
第29卷 第4期

2010年 8月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.29 No.4

Aug.2010,403~407

收稿日期:2009-12-05;修回日期:2010-04-19
*国家新品种培育专项(2008ZX08002-001)、国家“863”高技术研究发展专项(2007AA100505)和教育部博士点基金(20070504010)资助

** 通讯作者.E-mail:qubo@mail.hzau.edu.cn
张 杰,女,1983年生,硕士.研究方向:小麦细胞工程.E-mail:zhangjie07@webmail.hzau.edu.cn

小麦茎尖丛生芽诱导及植株再生 *

张 杰1 李和平1,2 廖玉才1,3 瞿 波1,3**

1.华中农业大学麦类作物分子生物技术实验室,武汉430070;2.华中农业大学生命科学技术学院,武汉430070;

3.华中农业大学植物科学技术学院,武汉430070

摘要 为了筛选不受季节限制的小麦遗传转化受体,研究了3个小麦栽培品种在3种萌发培养基、4种诱导

培养基、3种不同诱导时间和3种生根培养基下从茎尖直接诱导丛生芽的最佳条件和方法。结果表明,MB5基

本培养基不添加任何激素最适于小麦成熟胚萌发;而在 MB5培养基中添加1.0mg/LTDZ和0.5mg/LIBA,

小麦茎尖丛生芽诱导率最高;单个茎尖形成丛生芽的数目,随诱导时间延长而增加,诱导时间以不超过30d为

宜;品种间的丛生芽诱导率及丛生芽形成数目没有差异;最佳生根培养基为1/2MS基本培养基添加1.0mg/L
IBA。由丛生芽诱导再生发育形成的植株开花结实正常。这些研究结果为建立基于小麦丛生芽的再生及遗传

转化体系提供了方法。
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  建立快速、简便的植物培养再生体系,是高效遗

传转化技术的基础。尽管小麦遗传转化技术已经用

于新品种培育,但目前仍主要以 Vasil等[1]报道的

小麦幼胚诱导的愈伤为转化受体,而幼胚取材是在

植株开花以后进行,其周期长、季节性强、成本高,因
此开发不受季节影响的材料为转化受体,对于促进

小麦遗传工程的发展与应用具有重要意义。植物种

子萌发形成的茎尖,不仅培养简便、取材方便,还可

利用茎尖诱导丛生芽,可提供更多的遗传转化受体。
从茎尖诱导丛生芽已在大麦[2-4]、小麦和燕麦[5-6]、玉
米[7-8]、高粱[9-10]、珍珠黍[11]、早熟禾[12]、鸭茅[13]、黑
麦草[14]、水稻[15]等作物中应用,其中大多数是利用

茎尖先诱导愈伤组织再分化形成丛生芽的途径,而
很少有以茎尖直接诱导丛生芽的报道。本研究以长

江流域推广的小麦栽培品种为材料,摸索了小麦茎

尖直接诱导丛生芽以及发育形成植株的最佳条件和

方法,以期为利用小麦茎尖作遗传转化受体提供资

料。

1 材料与方法

1.1 小麦品种

供试小麦品种为华麦13、扬麦158和C101,由

笔者所在的实验室提供。
1.2 培养基

基本培养基为 MB5(MS大量元素,MS微量元

素,B5 有机成分,B5 铁盐),添加30g/L 蔗 糖,

0.7% 琼脂粉,调pH 至5.8,湿热灭菌。根据文献

[4-5]设置了激素不同的3种成熟胚萌发培养基

(A1、A2、A3),以MB5为基本培养基,其中A1不含

任何激素,A2含2.0mg/L2,4-D和0.5mg/L6-
BA,A3含1.0mg/LTDZ和1.0mg/L6-BA;4种

丛生芽诱导培养基(B1、B2、B3、B4)也以 MB5为基

本培养基,其中B1含1.0mg/LTDZ和1.0mg/L
6-BA,B2含1.0mg/LTDZ和0.5mg/LIBA,B3
含2.0mg/L2,4-D和0.5mg/L6-BA,B4含1.0
mg/LTDZ;3种丛生芽生根培养基(C1、C2、C3)以

1/2MS为基本培养基,其中 C1添加1.0mg/L
NAA,C2含0.5mg/LNAA和0.5mg/LIBA,C3
含1.0mg/LIBA。
1.3 种子萌发及幼苗生长

小麦种子经70%乙醇表面消毒、无菌水冲洗

后,转入0.1%升汞处理15min,无菌水冲洗后浸泡

16h,无菌下剥取成熟胚,置于成熟胚萌发培养基

上,25℃黑 暗 培 养。每 个 处 理 取60个 胚,重 复



  华 中 农 业 大 学 学 报 第29卷 

3次。
1.4 丛生芽诱导

取生长5d的幼苗,由基部向上切取长约5mm
的切段,置于丛生芽诱导培养基上,25℃光照培养,

每2周继代1次。

1.5 丛生芽生根

将诱导的丛生芽转入生根培养基中,25℃光照

培养,取根系生长良好的幼苗于4℃春化2周,再移

栽到土钵中。

2 结果与分析

2.1 萌发培养基对小麦成熟胚萌发的影响

萌发培养基是影响成熟胚萌发形成丛生芽的基

础。研究表明,添加适当浓度的2,4-D、TDZ或

6-BA,有助于大麦等禾本科作物成熟胚的萌发及后

续丛生芽的形成[4-5],据此,本研究设置了激素不同

的3种萌发培养基,分析比较了3个小麦品种的成

熟胚在这些培养基上培养5d后的萌发率(图1)。3
个品种均在 A1培养基上的萌发率最高,其平均萌

发率为84.7%,极显著高于在 A2(9.5%)或 A3
(17.2%)培养基上的萌发率。因此,小麦栽培品种

成熟胚萌发,以不含任何激素的MB5基本培养基最

佳,说明小麦成熟胚的内源激素含量能够满足种子

萌发的需要。如果添加额外激素,影响了种胚萌发

中其他物质的活性,从而抑制成熟胚萌发。

 图中相同字母表示无显著性差异,下同 Barswiththesamelet-
tersindicatednosignificantdifference,thesameasfollows.

图1 萌发培养基组成对小麦成熟胚萌发的影响

Fig.1 Effectofmediumongerminationofmature
embryosfromwheatcultivars

2.2 诱导培养基对丛生芽数目的影响

建立小麦成熟胚高效诱导丛生芽的培养条件是

丛生芽诱导的关键之一。将A1萌发培养基上生长

的材料置于4种不同诱导培养基上,比较它们的丛

生芽数目。结果表明,不同诱导培养基之间的差异

十分显著(图2),其中B2培养基诱导形成的丛生芽

数目最多,平均每个胚可形成8.63个丛生芽;B1和

B3培养基次之,可分别诱导5.93个和7.04个;而
在B4培养基上则不形成丛生芽,平均1个胚仅产

生1个芽;不同品种对4种培养条件的反应趋势基

本相同,品种间的丛生芽数目差异不显著。因此,

MB5基本培养基添加1.0mg/LTDZ和0.5mg/L
IBA,是诱导小麦丛生芽的最佳条件。

图2 诱导培养基对小麦丛生芽形成的影响

Fig.2 Effectofinductionmediumongenerationof
multipleshootsofwheatcultivars

2.3 诱导时间对形成丛生芽数目的影响

选择适当的诱导时间是保证形成量多、质优丛

生芽并发育形成植株的重要条件。选用在A1萌发

培养基上生长的材料,在B2诱导培养基上培养10、

20、30d后,比较它们的丛生芽数目。结果表明,3
个品种的丛生芽数目均与诱导时间成正比,即诱导

时间愈长,形成的丛生芽数目愈多(图3)。诱导培

养10d的平均丛生芽数目仅3.5个,诱导20d的为

6.5个,诱导30d的达到11个,不同时间之间的差

异达到极显著水平。这个结果说明,延长诱导时间

可以增加丛生芽的数目。但是,诱导时间不宜太长,
否则丛生芽易形成小老苗,不利于植株后续生长发

育。本研究中诱导30d的丛生芽,仍处于较好的生

长状态,所以一般丛生芽的诱导时间以不超过30d
为宜。
2.4 生根培养基对丛生芽发育成苗的影响

良好的根系发育,是丛生芽发育成苗乃至正常

开花结实的基础。上述研究表明,品种间的丛生芽
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图3 诱导时间对丛生芽形成数目的影响

Fig.3 Effectofinductiontimeonnumbersof
multipleshootsofwheatcultivars

诱导没有显著差异,因而在筛选最佳生根培养基时,
仅选用小麦品种华麦13号置于B2培养基上诱导

15d后,选择生长状态一致的丛生芽,分别转至3种

生根培养基上,观察比较其根系发育。结果表明:在
不同 生 根 培 养 基 上 培 养 28d 后,幼 苗 根 系 表

现出明显差异(图4-A,C1,C2和C3),在C3培养

基上的幼苗根系长、数目多、生长旺盛,因而幼苗叶

色深绿、叶片宽大、植株健壮;在C2培养基上的幼

苗根系短、数目较少,幼苗也比较瘦弱、叶片较窄、卷
曲;而在C1培养基上生长的幼苗根系很少,叶色浅

绿,叶片严重卷曲,表现为严重发育不良。因此,含
有1/2MS及1.0mg/LIBA的C3培养基,适宜小

麦丛生芽生根发育,被选为后续研究的生根培养

基。
2.5 经丛生芽发育形成正常开花结实的植株

将上述不同阶段筛选的最佳条件综合应用于湖

北省目前推广小麦品种华麦13[16]的丛生芽诱导及

再生植株和开花结实的整个过程。从小麦种子中取

出成熟胚,在A1萌发培养基上培养5d(图4-B),切
取茎尖置于B2培养基上(图4-C),7d后形成侧芽

(图4-D),继续培养20d形成丛生芽(图4-E),经在

C3生根培养基上培养20d后(图4-F),移栽至土壤

中,再生的植株发育正常,可正常开花灌浆结实,种
子饱满(图4-G)。这些结果表明,通过本研究建立

的这些条件,可从成熟胚萌发的茎尖直接诱导丛生

芽,并再生形成正常可育的小麦植株。

 A:3种生根培养基上的幼苗根系生长状态Seedlingsrootsonthreedifferentrootingmedia;B:成熟胚萌发5dGerminationofmature

embryosfor5days;C:切取的茎尖Cutsegments;D:形成侧芽Inductionofsingleshoot;E:形成丛生芽Inductionofmultipleshoots;

F:在生根培养基上培养14dMultipleshootsonrootingmediumfor14days;G:发育形成的植株及种子Plantsandseedsfrommultiple

shoots.

图4 不同生根培养基的比较及由丛生芽发育形成的小麦植株

Fig.4 Comparisonofdifferentrootingmediaanddevelopmentofwheatplantsderivedfrommultipleshoots

3 讨 论

在植物丛生芽诱导培养中,最佳激素种类、浓度

及其组合,是丛生芽高效诱导及再生的关键因素。

TDZ是一种植物生长调节剂,它对植株芽的增殖和

再生、体细胞胚胎发生等具有重要作用,还具有调节

其他植物激素和生理活性物质的作用,从而影响植

物生长发育过程[17]。研究表明,低浓度的 TDZ可

504
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通过去除顶端优势诱导器官发生,从而促进不定芽

或侧芽的形成[18],TDZ直接浸泡植株可大大促进形

成不定芽[19],Sharma等[6]将大麦成熟胚置于含

TDZ的培养基上,促进形成了大量丛生芽,因而认

为在成熟胚萌发时添加TDZ或2,4-D等激素有利

于丛生芽的形成。然而,本研究的小麦成熟胚在含

TDZ或2,4-D的培养基上,萌发率反而显著降低

了,说明激素如TDZ对小麦成熟胚萌发具有抑制作

用。
但是,在小麦成熟胚萌发后,取其茎尖切断置于

丛生芽诱导培养基上,TDZ的存在则可促进小麦丛

生芽诱导形成。比较4种激素组合的丛生芽诱导培

养基结果,可以看出(图2),在 MB5基本培养基中

添加1.0mg/LTDZ和0.5mg/LIBA的B2培养

基中,诱导的丛生芽数目最多,而且不同小麦基因型

在该培养基上形成的丛生芽数目也没有差异。IBA
通常用于生根培养中,但在本研究的预备试验中发

现,在丛生芽诱导时添加0.5mg/LIBA,既可增加

丛生芽数目,也可促进后续培养中的丛生芽生根,而
生根又是影响丛生芽再生成苗的关键之一。因此,
将IBA与TDZ组合在一起的B2培养基,是小麦品

种丛生芽诱导的最佳培养基。
本研究表明,TDZ或2,4-D或6-BA抑制小麦

成熟胚萌发,表明小麦成熟胚的内源激素可能与大

麦不同,在种胚萌动过程中,这些激素可能影响小麦

其他内源激素活性,进而使幼苗基部膨大并愈伤化,
从而干扰萌发过程。而在随后的茎尖诱导丛生芽的

培养中,由成熟胚萌发形成的茎尖被切下来后,置于

丛生芽诱导培养基上,脱离了种胚的茎尖组织直接

接触培养基而获得细胞增殖的营养和激素,培养基

中的TDZ可进入茎尖组织,促进芽的增殖和再生,
因而培养20d就可形成6个以上的丛生芽。在这

个过程中,TDZ可能通过抑制顶端生长,促进分蘖

节部位生长而快速形成丛生芽。
以茎尖诱导小麦丛生芽,没有基因型的差异,还

具有取材方便、不受季节限制等优点。发展基于茎

尖 的 遗 传 转 化 受 体,已 在 其 他 作 物 中 成 功 应

用[7-8,13],若能进一步用于小麦遗传转化,可望成为

现有转化受体的重要补充。
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InductionandRegenerationofMultipleShootsfromEliteWheatCultivars

ZHANGJie1 LIHe-ping1,2 LIAOYu-cai1,3 QUBo1,3
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AgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;
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Abstract Todevelopawheatgenetictransformationsystemthatisnotrestrictedbyseasons,this
workinvestigatedtheoptimizedconditionsand methodsforinductionandregenerationofmultiple
shootsdirectlyderivedfromshootapicalmeristemtissuesinwheat.Thestudyincludedthecomparisons
ofthreegerminationmedia,fourinductionmedia,threeinductiontimesandthreerootingmediawith
threeelitewheatcultivars.TheresultsindicatedthatMB5basalmediumwithoutanyhormoneswassuit-
ableforgerminationofwheatmatureembryos.MB5basalmediumplus1.0mg/LTDZand0.5mg/L
IBAproducedthehighestrateofmultipleshootinduction.Numbersofmultipleshootsincreasedwith
theincreaseofinductiontime.Thesuitabletimeformultipleshootinductionisnotmorethan30days.
Therewasnodifferenceamongthewheatcultivarsintermsofinductionrateandnumberofmultiple
shoots.Thebestmediumforrootingwas1/2MSbasalmediumplus1.0mg/LIBA.Regeneratedplants
derivedformmultipleshootsshowednormalfloweringandseeds.Theseresultsprovideusefulmethods
forregenerationandgenetictransformationbasedonmultipleshootsofwheat.

Keywords induction;multipleshoots;matureembryos;apicalmeristem;wheat
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