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　　摘要：以玉米自交系８７－１、郑２２、齐３１９、昌７－２和杂交种齐３１９×ＨｉⅡＡ、齐３１９×８７－１、郑２２×８７－１、昌７－
２×ＨｉⅡＡ等的幼胚为外植体诱导愈伤组织，研究了玉米不同基因型对愈伤组织诱导和继代的影响。结果表明，不同
基因型的胚性愈伤诱导率、继代能力有着显著差异。郑２２×８７－１胚性愈伤诱导率为８３．８６％，而昌７－２×ＨｉⅡＡ胚
性愈伤诱导率为４１．１５％，相差很多。但在继代能力上由于昌７－２×ＨｉⅡＡ高度松散，具有明显的颗粒状，其继代扩
繁能力明显高于郑２２×８７－１，这说明胚性愈伤诱导率和继代繁殖能力之间没有必然的联系，昌７－２×ＨｉⅡＡ繁殖能
力强，是最好的组培材料。自交系中只有８７－１诱导出较好的Ⅱ型愈伤组织，但诱导率比较低。刚诱导出的愈伤组织
比较坚硬，经过３～４次继代后，愈伤组织生长旺盛，色泽鲜亮，增殖快，是进行基因转化的最好时期。
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　　玉米幼胚是目前基因工程使用较多的外植体，
已有报道可用新鲜的幼胚（ＩＥ）［１－２］或由幼胚诱导
形成的Ⅰ型［３］和Ⅱ型［４］愈伤组织作为玉米转基因

的受体材料。基因型对玉米幼胚愈伤组织的诱导

影响很大。杂种诱导能力明显强于自交系［５］，尽管

就创造、筛选突变体和基因转化的快速应用而言，

利用自交系具有明显的优势，但是玉米组织培养的

研究多数选用杂交种作为试验材料。植株再生频

率直接决定于愈伤组织的类型，继代过程中胚性愈

伤组织的频率与植株再生率有着直接的联系。而

杂交种的愈伤组织在继代过程中胚性不容易丧失，

而且再生频率高，对于植物的遗传转化具有重要的

意义。

优良的愈伤组织关系到培养体系的长期培养

能力和植株的再生能力，是玉米高效组织培养体系

的基础。愈伤组织的划分一般参照 Ａｍｓｔｒｏｎｇ等的
标准［６］：具有再生能力的愈伤组织根据生长状况和

再生途径分为２类，即Ⅰ型愈伤组织和Ⅱ型愈伤组
织。Ⅰ型愈伤组织白色块状、坚硬、干燥、结构紧
密，难以长期继代培养，主要通过器官发生途径再

生植株；Ⅱ型愈伤组织乳白色或浅黄色、结构松散
易碎、呈颗粒状、易产生胚状体，适合长期继代培

养，主要通过胚状体途径再生植株，是理想组织培

养材料。后来根据不同试验者的观察又把结构松

软、白色透明或半透明，水渍状，不容易继代培养，

且丧失了分化能力，不能再生成苗的愈伤组织划分

为Ⅲ型［７－９］。愈伤组织的诱导率受基因型、激素、培

养条件等许多因素的影响，其中基因型对愈伤组织

诱导率的影响更为明显，不同基因型的继代能力及

繁殖能力区别也很大。本试验选用４个玉米自交系
和７个玉米杂交种为材料，进行了愈伤组织的诱导
试验。在试验中认真观察不同基因型的诱导过程

中的不同状态，并对出愈率和胚性愈伤率进行了统

计分析，对齐３１９×８７－１、郑２２×８７－１、昌７－２×
ＨｉⅡＡ这３个基因型进行了继代繁殖的试验，以期
选出愈伤诱导率、胚性愈伤率、繁殖能力都比较高

的基因型，为下一步遗传转化奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　试验选用４个玉米自交系８７－１、郑２２、齐３１９、
昌７－２和４个杂交种郑２２×８７－１、齐３１９×８７－
１、昌７－２×ＨｉⅡＡ、齐３１９×ＨｉⅡＡ的幼胚为外植
体，进行愈伤组织的诱导和继代培养。

１．２　培养基
诱导培养基：Ｎ６＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋５００ｍｇ／Ｌ
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脯氨酸＋５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白＋３０ｇ／Ｌ蔗糖；继代
培养基：Ｎ６＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋７００ｍｇ／Ｌ脯氨
酸＋５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白＋３０ｇ／Ｌ蔗糖；再生培养
基：Ｎ６ ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
７００ｍｇ／Ｌ脯氨酸＋７００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白 ＋３０ｇ／Ｌ
蔗糖；分化预处理培养基：Ｎ６＋７００ｍｇ／Ｌ脯氨酸 ＋
５００ｍｇ／Ｌ水解酪蛋白＋３０ｇ／Ｌ蔗糖。
１．３　方法
１．３．１　愈伤组织的诱导　取人工套袋授粉 １０～
１４ｄ的不同基因型玉米幼雌穗，将果穗剥去苞叶，
用７０％乙醇溶液浸泡 １～２ｍｉｎ，在无菌条件下取

出，并用无菌水冲洗３遍，用解剖刀切除籽粒顶部。
取长度１～２ｍｍ的幼胚，接种在诱导培养基上。每
个基因型根据材料的多少重复２０～３０皿。在无光
照、２６℃条件下进行愈伤组织诱导。根据幼胚的生
长状况，４～７ｄ进行切芽处理。切芽后全部转入新
鲜培养基中，１５ｄ后调查，计算愈伤组织诱导率即
出愈率。之后，将膨大后的愈伤夹碎成２块转入新
鲜培养基中。２周后调查胚性愈伤块数除以２，记为
产生胚性愈伤的胚数，并计算胚性愈伤率。诱导过

程如图１所示。

　　愈伤组织按 Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ（１９９４）描述的玉米愈伤
组织分类标准调查愈伤类型。本研究愈伤组织诱

导率（出愈率）和胚性愈伤组织诱导率（胚性愈伤

率）计算公式为：

愈伤组织诱导率＝产生愈伤组织胚数
接种幼胚总数

×１００％；

胚性愈伤组织诱导率＝产生胚性愈伤组织胚数
接种幼胚总数

×１００％。

１．３．２　愈伤组织的继代　不同基因型的愈伤组织
继代能力不同，繁殖力也有很大的区别。根据诱导

的结果，进一步的继代试验选取了齐３１９×８７－１、
郑２２×８７－１、昌７－２×ＨｉⅡＡ这３个基因型作为
试验材料，各挑选生长较一致的愈伤组织５皿，将其
分成绿豆大小的小块，每皿放入２０块愈伤，尽量保

持大小均匀一致，转入新鲜培养基中继代２周。连
续３次继代观察愈伤的形态变化并统计扩繁的皿
数，每次继代都选取颗粒状优良胚性愈伤。第３次
继代时，选出５皿称其初始愈伤质量 Ｇ１，继代２周
后再称愈伤质量Ｇ２，计算愈伤的生长量。

愈伤组织生长量＝（Ｇ２－Ｇ１）／Ｇ１。

２　结果与分析

２．１　基因型对愈伤组织诱导的影响
影响玉米愈伤组织诱导的内在因素是基因型。

为了获得产生胚性愈伤组织的优良基因型，为进一

步的转化试验奠定基础，在同一培养基上对４个自
交系和组配的４个杂交种的幼胚愈伤组织诱导效果
进行了筛选试验，并对筛选过程中不同基因型的愈

—５７—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第７期



伤状态做了详细观察。试验中不同的基因型材料

胚性愈伤诱导率及愈伤的状态差别很大（表１）。这
些基因型幼胚接种在愈伤组织诱导培养基上２ｄ左
右出现白色、浅黄色或无色愈伤组织。不同基因型

的出愈率不同，愈伤组织的质量和状态不同。杂交

种出愈率明显高于自交系。就单个自交系而言，愈

伤组织出愈率均低于由其作母本配制的杂交种的

出愈率。母本出愈率高的杂交种出愈率也高，母本

出愈率较低的杂交种的出愈率也低，而且杂交种胚

性愈伤的形态与母本有很大的相似之处。

表１　脱分化１４ｄ愈伤组织生长状况

基因型 愈伤组织生长状况

８７－１ 顶部发白，膨大透明且较硬，其中有少数膨大不明显，白色，硬

郑２２ 部分亮黄色，部分乳白色且较硬

昌７－２ 膨胀不大但呈开裂状，较软

齐３１９ 有的膨大明显，呈开裂状，白色

齐３１９×ＨｉⅡＡ 有的膨大明显，乳白色

齐３１９×８７－１ 膨胀大小不一致，小的较多，白色，硬且显得干燥。部分有芽

郑２２×８７－１ 圆形膨大，黄色，均匀一致，芽粗短，有的几乎没芽

昌７－２×ＨｉⅡＡ 膨大明显，乳白色，芽长

　　从表 ２可以看出，杂交种齐 ３１９×８７－１、郑
２２×８７－１、昌７－２×ＨｉⅡＡ都有较高的出愈率和
胚性愈伤率。自交系８７－１、郑２２也能诱导出胚性
愈伤，但郑２２诱导出的愈伤大都是较硬的块状，属
于Ⅰ型愈伤的范畴，不耐继代，再生率低。自交系
中只有８７－１诱导出较好的Ⅱ型愈伤组织，但胚性
愈伤率较低。

表２　不同基因型愈伤组织诱导效果

基因型
幼胚数

（个）

出愈率

（％）
胚性愈伤率

（％）

齐３１９ １１２０ ８７．５０ ０．００

８７－１ ７８０ ９４．６２ １６．８６

郑２２ ３６０ ８５．２８ ５４．０３

昌７－２ ５４０ ９２．４１ ０．００

齐３１９×ＨｉⅡＡ ７２０ ９７．２２ ０．２８

齐３１９×８７－１ １０２０ ８６．５７ ２７．７０

郑２２×８７－１ ９２０ ９２．８３ ８３．８６

昌７－２×ＨｉⅡＡ ５４０ ９２．４１ ４１．１５

２．２　不同基因型的继代能力
从表３可以看出，昌７－２×ＨｉⅡＡ的继代繁殖

能力强，明显高于另外２个基因型，这与昌７－２×
ＨｉⅡＡ的愈伤组织的状态有关。昌７－２×ＨｉⅡＡ
愈伤十分松散，呈明显的颗粒状。试验中还发现，

诱导出的愈伤，进行３次继代，愈伤的繁殖能力逐渐
增强，经过几次继代后愈伤的色泽也更鲜亮，状态

更好。

从表４、表５可知，齐３１９×８７－１、郑２２×８７－
１、昌７－２×ＨｉⅡＡ这３个基因型之间愈伤组织的
生长量存在极显著差异，不同基因型由于其愈伤状

态及内在因素的影响，其继代生长能力存在很大的

不同。

３　讨论与结论

基因型是玉米组织培养过程中的一个重要因

素。本试验中通过对不同基因型的自交系及杂交

表３　不同基因型繁殖能力的比较

基因型
第１次继代 第２次继代 第３次继代

皿数 繁殖倍数 皿数 繁殖倍数 皿数 繁殖倍数

齐３１９×８７－１ ６ １．２ ７ １．４ ７ １．４

郑２２×８７－１ ７ １．４ ９ １．８ １０ ２．０

昌７－２×ＨｉⅡＡ １３ ２．６ １６ ３．２ １９ ３．８

表４　不同基因型生长量的方差分析

变异来源 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ值 Ｐ值

基因型 ３２．５０９２ ２ １６．２５４６ ２１３．０８９ ０．０００１

误差　 ０．９１５４ １２ ０．０７６３

总变异 ３３．４２４６ １４
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表５　不同基因型生长量的差异显著性分析

基因型 生长量平均值 ５％显著水平 １％显著水平

齐３１９×８７－１ １．５１４０ ｃ Ｃ

郑２２×８７－１ ２．１５０４ ｂ Ｂ

昌７－２×ＨｉⅡＡ ４．９０６１ ａ Ａ

种诱导发现，不同基因型的胚性愈伤诱导率、继代

能力有着显著差异，且具一定的母本效应。胚性愈

伤诱导率高的自交系，由其组配的杂交种的诱导率

也高，愈伤状态也十分相似。本试验中郑２２×８７－
１胚性愈伤诱导率为８３．８６％，而昌 ７－２×ＨｉⅡＡ
胚性愈伤诱导率为４１．１５％，相差很多。但在继代
能力上由于昌７－２×ＨｉⅡＡ高度松散，具有明显的
颗粒状，其继代扩繁能力明显高于郑２２×８７－１，这
说明胚性愈伤诱导率和继代繁殖能力之间没有必

然的联系，这与曹墨菊等研究提出的愈伤组织的诱

导率和继代力之间相关不显著，二者可能受不同的

遗传因子所控制的结果［１０］一致。愈伤的质量状态

是影响愈伤继代的关键因素。有些材料虽然诱导

出了愈伤，但继代过程中逐渐褐化死亡，无法继代

下去。昌７－２×ＨｉⅡＡ繁殖能力强，是最好的组培
材料。郑２２×８７－１、齐３１９×８７－１诱导率和胚性
愈伤率都较高，愈伤状态良好，Ⅱ型愈伤居多，扩繁
能力也较好，也可以作为组培材料。自交系中只有

８７－１、郑２２诱导出了胚性愈伤组织，但郑２２的愈
伤组织属于Ⅰ型愈伤的范畴，不耐继代，再生率低，
自交系中只有８７－１诱导出较好的Ⅱ型愈伤组织。
在试验中还发现，足够黑暗的条件下有利于愈伤的

生长，愈伤组织表现为健壮、色泽鲜黄。暗度不够

时，愈伤容易转成硬块状，失去颗粒结构，向Ⅰ型愈
伤转变。刚诱导出的愈伤组织比较坚硬，经过３～４
次继代后，愈伤组织生长旺盛、色泽鲜亮、增殖快，

是进行基因转化的最好时期。

基因转化最终要落实到转入后的再生，怎样让

带有目的基因的愈伤组织成苗，以及壮苗生根，到

最后移栽到大田都是很关键的因素。特别移栽是

最后也是最重要的一步，对于组培苗来说，特别幼

嫩，生理机能弱，温度、湿度、水分、透气性等方面的

因素都会影响移栽的成活率，水分和透气不易控

制，稍微操作不当，就易死苗。如何提高玉米再生

率［１１］以及再生后组培苗的移栽成活率都值得进一

步研究，健全一套完备的诱导、继代、再生以及移栽

程序是非常必要的。
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