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摘　要：为了建立优良小麦品种遗传转化的高 效 组 织 培 养 体 系，以 扬 麦１５８和 郑 麦９０２３成 熟 胚 为 外 植

体，探讨了Ｄｉｃａｍｂａ和２，４－Ｄ及ＫＴ对小麦成熟胚愈伤组织诱导和再生的影响。结果表明，Ｄｉｃａｍｂａ和２，４－Ｄ
的愈伤组织诱导率最低为８８．７％，最 高 可 达９５．１％，处 理 间 无 显 著 差 异。不 同 激 素 诱 导 的 愈 伤 组 织 在 添 加

ＫＴ的培养基上分化时，再生率存在显著差异。两种基因型小麦用Ｄｉｃａｍｂａ诱导的愈伤组织比２，４－Ｄ诱导的

愈伤组织具有更高的再生率。在分化培养时，培养基中添加５ｍｇ·Ｌ－１　ＫＴ比添加３ｍｇ·Ｌ－１的分化效果更

好，但不同浓度ＫＴ对愈伤组织分化的效果因诱导激素的配比和基因型而异。扬 麦１５８的 综 合 指 标 更 优，平

均再生率可达２０．１％，比郑麦９０２３高６．６％；采用４ｍｇ·Ｌ－１　Ｄｉｃａｍｂａ进 行 愈 伤 组 织 诱 导，配 合５ｍｇ·Ｌ－１

ＫＴ分化培养更有利于小麦成熟胚离体培养。
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　　小麦遗传转化的关键在于建立稳定高效的组

织培养再生体系。目前，在小麦中常用的外植体

是幼胚 和 成 熟 胚。幼 胚 的 诱 导 和 再 生 效 率 都 较

高，但适宜转化的生理状态难以掌握，取材受季节

限制，难以满足常年工作需要。小麦成熟胚取自

成熟种子，不受季节限制，生理状态基本一致，可

常年大量获得，是组织培养和遗传转化的理想外

植体。小麦成熟胚高效再生体系的研究主要集中

在成熟胚基因型选取、培养基类型以及在培养基

中添加的激素种类和浓度等方面，并取得了一定

的进展，但仍存在再生率较低等问题，需进一步优

化［１－３］。２，４－二 氯 苯 氧 乙 酸（２，４－Ｄ）和 激 动 素

（ＫＴ）分别是小麦成熟胚愈伤组织诱导和分化阶

段常用的激素，其使用浓度在不同的研究中有所

不同［４－７］。有研究认为较 低 浓 度 的２，４－Ｄ有 利 愈

伤组织的分化，但最适浓度因基因型而异；不同浓

度的２，４－Ｄ对小麦成熟胚愈伤组织诱导无显著差

异，对其分化影响较大［６－７］。ＫＴ的作用是促使细

胞分裂，同时使得细胞朝着器官分化的方向进行。
麦草畏（Ｄｉｃａｍｂａ）是 一 种 植 物 生 长 调 节 剂，在 小

麦幼胚和成熟胚的愈伤组织诱导和分化方面都有

较好的效果［８－１０］。
郑麦９０２３和扬麦１５８均为高产、优质和多抗

的春性小麦，是华北、华中地区和长江中、下游麦

区的主栽品种。目前，其组织培养和遗传转化研

究的公开报道不多。已有的少量研究主要以幼胚

为外植体的组织培养体系，探讨了愈伤组织诱导、
分化和生根 壮 苗 培 养 基 的 条 件。赵 永 英 等［１１］研

究了ＡｇＮＯ３ 和 蔗 糖 对 郑 麦９０２３根 苗 分 化 的 影

响，并发现２，４－Ｄ有利于其幼胚盾片胚性愈伤组

织的 形 成。邢 莉 萍 等［１２］研 究 表 明 扬 麦１５８是 优

良的转基因受体，并初步建立了其再生体系。在

成熟 胚 方 面，有 报 道 探 讨 了 ＭＳ培 养 基 中 添 加

ＮＨ４ＮＯ３ 的浓度对郑麦９０２３组培的影响及高渗

处理在转 化 过 程 中 的 作 用［１３］。本 研 究 选 用 扬 麦

１５８和郑麦９０２３为实验材料，探讨２，４－Ｄ、Ｄｉｃａｍ－
ｂａ以及ＫＴ对小麦成熟胚离体组织培养的影响，
以期为小麦遗传转化研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　植物材料

实验材料为２０１３年 田 间 收 获 的 扬 麦１５８和

郑麦９０２３种子，由湖北省农科院提供。

１．２　培养基

诱导培 养 基：ＭＳ培 养 基＋酪 蛋 白ＣＨ（５００
ｍｇ·Ｌ－１）＋２，４－Ｄ（２、４、８ｍｇ·Ｌ－１）

ＭＳ培养基＋酪 蛋 白ＣＨ（５００ｍｇ·Ｌ－１）＋
Ｄｉｃａｍｂａ（２、４、８、１２ｍｇ·Ｌ－１）

分化培 养 基：ＭＳ培 养 基＋酪 蛋 白ＣＨ（５００
ｍｇ·Ｌ－１）＋ ＫＴ（３、５ｍｇ·Ｌ－１）

生根培养基：１／２ＭＳ培养基

以上所有培养基均添加３０ｇ·Ｌ－１蔗 糖 和８
ｇ·Ｌ－１的琼脂粉，用ＮａＯＨ将ｐＨ值调至５．８～
５．９，在１２１℃下 经１．１ｋｇ·ｃｍ－２高 压 湿 热 灭 菌

２０ｍｉｎ。

１．３　种子处理和培养方法

１．３．１　种子消毒和浸种处理

选用成熟、饱 满、颜 色 和 大 小 相 对 一 致 的 种

子。用７０％酒精对种子消毒５ｍｉｎ，无菌水清洗２
～３次；再用０．１％升汞处理１５ｍｉｎ，无菌水清洗

５次，用无菌水浸泡１４～１６ｈ；再用０．１％升汞消

毒５ｍｉｎ，无菌水清洗５次。

１．３．２　成熟胚培养

用解剖刀剥取成熟胚，切碎，置于诱导培养基

上，每个处理重复３次，２５℃ 暗培养２周。２周后

统计 出 愈 率，并 将 愈 伤 组 织 转 至 分 化 培 养 基 中，

２５℃ 暗培养１０ｄ，再转 至 同 温 条 件 下 光 照 培 养，
光强２　０００ｌｘ，光照时间１６ｈ·ｄ－１，每两周继代

一次［１４］。随时观察，及时剔除褐化和污染的愈伤

组织。光照培养４周后统计愈伤组织的再生率。

１．４　数据处理和分析

出愈率＝（诱导出愈伤组织的外植体数／接种

外植体总数）×１００％；再生率＝（分化出再生苗的

愈伤组织数／接种愈伤组织总数）×１００％。
以上指标 计 算 均 除 去 污 染 和 褐 化 的 愈 伤 组

织。采用ＳＰＳＳ统 计 分 析 软 件 用ＬＳＤ法 进 行 方

差分析，采用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ　８作图。

２　结果与分析

２．１　２，４－Ｄ和Ｄｉｃａｍｂａ对小麦成熟 胚 愈 伤 组 织

诱导的影响

成熟胚在诱导 培 养 基 上 生 长２～３ｄ后 即 可

产生愈伤组 织，２周 时 愈 伤 组 织 比 接 种 时 膨 大４
倍以上，此 时 统 计 愈 伤 组 织 出 愈 率。结 果（表１）
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表明，两 种 基 因 型 小 麦 成 熟 胚 在 添 加２，４－Ｄ和

Ｄｉｃａｍｂａ的 养 基 上 都 有 较 高 的 诱 导 效 率。采 用

２，４－Ｄ 进 行 诱 导 时，扬 麦 １５８ 平 均 出 愈 率 达

９３．６％，郑麦９０２３平均达９０．７％。采用Ｄｉｃａｍｂａ
诱导 时，扬 麦１５８平 均 出 愈 率 达９１．０％，郑 麦

９０２３平均达９０．３％。扬麦１５８和郑麦９０２３分别

在添加２ｍｇ·Ｌ－１和４ｍｇ·Ｌ－１的２，４－Ｄ培养基

中出愈率最高。方差分析表明，两个小麦品种在

两种激素处理间的愈伤组织诱导率差异不显著。
总体来看，２，４－Ｄ诱导效率略高于Ｄｉｃａｍｂａ，扬麦

１５８的愈伤组织诱导率高于郑麦９０２３。

表１　２，４－Ｄ和Ｄｉｃａｍｂａ对小麦成熟胚愈伤组织诱导的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　２，４－Ｄ　ａｎｄ　Ｄｉｃａｍｂａ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍａｔｕｒｅ　ｅｍｂｒｙｏｓ

激素
Ａｕｘｉｎ

浓度
Ｄｏｓｅ

／（ｍｇ·Ｌ－１）

扬麦１５８Ｙａｎｇｍａｉ　１５８

接种胚数
Ｎｏ．ｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｓ

出愈数
Ｎｏ．ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ

诱导率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／％

郑麦９０２３Ｚｈｅｎｇｍａｉ　９０２３

接种胚数
Ｎｏ．ｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｓ

出愈数
Ｎｏ．ｏｆ
ｃａｌｌｕｓ

诱导率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／％

平均诱导率
Ｍｅａｎ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／％

２，４－Ｄ　 ２　 ２６７　 ２５４　 ９５．１　 ２９８　 ２６８　 ８９．９　 ９２．５
４　 ２８３　 ２６８　 ９４．７　 ２６７　 ２４４　 ９１．４　 ９３．１
８　 １６８　 １５３　 ９１．１　 １８９　 １７４　 ９１．５　 ９１．３

Ｄｉｃａｍｂａ　 ２　 ２８５　 ２５７　 ９０．２　 ２５６　 ２３４　 ９１．４　 ９０．８
４　 ２９０　 ２６４　 ９１．０　 ２７８　 ２４８　 ８９．２　 ９０．１
８　 ２６８　 ２４７　 ９２．２　 ２８３　 ２５１　 ８８．７　 ９０．５
１２　 １５０　 １３６　 ９０．７　 １６０　 １４５　 ９０．１　 ９０．４

平均 Ｍｅａｎ／％ ９２．１　 ９０．５

表２　ＫＴ、２，４－Ｄ和Ｄｉｃａｍｂａ激素配比对小麦愈伤组织再生率的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＫＴ，２，４－Ｄ　ａｎｄ　Ｄｉｃａｍｂａ　ｏｎ　ｐｌａｎｔ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ％

激 素
Ａｕｘｉｎ

浓 度
Ｄｏｓｅ

／（ｍｇ·Ｌ－１）

扬麦１５８Ｙａｎｇｍａｉ１５８

３ｍｇ·Ｌ－１
ＫＴ

５ｍｇ·Ｌ－１
ＫＴ

平均
Ｍｅａｎ

郑麦９０２３Ｚｈｅｎｇｍａｉ　９０２３

３ｍｇ·Ｌ－１
ＫＴ

５ｍｇ·Ｌ－１
ＫＴ

平均
Ｍｅａｎ

２，４－Ｄ　 ２　 １７．５ａｃｇ　 １６．８ａｃｄ　 １７．２ａｄ　 １４．２ａｂｃｄ　 １１．５ａｂｃｄ　 １２．９ａｂ
４　 １１．７ａｄ　 ２１．６ｂｃ　 １６．７ａｂ　 １７．５ａｂｃｄ　 １４．３ａｂｃｄ　 １５．９ａ
８　 １１．３ａｄ　 １４．４ｄｅ　 １２．９ａ ７．８ａｂｃ　 ４．０ｂ ５．９ｂ

Ｄｉｃａｍｂａ　 ２　 ２４．７ｂｆｇ　 ２０．７ｂｃｅ　 ２２．７ｂｃ　 １６．３ａｂｃｄ　 １９．０ａｂｃｄ　 １７．７ａ
４　 ２５．２ｂｆｇ　 ２９．２ｆ ２７．２ｃ １７．４ａｃｄ　 ２０．３ｃｄ　 １８．９ａ
８　 ２０．６ｂｃｄ　 ２８．４ｆｇ　 ２４．５ｃｅ　 １８．１ａｃｄ　 ２０．４ｄ １９．３ａ
１２　 １９．９ｂｃｄ　 １９．２ｂｃｅ　 １９．６ｂｄｅ　 ６．２ａｂ　 ７．２ａｂ　 ６．７ｂ

平均 Ｍｅａｎ　 １８．７　 ２１．５　 ２０．１　 １３．９　 １３．８　 １３．９

　　数字后无相同字母表示在０．０５水平上差异显著

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ａｔ　０．０５ｌｅｖｅｌ

２．２　２，４－Ｄ和Ｄｉｃａｍｂａ对小麦成熟 胚 愈 伤 组 织

再生的影响

将诱导出的愈伤组织分别转至不同浓度ＫＴ
的培养基中进行分化培养，再生率统计结果见表

２。从表２可见，在诱导阶段添加不同激素及浓度

诱导出的愈伤组织，在分化培养基上的再生率表

现出较大差异。采用２，４－Ｄ诱导愈伤组织时，扬

麦１５８和郑麦９０２３均在４ｍｇ·Ｌ－１浓度时出现

最高再 生 率（分 别 为２１．６％和１７．５％）。采 用

Ｄｉｃａｍｂａ诱导愈伤组织时，随着其浓度的增加，两

个小麦品种的愈伤组织再生率出现先增加后降低

的趋势（图１和 图２）。扬 麦１５８和 郑 麦９０２３分

别在４ｍｇ·Ｌ－１和８ｍｇ·Ｌ－１的Ｄｉｃａｍｂａ诱 导

时，愈 伤 组 织 的 再 生 率 最 高（分 别 为２９．２％和

２０．４％）。本实验中，两种激素在 最 高 浓 度 时，两

个品种的再生 率 都 降 低，表 明 较 高 浓 度 的２，４－Ｄ
和Ｄｉｃａｍｂａ进行成熟胚离体培养，不利于愈伤组

织的分化。扬麦１５８在各诱导培养基上诱导出的

愈伤组织平均再生率均高于郑麦９０２３。与２，４－Ｄ
相比，两个小麦品种的成熟胚采用Ｄｉｃａｍｂａ诱导

愈伤组织，分化时有较高的再生率。综合培养效

率认为，采用４ｍｇ·Ｌ－１浓度的Ｄｉｃａｍｂａ更适合

扬麦１５８和郑麦９０２３的成熟胚离体组织培养。
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　　　　Ｄｉｃａｍｂａ　ＫＴ　５ｍｇ·Ｌ－１表示用不同浓度Ｄｉｃａｍｂａ进行

愈伤组织诱导，添加５ｍｇ·Ｌ－１　ＫＴ进 行 分 化 培 养；其 他 三 个 组

合同理。图２同

Ｄｉｃａｍｂａ　ＫＴ　５ｍｇ·Ｌ－１　ｍｅａｎ　ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｄｉｃａｍｂａ　ａｎｄ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　５ｍｇ·Ｌ－１　ＫＴ；

ｔｈｅ　ｏｔｈｅｒ　ｔｈｒｅｅ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ　ａｒｅ　ｓｉｍｉｌａｒ．Ｔｈｅ　Ｆｉｇ　２ａｒｅ　ａｓ　ｔｈｅ

ｓａｍｅ

图１　ＫＴ、２，４－Ｄ和Ｄｉｃａｍｂａ激素配比对

扬麦１５８愈伤组织再生的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｐｌａｎｔ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ

ｆｒｏｍ　Ｙａｎｇｍａｉ　１５８ｔｒｅａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＫＴ，２，４－Ｄ　ａｎｄ　Ｄｉｃａｍｂａ

图２　ＫＴ、２，４－Ｄ和Ｄｉｃａｍｂａ激素配比对

郑麦９０２３愈伤组织再生的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｎ　ｐｌａｎｔ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｌｌｕｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｆｒｏｍ

Ｚｈｅｎｇｍａｉ　９０２３ｔｒｅａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆ　ＫＴ，２，４－Ｄ　ａｎｄ　Ｄｉｃａｍｂａ

２．３　不同浓 度 ＫＴ对 小 麦 成 熟 胚 愈 伤 组 织 再 生

的影响

不同浓度的ＫＴ对愈伤组织的分化表现出不

同的效果（表２）。由 表２和 图１可 见，对 于 扬 麦

１５８，在２，４－Ｄ和Ｄｉｃａｍｂａ浓度分别为４ｍｇ·Ｌ－１

和８ｍｇ·Ｌ－１培养基中诱导的愈伤组织，转至不

同浓度 ＫＴ的 培 养 基 中，５ｍｇ·Ｌ－１　ＫＴ促 进 愈

伤组织的再生效果显著优于３ｍｇ·Ｌ－１。对于郑

麦９０２３，来自相同培养基诱导的愈伤组织转至不

同浓度ＫＴ的分化培养基上，愈伤组织的再生率

没有显著差异，采用２，４－Ｄ诱导愈伤组织时，在添

加３ｍｇ· Ｌ－１　ＫＴ的分化培养基上愈 伤 组 织 再

生率 较 高，采 用 Ｄｉｃａｍｂａ 诱 导 时，在 添 加 ５
ｍｇ·Ｌ－１　ＫＴ的分 化 培 养 基 上 愈 伤 组 织 再 生 率

较高。其中，在４ｍｇ·Ｌ－１和８ｍｇ·Ｌ－１的 Ｄｉ－
ｃａｍｂａ下诱导的愈伤组织在５ｍｇ·Ｌ－１　ＫＴ的培

养基上进行 分 化，具 有 最 高 的 植 株 再 生 率（图１、
图２）。在 不 同 浓 度 ＫＴ的 分 化 培 养 基 上，扬 麦

１５８愈伤组织的平均再生率均高于郑麦９０２３。

３　讨 论

本研究表明，诱导激素及其浓度、分化激素浓

度、小麦基因型对小麦成熟胚离体培养都有影响。

２，４－Ｄ是 在 植 物 组 织 培 养 中 广 泛 使 用 的 一 种 激

素。有研究表明，以成熟胚为外植体采用胚乳支

撑法接种时，２，４－Ｄ 在８ｍｇ·Ｌ－１浓 度 时 有 较 好

的诱导效 果［１５］。在 郑 麦９０２３幼 胚 培 养 中，有 报

道认为０．５ｍｇ·Ｌ－１的２，４－Ｄ有利于胚性愈伤组

织的诱导［１１］。本实验采用剥胚法接种发现，２，４－
Ｄ的浓度为２ｍｇ·Ｌ－１和４ｍｇ·Ｌ－１时培养效果

较好，这与多数研究报道是一致的［５－６］。

Ｍａｒｉａｇ［８］首次 运 用 Ｄｉｃａｍｂａ对 小 麦 成 熟 胚

进行离体培养，愈伤组织再生比２，４－Ｄ有更好的

效果，且在４ｍｇ·Ｌ－１浓度时诱导的愈伤组织有

最高的再生率。Ｒｅｎ等［９］用周麦１８和豫麦３４为

材料，在诱导培养基中添加４ｍｇ·Ｌ－１　Ｄｉｃａｍｂａ
和１．５ｍｇ·Ｌ－１　ＡＢＡ，在分化培养基中添加０．１
ｍｇ·Ｌ－１　ＩＡＡ和５．０ｍｇ·Ｌ－１　ＺＴ，也获 得 了 较

高的分化率。本研究在扬麦１５８和 郑 麦９０２３的

成熟胚组织培养中也发现，Ｄｉｃａｍｂａ比２，４－Ｄ具

有更优的效果，且在４、８ｍｇ·Ｌ－１浓度时诱导出

的愈伤组织有较高的再生率。在小麦幼胚离体培

养和成 熟 胚 胚 乳 支 持 法 接 种 研 究 中 也 发 现 Ｄｉ－
ｃａｍｂａ的效果比２，４－Ｄ好，分别在２ｍｇ·Ｌ－１和

１２ｍｇ·Ｌ－１浓 度 时 诱 导 的 愈 伤 组 织 有 较 高 的 分

化率［１０，１９］。作者在 研 究 中 也 曾 采 用 胚 乳 支 持 法

接种，发现用Ｄｉｃａｍｂａ诱导愈伤组织时胚容易生

芽，而采用胚离体培养时发芽率很低。因此在小
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麦组培中 用 Ｄｉｃａｍｂａ诱 导 小 麦 胚 离 体 培 养 具 有

更好的使用效果。
本研究在 愈 伤 组 织 分 化 时 采 用 两 种 浓 度 的

ＫＴ，对于扬麦１５８，在２，４－Ｄ 和Ｄｉｃａｍｂａ浓 度 分

别为４ｍｇ·Ｌ－１和８ｍｇ·Ｌ－１培养基中诱导的愈

伤组织，转至不同浓度ＫＴ的培养基中再生率有

显著差异。对于郑麦９０２３，来自于相同诱导培养

基的愈伤组织在不同浓度ＫＴ的分化培养基上的

再生率无显著差异。有研究利用川农１７、川农１２
和山农２６１８为 材 料，发 现３、５ｍｇ·Ｌ－１浓 度 的

ＫＴ对愈伤组 织 分 化 效 果 有 显 著 差 异，并 且 均 在

ＫＴ为５ｍｇ·Ｌ－１浓 度 时 有 利 于 愈 伤 组 织 的 再

生［６，２０］。用２，４－Ｄ诱 导 愈 伤 组 织 时，扬 麦１５８和

郑麦９０２３分 别 在 ＫＴ 浓 度 为５ｍｇ·Ｌ－１和３
ｍｇ·Ｌ－１ 时有较高的再生率；而用Ｄｉｃａｍｂａ诱导

愈伤组织时，均以５ｍｇ·Ｌ－１为佳。这说明不同

浓度ＫＴ对愈伤组织分化的效果和诱导激素的配

比与基因型 有 很 大 的 关 系。邢 莉 萍 等［１２］曾 经 研

究了２０个材料的幼胚愈伤组织诱导率、分化率和

生根率，发现扬麦１５８综合指标最优。本 研 究 发

现，在成熟胚培养中，扬麦１５８的平均再生率显著

高于郑麦９０２３，平均高出６．６％，表明扬麦１５８是

转基因的优良受体。本实验中，培养基中只添加了

单一的激素进行诱导和分化，探寻适宜的激素配比、
优化小麦成熟胚的再生体系有待进一步的研究。
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