状态。
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D evelopm en t of the p ressu re regu la to r fo r la rge flow
in low er2p ressu re drip irr iga t ion system
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(N orthw est A & F U niversity , Institu te of S oil and W ater Conserva tion Ch inese A cad emy of S ciences and W ater R esou rces M in istry ,

N ationa l E ng ineering R esearch Cen ter f or W ater2sav ing I rrig a tion a t Y ang ling , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he low er2p ressu re drip irriga t ion system is sen sit ive to p ressu re, yet the ex ist ing p ressu re

regu la to rs donπt f it in w ith the system. In th is paper, the au tho r d iscu sses the st ructu re of p ressu re regu la2
to r w ith doub le flow channel and the data show that the device st ructu re and the sp ring diam eter are mo re

impo rtan t to keep the p ressu re stab le than the o ther facto rs w hen the set t ing in let p ressu re is the 0. 05-

0. 35 M Pa, and ou t let p ressu re is 0. 1 M Pa. W ith the sp ring diam eter 1. 5 mm and the sp ring length 80 mm

and the in terspaces are 10 mm. T he p ressu re regu la t ing perfo rm ance of the doub le flow channel device is

bet ter, the test in let2p ressu re is 0. 049 - 0. 32 M Pa, ou t let2p ressu re 0. 045 - 0. 144 M Pa, and the flow s

3. 4- 6. 6 m 3öh.

Key words: low er2p ressu re drip irriga t ion system ; p ressu re regu la to r; p ressu re regu la t ing perfo rm ance;

irriga t ion techno logy
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Em b ryogen ic som aclones induct ion derived from imm atu re em b ryo s in X iaoyan 22
L I J ing-q i1,W ANG Cheng- she2

(1 D ep artm en t of L if e S ciences, S haanx i Institu te of E d uca tion, X iπan, S haanx i 710061, Ch ina;

2 Colleg e of A g ronomy , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: A s an experim en t m ateria l, X iaoyan 22 w as taken from field and cu ltu red in the greenhou se

to study inocu la t ion m ethods and scu tella sta te of X iaoyan 22 imm atu red em b ryo s of d ifferen t em b ryo sizes

a t 4 ℃ t rea tm en t t im e. T he resu lts show ed: (1) W hen young seed lengthögrain hu sk w as from 60 percen t

to 80 percen t, the imm atu red em b ryo w as in a period of t ran sit ion from sem i2t ran sparen t to ligh t yellow.

T he frequency of callu s induct ion w as above 95. 6 percen t. T he frequency of em b ryon ic callu s induct ion w as

from 46. 1 percen t to 49. 4 percen t. T he phase is ju st the t im e to cu ltu re imm atu re em b ryo s. (2) Young

seeds w ere p reserved at 4 ℃ refrigera to r w ith p last ic f ilm and inocu la ted w ith in th ree days fo r a llevia t ing

the induct ion ten sion. T he frequency of callu s induct ion of imm atu re em b ryo s w as above 95 percen t. T he

frequency of em b ryon ic induct ion w as from 34 percen t to 50 percen t. w hen the scu tellas w ere inocu la ted on

the cu ltu re m edium , they w ere m ain ta ined up and fu ll.

Key words: w heat (T riticum aestivum L. ) ; X iaoyan 22; imm atu re em b ryo cu ltu re; em b ryogen ic so2
m aclone; scu tellas
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