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正交试验法在玉米组织培养中的应用
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摘 要! 利用正交试验研究了培养基%’*+$,% 蔗糖%脯氨酸%水解酪蛋白"-.&# 个因素及组合对玉米自交系

+!!’ 和 /! 幼胚愈伤组织诱导的影响$探讨了正交设计应用于玉米培养基筛选的可能性’ 结果表明! !&对 +!!’ 诱导

胚性愈伤的最优组合是 )!!+ 培养基%’*+$, + 01 2 3%蔗糖 )" 1 2 3%-. #"" 01 2 3$对 /! 最优组合是蔗糖 4& 培养基%

’*+$, ! 01 2 3%蔗糖 ’" 1 2 3%脯氨酸 ! +"" 01 2 3%-. #"" 01 2 3( ’&不同玉米自交系的幼胚需要不同的糖浓度和培养

基( (&适宜的 ’*+$, 浓度可提高愈伤组织的诱导率( +&脯氨酸和水解酪蛋白对愈伤组织的形成有一定作用)
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随着农业生物技术的发展$ 植物基因工程在改

良作物的研究和应用上$得到人们的普遍关注)组织

培养作为植物基因工程的一个重要环节$ 更是人们

研究较多的领域) 由于近年来将目的基因导入植物

细胞的技术已在许多植物上实现$ 使组织培养领域

的研究更加活跃)
玉米是世界主要粮食作物之一$ 得到了广泛栽

培)对玉米进行组织培养$从而建立高效遗传转化受

体体系$ 为利用目的性状基因在分子水平上对玉米

进行改良$奠定了基础)目前人们已能从多种外植体

中诱导出愈伤组织$如幼胚%花药%幼苗芽顶端分生

组织%幼苗叶基部%芽间组织等‘! a (b$但以幼胚作为外

植体效果最佳$是目前玉米上应用最多的外植体)

收稿日期! ’""’$"%$!’
作者简介! 张 君"!%&)$&$男$吉林农业大学讲师$硕士$从事教学
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虽然人们对玉米幼胚诱导愈伤组织进行很多研

究‘+b$但因基因型%培养条件%培养基成分不同$结果

差异很大$ 而对于某一基因型如何选择培养基和调

整其成分的方法$研究的人较少)正交试验法是一种

多因素试验设计方法$其设计原则%方法%实例%及优

点已有不少报道‘#a &b) 为了系统研究玉米幼胚产生愈

伤组织的规律$选择和优化培养基配方$克服培养基

配方上的盲目性$ 本研究利用正交试验法对培养基

主要成分进行了对比分析) 为针对不同基因型如何

选择培养基配方提供了一种方法上的尝试)

! 材料与方法

!6! 材 料

晴天取授粉 !# K 的玉米雌果穗$剥去最外层数

片苞叶$留 ( a # 个苞叶$用 c"d酒精浸泡 !" 0@=$
剥去所有苞叶及花丝后再用 #d的 4D-3_ 溶 液 浸
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因 子 水平 ! 水平 " 水平 # 水平 $ 极小值 极大值 极差 % 调整 %&
’ #"("$) *+ "!(#,- -) #./!#, # ")/+,# ## "!/#,- -) #./!#, # !)/)*! ) !*/.)- *+
0 !"/*,* ++ ##/!,! )+ #$/)-) * #./#"! )+ !"/*,* ++ #./#"! ) "-/)#- ) "$/+-# ++
1 !#/..- -) ",/*#* ++ #"/$+$ " $$/."+ ++ !#/..- -) $$/."+ + #+/."# # ")/,#! ++
2 #./)-) *+ !-/*$+ ,# #-/$-+ + ")/+,) *+ !-/*$+ ,# #./)-) * "#/""- ) "+/.+$ ++
3 #+/*," *+ "./)#+ ,# #$/,+- ) "$/)#* ,# "$/)#* ,# #$/,+- ) !+/+)+ , ./+-# )*

表 ! "##$ 极差分析结果!均值"

泡 "+ 456! 在无菌条件下取出! 并用无菌水冲洗 #
遍!挑选幼胚长轴长度在 !/* 44 左右的幼胚接到培

养基上"
!/" 方 法

!/"/! 正交表的选用 正交表选用 * 因素 $ 水平的

7!-#$*$的设计#表 !$!每个培养皿 #+ 个幼胚!每个

处理 # 个培养皿!# 次重复%
!/"/" 培养方法 暗处培养!培养温度为 "-8" !*
天后观察&计算胚性愈伤组织诱导率"

!/"/# 结果分析方法 采用唐启义的 29: 数据分

析系统对表 " 数据’反正弦转换后数据$进行正交分

析"

因子水平 ’ 培养基 0’";$<2$ 1’蔗糖$ 2 脯氨酸 3 水解酪蛋白

种类 4=(7<! > =(7<! > 4=(7<! ’1?$4= >(7<!

! @: + "+ + +
" A- ! $+ #*+ #++
# ,!!$ " -+ )++ *++
$ 11 $ ,+ ! $++ )++

表 % 供试因素及水平

! " # $ *
’ 0 1 2 3

! ! ! ! ! ! !-($#’+$ +(++’!!(*$$ !!(*$’+$
" ! " " " " !!(*$’"#(*,$ "+(")’".(##$ ".(##’"#(*,$
# ! # # # # $,().’!-($#$ *#(!#’"+(")$ *+(*)’"#(*,$
$ ! $ $ $ $ $-(!*’".(##$ *+())’".(##$ $,($*’$!(**$
* " ! " # $ !!(*$’!-($#$ +(++’!!(*$$ +(++’+$
- " " ! $ # +(++’-.()#$ "+(")’)#(*)$ !!(*$’-.()#$
) " # $ ! " $,($*’!!(*$$ *#(!#’+$ *+(*)’!-($#$
, " $ # " ! "+(")’!!(*$$ ".(##’!!(*$$ !!(*$’"#(*,$
. # ! # $ " "-(*)’!!(*$$ !-($#’+$ "+(")’!!(*$$
!+ # " $ # ! -#($#’!-($#$ --($"’"-(*)$ -#($#’#$($*$
!! # # ! " $ !-($#’$,($*$ +(++’$#(-"$ !!(*$’"#(*,$
!" # $ " ! # --($"’"$(,+$ -+(-)’".(##$ *,(+*’".(##$
!# $ ! $ " # !!(*$’+$ !-($#’+$ "+(")’!!(*$$
!$ $ " # ! $ #.("#’".(##$ $-(!*’"-(*)$ "-(*)’"-(*)$
!* $ # " $ ! "#(*,’"-(*)$ #$($*’$#(,*$ "-(*)’-#($#$
!- $ $ ! # " #$($*’!-($#$ ".(##’".(##$ !-($#’#$($*$

注) 括号外数据为 $!!" 数据!括号内数据为 9! 数据

!"#

胚性愈伤诱导率列号及效应

处 理

表 & 按正交表 ’%(!")"的设计和试验结果

" 结果与分析

对于 $!!"!从表 # 各因素的水平来看!最优组

合是 ’#0$1$2!3#!即 ,!!$ 培养基&"!$<2 $ 4= > 7&蔗

糖 ,+ = > 7&1? *++ 4= > 7! 但 未 在 本 试 验 中 反 映 出

来% 而从实际结果’表 $$看!最优组合是)’#0"1$2#3!

或 ’#0$1"2!3#!可进一步验证这三种培养基的优劣%
因为正交试验是一种均一性试验设计!不可能含所

有处理组合!但仍可选出较好的处理组合%从极差值

来看! 值越大表示该因素越重要! 因此从实际结果

’表 #$可预见!五种因素中!最重要的因素是蔗糖!
其次是 "!$<2 和脯氨酸!培养基种类和 1? 影响较

小% 从本试验看!蔗糖的最适浓度为 ,+ 4= > 7!适当

的 "!$<2 浓度可提高愈伤组织的诱导率!脯氨酸和

1? 对愈伤组织的形成作用不大%
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处 理 平均 *B显著水平 !B极显著水平 处 理 平均 *B显著水平 !B极显著水平

!+ -$/$"- )+ C ’ . "!/+.+ ++ D= 123E
!" -!/)!# #+ CF ’ , "+(#,+ ++ D= 123E
# *+(,#+ ++ FG ’0 " "+(#,+ ++ D= 123E
) *+()!- )+ FG ’0 !# !-(+,+ ++ D=H 23E
$ $,($*- )+ GI ’0 - !+(-+# ## =H 3E
!$ #)(#!- )+ IJ 01 ! .(#"# ## =H 3E
!* ",("++ ++ JD 12 !! .(#"# ## =H 3E
!- "-()#- -) JD 123 * #(,$- -) H E

表 " "%%$ *+,-.,/0 新复极差测验的多重比较
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因 子 水平 ! 水平 " 水平 # 水平 $ 极小值 极大值 极差 % 调整 %&
’ "()*!+ ++ ",)#+" -+ "$).*+ ++ "-),,$ !* "+)*!+ ++ ",)#+" - -)-." - -)+## "-
/ ,)!** -+ #*)$-# #+ "0)!$- 0# "-)0*+ ++ ,)!** -+ #*)$-# # #!)"*- 0 "0)!$0 "-
1 #-)+"* -+ ",)0!$ !* !*)*+* -+ !0)+.* -+ !*)*+* -+ #-)+*" - !*)#"+ + !-)-00 ++
2 !*)!"+ ++ "+)0,! ,* "+)$0$ !* #.)!0+ 0+ !*)!"+ ++ #.)!0+ 0 "")+,+ 0 !.)0-$ *-
3 "")$-0 ## !*)#+$ !* #+),." -+ "*)!.! ,* !*)#+$ !* #+),." - !#)#00 # !")+$. -+

表 ! "# 极差分析结果!均值"

以上结果表明! !"不同自交系的玉米幼胚需要

不同浓度的蔗糖和培养基# ""适当 "4$52 浓度可提

高愈伤组织的诱导率# #"脯氨酸和 16 对幼胚愈伤

组织的形成有一定作用$

# 讨 论

%!" 正交试验法在玉米组织培养中应用的效果

和特点!我们知道&在组织培养中&由于培养基的成

分较多&用常规方法很难系统进行研究&并且工作量

很大&效果不是很好$利用正交试验法筛选培养基配

方&可大大减少试验次数&且效果不错$ 如本试验所

进行的-因素$水平试验&如果全面实施&要有! +"$
的处理&而利用正交试验&只用 !, 个处理组合就可

以了& 这就加快了研究进程$ 当然在应用正交试验

时& 要对各种效应事先有所估计& 有时可能会有出

入& 所以有些正交试验中分析所得的最佳组合在实

际供试组合中的表现并不一定是最好的& 但仍可以

找出较好的组合&因而有一定的应用价值$
%"" "7$82 用量!"4$92 是人们首选的诱导愈伤

组织的生长素& 适宜浓度的 "4$92 是诱导愈伤组织

形成的关键&但过高浓度的生长素&对玉米愈伤后期

分化会产生不利影响 :* ; .<&因此在继代培养过程中&
应适当降低其浓度& 以利于后期分化出苗$ 本试验

中&$!!" 的诱导需较高浓度的 "4$82%$ => ? @"7说明

此自交系需高浓度的生长素才能形成愈伤组织&但

在继代过程中应降低至 ! ; " => ? @& 以利于分化出

苗$
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联系电话! +$#!8$-#"0$.%C" +$#!8$-!-.,,%6"

$%&’()D EFGH>IJH.,.KFLM=GNO)PL=

对 Q!&从表 - 的各因素水平来看&最优组合是

’"/"1!2$3#& 即 R, 培养基’"S$92 ! => T @’ 蔗糖 "+
> T @’脯氨酸 ! $++ => T @’16 -++ => T @&与实际结果

%表 ,"’"/"1!2$3# 符合得好$ 从极差%表 -"来看&五

种因素中最重要的是 "7$92&其次是脯氨酸和蔗糖&
16 和培养基作用较小&与 $!!" 有所不同$ 从本试

验看到&"7$92 对愈伤组织的形成起了主导作用&最

适浓度为 ! => T @$

处 理 平均 -U显著水平 !U极显著水平 处 理 平均 -U显著水平 !U极显著水平

, *!A(!( (( G ’ " "-A$., ,* PVW /123
!- $$),!, *+ X / # "+)+.# ## VWY 123Z
!! #0)--+ ++ XP /1 0 !-)--# ## WY> 23Z
$ ##)$+# #+ XPV /12 - .)#"# ## Y> 3Z
!" "*)0"+ ++ PVW /123 * .)#"# ## Y> 3Z
!$ "*)$.+ ++ PVW /123 . *),.# ## Y> 3Z
!, ",)*+# ## PVW /123 ! #)0$, ,* > Z
!+ "-)0!, ,* PVW /123 !# #)0$, ,* > Z

表 * "# +,-.’-/0 新复极差测验的多重比较
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