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　　摘要：选取４种玉米自交系Ｈ９９、Ａ１８８、７９２２和１３２２的幼胚作为外植体，接种于１０种不同诱导培养基上，诱导愈
伤组织并建立遗传再生体系，同时探讨了不同基因型、培养基种类、幼胚大小、蔗糖浓度、激素浓度和配比对愈伤组织

诱导率的影响。结果表明：基因型对愈伤组织诱导率高低影响显著，４种基因型玉米幼胚在诱导培养基中均产生了愈
伤组织，但继代培养后只有Ｈ９９能诱导出胚性愈伤组织，诱导率为４６．２％；对于不同基因型培养基诱导效果依次为
Ｎ６＞ＭＢ＞ＭＳ；选择幼胚长度为１．５～２．０ｍｍ、添加蔗糖浓度为３０ｇ／Ｌ、２，４－Ｄ浓度为２．０ｍｇ／Ｌ及 ＡｇＮＯ３浓度为

１０ｍｇ／Ｌ时玉米愈伤组织诱导率最高且质量较好。
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　　我国是世界玉米大国，玉米作为重要的粮、饲作物对我国
经济发展和市场稳定具有举足轻重的作用［１］。可以通过基

因工程手段改良玉米的品种和农艺性状，而建立高效的体细

胞再生体系是遗传转化的关键。玉米优良基因型遗传再生体

系的建立一直是人们研究的热点［２］。玉米首次诱导出愈伤

组织是Ｌａｒｕｅ在１９４９年用甜玉米的胚作为外植体，但未获得
再生植株。直到１９７５年，Ｇｒｅｅｎ等用 Ａ１８８的未成熟胚作外
植体，诱导出二倍体愈伤组织，并获得再生植株，从而得到了

第１株无性系植株［３］。目前，已能从多种外植体中诱导出愈

伤组织，并再生植株。而以玉米幼胚为外植体进行培养，诱导

愈伤组织的效率高、再生能力强，可大大提高育种效率。玉米

组织培养的影响因素较为复杂，一些优良自交系的组织培养

还存在一定困难。本试验设计了１０种不同诱导培养基对４
种优良玉米自交系的愈伤组织进行诱导，并再生植株，目的是

探寻出这４种玉米自交系遗传再生体系建立的条件，为建立
高效的玉米转基因受体系统奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
优良玉米自交系Ｈ９９、Ａ１８８、７９２２和１３２２的幼胚。

１．２　培养基
１．２．１　诱导培养基　本试验设计了１０种基本培养基进行愈
伤组织的诱导研究（表１）。

表１　诱导培养基及其成分

培养基
成分（ｍｇ／Ｌ）

基本培养基 ２，４－Ｄ 硝酸银 ６－ＢＡ
Ｎ６１ 诱导Ｎ６ １ ０ ０
Ｎ６２ 诱导Ｎ６ ２ ０ ０
Ｎ６３ 诱导Ｎ６ ３ ０ ０
Ｎ６４ 诱导Ｎ６ ４ ０ ０
Ｎ６５ 诱导Ｎ６ ２ １０ ０
Ｎ６６ 诱导Ｎ６ ２ １０ ０．５
ＭＢ１ 诱导ＭＢ １ ０ ０
ＭＢ２ 诱导ＭＢ ２ ０ ０
ＭＢ３ 诱导ＭＢ ３ ０ ０
ＭＳ 诱导ＭＳ ２ ０ ０

１．２．２　继代培养基　继代培养基添加 ２，４－Ｄ的浓度
为 １ｍｇ／Ｌ。
１．２．３　分化培养基　分化培养基添加 ＩＢＡ０．８ｍｇ／Ｌ和
６－ＢＡ１．５ｍｇ／Ｌ。
１．２．４　生根培养基　生根培养基添加 ＮＡＡ１．５ｍｇ／Ｌ和活
性炭１．５ｇ／Ｌ。
１．３　方法
１．３．１　玉米幼胚的剥离　在超净工作台上对授粉１３ｄ左右
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的幼胚进行消毒，冲洗。挑取不同大小的幼胚接种于诱导培

养基上，每皿接种３０个幼胚，２５℃避光条件下培养１５ｄ左右
（其中经过２次去芽处理），产生Ⅰ型初始愈伤组织。筛选出
淡黄色、颗粒状、表面干燥的愈伤组织进行继代培养、分化培

养、生根培养及移栽。

１．３．２　愈伤组织诱导率的计算　公式如下：
愈伤组织诱导率＝愈伤组织块数／接种幼胚数×１００％；
胚性愈伤组织诱导率 ＝胚性愈伤组织块数／接种幼胚

数×１００％。

２　结果与分析

４种基因型玉米幼胚在最适培养基中均能产生初始愈伤
组织。继代培养后，自交系 Ｈ９９形成了松脆、淡黄色颗粒状
的Ⅱ型愈伤组织；自交系Ａ１８８和７９２２的愈伤组织多为乳白
色、硬壳状，不易继代；１３２２产生的愈伤组织结构松软、黏稠
状，继代后易褐变，后两者为非胚性愈伤组织。

２．１　基因型对诱导率的影响
基因型不同，愈伤诱导率存在差异［４］。继代２～３次后，

统计胚性愈伤组织诱导率。其中 Ｈ９９的诱导率最高，达
４６２％，最低为Ａ１８８，只有１０．０％。随着继代次数的增加，只
有Ｈ９９能保持良好的生长状态，形成结构松散的Ⅱ型愈伤组
织；Ａ１８８和７９２２逐渐褐化死亡；１３２２在继代后多出现松软黏
稠状的愈伤组织，诱导率下降（表２）。说明继代中愈伤组织
的生长对基因型的依赖性很强。

表２　基因型对诱导率的影响

基因型 最适培养基
胚性愈伤组织诱导率

（％）

Ｈ９９ Ｎ６５ ４６．２
Ａ１８８ ＭＢ３ １０．０
７９２２ Ｎ６５ １０．３
１３２２ Ｎ６５ ２６．７

２．２　培养基对诱导率的影响
分别采用３种基本培养基对玉米幼胚进行诱导，从表３

中可以看出，采用不同的培养基，诱导情况差异显著。使用

Ｎ６培养基，４种基因型的诱导率均较高。但 Ｈ９９和１３２２在
Ｎ６培养基中出愈率最高，分别为４６．２％和２６．７％；对于Ａ１８８
而言，最适培养基为ＭＢ；对于７９２２来说，Ｎ６和 ＭＢ培养基均
可诱导出愈伤组织，但胚性均不高；４种基因型在 ＭＳ培养基
中均诱导不出胚性愈伤组织。

２．３　幼胚长度对诱导率的影响
有研究证明，基因型相同时幼胚大小对愈伤组织诱导率

有影响［５］。本试验挑取基因型Ｈ９９和Ａ１８８不同长度幼胚进
行愈伤组织诱导发现：幼胚长度为２．０ｍｍ时，愈伤组织诱导
率最高，且生长良好；当幼胚长度小于１．５ｍｍ时，愈伤生长
缓慢，诱导率呈下降趋势；当幼胚长度大于 ２．０ｍｍ时，幼胚
根芽分化现象比较严重，用镊子将根芽夹去，可以提高幼胚出

愈率（表４）。因此认为，幼胚长度为１．５～２．０ｍｍ时较适宜
接种。

２．４　蔗糖浓度对诱导率的影响
在植物组织培养的培养基中，需要碳源为植物组织提供

能量，实验室多采用蔗糖作为碳源物质。因为蔗糖能更好地

表３　培养基对诱导率的影响

基因型
诱导培

养基

接种幼胚

数（个）

愈伤数

（个）

愈伤诱导

率（％）
胚性愈伤

数（个）

胚性愈伤诱

导率（％）

Ｈ９９ Ｎ６ １３０ ７０ ５３．９ ６０ ４６．２
ＭＢ ６０ ２３ ３８．３ １ １．７
ＭＳ ５０ １５ ３０．０ ０ ０．０

Ａ１８８ Ｎ６ １００ ７２ ７２．０ ５ ５．０
ＭＢ ６０ ４０ ６６．６ ６ １０．０
ＭＳ ６０ １８ ３０．０ ０ ０．０

７９２２ Ｎ６ ４５０ ２１２ ４７．０ ６５ １４．４
ＭＢ ７０ ８ １１．４ ４ ５．７
ＭＳ ７０ １ １．４ ０ ０．０

１３２２ Ｎ６ ６０ ４０ ６６．７ １６ ２６．７
ＭＢ ６０ １６ ２６．７ ０ ０．０
ＭＳ ６０ ９ １５．０ ０ ０．０

表４　幼胚长度对诱导率的影响

基因型
幼胚长度

（ｍｍ）
接种数

（个）

接种２周的愈伤数
（个）

愈伤诱导率

（％）
Ｈ９９ １．０ ５０ ２２ ４４．０

１．５ ５０ ２３ ８８．０
２．０ ５０ ２４ ９２．０
３．０ ５０ ２５ ７６．０
４．０ ５０ ２６ ６２．０

Ａ１８８ １．０ ３０ ２ ６．７
１．５ ３０ ２２ ７３．３
２．０ ３０ ２６ ８６．７
３．０ ３０ ２０ ６６．７
４．０ ３０ １１ ３６．７

调节培养基内的渗透压，同时在一定程度上能减少微生物的

污染。

本试验选用４种蔗糖浓度梯度对基因型Ｈ９９和 Ａ１８８进
行诱导。由表５可见，蔗糖浓度为３０ｇ／Ｌ时玉米愈伤组织和
胚性愈伤组织的诱导率都较高。蔗糖浓度增大，愈伤组织逐

渐变成白色而死亡；蔗糖浓度越小，愈伤组织由于渗透压过低

会出现水渍化状态，胚性愈伤率降低。

表５　蔗糖浓度对诱导率的影响

基因型
蔗糖浓度

（ｇ／Ｌ）
幼胚数

（个）

愈伤数

（个）

愈伤诱导

率（％）
胚性愈伤

数（个）

胚性愈伤

率（％）

Ｈ９９ ２０ １５０ ６８ ４５．３ ３９ ２６．０
３０ １５０ ８２ ５４．７ ６４ ４２．７
４０ １５０ ７８ ５２．０ ５８ ３８．７
５０ １５０ ５６ ３７．３ ３１ ２０．７

Ａ１８８ ２０ １５０ ４３ ２８．７ ８ ５．３
３０ １５０ ６０ ４０．０ １５ １０．０
４０ １５０ ５１ ３４．０ ２ １．３
５０ １５０ ２２ １４．７ ０ ０．０

２．５　不同激素浓度及配比对诱导率的影响
激素的选择影响愈伤组织的生成［６］。本试验研究了生

长素２，４－Ｄ、细胞分裂素６－ＢＡ和ＡｇＮＯ３的不同浓度、不同
配比对愈伤组织诱导的影响。

生长素是愈伤组织生长的必需激素，２，４－Ｄ能诱发细胞
分裂活性，引起细胞脱分化和无序增殖，产生愈伤组织，２，４－
Ｄ浓度会影响愈伤组织的生长状态。由表６可以看出，Ｈ９９
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和１３２２在Ｎ６５中诱导率最高，且生长状态最好，认为２，４－Ｄ
浓度为２ｍｇ／Ｌ时较适宜；品种７９２２的最适２，４－Ｄ浓度为
１ｍｇ／Ｌ；而Ａ１８８的最适２，４－Ｄ浓度为３ｍｇ／Ｌ。黄璐等研究
认为，２，４－Ｄ浓度过大对愈伤组织有伤害作用，在组培过程
中会增加无性系变异［７］。而２，４－Ｄ浓度过低会导致愈伤组
织生长缓慢或者死亡。

诱导培养基中添加 ＡｇＮＯ３可以提高胚性愈伤诱导率和
植株再生率。１９８８年，Ｓｏｎｇｓｔａｄ研究发现向 Ｎ６或 ＭＳ培养基
中添加ＡｇＮＯ３，可提高Ⅱ型愈伤组织的诱导率及植株再生
率［８］。由表６可以看出，Ｈ９９、７９２２和１３２２在 Ｎ６５培养基中
的胚性诱导率均较高，说明诱导培养基中添加ＡｇＮＯ３能够提
高胚性诱导率；而在 Ｎ６６培养基中，Ｈ９９和１３２２诱导率明显
降低，说明添加１０ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的配比对
愈伤组织诱导没有促进作用。

表６　不同激素和激素浓度对诱导率的影响

基因型
诱导培

养基

接种幼胚

数（个）

愈伤数

（个）

愈伤诱导

率（％）
胚性愈伤

数（个）

胚性愈伤诱

导率（％）

Ｈ９９ Ｎ６１ ７３ ２２ ３０．１ ６ ８．２
Ｎ６２ １４０ ７６ ５４．３ ２３ １６．４
Ｎ６３ １００ ４３ ４３．０ １０ １０．０
Ｎ６４ １２０ ６２ ５１．７ １１ ９．２
Ｎ６５ １３０ ７０ ５３．９ ６０ ４６．２
Ｎ６６ ５０ ２１ ４２．０ ２ ４．０

Ａ１８８ ＭＢ１ ６０ ２３ ３８．３ １ １．７
ＭＢ２ ６０ ３２ ５３．３ ２ ３．３
ＭＢ３ ６０ ４０ ６６．６ ６ １０．０

７９２２ Ｎ６１ ４５０ ２１２ ４７．０ ６５ １４．４
Ｎ６２ ４５０ １８８ ４１．８ ５２ １１．６
Ｎ６３ ６０ １２ ２０．０ ０ ０
Ｎ６５ ９３ ６２ ６６．７ １０ １０．８
ＭＢ１ ７０ ８ １１．４ ４ ５．７
ＭＢ３ ５０ １０ ２０．０ ２ ４．０

１３２２ Ｎ６１ ６０ １４ ２３．３ １ １．７
Ｎ６２ ６０ ３１ ５１．７ １２ ２０．０
Ｎ６３ ６２ ２６ ４１．９ ５ ８．１
Ｎ６４ ６０ １８ ３０．０ ４ ６．７
Ｎ６５ ６０ ４０ ６６．７ １６ ２６．７
Ｎ６６ ６０ ２１ ３５．０ ２ ３．３

２．６　愈伤组织的继代培养
继代培养过程中，非胚性愈伤组织并不能长期继代生长。

研究发现，基因型Ａ１８８和７９２２在继代过程中色泽逐渐变暗，
停止生长；基因型１３２２继代培养一段时间后呈愈伤黏稠状组
织并逐渐褐化死亡，这可能受到基因型限制或者所用培养基

及激素浓度配比使用不当造成。而 Ｈ９９在继代中大部分生
长良好。通过继续培养发现，添加１．０ｍｇ／Ｌ的２，４－Ｄ有利
于愈伤组织保持其胚性。

３　结论与讨论

本试验以优良玉米自交系Ｈ９９、Ａ１８８、７９２２和１３２２在授
粉１０～１５ｄ的幼胚作为受体材料，在最适诱导条件下诱导胚
性愈伤组织，并再生成完整植株。同时对以幼胚为外植体诱

导愈伤组织的几个重要影响因素进行研究，得出以下结论：初

步诱导时，４种基因型玉米幼胚在诱导培养基中均产生了愈

伤组织；继代培养后，只有Ｈ９９产生了淡黄色、颗粒状并且生
长迅速的Ⅱ型胚性愈伤组织，另外３种玉米基因型没有诱导
出胚性愈伤组织。

虽然玉米愈伤组织诱导具有普遍性，但是诱导率受多种

因素影响，如基因型、培养基成分、激素浓度、幼胚大小以及人

为因素等［９－１０］。诱导过程中基因型对愈伤组织的质量和出

愈率有较大影响［１１］，本试验的４种玉米自交系中，Ｈ９９的诱
导率最高，为 ４６．２％，其次是 １３２２和 ７９２２，Ａ１８８最低，为
１０％。因此，在进行玉米幼胚遗传再生体系建立时，选择易于
培养的材料是至关重要的［１２］。

对于不同基因型愈伤组织的诱导，要选择适宜培养基进

行培养，本试验采用３种基本培养基的诱导效果依次为Ｎ６＞
ＭＢ＞ＭＳ。对于一些玉米基因型，虽然愈伤初始诱导率较高，
但在长期继代培养过程中胚性很难保持，使得植株再生率降

低，原因可能与继代培养基不适宜或者人为操作不当有关，对

此还需要进一步研究。同时也充分说明植株再生率与出愈率

之间没有相关性，这与孙红炜等在影响玉米愈伤组织诱导和

植株再生的有关因素中的研究［１３］相符。

本研究未涉及光照、温度等培养条件对玉米幼胚诱导的

影响［１４］，并且对于继代、分化和生根培养基未进行优化研究。

因此本研究结果是否具有广泛适用性，还需进一步研究验证。
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