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小麦幼穗的离体培养及其影响因素研究
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　　[摘　要 ]　为了确立适于小麦幼穗遗传转化的组织培养体系,对8个小麦品种的幼穗通过组织培养方法,研究

了不同基因型、培养基对愈伤组织诱导及分化的影响。结果表明,不同小麦品种幼穗愈伤组织诱导出愈率差异不

大,而分化率却差异明显,其中绵阳19分化率最高,平均可达72. 9% ,洛阳8716次之,平均为61. 2% ;分化培养基对

分化率也有很大影响,在选用的2种分化培养基中,郑麦9023幼穗愈伤组织的分化率差异最大,而洛阳8716的差异

最小;小偃22、西农88、郑麦9023和陕150的幼穗愈伤组织,在分化培养基B 中分化率较高,而陕354、绵阳19和小偃

107则在分化培养基A 中较高;幼穗愈伤组织分化最佳温度为20～ 22 ℃,光照强度3 000 lx。因此,在所选用的8个

小麦栽培品种中,绵阳 19和洛阳 8716的幼穗愈伤组织可作为遗传转化的受体材料。
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Influe nc ing fa c to rs on w he a t imm a ture inflo re sce nce s culture
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Abstract: In o rder to estab lish a h igh frequency of p lan t regenera t ion system , the imm atu re

inflo rescences of eigh t w heat variet ies w ere cu ltu red to study the effects on the frequency of callu s

induct ion and p lan t regenera t ion. T he resu lt show ed that there w as lit t le d ifference betw een the frequences

of callu s induced among all variet ies, bu t the frequencies of p lan t let d ifferen t ia t ion w ere qu ite d ifferen t.

M ianyang N o. 19 w as the best geno type fo r exp lan t regenera t ion, and L uoyang N o. 8716 took the second

p lace. T he differen t ia t ion m edium also had great influence on differen t ia t ion of d ifferen t w heat variet ies;

T he op t im um differen t ia t ion m edium of X iaoyan N o. 22, X inong N o. 88, Zhengm ai N o. 9023 and Shan N o.

150 w as m edium B , w h ile Shan N o. 354, M ianyang N o. 19 and X iaoyan N o. 107 w as m edium A. T he

op t im um cu ltu re condit ion w as temperatu re 20- 22 ℃ and ligh t in ten sity 3 000 lx. T herefo re the imm atu re

inflo rescences of M ianyang N o. 19 and L uoyang N o. 8716 w ere the op t im al exp lan t fo r w heat

t ran sfo rm at ion.

Key words: w heat; imm atu re inflo rescence; ca llu s; d ifferen t ia t ion

　　应用生物技术改良禾谷类作物,是国内外学者

研究的热点之一。禾谷类作物的组织培养技术是生

物技术应用的基础[122 ]。幼穗和幼胚是小麦遗传转化

中使用最多的外植体。舒理慧[3 ]研究表明,在小麦护

颖分化期,其幼穗离体培养诱导率和分化率最高;郑

企成等[4 ]也指出,用合适时期的幼穗作外植体诱导

出的愈伤组织,其再生能力比常用的幼胚外植体更

理想,不仅再生频率高,而且在长期继代培养过程中

能保持较高的再生能力; 陈梁鸿等[5 ]在比较幼穗和

幼胚为受体的转化试验中观察到,幼穗的转化效果

优于幼胚, 幼穗较幼胚更耐继代, 更易形成再生植

株;林刚等[6 ]研究激素对小麦愈伤组织,诱导和植株
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再生的影响时发现,幼穗的愈伤组织诱导率和植株

再生频率高于幼胚和成熟胚; 然而尹钧等[7 ]研究认

为,小麦幼胚作为基因枪转化的受体材料,其愈伤组

织形成与芽分化能力优于幼穗。幼穗作为离体培养

的外植体,更有取材方便、操作简单等优点。虽然目

前关于幼穗遗传受体再生体系的报道较多,但不同

基因型小麦幼穗分化能力差异很大[8210 ]。因此,建立

适于目的基因转化的幼穗组织培养体系,是利用幼

穗为外植体进行小麦遗传转化的关键。本试验以生

产上栽培的、不含高分子量麦谷蛋白14亚基基因的

8 个小麦品种为材料,对其幼穗组织培养特性进行

了研究,分析了不同小麦品种幼穗的出愈率及其愈

伤组织的分化潜力,旨在建立小麦幼穗的体外培养

体系,为利用优质高分子量麦谷蛋白14亚基基因改

良小麦品种奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　小麦品种

　　小麦品种为洛阳8716、绵阳19、西农88、陕150、

小偃22、郑麦9023、小偃107和陕354,均播种于西北

农林科技大学实验田。

1. 2　培养基

诱导培养基:M S培养基+ 2 m göL 2, 42D + 500

m göL 水解酪蛋白。
分化培养基A :M S 培养基+ 1 m göL KT + 0. 5

m göL 2, 42D + 500 m göL 水解酪蛋白。
分化培养基B:M S 培养基+ 2 m göL KT + 0. 2

m göL NAA + 500 m göL 水解酪蛋白。
生根培养基: 1ö2 M S 培养基 + 0. 5 m göL

NAA。

以上培养基pH 均为5. 8,并在 121 ℃下高压灭

菌20 m in。

1. 3　方　法

1. 3. 1　幼穗接种继代　在小麦生长锥处于小穗分化

期 (肉眼观察幼穗长度为0. 5～ 1. 0 cm )前后,取生长

一致的植株剥去主茎外层叶鞘,保留含嫩叶部分在内

的幼穗。在超净工作台上用体积分数70%酒精浸泡10

m in,无菌水冲洗后再用1 göL 升汞溶液消毒15 m in,

无菌水冲洗3～ 4次。小心剥去外围的叶鞘和幼叶,取

出幼穗切成2～ 3 mm 的小段,接种到诱导培养基上,

暗培养15 d 后,将幼穗转入新的诱导培养基上继续诱

导愈伤,培养条件为24 ℃,光照时间14 höd,光照强

度3 000 lx,每2周继代1次。

1. 3. 2　愈伤组织分化及植株再生　将继代2次的幼

穗愈伤转入分化培养基A 和B 中,培养条件为: 分化

条件É . 20～ 22 ℃,光照时间14～ 16 höd,光照强度3

000 lx; 分化条件Ê . 26～ 29 ℃,光照时间12～ 14 hö

d, 光照强度2 000 lx。培养15 d 后,观察其分化情况。

将分化小苗转至生根培养基上,于22 ℃、光照强度3

000 lx、光照时间14 höd 条件下诱导生根。

1. 3. 3　出愈率和分化率的计算　幼穗愈伤组织的

出愈率和分化率按以下公式计算:

出愈率ö% = (出愈外植体数ö接种外植体数)×

100% ;

分化率ö% = (分化出芽愈伤数ö接种愈伤数)×

100%。

2　结果与分析

2. 1　不同小麦品种幼穗愈伤组织的诱导结果

　　观察发现,幼穗接种后 3 d 左右开始膨大变形,

7～ 14 d 后陆续产生乳白色愈伤组织。继代后转入

光照培养。初期愈伤组织外形呈不规则状突起,并迅

速增大转绿。不同小麦品种幼穗愈伤组织的出愈率

见表1。
表 1　不同小麦品种幼穗愈伤组织的诱导和分化结果

T able 1　F requency of callus fo rm ation and p lan tlet differen tia t ion of differen t w heat variet ies

品　种
V ariety

接种数
N um ber of
transp lan ted

imm ature
inflo rescences

出愈率ö%
F requency
of callus
fo rm ation

接种愈伤数
N um ber of
transp lan ted

callus

分化愈伤数
N um ber of

callus
differen tiation

分化率ö%
F requency of
differen tiation

郑麦 9023 Zhengm ai N o. 9023 297 98. 7 125 26 21. 0

陕354 Shaan N o. 354 264 98. 1 134 63 47. 0

洛阳8716 L uoyang N o. 8716 484 99. 0 121 74 61. 2

小偃22 X iaoyan N o. 22 649 98. 8 275 128 46. 5

西农88 X inong N o. 88 275 98. 2 253 41 16. 2

陕150 Shaan N o. 150 264 96. 6 173 66 38. 2

绵阳19 M ianyang N o. 19 389 95. 9 118 86 72. 9

小偃107 X iaoyan N o. 107 400 95. 8 102 55 53. 9
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　　由表 1 可以看出,不同小麦品种幼穗的诱导出

愈率都较高,在95. 8%～ 99. 0% ,且差异不明显。其

中绵阳 19 的出愈率较低且生长缓慢, 愈伤组织较

小,颜色淡绿 (图1)。出愈率最高的为洛阳8716,且其

愈伤颜色较深 (图2)。西农88的幼穗愈伤组织不仅

出愈早、生长速度快,且明显大于其他品种,颜色黄

绿色,结构紧密,而其他基因型幼穗的愈伤组织生长

速度则较慢。

图 1　绵阳 19幼穗的愈伤组织

F ig. 1　 Imm ature inflo rescence callus

of M ianyang N o. 19

图 2　洛阳 8716幼穗的愈伤组织

F ig. 2　 Imm ature inflo rescence callus

of L uoyang N o. 8716

2. 2　不同小麦品种幼穗愈伤组织的分化结果

幼穗愈伤组织进入分化阶段后,各个品种愈伤

组织的分化特性表现出很大差异。观察发现,转入分

化培养基后,可明显看出小麦幼穗愈伤组织中有一

些组织细胞再分化,产生出绿色芽点 (图 3) ,而部分

愈伤组织生长停止,逐渐褐化。分化后小苗转入生根

培养基后,有些品种能很快诱导生根,迅速成苗 (图

4) ,而有些品种则生根较困难。

图 3　绵阳 19的愈伤组织分化 (分化培养基A )

F ig. 3　Callus differen tia t ion of

M ianyang N o. 19 imm ature inflo rescence

图 4　绵阳 19的愈伤组织再生植株

F ig. 4　R egenerated p lan ts of

M ianyang N o. 19 imm ature inflo rescence

　　不同小麦品种幼穗愈伤组织的分化率统计结果

见表1。由表1可以看出,不同小麦品种幼穗愈伤组

织分化率的高低依次为绵阳19、洛阳8716、小偃107、

陕354、小偃22、陕150、郑麦9023、西农88。其中绵阳

19的愈伤生长最好,分化率最高,且多为丛生苗; 洛

阳8716的愈伤分化率也较高;西农88的愈伤虽然开

始生长较快,但在转入分化培养基后分化率低,褐变

较严重;陕354和小偃22的愈伤组织虽生长较快,分

化出芽率较高,但生根困难,不能形成全苗。

2. 3　不同分化培养基对小麦幼穗愈伤组织分化的

影响

　　在小麦幼穗愈伤组织分化中,本试验采用文献

中使用较多的 2 种分化培养基,研究不同小麦品种

的分化情况。

从表 2 可以看出,分化培养基的激素配比对分

化率有很大影响。绵阳19的幼穗愈伤组织在分化培

养基A 中的分化最好,而西农88和郑麦9023却在分

化培养基A 中褐变严重;郑麦9023幼穗愈伤组织的

分化率在 2种分化培养基中差异最大,而洛阳 8716
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的差异最小;小偃22、西农88、郑麦9023和陕150的

幼穗愈伤组织在分化培养基B 中的分化比A 好,而

陕354、绵阳19和小偃107的幼穗愈伤组织在分化培

养基A 中分化比B 好。可见,应根据不同的小麦品种

选择合适的分化培养基。

表 2　不同分化培养基对小麦幼穗愈伤组织分化的影响

T able 2　 Influence of callus differen tia t ion on differen t m edium s

基因型
Geno type

培养基
M edium

愈伤数
N um ber of

callus

分化愈伤数
N um ber of

buds

分化率ö%
F requency of p lan tlet

d ifferen tiation

洛阳8716 L uoyang N o. 8716 A 62 38 61. 3

B 59 36 61. 0
小偃22 X iaoyan N o. 22 A 92 19 20. 7

B 183 109 59. 6
西农88 X inong N o. 88 A 100 11 11. 0

B 153 30 19. 6
郑麦9023 Zhengm aiN o. 9023 A 64 5 7. 8

B 61 21 34. 4
陕354 Shaan N o. 354 A 64 36 56. 3

B 70 27 38. 6
陕150 Shaan N o. 150 A 109 34 31. 2

B 64 32 50. 0
绵阳19 M ianyang N o. 19 A 62 54 87. 1

B 56 42 75. 0
小偃107 X iaoyan N o. 107 A 52 29 55. 8

B 50 26 52. 0

2. 4　对不同分化条件下小麦幼穗愈伤组织生长分

化的影响

　　表 3 结果表明,不同培养温度和光照对小麦愈

伤组织分化有很大影响,分化条件É 比分化条件Ê
更适合幼穗的生长分化。在分化条件É下,幼穗的愈

伤组织生长状态良好, 芽分化率较高, 外植体呈绿

色,且不易褐变,有利于幼穗分化及其后期的成苗。

而在分化条件Ê 下,幼穗组织块发白,呈水浸状,幼

穗分化出芽率低,且易褐变。因此,较低的温度和较

强的光照对小麦幼穗愈伤组织分化更有利。
表 3　不同分化条件对小麦幼穗愈伤组织生长分化的影响

T able 4　R esu lt of callus differen tia t ion at differen t temperatu res

分化条件
D ifferen tiation

condition

总数
To tal num ber

of callus

褐变数
To tal num ber of

death callus

褐变率ö%
D eath rate

of callus

分化芽数
N um ber
of buds

芽分化率ö%
F requency of

p lan tlet
d ifferen tiation

É 492 24 4. 9 308 62. 5

Ê 562 110 19. 6 166 29. 5

3　讨　论

小麦遗传转化的受体材料,要通过愈伤组织诱

导、分化和再生成苗的过程才能获得转基因植株。因

此, 选择合适的品种及外植体、优化其组织培养条

件,对遗传转化有非常重要的作用。本研究对8个品

种小麦幼穗愈伤组织的诱导和分化进行了研究,结

果表明,小麦基因型对幼穗组织培养有很大的影响。

虽然不同基因型愈伤组织诱导率差异不大,但不同

基因型分化能力差异显著,说明基因型是影响小麦

幼穗组织培养的主要因素。吉前华等[11 ]对影响小麦

幼穗组织培养特性的基因进行了染色体定位。本研

究选用的8个栽培品种中,绵阳19和洛阳8716幼穗

愈伤组织分化率较高,可作为遗传转化受体材料。

在小麦幼穗的组织培养中发现,愈伤组织的诱

导、分化和植株的再生是相互独立的。诱导率高并不

表明其分化率也高,分化率高的品种再生率不一定

高,这与O zgen 等[12 ]在小麦成熟胚培养中的研究结

果一致。

不同基因型小麦幼穗愈伤在不同培养条件、不

同分化培养基中的分化率各有差异,其中绵阳19在

分化培养基A 中的分化率最高;较低的温度 (20～ 22

℃)和较强的光照 (3 000 lx)有利于幼穗愈伤分化。

这可能是由于低温培养可以减慢愈伤生长速度,从

而改变了分化前细胞团的状态,使高温下结构疏松、

生长快、难以分化的愈伤组织,转变成了结构致密、

生长缓慢、易于分化的愈伤组织。

(下转第87页)
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通过 SD S2PA GE 电泳分析表明, 该外源蛋白是 ba r

基因的表达产物,表达量高,而且主要以包涵体的形

式存在。将包涵体溶解后经过试剂盒纯化,获得了高

纯度的目的蛋白。

本研究选用的大肠杆菌原核表达系统在基因表

达技术中发展最早、应用最广泛,与其他系统相比具

有遗传背景清楚、繁殖快、表达效率高及抗污染能力

强等优点[5 ]。本试验选用的pET 28a (+ )原核表达载

体含有能被T 7 RNA 聚合酶特异性识别的T 7强启动

子[6 ]。将外源基因置于T 7启动子控制下,经 IPT G 诱

导后能够高效表达外源蛋白。此外,该表达载体具有

H is6的编码序列,使目的蛋白N 端融合有6个H is残

基,便于纯化,尤其适合抗原蛋白的制作。

大肠杆菌表达系统产生的重组蛋白通常以包涵

体与可溶性蛋白两种形式出现。一般80%的蛋白质

在细菌中都是以包涵体形式表达的。以包涵体形式

表达的重组蛋白容易通过简单的洗涤达到很高的纯

度,有利于进一步纯化。重组蛋白是以包涵体形式存

在还是以可溶性蛋白形式存在,主要取决于重组蛋

白本身及载体的性质, 与外在的表达条件关系不

大[7 ]。包涵体形式一般表达量高,相对成本较低,往

往具有比较完全的抗原性。

本实验表达的蛋白可以替代植物外源蛋白,用

作转 ba r 基因产品的食用安全性检测,以及对生物

多样性影响的评价, 也可用于转 ba r 基因产品

EL ISA 检测的抗体制备。

[参考文献 ]
[1 ]　T homp son C J ,M ovva N R , T izard R. Characterization of the

herb icide resistance gene bar from S trep tomy ces hy g roscoop i2

　　 cus[J ]. EM BO J , 1987, 6: 251922523.

[2 ] V aisl V , Castillo A M , F romm M E. H erb icide resistan t fert ile

transgen ic w heat p lan t ob tained by m icro jectile bom bardm ent

of regenerab le em bryogen ic callus [ J ]. B io techno logy, 1992,

10: 6672674.

[ 3 ]　M arian i C, D e Beukeleer J M , T ruettner J , et al. Induction of

m ale sterility in p lan ts by a ch im aeric ribonuclease gene [J ].

N atu re, 1990, 347: 7312741.

[4 ]　Tok i S, Susum u T , ChyuheiM. Exp ression of a m aize ub iqit in

gene p romo to r2bar ch im eric gene in transgen ic rice p lan ts[J ].

P lan t Physio l, 1992, 100 (3) : 150321507.

[ 5 ]　李育阳. 基因表达技术[M ]. 北京:科学出版社, 2001: 1213.

[ 6 ]　陈长征,段治军,杨新颖,等. T 7启动子控制下的多功能大肠杆

菌表达系统[J ]. 生物化学与生物物理学报, 1996, 28 (5) : 5312

539.

[ 7 ]　陈孝平,王　锋. 抗鞘翅目B t杀虫基因GFM cry3Bb 的人工合

成、原核表达及植物转基因的研究[D ]. 湖北武汉: 华中农业大

学, 2004.

　　 (上接第82页)

[参考文献 ]
[1 ]　贾土荣. 农业高新技术论 [M ]. 北京: 科学技术文献出版社,

1992: 1212128.

[ 2 ]　吉前华,任正隆. 小麦 (T riticum aestivum L. )品种的组培特性

和转基因受体选择[J ]. 作物学报, 2004, 30 (9) : 8552860.

[ 3 ]　舒理慧. 小麦不同发育时期的幼穗对离体培养的反应[J ]. 科学

通报, 1982 (14) : 15219.

[ 4 ]　郑企成,朱门兰,陈文华. 八倍体小黑麦单倍性胚性细胞无性系

的建立[J ]. 植物学报, 1987, 9 (4) : 3672372.

[ 5 ]　陈梁鸿, 王新望, 张晓东, 等. 基因枪转化小麦不同受体的研

究[J ]. 华北农学报, 1998, 13 (1) : 125.

[ 6 ]　林　刚,何勇刚,刘　勇,等. 激素对小麦愈伤组织诱导和植株

再生的影响[J ]. 华中科技大学学报:自然科学版, 2004, 32 (9) :

1112113.

[ 7 ]　尹　钧,任江萍,宋　丽,等. 小麦不同转基因受体材料的植株

再生培养研究[J ]. 麦类作物学报, 2004, 24 (2) : 124.

[ 8 ]　肖梅林,赵世绪. 影响小麦幼穗离体培养的几个重要因素的研

究[J ]. 北京农业大学学报, 1989, 15 (2) : 1472152.

[ 9 ]　刘　淖,张琼玉,徐龙珠,等. 不同品种小麦幼穗离体培养的研

究[J ]. 河南师范大学学报, 1993 (4) : 65268.

[ 10 ]　曾寒冰. 小麦幼穗离体培养的研究——不同基因型的反

应[J ]. 东北农学院学报, 1989, 20 (3) : 2052209.

[ 11 ]　吉前华,任正隆. 影响小麦幼穗组织培养特性基因的染色体定

位[J ]. 麦类作物学报, 2004, 24 (3) : 14.

[ 12 ]　O zgen M , T uret M , A ltinok S, et al. Efficien t callus induction

and p lan t regeneration from m ature em bryo cu ltu re of w in ter

w heat ( T riticum aestivum L. ) geno types [ J ]. P lan t Cell

Rep , 1998, 18 (3ö4) : 3312335.

78第 2期 薄慧杰等:草胺膦抗性基因 bar的原核表达与蛋白质纯化


