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摘要:为了选择适宜的基因枪转化光温敏雄性不育小麦的受体，并对幼胚组织培养条件进行优化，以小麦光温敏

雄性不育系 BS210、BS366 以及常规品种京 411 的幼胚为材料，分别对碳源、除草剂浓度和基因型进行筛选。结果表
明，在以蔗糖和麦芽糖为碳源的诱导培养基上，幼胚的出愈率差异不显著;在以蔗糖和麦芽糖为碳源的分化培养基

上，愈伤组织的分化率差异显著，其中添加麦芽糖的培养基上分化率较高;在对轰击过 bar 基因的幼胚愈伤组织进行
筛选时，除草剂 Biolaphos的最适浓度为 2 mg /L。3 个受体材料离体培养过程中出苗率差异显著，其中 BS210 出苗率
高，是较优良的转化受体，为今后利用转基因技术改良光温敏雄性不育小麦奠定了基础。
关键词:小麦幼胚;光温敏雄性不育;碳源;除草剂浓度;基因型

中图分类号: S512． 03 文献标识码: A 文章编号: 1000 － 7091(2011)04 － 0126 － 04

The Choice of Photo-thermo-sensitive Male Sterile Wheat Receptor Through
Partical Bombardment and the Optimization of Culture Conditions

WANG Ling-yun1，ZHANG Li-ping1，2，ZHAO Chang-ping1，2，ZHANG Feng-ting1，2，
FAN Jian-qing1，YUAN Shao-hua2，GUO Yu-ping2

(1． College of Life Science，Capital Normal University，Beijing 100048，China;
2． Beijing Research Center for Hybrid Wheat，Beijing 100097，China)

Abstract: In order to choose the appropriate receptor of photo-thermo-sensitive male sterile wheat for bombard-
ment，and optimize the Culture condition of immature embryos，We used immature embryos of 3 wheat lines，including
photo-thermo-sensitive male sterile line BS210，BS366 and normal cultivar Jing 411，Carbon source，screening con-
centration and genotype were screened respectively． The study showed that the frequency of embryos callus formation
is not significantly different between sucrose and maltose as the carbon source． While adding maltose in different me-
diums，the frequency of callus differentiation was higher than the medium adding sucrose． During screening callus
that the bar gene had bombarded in，the optimal concentration of herbicides biolaphos was 2 mg /L． The seeding rate
of three material was significantly different． The seeding rate of BS210 was higher than other plants，which is the best
recipient for transformation． The research sets the foundation for the improvement of photo-thermo-sensitive male ster-
ile wheat ．

Key words: Wheat immature embryos; Photo-thermo-sensitive male sterility; Carbon source; Concentration of
herbicide; Genotype

二系法杂交小麦是小麦杂种优势利用的重要途 径，其中小麦光温敏雄性不育系是二系杂交小麦育
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种的核心与基础。前期对于小麦光温敏不育系的改
良主要应用常规方法，周期较长，选育效率较低。我
国转基因作物的研究始于 20 世纪 80 年代，是国际
上农业生物工程应用最早的国家之一。转基因技术
目前已经成为作物分子育种的常用技术，在棉花、大
豆、玉米、水稻等作物育种和种质创新中普遍应用，
而小麦转基因育种进展相对滞后，尤其在二系杂交

小麦研究中的应用几乎空白，因此，利用转基因技术

改良光温敏不育系，为小麦杂种优势利用研究注入

新的活力，缩短育种周期、人为定向改造，对于促进
二系杂交小麦的发展具有重要意义。
小麦遗传转化方法主要包括:PEG 法、电击法、

脂质体转化法、基因枪法、农杆菌侵染法、花粉管通
道法等

［1］。其中基因枪法避开了原生质培养和再
生的困难，成为小麦基因转导的重要手段。作为转
基因的受体材料，小麦幼胚具有再生能力强，操作简

单、污染率低［2］、出苗率较高等优点，是目前小麦遗
传转化中最常用的转化受体系统。组织培养作为生
物技术和遗传转化操作的基础，研究其最佳培养条

件是必需的基础工作，培养基成分、筛选剂、基因型
等因素在一定程度上影响组织培养的效果。研究表
明培养基中使用不同的碳源，结果植物外植体形成

愈伤组织的诱导率以及愈伤组织的生长状况不同，

一般麦芽糖优于蔗糖
［3，4］。bar 基因是比较常用的

选择标记，它赋予植物细胞对除草剂 Basta 或其主
要活性成分 L． PPT的抗性［5］，基因型及外植体类型
不同，其适宜的筛选试剂和浓度也不尽相同

［6，7］。
基因型在小麦愈伤组织离体培养中具有决定作

用，即愈伤组织诱导率以及再生植株的频率在一定

程度上依赖于基因型
［8］，不同的小麦基因型在胚性

愈伤组织诱导、分化及分化能力的保持等方面均有
显著差异

［9-11］。由于前人所用的研究材料不同，其
研究结果不能完全覆盖所有基因型，目前尚未见有

关光温敏雄性不育小麦的基因型筛选的报道，因此

有必要对光温敏不育小麦遗传转化过程中的诸多因

素进行优化，从而提高其转化效率。本研究以骨干
小麦光温敏雄性不育系 BS210、BS366 以及常规品
种京 411 的幼胚为材料，在基本培养基的基础上，分
别对碳源、除草剂浓度和基因型进行筛选，为进一步
改良小麦光温敏不育系，促进二系杂交小麦转基因

育种提供理论基础。

1 材料和方法
1． 1 材料
试验材料小麦光温敏雄性不育系 BS366、

BS210 和常规品种京 411 种植于北京市农林科学
院海淀试验田，于 2010 年 5 月采集其开花后 12 ～
16 d的未成熟种子。其中小麦光温敏雄性不育系
BS210 和 BS366 由北京杂交小麦工程技术研究中
心自主选育，分别为杂交小麦品种京麦 6 号和京
麦 7 号的母本。
1． 2 方法
1． 2． 1 幼胚愈伤组织的培养 剥取 3 个小麦品种
(系)的未成熟种子，在超净工作台上用 70%的乙醇
表面消毒 1 min ，加入 15%的次氯酸钠溶液在摇床
上(200 r /min)震荡 20 min ，无菌水冲洗 3 ～ 4 次，用
手术刀剥离幼胚，盾片朝上，分别接种于以蔗糖和麦

芽糖为碳源的愈伤组织诱导培养基 SD2(MS 基本培
养基 + 2 mg /L 2，4-D + 0． 15 g /L 天冬素 + 1 mg /L
VB1 + 3% 蔗糖 /麦芽糖 + 2． 4 g /L 植物凝胶)上，
25℃暗培养 7 d。

7 d后统计 3 个品种(系)的幼胚分别在蔗糖和
麦芽糖两种诱导培养基上形成愈伤组织的数量，并

计算出愈率。出愈率 =形成愈伤数 /接种幼胚总数
× 100%。
1． 2． 2 渗透处理与基因枪轰击 幼胚在诱导培养
基上黑暗培养 7 d 后，挑选质地优良的愈伤组织集
中到高渗培养基(SD2 培养基 + 0. 4 mol /L甘露醇 +
0． 4 mol /L山梨醇 + 3%蔗糖 /麦芽糖 + 2． 4 g /L 植
物凝胶)的中央，培养 4 ～ 6 h。使用 Bio-Rad 公司生
产的 PDS1000PHe型基因枪，轰击压力为 1 100 psi，
轰击距离为 6 cm。轰击后的愈伤组织在渗透压培
养基上后处理 16 ～ 18 h。将愈伤组织转移到 SD2 培

养基上恢复培养 14 d，统计经过基因枪处理的愈伤
组织总数。
1． 2． 3 愈伤组织分化培养 恢复培养的愈伤组织
转移到分化培养基上(1 /2 MS + 5 mg /L 玉米素 +
3%蔗糖 /麦芽糖 + 2． 4 g /L 植物凝胶)，24 ～ 26℃光
照培养。30 d 后统计培养基上产生绿芽的愈伤组
织数量，计算愈伤组织分化率。分化率 =产生绿色
芽点愈伤数 /接种幼胚愈伤组织的总数 × 100%。
1． 2． 4 除草剂 Bialaphos的最适筛选浓度 挑选分
化状况良好产生绿芽的愈伤组织分别转接到筛选培

养基上(1 /2MS 培养基 + 2%蔗糖 + Bialaphos + 2. 4
g /L植物凝胶)，筛选剂 Bialaphos 浓度分别选择 0，
2，4 mg /L 3 个浓度梯度，24 ～ 26℃光照培养。14 d
后统计不同筛选浓度下愈伤组织的出苗情况，并计

算出苗率，同时确定最适的除草剂筛选浓度。出苗
率 =产生绿苗愈伤数 /接种幼胚愈伤组织的总数 ×
100%。
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2 结果与分析
2． 1 培养基碳源的筛选
以 BS366、BS210 和京 411 的幼胚为材料，在愈

伤组织诱导、基因枪轰击后恢复培养以及分化培养
过程中分别使用了 3%蔗糖和 3%麦芽糖作为碳源。
不同品种(系)在两种碳源培养基上的出愈率和分

化率见表 1，方差分析见表 2，品种间多重比较分析
(表 3)。结果表明，不同碳源间出愈率差异不显著;
品种间差异显著(P ＜ 0． 05)。说明蔗糖和麦芽糖对
幼胚出愈率影响不显著，基因型对幼胚出愈率影响

显著(P ＜ 0． 05)，其中光温敏不育系 BS210 的幼胚
出愈率显著高于 BS366 和常规品种京 411。分化率
在碳源间差异显著(P ＜ 0． 05)，以麦芽糖为碳源的
愈伤组织分化率明显高于以蔗糖为碳源的愈伤组织

分化率;在品种间差异显著，其中 BS210 与 BS366
的愈伤组织分化率差异显著(P ＜ 0． 05)，二者与京
411 的愈伤组织分化率差异不显著。同时外观上，
在添加麦芽糖培养基中的愈伤组织生长良好，颜色

淡黄，褐化现象较蔗糖培养基轻微。
表 1 三个品种(系)不同碳源培养基上幼胚出愈率和分化率
Tab． 1 The rate of embryos callus formation and differ-

entiation tables in different carbon sources medium

品种(系)
Species

碳源
Source

出愈率 /%
Formation rate

分化率 /%
Differentiation rate

BS210 蔗糖 95． 9 53． 1
麦芽糖 96． 3 62． 9

BS366 蔗糖 92． 9 45． 8
麦芽糖 92． 5 58． 0

京 411 蔗糖 93． 4 48． 6
麦芽糖 94． 3 63． 2

表 2 不同碳源、品系对幼胚出愈率和分化率的方差分析
Tab． 2 Analysis of wheat callus formation and differe-

ntiation rate between variance of carbon sources and speices

性状
Trait

变异来源
Source

自由度
df
均方

Mean square
F值
F valul

出愈率
Formation rate

分化率
Differentiation rate

碳源

品种

误差

碳源

品种

误差

1
2
2
1
2
2

1． 350E-5
0． 001
2． 150E-5
0． 014
0． 008
0． 000

0． 628
27． 822*

－
38． 111*

20． 012*

－
注:* ． P ＜ 0． 05。

表 3 品种间愈伤组织出愈率和分化率的多重比较
Tab． 3 Multiple comparison of different speices of callus

formation and differntion rate

品系
Species

出愈率 Formation rate
均值/%
Average

5%显著水平
Significantly at 5%

分化率 Differentiation rate
均值/%
Average

5%显著水平
Significantly at 5%

BS210 96． 1 a 58． 0 a
BS366 92． 7 b 51． 9 b
京 411 93． 8 b 55． 9 ab

2． 2 除草剂 Bialaphos的最适筛选浓度
将愈伤组织接种在添加了不同浓度除草剂 Bi-

alaphos的筛选培养基上，培养两周后，统计每个筛
选浓度下愈伤组织的出苗率见表 4。随着除草剂浓
度的升高出苗率逐渐降低，但是二者并不存在指数

相关关系，不添加筛选剂时愈伤组织的出苗率最高，

但是此时出现假阳性苗的概率也会上升，且后期检

测工作量较大。筛选剂为 4 mg /L时，愈伤组织生长
状况极差，褐化非常严重，出苗率很低，分别为

8. 0%，0. 0%，3. 0%。而浓度为 2 mg /L 时，既能起
到一定的筛选作用，也可能在一定程度上降低假阳

性苗的概率，又能得到相当数量的小麦幼苗，建议选

择筛选剂的最适浓度为 2 mg /L。
表 4 不同浓度 Bialaphos对愈伤组织出苗率的影响

Tab． 4 The effect of different concentrations of Bialaphos
to the seedling rate of callus

Biolaphos浓度/(mg/L)
Concentration of

Biolaphos

出苗率 /% Seedling rate

BS210 BS366 京 411

0 63． 1 18． 0 36． 5
2 47． 8 4． 4 18． 5
4 8． 0 0． 0 3． 0

2． 3 光温敏雄性不育小麦优良转化受体的选择
3 个品种(系)的出苗率统计见表 4 ，结合表 2
和表 3 的结果分析表明，幼胚出愈率以及愈伤组织
分化率均受基因型的影响，不同品种(系)间出愈率

和分化率差异显著。小麦光温敏雄性不育系 BS210
的愈伤组织出愈率和分化率较高，显著高于 BS366
和京 411，可见 BS210 在愈伤组织诱导、分化以及分
化后出苗过程中均表现出作为优良转化受体材料的

特性，京 411 次之，BS366 最差，相同培养条件下，
BS366 出愈率不低，但是愈伤组织褐化严重，而且分
化率和出苗率相对较低。

3 结论与讨论
糖类不仅给植物细胞的生长提供碳源，而且对

维持植物细胞内的渗透压起着重要作用。范学科
等
［3］
将小麦西农 1376 的幼胚接种在不同碳源组合

的培养基上进行培养发现，不同碳源的出愈率差异

不大，而将培养基中的蔗糖改变为麦芽糖，或将蔗糖

浓度从 30 g /L降为 15 g /L，同时加入 15 g /L的甘露
醇或山梨醇后，对小麦幼胚愈伤组织的诱导效果比

单独使用蔗糖有所提高。Zhang G F 等［12］研究表
明，培养基中使用麦芽糖代替蔗糖做碳源能明显改

善愈伤组织的褐化状态。本研究在培养基中分别添
加了蔗糖和麦芽糖为碳源，其中在诱导培养基中，不
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同碳源对幼胚出愈率影响并无显著差异，但是愈伤

组织的生长状况较好;而在分化培养基中二者存在

显著差异，其中用麦芽糖作碳源，愈伤组织生长良

好，分化率较高，褐化现象也比较轻微，上述结果与

Zhang G F等［12］的研究结果类似。
使用合适的筛选标记与筛选浓度，是许多科学

工作者一直探寻摸索的重点。筛选浓度对于获得足
够数量的转基因植株十分重要，由于筛选剂类型和

浓度对幼苗生长存在基因型差异，不同基因型的受

体细胞所适宜的筛选浓度不尽相同。Vasil V 等［13］

研究表明，基因枪转化小麦幼胚以 3 ～ 10 mg /L PPT
为适宜浓度。叶兴国等［14］以扬麦 158 和扬麦 10 号
等材料为研究对象，针对载体上的 bar 基因筛选标
记作了研究，认为使用较高浓度的 PPT 或 Bialophos
(如 Bialaphos 5 mg /L)进行初筛，使用较低浓度筛选
剂(如 Bialaphos 3 mg /L)进行二次筛选的方案比较
可行。张志清等［15］以川农 16 和川麦 32 为材料研
究发现，幼胚在含不同 L-PPT 剂量的 MS2 培养基中

生长受到明显的抑制，L-PPT浓度为 3 mg /L 时就能
完全抑制幼胚的生长，因此认为 L-PPT 合适的筛选
浓度是 2 ～ 3 mg /L。针对光温敏雄性不育系小麦，
本研究认为，使用 2 mg /L Bialaphos 进行筛选得到
的效果较好。
利用基因枪法转化小麦幼胚的影响因素很多，

其中基因型在幼胚离体培养中的决定作用已经得到

普遍认同。在本试验材料中，BS210 出苗率高，植株
再生效果好，可作为光温敏雄性不育小麦的优良转

化受体。由于目前生产应用的骨干不育系较少，本
研究仅针对光温敏雄性不育系 BS210、BS366 和常
规品种京 411 进行了遗传转化相关因素的研究，随
着不同遗传背景的 BS 系列不育系的选育，今后将
进一步优化试验条件，针对新选不育系筛选更多适

宜基因枪转化的受体基因型，为二系杂交小麦转基

因育种提供基础材料，从而促进小麦杂种优势利用

的快速发展。
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