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摘要 　为了优化籼稻品种的组织培养特性 ,以 N6培养基为基础 ,分析了微量元素 3 种不同浓度处理对籼稻

品种粤泰 B 在组织培养中愈伤组织诱导率及褐化率的影响。结果表明 :微量元素的浓度对愈伤组织的诱导率影

响不大 ,而对褐化的控制有明显的影响 ,在 1. 2 倍浓度下愈伤组织的褐化率最低为 10. 35 % ,并且愈伤组织致密、

状态较好 ,0. 8 倍次之 ,褐化率为 26. 15 % ,而一般使用的 1. 0 倍浓度下褐化率为 44. 55 % ,褐化情况是最严重的 ,

并且愈伤组织软化 ,状态很差。
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　　近年来 ,以组织培养技术为基础的水稻遗传工

程进展多有报道[124 ] ,但是主要集中在粳稻方面 ,这

是由于籼稻和粳稻遗传背景的不同 ,导致二者之间

组织培养特性差异很大。相对于粳稻品种而言 ,大

部分籼稻品种的遗传转化都很困难 ,主要表现在愈

伤组织的诱导率低 ,继代过程中的褐化以及愈伤组

织分化频率低等 ,这些因素一直制约着以水稻组织

培养为基础的水稻遗传工程及基因工程的发展。

在植物组织培养过程中 ,褐化现象普遍发生 ,表

现为组织培养过程中愈伤组织颜色变深 ,呈黑褐色 ,

并逐步扩散到整个培养基中 ,愈伤组织也随之死亡。

一般认为是在组织培养过程中 ,切割愈伤组织造成

的伤口分泌出酚类化合物 ,在有氧条件下酚类物质

氧化为醌 ,进而产生有色物质使组织褐变 ,影响细胞

的正常生理活动 ,甚至导致组织死亡[526 ] 。因此 ,许

多研究者对不同植物组织培养继代过程中褐化及抗

褐化因素进行了探索 ,但主要集中在抗氧化剂的研

究方面[7210 ] ,尽管取得了一些进展 ,但是对于部分品

种效果仍不理想。

本试验中所采用的受体品种粤泰 B 是一种典

型的籼稻 ,是水稻红莲型细胞质雄性不育系的保持

系 ,该品种在组织培养过程中表现为愈伤组织的继

代过程中总是出现严重的褐化现象。为了摸索籼稻

品种粤泰 B 愈伤组织继代培养的最适条件 ,笔者从

微量元素入手 ,以组织培养中常用的 N6培养基为基

本培养基 ,研究不同浓度配比下的微量元素对于粤

泰 B 愈伤组织诱导和褐化的影响 ,本研究对水稻红

莲型细胞质雄性不育相关基因的功能研究具有重要

的意义。

　材料与方法

　试验材料

籼稻品种粤泰B ( Yue tai B , YTB) ,保存于中南

民族大学生命科学学院生物技术国家民委重点实验

室。

　基本培养基

选用 N6为基本培养基 ,其主要组成为大量、微

量、有机 ,这 3 种主要成分的配方参见文献 [ 3 ]。

YTB 愈伤组织的诱导和继代培养基除 N6外每升培

养基还包括 :水解酪蛋白 300 mg ,蔗糖 30 g ,脯氨酸

500 mg ,2 ,42D 2 mg ,谷氨酰胺 500 mg 及琼脂粉

8 g ,培养基 p H 值为 5. 8。在以上配方基础上 ,按

N6微量的浓度梯度设置 3 种不同的诱导培养基 ,即

0. 8 倍 ,1. 0 倍和 1. 2 倍 ,其余成分不变。

　试验方法

将 YTB 水稻成熟种子剥去颖壳 ,先用无菌水

冲洗 5 次 ,接着用 1. 5 % NaClO 浸泡并置于 20 ℃摇

床振荡 ,共 3 次 ,每次 20 min ,然后用灭菌蒸馏水冲

洗多次 ,取出放在带灭菌滤纸的培养皿上晾干。将

处理后的成熟种子接种于愈伤诱导培养基上 ,26 ℃
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暗培养。培养 14 d 切下愈伤组织 ,挑取生长势好的

愈伤组织继代 ,每 14 d 继代 1 次 ,并记录诱导情况 ,

28 d 后记录褐化情况。试验重复 2 次。

成熟种子总数 500 粒 ,分 3 批统计平均诱导率 ;

继代愈伤组织总数 300 粒 ,分 3 批统计平均褐化率。

愈伤组织诱导率/ % = 长出明显愈伤种子数/ 接

种种子总数 ×100 ;

褐化率/ % = 褐化变黑愈伤数/ 继代愈伤总数 ×

100。

　结果与分析

　不同微量元素浓度下 愈伤组织的诱导情

况

　　YTB 的成熟种子接种于 N6培养基 3 种不同微

量元素浓度的培养基上 ,平均培养约 5 d 便可在种

子胚芽基部观察到明显的愈伤组织 ,14 d 统计出愈

率。结果表明 ,在这 3 种浓度的培养基上 , YTB 的

愈伤组织的形成体现了一定的差异 ,结果见表 1。

微量元素浓度为 0. 8 倍的诱导率最低为 52. 3 % ,

1. 0倍的次之 ,为 61. 8 % ,1. 2 倍的最高 ,为 76. 4 %。

观察中发现各处理出现盾片的时间没有明显差异 ,

并且各处理的愈伤组织均呈淡黄色、干爽 ,状态较好

(表 1) 。

表 1 　N6微量元素的不同浓度对籼稻 YTB

愈伤组织诱导和继代培养的影响

Table 1 　Effects of different concentration N6 trace elements on

calli of YTB inducing

浓度/ 倍
Concent ration

成熟种子/ 粒
Mature
seeds

诱导率/ %
Inducing

rate

继代愈伤/ 粒
Subculture

callus

褐化率/ %
Browning

rate

0. 8 500 52. 33 ±1. 15 300 26. 15 ±2. 65

1. 0 500 61. 77 ±1. 95 300 44. 55 ±2. 21

1. 2 500 76. 43 ±2. 35 300 10. 35 ±1. 74

　不同微量元素浓度对 愈伤组织褐化的影响

　　在统计愈伤组织的诱导率之后 ,将 1. 0 倍浓度

的微量元素诱导的愈伤组织从胚部切下 ,接种在 3

种微量元素浓度梯度的继代培养基使其继续生长 ,

生长 28 d 统计褐化率。从表 1 结果可以看出 ,在

N6培养基微量元素的不同浓度处理下 , YTB 成熟种

子的愈伤组织的褐化情况有较为明显的变化 ,在1. 2

倍浓度下的愈伤组织的褐化率最低 (10. 35 %) ,0. 8

倍次之 (26. 15 %) ,一般使用的 1. 0 倍浓度下的褐化

情况反而是最严重的 ,褐化率为 44. 55 %。

进一步观察各处理愈伤组织的生长状态 ,结果

发现 1. 2 倍浓度下新的愈伤组织增殖明显 ,大部分

愈伤组织致密、呈淡黄色、干爽 ,状态较好。而 0. 8

倍和 1. 0 倍浓度的愈伤组织颜色均呈水浸状、软化

和褐化 ,增殖不明显 ,状态很差 (图 1) 。

　A. 0. 8 ×N6微量元素 0. 8 ×N6 trace elements ; B. 1. 0 ×N6微量元素 1. 0 ×N6 t race elements ; C. 1. 2 ×N6微量元素 1. 2 ×N6 trace elements.

图 1 　N6不同微量元素浓度对籼稻 YTB 愈伤组织褐化的影响

Fig. 1 　Effects of different concentration N6 trace elements on calli browning rate of YTB

　讨　论

笔者所在的课题组进行的以农杆菌介导的遗传

转化试验中 , YTB 愈伤组织的诱导和继代培养过程

中的褐化一直是制约基因功能研究的一个难题 ,其

影响因素是多方面的 ,如 YTB 的基因型、培养基成

分、愈伤组织切口的大小、与培养基的接触面、农杆

菌浓度和培养条件 (温度、光照、湿度等)等。如何找

到一种解决这一难题的方法 ,都将对后续的分子生

物学研究及遗传改良产生重大影响。笔者所在的课

题组为此进行了各种尝试 ,如在培养基中加入抗氧

化剂维生素 C 和硫代硫酸钠以减轻醌类物质的毒

害 ,加入一定比例的活性炭吸附酚类氧化物 ,改变各

种试验条件等 ,已经取得了一定的效果[ 11 ] 。

植物的愈伤组织在生长的过程中 ,受多种因素

的影响 ,微量元素是植物生长发育过程中必不可少

的营养成分 ,如铁、碘、硼、锰、锌、钼、铜等 ,在植物生

理过程中起着非常重要的作用[12213 ] 。研究表明微量

元素对籼稻愈伤组织分化成苗有显著影响 ,表现为

缺少碘、硼、锰、锌、钼、钴的培养基对籼稻愈伤组织

分化成苗影响不大 ,而缺少铜和铁的培养基对籼稻

愈伤组织分化成苗影响很大[14 ] 。
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本研究通过改变 N6的微量元素浓度 ,分析了籼

稻品种 YTB 的愈伤组织诱导率和褐化率。试验结

果表明不同浓度的微量元素对于 YTB 成熟种子的

愈伤组织诱导具有一定的影响但是差异不明显 ,说

明微量元素的差异对愈伤组织的诱导影响不大 ,而

对于褐化程度的控制有较为明显的影响。在 1. 2 倍

浓度的培养基上 , YTB 的褐化率最低 ,仅 10. 35 % ,

奇怪的是褐化率最高的是 1. 0 倍浓度的培养基
(44. 55 %) ,0. 8 倍的褐化率次之 (26. 15 %) 。随着

微量元素的浓度升高 , YTB 愈伤组织的褐化率先升

后降 ,这说明本试验所用微量元素中锰、锌、硼、碘等

对于愈伤组织生长最适宜的浓度并不是简单的线性

关系。从现有结果看 ,1. 2 倍微量元素浓度下 YTB

的愈伤组织生长情况较为理想 ,具体是哪种或者哪

几种微量元素在起关键作用 ,以及更高和更低浓度

的微量元素梯度试验 ,还有待进一步研究。本试验

的结果对籼稻组织培养过程中愈伤褐化的控制具有

一定的借鉴意义。
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Effects of Trace Elements on the Inducing and Browning of Indica Cultivar Calli

WAN G Wei2xu 　ZHAN G Ji2cheng 　L IU Xue2qun 　WAN G Chun2tai 　L IU Xin2qiong

Key L aboratory f or B iotechnolog y of t he S t ate Et hnic A f f ai rs Com mission/ Col lege of L i f e S cience ,

S out h2Cent ral U ni versi t y f or N ationali t ies , W uhan 430074 , Chi na

Abstract 　In order to optimize the tissue cult ure conditions of Indica rice , t he effect s of t race ele2
ment s on calli inducing and browning rate of Indica Yuetai B ( YTB) were st udied based on N6 cult ure

medium. The result s showed t hat inducing rate of calli wasn’t affected significantly by t he concent ration

of minor element s ,whereas t he browning rate was t he st rongly affected. The browning rate was t he low2
est ,which was 10. 35 % ,on the 1. 2 ×concent ration of t race element s medium. More importantly ,t he sta2
t us of calli was compact wit h good viability. The browning rate of 0. 8 ×concent ration was intermediate

with 26. 15 % ,whereas that of 1. 0 ×concent ration t reat was t he highest wit h 44. 55 %.

Key words 　t race element s ; Indica rice ; tissue cult ure ; browning
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