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青稞品种肚里黄成熟胚愈伤组织诱导与植株再生
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　　摘要：以青稞品种“肚里黄”成熟胚为外植体，设置不同成熟胚切割方式、不同基础培养基、不同激素及配比、不同
碳源，研究对成熟胚愈伤组织诱导及绿苗分化的影响，以期为进一步实现青稞的遗传转化奠定基础。结果表明，将刮

碎的成熟胚接种在以麦芽糖为碳源，附加６ｍｇ／Ｌ的２，４－Ｄ的ＭＳ培养基上最为合适，愈伤质量最好；添加１．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ和１．５ｍｇ／ＬＫＴ对愈伤组织的分化效果最佳，绿苗率达４４．５％。研究结果表明，通过愈伤诱导和分化的优化，
肚里黄的愈伤组织诱导率和分化率均可以达到较高水平，适合于作为遗传转化的受体材料。
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　　随着生物技术的不断发展，以幼胚、花药、分生组织等为
外植体，通过细胞和基因工程技术定向改良大麦品种的研究，

已经取得了良好进展［１－５］。但这些培养方法都受到大麦生长

季节的限制，一年中取材时间有限，易受环境影响等不足。利

用大麦种子的成熟胚为外植体，则具有取材方便、不受生长季

节限制、能够长年大量供应等优点，近年来，受到了越来越多

的研究者青睐［６－８］。青稞（ＨｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅＬ．ｖａｒ．ｎｕｄｕｍ
Ｈｏｏｋ．ｆ．），属禾本科大麦属，在植物学上属于栽培大麦的变
种，因其籽粒内外稃与颖果分离，籽粒裸露，故称裸大麦，是青

藏高原藏族人民的主粮，然而，青稞在其分子育种基础性工作

的青稞成熟胚研究报道较少。

本试验选取青海省种植面积最大的青稞品种肚里黄为材

料，以成熟胚为外植体，研究成熟胚不同处理方式以及不同培

养条件对其愈伤组织诱导及其植株再生的影响，从而建立高

效的青稞成熟胚再生体系，为青稞的遗传转化和品质改良等

分子育种研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　供试品种
供试品种为肚里黄，是２０世纪６０年代从甘肃省甘南州

引进的青稞农家品种。目前，肚里黄在青海省青稞种植区均

有大面积种植。肚里黄种子由青海省农林科学院作物所青稞

研究室提供。

１．２　培养基
愈伤组织诱导分别以 ＭＳ、Ｎ６及 Ｂ５大量 ＋ＭＳ微量的３

种培养基添加２ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，分别添加不同浓度的２，４－Ｄ
（２、４、６、８、１０ｍｇ／Ｌ），并设置不同的碳源（蔗糖、葡萄糖、麦芽
糖）。继代培养基以 ＭＳ培养基，不添加２，４－Ｄ。分化培养
基以ＭＳ培养基为基础培养基，添加 ＫＴ和６－ＢＡ的不同组
合。所有培养基均添加６ｇ／Ｌ植物凝胶，１２１℃下高温灭菌
２０ｍｉｎ后使用。
１．３　种子处理及组织培养方法
１．３．１　种子处理和灭菌　选取当年收获、籽粒饱满、大小一
致的青稞种子，置７５％乙醇中浸泡２～３ｍｉｎ；无菌水冲洗３～
４次；再浸于５％次氯酸钠中１５ｍｉｎ；无菌水冲洗３～４次；无
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菌水浸泡１２～１８ｈ；接种前用５％次氯酸钠浸泡１０ｍｉｎ，无菌
水冲洗３～４次后备用。
１．３．２　成熟胚的处理及初始愈伤组织的诱导　在超净工作
台上将已灭菌的种子放在无菌滤纸上吸水后分别按照王兴珍

等采用的３种方式［６］处理：（１）沿胚轴完全切开（纵全切），接
种半胚；（２）垂直胚轴完全横切开（横切），只接种有胚芽的
５０％；（３）将胚完全刮碎（刮碎），悬浮于愈伤培养基上。于培
养箱中（２５±１）℃，黑暗条件下诱导愈伤组织。
１．３．３　愈伤组织的继代和分化培养　将初始愈伤组织转接
到继代培养基上，２５℃、光强４５０ｌｘ下培养，每隔 ７ｄ继代１
次，诱导胚性愈伤组织；再将胚性愈伤组织转移到分化培养基

上，２５℃、光强４５０ｌｘ下分化出植株。
１．４　统计与分析

接种１周后统计不同处理下的出愈率，待胚性愈伤组织
转入分化培养基上２周后，统计分化的绿点数和绿苗数。所
有试验结果采用 Ｅｘｃｅｌ数据处理系统进行统计分析、差异显
著性比较。

出愈率＝诱导出愈伤组织的胚数／接种胚数×１００％；
绿点数＝分化出绿点的愈伤数／接种的愈伤数×１００％；
再生苗数 ＝分化出绿苗的愈伤数／接种的愈伤

数×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同成熟胚切割方式对成熟胚愈伤组织诱导的影响
以肚里黄种子为材料，研究３种不同的成熟胚切割方式

对愈伤组织诱导率的影响。结果表明，不同种子处理方式对

愈伤组织的诱导率有极显著影响。从图１可以看出，胚刮碎
处理的出愈率显著高于其他２种处理。胚刮碎处理后的愈伤
组织胚萌发较少，而且脱分化效果最佳，形成的愈伤组织呈淡

黄色，质地紧密，表明玻璃化不明显。胚轴纵切和横切时，会

出现大量萌发的胚芽，且愈伤组织玻璃化严重。因此，本试验

均以刮碎的成熟胚进行接种诱导愈伤组织。

２．２　诱导愈伤培养基的优化
２．２．１　不同基础培养基对成熟胚诱导愈伤组织的影响　不
同基础培养基（ＭＳ、Ｂ５、Ｎ６）对成熟胚诱导愈伤组织的影响见
图２。从图２可以看出，不同培养基对肚里黄成熟胚出愈率
的影响达到极显著水平。其中以 ＭＳ为基础培养基时，肚里
黄的出愈率最高，达７１．１％；在Ｎ６基础培养基上的出愈率可
达６２．１％；而在Ｂ５基础培养基上的出愈率只有４６．４％。研
究结果表明，与其他２种培养基相比，ＭＳ培养基更适合作为
青稞品种肚里黄成熟胚诱导愈伤组织的基础培养基。

２．２．２　不同碳源对愈伤组织诱导的影响　在ＭＳ基础培养基
的基础上，比较３种不同的碳源（葡萄糖、蔗糖、麦芽糖）对肚里
黄愈伤组织诱导的影响。从图３可以看出，３种不同的碳源对
肚里黄出愈率的影响达到显著水平，其中以麦芽糖为碳源时，

出愈率最高，为８２．３％，其次是以蔗糖为碳源；而以葡萄糖为
碳源时，出愈率最低，为７０．０％。表明以ＭＳ为基础培养基，麦
芽糖为碳源时，青稞品种肚里黄出愈率得到大幅提高，因此，麦

芽糖可代替葡萄糖作为青稞成熟胚愈伤组织诱导的碳源。

２．２．３　不同２，４－Ｄ浓度对愈伤组织诱导的影响　通过添
加不同浓度的２，４－Ｄ研究肚里黄成熟胚愈伤诱导的情况。
从表１可以看出，在２，４－Ｄ浓度２～８ｍｇ／Ｌ浓度范围内，随
着２，４－Ｄ浓度的升高，肚里黄的出愈率随之升高。在
２，４－Ｄ浓度为８ｍｇ／Ｌ时，出愈率达到最高，为９６．７％，随着
２，４－Ｄ浓度的进一步升高，即１０ｍｇ／Ｌ时，反而抑制了愈伤
组织的诱导。培养基中２，４－Ｄ的升高显著降低了成熟胚的
直接萌发出芽率，且愈伤组织质量明显优于低浓度的愈伤组

织，表明一定浓度２，４－Ｄ的添加对愈伤组织诱导存在促进
作用，也可显著抑制胚胎的直接发生并有效改善愈伤质量。

表１　不同２，４－Ｄ浓度对愈伤组织诱导的影响

２，４－Ｄ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

出愈率

（％）
出芽率

（％）

２ ８２．２ｄ ３９．３ａ
４ ８６．４ｃ １５．５ｂ
６ ９０．０ｂ ５．３ｃ
８ ９６．７ａ ４．６ｃ
１０ ９２．５ｂ ４．３ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

　　综上所述，青稞品种肚里黄，诱导愈伤的最佳培养基为
ＭＳ，麦芽糖为碳源，添加６ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ最为合适。
２．３　不同分化培养基对成熟胚诱导愈伤组织的影响

挑选质地紧密的胚性愈伤组织，以ＭＳ为基本培养基，添
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加不同种类及浓度的激素，研究对成熟胚愈伤组织分化的影

响。从表２可以看出，不同激素配比对肚里黄愈伤组织的分
化有明显影响。在培养基中添加 １．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和
１．５ｍｇ／ＬＫＴ时，绿苗分化率最高，达到 ４４．５％。在 ０～
１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的培养基上，绿苗分化率是随着６－ＢＡ浓度
的升高而提高，而当６－ＢＡ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ时，分化率反而
降低；当６－ＢＡ浓度在同一水平时，随着 ＫＴ浓度的升高，其
出愈率随之提高，表明激素在一定范围内可以促进绿苗的分

化，较高激素浓度会抑制肚里黄成熟胚愈伤组织的分化。

表２　不同激素配比对愈伤组织分化的影响

编号
ＫＴ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

分化率

（％）
１ ０．５ ０ １．９
２ １．０ ０ ６．１
３ １．５ ０ ９．３
４ ０．５ ０．５ ６．３
５ １．０ ０．５ ６．６
６ １．５ ０．５ ９．７
７ ０．５ １．０ １０．５
８ １．０ １．０ １３．３
９ １．５ １．０ ２４．８
１０ ０．５ １．５ ２０．３
１１ １．０ １．５ ３０．３
１２ １．５ １．５ ４４．５
１３ ０．５ ２．０ １４．３
１４ １．０ ２．０ １９．７
１５ １．５ ２．０ ２４．８

　　注：不同激素配比组合接种数均为７５个。

３　讨论与结论

青稞愈伤组织的诱导与植株再生是建立青稞遗传转化体

系的前提。而以成熟胚为外植体，取材方便、不受生长季节限

制，可以常年大量供应。研究结果表明，成熟胚作为外植体诱

导愈伤组织时，诱导愈伤的同时，伴随有胚发芽现象［６，８－９］。

因此，通过成熟胚的不同处理方式及诱导条件的优化，成熟胚

也可以得到较好的愈伤组织。本研究与前人研究结果一致，

认为刮碎的成熟胚可以抑制胚发芽现象，并可以形成良好的

愈伤组织。此外，添加外源激素可以促进愈伤组织诱导和分

化再生［１０－１２］。尤其是２，４－Ｄ不仅能够提高成熟胚的出愈
率，而且可以抑制胚发芽现象，改善愈伤组织的质量，因此，被

认为是影响成熟胚培养的主要因素之一［１１，１３－１４］。在大麦成

熟胚愈伤组织诱导培养中，王卉等的研究结果表明，在１～
８ｍｇ／Ｌ的范围内，２，４－Ｄ浓度对大麦成熟胚愈伤组织的出愈
率影响较小，浓度间差异不明显［１５］。而潘向群等对不同基因

型和２，４－Ｄ浓度的互作研究发现，不同基因型的大麦成熟
胚高频率诱导愈伤所需２，４－Ｄ浓度是不同的。本研究结果
表明，青稞品种肚里黄，１～８ｍｇ／Ｌ的２，４－Ｄ浓度范围内，肚
里黄成熟胚的出愈率随着２，４－Ｄ浓度升高而逐渐升高，而
且显著降低了成熟胚的直接萌发出芽率。此外，外源激素对

愈伤组织的分化有明显的影响，众多研究表明，６－ＢＡ和 ＫＴ
的添加有利于芽的分化［１６－１８］，本研究结果与之一致，随着

６－ＢＡ和 ＫＴ浓度的升高，其愈伤组织分化率随之提高，在
１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和１．５ｍｇ／ＬＫＴ时，肚里黄绿苗率最高，达

４４．５％。
本研究结果表明，成熟胚的处理方式、基础培养基、碳源

和激素的种类和配比对青稞成熟胚愈伤组织的诱导及分化具

有一定的影响。本试验在刮碎的成熟胚接种以麦芽糖代替葡

萄糖作为碳源ＭＳ基础培养基上，并添加６ｍｇ／Ｌ的２，４－Ｄ，
不仅明显抑制了胚芽的萌发，而且提高了肚里黄成熟胚的出

愈率。通过肚里黄成熟胚愈伤组织诱导及分化过程中的各项

参数条件进行优化，使得其愈伤组织诱导率及绿苗分化率分

别达到９６．７％、４４．５％，结果表明，肚里黄成熟胚可以作为较
好的遗传转化受体材料。

参考文献：

［１］ＷｏｊｎａｒｏｗｉｅｚＧ，ＪａｃｑｕａｒｄＣ，ＤｅｖａｕｘＰ，ｅｔａｌ．ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＣｏｐｐｅｒｓｕｌ
ｆａｔｅｏｎａｎｔｈｅｒｃｕｌｔｕｒｅｉｎｂａｒｌｅｙ（ＨｏｒｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅＬ．）［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ
Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００２，１６２（５）：８４３－８４７．

［２］高润红，杜志钊，郭桂梅，等．优良大麦品种花３０幼胚遗传转化
体系的优化［Ｊ］．植物遗传资源学报，２０１２，１３（５）：９０１－９０６．

［３］华　为，尚　毅，贾巧君，等．大麦花药快速培养法及不同基因型
对花药培养的影响［Ｊ］．浙江农业学报，２０１３，２５（３）：４２５－４３０．

［４］ＤａｌｅＰＪ，ＤｅａｍｂｒｏｇｉｏＥ．Ａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｐｌａｎｔ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｌａｎｔｓｏｆＨｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ［Ｊ］．
ＺｅｉｔｓｃｈｒｉｆｔｆüｒＰｆｌａｎｚｅｎｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｅ，１９７９，９４（１）：６５－７７．

［５］ＪｈｎｅＡ，ＬａｚｚｅｒｉＰＡ，ＬｒｚＨ．Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｔｉｌｅｐｌａｎｔｓｆｒｏｍｐｒｏ
ｔｏｐｌａｓｔｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓｏｆｂａｒｌｅｙ（Ｈｏｒ
ｄｅｕｍｖｕｌｇａｒｅＬ．）［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，１９９１，１０（１）：１－６．

［６］王兴珍，林国梁，赖　勇，等．西北地区特色大麦品种成熟胚离体
培养的初步研究［Ｊ］．麦类作物学报，２０１３，３３（２）：２８６－２８９．

［７］ＨａｎＹ，ＪｉｎＸＬ，ＷｕＦＢ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｔｙｐｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃ
ｔｉｏｎａｎｄｐｌａｎｔｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｆｒｏｍｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏｓｏｆｂａｒｌｅｙ（Ｈｏｒｄｅｕｍ
ｖｕｌｇａｒｅＬ．）［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ－ＳｃｉｅｎｃｅＢ，２０１１，１２
（５）：３９９－４０７．

［８］李和平，王　韬，黄　涛，等．不同大麦品种成熟胚愈伤诱导与分
化研究［Ｊ］．华中农业大学学报，２００７，２６（５）：５９９－６０２．

［９］李静雯，张正英，李淑洁，等．啤酒大麦幼胚愈伤组织诱导和植株
高效再生［Ｊ］．安徽农业科学，２００９，３７（１０）：４３７５－４３７７，４４７０．

［１０］李文泽，胡　含．培养基成份对大麦花粉植株高频率再生的影
响［Ｊ］．莱阳农学院学报，１９９１，８（３）：１７５－１８０．

［１１］陈升位，陈疏影，赵志萍，等．品种基因型和２，４－Ｄ浓度对青稞
成熟胚出愈率的影响［Ｊ］．云南农业大学学报：自然科学版，
２０１２（６）：７７７－７８２．

［１２］郭晓琳，张红伟，刘欣洁，等．大麦成熟胚愈伤组织的诱导和植
株再生的研究［Ｊ］．植物遗传资源学报，２００５，６（４）：４１８－４２２．

［１３］付凤玲，冯质雷，渠柏艳，等．玉米未成熟胚胚性愈伤组织诱导
率与内源激素含量的关系［Ｊ］．核农学报，２００６，２０（１）：１０－１４．

［１４］张智奇．蔗糖浓度、激素配比及不同培养方式对水稻胚性愈伤
组织的诱导效应［Ｊ］．上海农业学报，１９９１，７（３）：１６－２２．

［１５］王　卉，阮义理．大麦成熟胚培养及其影响因素［Ｊ］．大麦科
学，１９９３（２）：１７－１９．

［１６］晨　卉．王艳芳，等．五种菊花近缘植物组织培养研究［Ｊ］．南
京农业大学学报，２００９，３２（３）：３０－３５．

［１７］雷加容，余金龙，余　敖．甘薯的组织培养［Ｊ］．甘肃农业大学学
报，２００６，４１（１）：１１３－１１５．

［１８］翁　浩，赖钟雄．不同因素对金花茶体胚成熟的影响研究［Ｊ］．
园艺与种苗，２０１３（７）：２９－３４．

—６４— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１０期


