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提高 N6 培养基钙浓度对玉米幼胚培养的影响
Ξ

付凤玲, 李晚忱, 荣廷昭3 , 潘光堂
(四川农业大学 玉米研究所, 四川 雅安 625014)

　　[摘　要 ]　筛选试验结果表明, 将N 6 培养基Ca2+ 浓度从 1. 13 mmo löL 提高到 5 mmo löL , 对玉米幼胚胚性愈

伤组织的诱导、继代和分化具有促进作用。在一次继代过程中, Ca2+ 浓度为 5 mmo löL 的培养基上培养的胚性愈伤

组织相对生长量比 1. 13 mmo löL 的原培养基增加 0. 8 倍。Ca2+ 浓度提高以后, 在培养基中再添加钙调蛋白 (CaM )

抑制剂盐酸氯丙嗪 (CPZ) , 可抑制Ca2+ 的促进作用, 说明钙增加后对玉米胚性愈伤组织诱导和继代的促进作用受

Ca2+ öCaM 信息系统控制。用改进后的N 6 培养基, 可提高生产上大面积推广的玉米自交系胚性愈伤组织的诱导率

和继代生长量。
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　　与水稻等作物相比, 玉米胚性愈伤组织的诱导、

继代和分化再生更为困难。受基因型的限制, 一些生

产上大面积推广的优良自交系不易诱导产生可再生

的胚性愈伤组织, 难以建立转基因操作的受体系统。

目前, 用A 188、B 73、墨西哥甜玉米等模式自交系及

其衍生系的幼胚作外植体, 诱导愈伤组织的技术已

较成熟[1～ 6 ]。但是这些自交系的农艺性状不能满足

生产要求, 其转基因植株要经过复杂、长期的杂交转

育才能育成实用品种。Ca2+ 与钙调蛋白 (CaM ) 结

合, 可引起植物细胞的一系列生理变化, 提高其对不

良环境的适应性[7, 8 ]。本研究拟通过筛选试验, 调整

N 6 培养基中的 Ca2+ 浓度, 提高大面积推广的优良

自交系胚性愈伤组织的诱导率和继代生长量, 为玉

米转基因操作提供良好的受体系统。

1　材料与方法
1. 1　试验材料

　　研究材料为生产上大面积推广的玉米优良杂交

种的亲本自交系 S37, 4822, 182599, 掖 478, P22,

R 08, R 09 和 5022。取授粉 13 d 左右, 长 1. 5～ 2 mm

的幼胚作外植体。

1. 2　培养基

基本培养基　N 6+ 蔗糖 30 göL + 琼脂 6 göL ,

pH 5. 8。

愈伤组织诱导培养基　基本培养基+ 脯氨酸

1. 38 göL + 水 解 酪 蛋 白 500 m göL + 2, 42D
2 m göL。

继代培养基　基本培养基+ 脯氨酸 690 m göL
+ 水解酪蛋白 100 m göL + 甘露醇 20 göL + 2, 42D
1 m göL。

分化培养基　基本培养基 + 水解酪蛋白

100 m göL + KT 1 m göL。
1. 3　培养条件和胚性鉴别

将外植体接种于愈伤组织诱导培养基, 27 ℃暗

培养, 及时切去幼芽及根状体。形成愈伤组织后, 按

A rm strong 等[1 ]和李世润等[5 ]介绍的鉴别标准, 挑

选胚性愈伤组织, 转入继代培养基, 14 ℃下暗培养。

分化培养温度为 27 ℃, 每天光照 12 h。

1. 4　浓度筛选

将继代培养基中的Ca2+ 浓度提高到 2, 3, 4, 5,

6, 7, 8, 9, 10 mmo löL , 并调节 pH 值至 5. 8, 以 Ca2+

浓度 1. 13 mmo löL 的继代培养基为对照, 每处理转

接 21 支试管, 每试管 10 块愈伤组织, 转接的愈伤组

织为继代时间相同和质地相当的胚性愈伤组织块,

愈伤组织净重为接种后的重量减去接种前试管和培

养基的重量。转接后 27 ℃暗培养, 20 d 后调查愈伤

组织生长状况, 以愈伤组织相对生长量 ( (培养后重

- 培养前重) ö培养前重)为指标, 确定继代培养基最

佳Ca2+ 浓度。

根据继代培养基最佳Ca2+ 浓度, 将诱导培养基
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Ca2+ 浓度分别提高到 4, 5, 6 mmo löL , 调节 pH 值至

5. 8, 以 Ca2+ 浓度为 1. 13 mmo löL 的诱导培养基为

对照, 每处理接种 7 支试管, 每试管 10 个外植体,

27 ℃暗培养, 40 d 后调查愈伤组织诱导率 (发生胚

性愈伤组织的外植体数ö接种外植体总数) , 确定诱

导培养基最佳Ca2+ 浓度。

1. 5　盐酸氯丙嗪对Ca2+ 作用的抑制

逆境下钙对植物组织生长具有促进作用, 其作

用机理涉及 Ca2+ öCaM 信息系统。盐酸氯丙嗪是

CaM 与钙结合的抑制剂, 当其与CaM 首先结合后,

Ca2+ öCaM 信息系统的信号传导功能受阻, 钙的促

进作 用 即 会 减 弱。本 试 验 在 最 佳 Ca2+ 浓 度
(5 mmo löL )的继代培养基和对照继代培养基 (Ca2+

浓度 1. 13 mmo löL ) 中添加钙调蛋白抑制剂——盐

酸氯丙嗪 (CPZ) 0. 3 Λmo löL [8 ] , 20 d 后调查其与未

添加CPZ 的愈伤组织相对生长量的差异, 以证明钙

对胚性愈伤组织的促进作用是否涉及Ca2+ öCaM 信

息系统。

2　结果与分析
2. 1　继代培养基Ca2+ 浓度的筛选

　　将诱导产生的胚性愈伤组织转接到不同Ca2+

浓度的继代培养基上, 20 d 后愈伤组织相对生长量

见表 1。由表 1 可见, 各自交系胚性愈伤组织继代生

长最快的 Ca2+ 浓度不尽相同, 但都集中在 5

mmo löL 左右, 平均比对照增加 0. 8 倍。由此认为, 继

代培养基的最佳Ca2+ 浓度为 5 mmo löL。而且, 愈伤

组织颗粒疏散, 色泽鲜黄, 更符合A rm strong 等[1 ]

和李世润等[5 ]介绍的胚性愈伤组织鉴别标准。

表 1　愈伤组织在不同Ca2+ 浓度继代培养基上的相对生长量

T able 1　Grow th rate of callus at subcu ltu re m edia w ith differen t Ca2+ consistency

自交系
Inbred lines

Ca2+ 浓度ö(mmo l·L - 1) Ca2+ consistency

1. 13 2 3 4 5 6 7 8 9 10

S37 2. 21 2. 64 3. 13 4. 75 5. 43 5. 55 4. 82 4. 17 3. 88 3. 80
4822 2. 01 2. 34 3. 32 3. 45 4. 81 4. 23 4. 20 3. 49 2. 57 2. 41
182599 3. 62 4. 14 4. 58 6. 64 7. 34 5. 98 5. 51 5. 08 4. 33 4. 76
掖 478 Ye 478 3. 71 3. 60 3. 79 4. 89 4. 56 4. 70 3. 68 3. 01 2. 97 2. 84
P22 3. 51 4. 38 5. 02 5. 38 6. 84 5. 63 5. 01 4. 46 4. 01 3. 72
R 08 2. 63 3. 09 3. 71 4. 56 4. 70 4. 71 3. 62 3. 49 3. 41 2. 81
R 09 2. 58 3. 16 3. 35 4. 24 5. 02 4. 69 3. 20 3. 30 3. 27 3. 34
5022 3. 31 2. 83 3. 15 3. 76 4. 31 4. 27 3. 36 2. 51 2. 35 2. 05

2. 2　对提高诱导率培养基中Ca2+ 浓度的作用

根据继代培养基Ca2+ 浓度的筛选结果, 将易于

诱导胚性愈伤组织的玉米自交系 182599, P22, R 09

的幼胚分别接种于Ca2+ 浓度为 4, 5, 6 mmo löL 的诱

导培养基上, 40 d 后的愈伤组织诱导率见表 2。由表

2 可见, 在Ca2+ 浓度为 5 mmo löL 的诱导培养基上,

3 个自交系的愈伤组织诱导率和每个外植体幼胚诱

导 出 的 愈 伤 组 织 块 数, 均 比 Ca2+ 浓 度 约 为

1. 13 mmo löL 的对照高, 尤以愈伤组织诱导率的提

高更为明显。试验中发现, 当钙浓度提高到 6

mmo löL 以上时, 培养基质地脆弱, 弹性降低, pH 值

变异较大, 可能是影响胚性愈伤组织诱导和继代的

原因。同时, 用对照诱导培养基 (Ca2+ 浓度为 1. 13

mmo löL ) 不能诱导出愈伤组织的基因型, 即使提高

钙浓度, 也不能诱导胚性愈伤组织的产生。可见, 适

当提高钙浓度, 只是改善了培养条件, 使之更适应胚

性愈伤组织的产生和继代生长, 从而提高了诱导率

和继代生长量。

表 2　不同Ca2+ 浓度诱导培养基对自交系愈伤组织的诱导率

T able 2　Callus induction rate of 182599, P22, R 09 at induction m edia w ith differen t Ca2+ consistency

自交系
Inbred lines

Ca2+ 浓度ö(mmo l·L - 1)
Ca2+ consistency

接种外植体数
Exp lan t num ber

inocu lated

产生愈伤外植体数
Callus num ber induced

愈伤组织诱导率ö%
Callus

induction rate

愈伤组织块数ö外植体
Callus num ber

per exp lan t

182599 1. 13 (CK) 70 54 77. 1 3. 6
4 70 54 77. 1 3. 9
5 70 59 84. 3 4. 1
6 70 57 81. 4 3. 6

P22 1. 13 (CK) 70 36 51. 4 2. 1
4 60 31 51. 7 2. 3
5 70 38 54. 3 2. 3
6 70 35 50. 0 2. 1

R 09 1. 13 (CK) 60 27 45. 0 1. 7
4 70 29 41. 4 2. 3
5 70 33 47. 1 2. 3
6 70 31 44. 3 1. 7
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2. 3　盐酸氯丙嗪对Ca2+ 促进作用的抑制

在最佳 Ca2+ 浓度 (5 mmo löL ) 和对照 ( 1. 13

mmo löL ) 的继代培养基中添加钙调蛋白抑制剂盐

酸氯丙嗪 (CPZ) 0. 3 Λmo löL , 转接培养玉米自交系

182599, P22, R 09 的胚性愈伤组织, 20 d 后愈伤组织

相对生长量与未添加CPZ 对照的差异见表 3。表 3

结果表明, 在Ca2+ 浓度为 5 mmo löL 的继代培养基

中添加CPZ 后, 3 个自交系愈伤组织相对生长量均

显著降低; 而Ca2+ 浓度为 1. 13 mmo löL 的继代培养

基中添加CPZ 后, 愈伤组织相对生长量降低较少, 3

个自交系的表现趋势相当。观察发现, CPZ 不但明

显抑制Ca2+ 的促进作用, 还使胚性愈伤组织色泽暗

淡、质地干燥、胚性发育不良。这说明增加钙浓度, 对

胚性愈伤组织诱导和继代的促进作用受Ca2+ öCaM

信息系统控制。

表 3　不同Ca2+ 浓度继代培养基添加盐酸氯丙嗪对愈伤组织相对生长量的影响

T able 3　Effect of CPZ on callus grow th rate at subcu ltu re m edia w ith differen t Ca2+ consistency

盐酸氯丙嗪含量ö
(Λmo l·L - 1)
CPZ con ten t

Ca2+ 浓度ö(mmo l·L - 1) Ca2+ consistency

1. 13 (CK) 5. 00

P22 182599 R 09 P22 182599 R 09

0 3. 46 3. 37 2. 51 6. 65 7. 51 5. 24

0. 3 3. 24 3. 21 2. 27 2. 93 3. 65 2. 41

2. 4　增加Ca2+ 浓度对愈伤组织分化再生的影响

在Ca2+ 浓度 5 mmo löL 的继代培养基上继代的

182599, P22, R 09 的胚性愈伤组织, 用分化培养基分

化再生, 分化成苗率分别达 67. 3% , 51. 3% 和

52. 5% , 比Ca2+ 浓度为 1. 13 mmo löL 的对照培养基
(61. 4% , 47. 1% , 45. 9% ) 分别提高 6% , 4% 和

6. 5%。

因此, 作者认为, 将N 6 培养基Ca2+ 浓度从 1. 13

提高到 5 mmo löL , 可以改进玉米自交系胚性愈伤

组织的诱导、继代和再生, 从而为玉米转基因研究提

供良好的受体系统。

3　讨　论

Ca2+ 在ABA 诱导基因表达中起重要作用, 在

ABA 含量相同的条件下, 增加 Ca2+ 的浓度, 可使

ABA 诱导的特异RAB mRNA 表达水平提高。ABA

对植物体细胞胚的发生与发育具有重要作用[9 ]。在

合子胚发育过程中, ABA 可促进同化产物的分配,

并在胚性基因表达中发挥重要作用[10 ]。伴随着胚性

愈伤组织的发生, 内源ABA 相应出现一个峰值[11 ]。

本试验结果也表明, 适当增加N 6 培养基Ca2+ 浓度,

可以明显提高玉米胚性愈伤组织产量, 但当浓度超

过 10 mmo löL 后, 增加的效果显著降低。

当细胞内 Ca2+ 浓度增加时, Ca2+ 与钙调蛋白

(CaM )结合, 形成Ca2+ 2CaM 复合体, 活化许多关键

酶, 引起一系列生理生化反应。钙调蛋白抑制剂

CPZ 通过与CaM 的结合, 使CaM 结合钙的功能丧

失, 失去信号传导功能, 不能启动ABA 的基因表

达, 因而使胚性愈伤组织生长量显著受抑。说明N 6

培养基 Ca2+ 浓度增加引起的玉米胚性愈组织诱导

率和继代生长量的提高, 受Ca2+ öCaM 信使系统活

化和ABA 基因表达的控制。由此推测, Ca2+ 2CaM

作为第二信使对ABA 诱导基因表达起着极其重要

的作用。

综上所述, 将N 6 培养基 Ca2+ 浓度由原来的约

1. 13 mmo löL 提高到 5 mmo löL , 可以促进愈伤组织

的诱导和继代生长, 并通过对愈伤组织生长状态的

改良和胚性愈伤组织继代生长量的增加提高绿苗再

生率。一些生产上大面积推广的优良自交系, 可通过

继代生长建立转基因操作受体系统。但是, 不同基因

型之间胚性愈伤组织诱导率的差异仍然存在。

本试验中, 当钙浓度提高到 6 mmo löL 以上时,

胚性愈伤组织的诱导率和继代量虽然比对照 (钙含

量 1. 13 mmo löL )有所提高, 但不及 5 mmo löL 钙浓

度时的增长量。究其原因, 可能是N 6 培养基钙浓度

过高影响了培养基的质子配比平衡所致, 关于此问

题还有待于进一步研究。
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T he effect of ra ising ca lcium con sistency of N 6

m edium on m aize imm atu re em b ryo sπcu ltu re

FU Feng- l ing,L IW an -chen , RONG Ting-zhao, PAN Guang- tang
( Institu te of M aiz e R esearch , S ichuan A g ricu ltu ra l U niversity , Y aπan, S ichuan 625014, Ch ina)

Abstract: T he select ion experim en t show ed that imp roved N 6 m edium by increasing Ca2+ con ten t from

1. 13 to 5 mmo löL p romo ted em b ryogen ic callu s induct ion and subcu ltu re grow th from m aize imm atu re

em b ryo s. D u ring one t im e of subcu ltu re, grow th ra te of em b ryogen ic callu s increased by 0. 8 t im es as

subcu ltu red on the m edium w ith Ca2+ con ten t of 5 mmo löL as subcu ltu red on the m edium w ith Ca2+

con ten t of 1. 13 mmo löL. A ddit ion of CPZ, CaM inh ib ito r, to the m edium w ith 5 mmo löL Ca2+ perfo rm ed an

inh ib it ion effect on the p romo tion ro le of Ca2+ . T he imp roved N 6 m edium cou ld be u sed to increase

em b ryogen ic callu s induct ion ra te and subcu ltu re grow th ra te from popu larized m aize inb reds and p rovide

accep to r system w ith excellen t genet ic foundat ion fo r t ran sgen ic opera t ion.

Key words: m aize imm atu re em b ryo s; t issue cu ltu re; t ran sgen ic; em b ryogen ic callu s
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Study in to film 2covering rape cu lt iva t ion techn ique and its app lica t ion
in N o rth W eibei D ry2land of Shaanx i

DONG Zhen - sheng1, J ING Jun - sheng1, ZHANG Y u-wen2,

ZHANG He-p ing3, CHANG Guang-p ing4, X IL e i5

(1 Colleg e of A g ronomy ,N orthw est S ci2tech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;
2 B aoj i Institu te of A g ricu ltu ra l S cience,Q ishan,B aoj i 722400, Ch ina; 3 X iany ang A g ricu ltu ra l B u reau , J ianjun T ow n,Q ian Coun ty 723400, Ch ina;

4 Y anan L uochuan Institu te of A g ricu ltu ra l S cience,L uochuan, Y anan 727400, Ch ina; 5 W einan Institu te of A g ricu ltu ra l S cience, S unz hen,W einan 715501, Ch ina)

Abstract: Experim en ts show ed that the rape2yield w as increased sign if ican t ly by variou s w ays of f ilm 2
covering, especia lly, the bunch p lan t ing w as the h ighest, the yield cou ld increase 71. 8% compared w ith
non2f ilm 2covering cu lt iva t ion. Fu rrow p lan t ing beside film w as the fo llow 2up , 33. 6% h igher than CK. By
m ean s of th ree2year ex ten sive p ract ice from 1999 to 2001, it has been found that bunch p lan t ing is
inconven ien t fo r m echan ized opera t ion and it is a w aste of t im e and labou r. Fu rrow p lan t ing beside film is
conven ien t fo r m echan ized p lan t ing, and the m ass w ou ld like to accep t. D u ring the th ree years, p lan t ing area
of the film 2covering rape w as 28 500 hm 2, rape yield increased 18 500 t, increasing value 33 262 000 RM B in
the no rth W eibei dry2land.

Key words: N o rth W eibei D ry2land; f ilm 2covering; rape cu lt iva t ion
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