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温度在２０℃时最适合木薯胚性愈伤组织保存的结论。蔗糖
是影响木薯胚性愈伤组织生长的关键因素，提高蔗糖浓度可

增加培养基的渗透压，使愈伤组织对水分和养分的吸收受阻，

从而延缓离体保存材料的生长速度，但在保存后期却能加剧

愈伤组织的褐变，不利于愈伤组织稳定保存，因此在保存过程

中不宜采用增加蔗糖浓度的方法。本试验结果表明，蔗糖浓

度在３０ｇ／Ｌ时有利于木薯胚性愈伤组织的保存。
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旱稻成熟胚愈伤组织诱导的影响因素
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（河北科技大学生物科学与工程学院，河北石家庄０５００１８）

　　摘要：以旱稻品种鲲旱１号的种子为材料，研究了不同培养基成分及不同浓度的激素对愈伤组织诱导效率的影
响。结果表明，ＮＢ培养基较ＭＳ培养基更加有利于旱稻愈伤组织的诱导和继代培养；当２，４－Ｄ浓度为２ｍｇ／Ｌ时的
愈伤组织出愈率最高；添加脯氨酸不利于鲲旱１号愈伤组织的形成和生长；选用麦芽糖作为碳源可明显提高愈伤组织
的诱导率。
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　　旱稻是适于在旱地种植的栽培稻，属于水稻的变异型，栽
培历史悠久，可追溯至数千年前，目前在世界范围内种植面积

大约占到稻米总种植面积的１２％。旱稻具有耐瘠、耐旱、适
应性广的特点，在目前我国水资源短缺及耕地面积不断减少

的严峻形势下具有明显的发展优势。干旱缺水已成为制约我

国粮食生产的关键性因素［１］，我国人均占有水资源量只有世

界人均占有量的四分之一。水稻作为我国重要的粮食作物，

其用水量巨大，加之现有选育和推广的栽培稻品种普遍存在

不抗旱的不足，因而水资源短缺已经成为严重影响水稻产量

的原因之一。在此形势之下，加快选育旱稻新品种，能够节约

大量农业用水，扩大稻谷种植面积，增加粮食产出渠道，提高

农业生产的经济效益［２］。大力发展旱稻品种选育，获得抗

逆、优质、高产的旱稻品种，既可以克服干旱对农业生产的危

害，又为培育优质的稻类新品种提供重要的基础。通过基因

工程的方法对其进行改良是目前的研究热点［３－８］。胚性愈伤

组织作为遗传转化体系的最常用受体材料，其诱导条件成为

稻类组织培养研究的重要方面。本研究以粳水稻、粳旱稻、爪

哇稻进行三交杂交育种得到的耐旱高产的粳旱稻品种———鲲

旱１号的成熟种子作为材料，研究在不同培养基成分及不同
外源激素浓度配比情况下，旱稻愈伤组织的生长状态及诱导

效率的差异，以期获得大量适于遗传转化的优质愈伤组织，并

为进一步建立稳定高效的旱稻转化体系奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
旱稻品种鲲旱１号（由河北鲲鹏种业提供）的成熟种子

作为愈伤组织诱导的材料。
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１．２　方法
１．２．１　愈伤组织诱导培养基配制　愈伤组织的诱导培养基
以ＮＢ培养基（Ｎ６大量元素、Ｂ５微量元素、有机元素、铁盐）
和ＭＳ培养基作为基本培养基，再添加一定浓度的激素及适
量谷氨酰胺、水解酪蛋白、脯氨酸和蔗糖或麦芽糖等成分。将

培养基的ｐＨ值调至５．８，灭菌后倒入无菌培养皿，待凝固后
备用。

１．２．２　种子灭菌　选取适量籽粒饱满、干净无霉变的旱稻种
子，脱去颖壳，放置在干净离心管中，先用清水洗２遍，随后在
超净台上操作，加入适量７５％的乙醇振荡消毒１ｍｉｎ，然后弃
去液体，再加入有效氯浓度为５％的次氯酸钠溶液和几滴吐
温２０，灭菌２次，每次２０ｍｉｎ，期间不断剧烈振荡，随后弃去
液体，用无菌水清洗５～６次，转入无菌的三角瓶中浸泡２０～
３０ｍｉｎ，再用无菌水清洗３～５次，将种子捞出，置于放有无菌
滤纸的培养皿中吸干水分。

１．２．３　愈伤组织的诱导及继代　待种子基本干燥之后，用灭
菌的小勺或镊子将种子均匀分布在不同成分的诱导培养基

上，每一个培养皿放置１５～２０粒，用封口膜将培养皿封好，置
于２８℃培养箱中暗培养。培养３～４ｄ后种子变得松软，可
见愈伤组织明显形成，此时可将胚乳部分切去。待培养至

７～１０ｄ时，愈伤组织长至绿豆粒大小，此时将长出的芽切
去，再继续培养至３０ｄ左右。
１．２．４　试验结果分析统计　接种后每隔３～４ｄ观察 １次，
如有污染的种子及时清除。培养３０ｄ后统计出愈率：出愈
率＝（产生愈伤组织的种子粒数／接种的种子粒数）×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同培养基成分对旱稻愈伤组织诱导效率的影响
旱稻品种鲲旱１号愈伤组织的诱导培养分别采用ＮＢ和

ＭＳ培养基作为基础，采用麦芽糖作为碳源并添加适量激素。
结果显示，这２种培养基在接种４～５ｄ后均有愈伤组织开始
长出，但诱导效率存在明显差异，以 ＮＢ培养基作为基础时，
旱稻的愈伤诱导效率要高于以ＭＳ培养基作为基础时的愈伤
诱导效率（表１）。此外，这２种培养基所诱导出的愈伤组织的
状态也存在差异。ＮＢ培养基上的愈伤组织颜色淡黄，颗粒较
为致密且形态圆润，继代之后生长状态良好；ＭＳ培养基上生长
的愈伤组织颜色较为暗淡，颗粒松散干瘪，且继代之后容易褐

化。由试验结果可见，在使用相同外源激素的情况下，培养基

对鲲旱１号的愈伤组织出愈率及生长状态的影响较大。

表１　旱稻在不同培养基上愈伤组织的诱导率

培养基
种子数

（粒）

出愈数

（块）

出愈率

（％）

ＮＢ（Ｄ２Ｂ０） １５０ １１６ ７７．３
ＭＳ（Ｄ２Ｂ０） １５０ ７９ ５２．７

　　注：ＮＢ（Ｄ２Ｂ０）表示在ＮＢ作为基础的培养基中，添加的２，４－Ｄ
的质量浓度为２．０ｍｇ／Ｌ，６－ＢＡ的质量浓度为０ｍｇ／Ｌ，其余类推。
下表同。

２．２　不同质量浓度激素对旱稻愈伤组织诱导率的影响
在诱导植物组织或器官产生愈伤的过程中，植物激素是

影响诱导效率的重要因素［４］。本研究分别试验了在培养基

中添加不同浓度的２，４－Ｄ和６－ＢＡ，结果（表２）显示，在ＮＢ

作为基础成分的培养基上，２，４－Ｄ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ、６－ＢＡ
浓度为０ｍｇ／Ｌ时鲲旱１号成熟种子诱导愈伤组织的效率最
高，达到７７．３％；而２，４－Ｄ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ、６－ＢＡ浓度为
１．０ｍｇ／Ｌ时出愈率最低，为３６％。将２，４－Ｄ的浓度提高到
４．０ｍｇ／Ｌ时，愈伤诱导率仍然较高，但愈伤组织的结构变得
较为细碎，不适于后续的转化试验（结果未显示），因此在本

研究中２，４－Ｄ使用浓度以２ｍｇ／Ｌ为宜，浓度过高或过低都
不利于旱稻愈伤组织的诱导与生长。此外，从表２可以看出，
２，４－Ｄ是诱导旱稻愈伤所必需的因子，而添加 ６－ＢＡ对于
鲲旱１号的愈伤诱导并无明显促进作用，当浓度较大时反而
有一定的抑制效果。

表２　旱稻在不同激素条件下愈伤组织的诱导率

处理
种子数

（粒）

出愈数

（块）

出愈率

（％）

ＮＢＤ１Ｂ０ １５０ ９１ ６０．７
ＮＢＤ１Ｂ１ １５０ ５４ ３６．０
ＮＢＤ２Ｂ０ １５０ １１６ ７７．３
ＮＢＤ２Ｂ０．５ １５０ １０７ ７１．３
ＮＢＤ２Ｂ１ １５０ ８８ ５８．７
ＮＢＤ２Ｂ１．５ １５０ ６３ ４２．０
ＮＢＤ４Ｂ０ １５０ １１３ ７５．３
ＮＢＤ４Ｂ１ １５０ １０２ ６８．０

２．３　脯氨酸对愈伤组织诱导效果的影响
据文献报道，在一些植物进行组织培养时添加脯氨酸可提

高愈伤的出愈率和生长速率并减少褐化［９－１１］。因此在本研究

中以ＮＢ培养基作为基础，分别添加不同浓度的外源脯氨酸，
每种处理接入１００粒种子，２７℃暗培养３０ｄ后统计愈伤的诱
导率及生长状况。随后每种处理再分别接入５０块愈伤进行继
代培养，１０ｄ和２０ｄ后分别统计褐化率，结果（表３）显示，在进
行愈伤诱导时添加较低浓度的脯氨酸（５００ｍｇ／Ｌ）并没有明显
改善旱稻愈伤的诱导率和褐化率，当脯氨酸添加浓度达到

１０００ｍｇ／Ｌ及以上时，反而对愈伤组织的生长造成不利影响。
不添加脯氨酸时愈伤组织为淡黄色，颗粒致密，生长状况良好，

而添加较高浓度脯氨酸时诱导出的愈伤组织颜色呈现土黄色，

且继代后容易褐化。

表３　脯氨酸对旱稻愈伤组织的影响

脯氨酸质量浓度

（ｍｇ／Ｌ）
３０ｄ时出愈率

（％）
继代１０ｄ后
褐化率（％）

继代２０ｄ后
褐化率（％）

０（对照） ７６ １２ ６４
５００ ７５ １０ ６０
１０００ ６３ ４２ ８６
２０００ ５１ ６０ ９８

２．４　不同碳源对愈伤组织诱导效果的影响
糖类作为植物组织培养的常用碳源，具有调节代谢、促进

生长的重要作用［１２］。其中蔗糖一直被广泛应用于多种植物

的组织培养，随着研究领域的不断拓展，其他糖类对植物组织

培养的效应引起广泛关注。研究表明不同植物对不同糖类的

反应有所差异，蔗糖并不是针对所有植物材料组织培养的最

佳碳源。

近年来，利用麦芽糖作为碳源对植物组织培养的影响效果

受到重视。本研究以ＮＢ培养基作为基础，比较了蔗糖和麦芽
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糖分别作为碳源时愈伤的生长状态，结果见表４。当以蔗糖作
为碳源时，诱导出的愈伤出愈率较低，颜色较为暗淡，将碳源换

为麦芽糖时，出愈率较高，愈伤为淡黄色且状态良好。

表４　不同碳源对旱稻愈伤诱导率的影响

碳源
种子数

（个）

出愈数

（块）

出愈率

（％）

麦芽糖 １５０ １１６ ７７．３
蔗糖 １５０ ９８ ６５．３

３　结论与讨论

３．１　激素配比对旱稻愈伤组织诱导率的影响
不同稻类的基因型差异是影响其愈伤诱导和遗传转化效

率的重要因素［５］，以往研究结果显示，不同旱稻品种的愈伤

诱导体系和效率差异较大［１１，１３－１５］，并且由于针对旱稻的研究

成果较少，与水稻相比试验难度较大。为获得状态良好的愈

伤组织，为今后进一步建立高效遗传转化体系建立基础，本研

究针对鲲旱１号成熟种子的适宜愈伤诱导条件进行了摸索。
结果显示，ＮＢ培养基较 ＭＳ培养基更为适宜旱稻的愈伤诱
导；２，４－Ｄ作为生长素的一种类似物，是用于诱导植物形成
愈伤组织的常用激素，其使用浓度过低或过高均不利于愈伤

生成，本研究发现在培养基中添加２．０ｍｇ／Ｌ的２，４－Ｄ即可
使愈伤组织的诱导率达到最高；６－ＢＡ作为第一个人工合成
的细胞分裂素，具有多种生理作用，相关研究证实其在诱导愈

伤组织时常与２，４－Ｄ配比使用，具有一定的效果，其使用浓
度一般多为０．５ｍｇ／Ｌ至１．５ｍｇ／Ｌ［１５－１７］，本研究结果显示添
加 ０．５ｍｇ／Ｌ的６－ＢＡ对于鲲旱１号的愈伤诱导并无明显促
进作用，当浓度较大时（１．０～１．５ｍｇ／Ｌ）反而有一定的抑制
效果。

３．２　脯氨酸对旱稻愈伤组织的影响
有研究显示脯氨酸在植株生理代谢及细胞渗透调节过程

中起重要作用，在诱导培养基中添加适量浓度的脯氨酸能够

增强愈伤组织的代谢活力，促进愈伤组织的生长［９－１１］。而本

研究发现当培养基中添加一定浓度脯氨酸时，对旱稻的愈伤

诱导和抑制褐化并未有明显的改善效果，并且加入脯氨酸后

形成的愈伤组织为土黄色，质地较为细碎干瘪且容易褐化，不

适于后续的遗传转化，分析其原因，可能与旱稻和水稻在细胞

内源性游离脯氨酸含量、细胞膜通透性等方面的差异有

关［１８］。脯氨酸在组织培养体系中的具体作用原理尚不十分

明确，它对植物愈伤组织生长的促进效应是否具有普遍性还

有待进一步研究。

３．３　不同碳源对旱稻愈伤组织的影响
碳源是培养基中不可缺少的必要成分，以糖类作为碳源，

不仅能够为细胞提供能量，还可以调节培养基的渗透压，因此

被广泛应用于植物组织培养。不同的糖类其具体生理效应也

不相同，选择合适的糖类作为碳源，能够更好地促进培养物生

长，是植物组织培养体系的重要影响因素之一［１９－２０］。

麦芽糖与蔗糖分子量相同，均为二糖，是植物组织培养体

系常用碳源。在针对鲲旱１号的愈伤诱导研究中，麦芽糖作
为碳源，对愈伤组织的诱导效果要优于蔗糖，其原因可能是多

方面的，例如其分解速度慢于蔗糖，可使培养物保持相对稳定

的渗透压；也有可能是旱稻组织细胞对麦芽糖的利用能力要

好于蔗糖。总之，不同植物进行组织培养时最适用的糖类并

不相同，在具体研究中需要进行针对性的探索。
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